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1. Streszczenie

Dwukierunkowa komunikacja pomigdzy siecig potaczen neuronalnych
awypustkami astrocytarnymi zapoczgtkowala nowe podejscie do dotychczas
neurocentrycznego postrzegania mechanizméw regulacji przekaznictwa synaptycznego.
W latach 90. zdefiniowano koncept ,synapsy trojdzielnej” w odpowiedzi na
zgromadzone dowody aktywnego kontaktu komorek nerwowych i glejowych, opierajgcy
si¢ na zalozeniu, ze neuroprzekazniki, aktywujac metabotropowe receptory na
powierzchni astrocytow, prowadza do wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia jonow

Ca?* w ich cytoplazmie oraz uwolnienia glioprzekaznikow.

Do tej pory nie jest do konca jasne, jaka jest dynamika oraz wiasciwy mechanizm
przekaznictwa jonéw Ca?" w astrocytach i czy prowadzi on do uwalniania
glioprzekaznikow poprzez regulowang egzocytoze. Dodatkowo niewiele wiadomo
0 funkcjonalnej réznorodnosci astrocytow W roznych obszarach moézgu, szczegélnie

w konteks$cie glioprzekaznictwa.

W niniejszej pracy uzyto mieszanych hodowli neuronalno-glejowych
I mikroskopii catkowitego wewnetrznego odbicia (TIRF) do zbadania mechanizmow
regulujacych egzocytoze w astrocytach. Wykazano, ze obecno$¢ neuroné6w w hodowli
Znaczgco zmniejsza poziom spontanicznej egzocytozy w astrocytach. Ponadto wykazano,
ze aktywno$¢ neuronalna reguluje czestotliwos$¢ egzocytozy w astrocytach, a proces ten
zalezy w duzej mierze od zewnatrzkomoérkowych jonow Ca?*. Ustalono réwniez, ze
w przeciwienstwie do hodowli hipokampalnej, proces egzocytozy wywotany
elektrostymulacja nie ulega zahamowaniu w obecnosci TTX w hodowli korowe;.
Koreluje to ze zmniejszonym poziomem mRNA genu Uncl3c w astrocytach w hodowli
korowej w stosunku do hodowli hipokampalnej, co zbadano za pomocg fluorescencyjnej

hybrydyzacji in situ (FISH, ang. fluorescent in situ hybridization).

Podsumowujac, przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki badan opisuja
pewne mechanizmy regulacji egzocytozy w astrocytach, ktore wymagaja jednak dalszych

badan.
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2. Abstract

The bidirectional communication between the neuronal connection network and
astrocytic protrusions initiated a new approach to the previously neurocentric view of the
regulation mechanisms of synaptic transmission. In the 1990s, the concept of a ‘tripartite
synapse’ was defined in response to accumulated evidence of active contact between
neural and glial cells, based on the idea that neurotransmitters, by activating metabotropic
receptors on the surface of astrocytes, lead to an increase in the intracellular Ca®* ion

concentration in their cytoplasm and the release of gliotransmitters.

To date, it is not entirely clear what the dynamics and the specific mechanism of
Ca?* ion transmission in astrocytes is and whether it leads to the release of gliotransmitters
trough regulated exocytosis. Additionally, little is known about the functional diversity

of astrocytes in different brain areas, particularly in the context of gliotransmission.

In this study, mixed neuronal-glial cultures and total internal reflection
fluorescence microscopy (TIRF) were used to investigate the mechanisms regulating
exocytosis in astrocytes. It was shown that the presence of neurons in the culture
significantly reduces the level of spontaneous exocytosis in astrocytes. Furthermore,
neuronal activity was found to regulate the frequency of exocytosis in astrocytes,
a process that largely depends on extracellular Ca?* ions. It was also established that,
unlike in hippocampal cultures, the exocytosis process induced by electrical stimulation
is not inhibited in cortical cultures by the presence of TTX. This correlates with a reduced
level of mMRNA for the Unc13c gene in astrocytes from cortical cultures compared to
those from hippocampal cultures, as investigated using fluorescent in situ hybridization
(FISH).

In summary, the findings presented in this dissertation describe certain

mechanisms of exocytosis regulation in astrocytes, which require further investigation.
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3. Wstep
3.1. Podstawowe funkcje astrocytow w mozgu

Pragnac wyjasni¢ procesy zachodzace w mozgu, bardzo wiele uwagi poswigcono
komunikacji pomi¢dzy neuronami. Jak wiadomo, mézg sktada si¢ nie tylko z komorek
nerwowych, ale i z komorek glejowych, ktore stanowig okoto potowy komoérek w tym
organie. Nazwa ,,glej” zostala wprowadzona przez Rudolfa Virchowa w artykule z 1864
r. [Virchow, 1864] i odnosi si¢ ona do ,,substancji/tkanki tacznej” spajajacej komorki
nerwowe, co niejako spowodowalo postrzeganie komorek glejowych jako ,kleju”
utrzymujacego neurony razem [Somjen, 1988; Verkhratsky, 2006; Allen i Lyons, 2018].
Wsérdéd komorek glejowych mozemy wyrdzni¢ trzy podstawowe typy: astrocyty,
mikroglej i oligodendrocyty [von Bartheld i wsp., 2016; Allen i Lyons, 2018], z czego

astrocyty sg najliczniejsza grupa.

Astrocyty swoja nazwe¢ zawdzieczaja Mihalyowi von Lenhossékowi, ktory
zaproponowat ja w 1895 r. [Montgomery, 1994] ze wzgledu na ich gwiezdzisty ksztalt
oraz drobne, rozgalezione wypustki. Stanowig one kluczowy typ komorek glejowych

w osrodkowym uktadzie nerwowym [Kettenmann i Ransom, 2005; Gradisnik i Velnar,

2023].

Morfologicznie mozemy wyrdzni¢ dwa podstawowe typy astrocytow: astrocyty
protoplazmatyczne oraz wiokniste. Astrocyty protoplazmatyczne znajdujg si¢ glownie
w istocie szarej i charakteryzuja si¢ malym ciatem komorkowym, z ktorego rozchodza
si¢ krotkie, silnie rozgatezione wypustki, ktore w miare oddalania si¢ od somy Staja si¢
coraz drobniejsze. Wypustki te przylegaja do $cian naczyn krwiono$nych oraz do opony
migkkiej. Zawieraja one réwniez wigksza liczbe organelli, co wspiera ich funkcje
metaboliczne i interakcje z neuronami. Z kolei astrocyty wiokniste sg zlokalizowane
gléwnie w istocie biatej, posiadaja dlugie, nierozgatezione wypustki 1 mniej organelli

W poréwnaniu do astrocytéw protoplazmatycznych.

Do gtéwnych funkcji astrocytow nalezy formowanie bariery krew-mozg, gdzie
ich ,,stopki” (ang. endfeet) pokrywaja okoto 90% powierzchni $cian naczyn wlosowatych,
petniac rolg tacznikdw pomiedzy Sciankg naczynia wlosowatego a neuronami. Co wazne,
astrocyty transportuja substancje zarowno z naczyn do neuronéw, jak i z neuronow do
naczyn [Loscher i Potschka, 2005; Barres, 2008; Cauli i Hamel, 2018]. Ponadto astrocyty

utrzymujg homeostaze jondw, w szczegdlnosci potasu (K¥), oraz wody [Zhang i Barres,
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2010]. Ze wzgledu na przekaznictwo neuronalne i potrzebg utrzymywania stalego
potencjatu btonowego modzg jest organem wyjatkowo energochlonnym, a to wlasnie
astrocyty zapewniajg wsparcie metaboliczne neuronom. Nie tylko dostarczajg mleczan
jako zrédlo energii, ale odgrywajg istotng role w regulacji stresu oksydacyjnego [Chen
I wsp., 2020; Horvat i wsp., 2021; Beard i wsp., 2022]. Jedna z glownych funkcji
astrocytow  jest usuwanie nadmiaru  neuroprzekaznikow  z  przestrzeni
miedzykomoérkowej. Jest to szczegolnie istotne nie tylko dla zachowania prawidtowo
funkcjonujacego przekaznictwa neuronalnego, ale takze dlatego, ze niektore
neuroprzekazniki, takie jak np. glutaminian, moga doprowadzi¢ do nadmiernej stymulacji
neuronow, tzw. ekscytotoksycznosci, a w efekcie do smierci komorek [Gross, 2006; Lee
i Pow, 2010; Mahmoud i wsp., 2019]. Astrocyty sa rOwniez niezmiernie wazne w samym
rozwoju mézgu i synaptogenezie - procesie powstawania polaczen neuronalnych [He
i Sun, 2007]. Co ciekawe, neurogeneza poprzedza astrogenez¢ (powstawanie
astrocytow); jednak synapsy powstaja masowo dopiero po wytworzeniu astrocytow.
Szczyt dojrzewania synaps przypada u gryzoni w okoto 14 dni po urodzeniu 1 pokrywa
si¢ ze szczytem zmian w strukturze i sktadzie molekularnym astrocytow [Faust i wsp.,

2024].
3.2. Wypustki astrocytow jako czes¢ synapsy - model ,,synapsy tréjdzielnej”

Astrocyty odgrywaja kluczowa role¢ w przekazywaniu informacji migdzy
komoérkami nerwowymi presynaptycznymi i postsynaptycznymi. Szacuje si¢, ze
pojedynczy astrocyt moze nawigza¢ kontakt z okoto 100 000 synaps w korze mozgowe;j
myszy oraz niemal 2 000 000 synaps w korze mézgowej cztowieka [Bushong i wsp.,
2002; Perea 1 wsp., 2009; Allen 1 Eroglu, 2017]. Co wigcej, komorki glejowe,
a w szczego6lnosci astrocyty, komunikujg si¢ za posrednictwem potaczen szczelinowych,
tworzac rodzaj funkcjonalnego syncytium. Umozliwia to wymiang matych czasteczek
i jondow w obrebie tej sieci, co ma istotne znaczenie dla synchronizacji sygnatow

neuronalnych na znacznych odlegtosciach [Spray, 1996; Froes i wsp., 1999].

Astrocyty, podobnie jak pozostate komorki glejowe, sa ,,niepobudliwe”, co jest
rozumiane jako brak mozliwo$ci przewodzenia potencjatéw czynnosciowych [Augusto-
Oliveira i wsp., 2020]. Cecha ta przyczynita si¢ do utrwalenia zatozen dotyczacych
jedynie biernej, wspomagajacej roli komorek glejowych. Jednak we wczesnych latach 90.

zaczeto do badan astrocytow uzywaé techniki mikroskopii fluorescencyjnej
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umozliwiajacej obrazowanie zmian wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca* [Jensen i Chiu,

1990].

To w tamtym okresie grupa Stephena Smitha scharakteryzowata odpowiedz
astrocytow w hodowli na czasteczke neuroprzekaznika (glutaminianu), w postaci wahan
wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw Ca?* [Cornell-Bell i wsp., 1990]. Te zmiany
W stezeniu jonéw Ca?* oddziatuja na sasiednie astrocyty i prowadza do powstania fal
wapniowych [Dani i wsp., 1992]. Natomiast zespot badawczy Michaela Sandersona,
poprzez stymulacje pojedynczego astrocytu i propagacje sygnalu wapniowego, wykazat,
ze astrocyty tworza funkcjonalng sie¢, ktéra wspomaga powstawanie fal wapniowych
[Cornell-Bell i wsp., 1990; Charles i wsp., 1991; Halassa i wsp., 2007]. Spos6b propagacji
sygnatu Ca®" w tej sieci wynika z charakterystyki polaczen pomiedzy astrocytami przy
udziale potaczen szczelinowych, jak rowniez sygnalizacji parakrynnej, co pozwala na
przekazywanie sygnatu na znacznych odleglosciach [Giaume i Venance, 1998].
W przypadku fal wapniowych, wystepujacych lokalnie, sygnal Ca?* jest przekazywany
dzigki potaczeniom szczelinowym lub przez uwalnianie glioprzekaznikow [Finkbeiner,
1992]. Powyzsze obserwacje pozwolily stwierdzié, ze astrocyty sg Swego rodzaju
komoérkami pobudliwymi, ktore spontanicznie lub w odpowiedzi na bodziec stymulujacy
zwiekszaja wewngtrzkomorkowe stezenie jonow Ca?*, gtdwnie poprzez mobilizacje
jonéw Ca?" zmagazynowanych w siateczce $rodplazmatycznej [Perea i wsp., 2009;

Khakh i McCarthy, 2015].

Niemniej jednak, wraz z postgpem technik mikroskopowych w badaniach
naukowych, uzyskano nowe spojrzenie na sygnaty Ca?*, ktore sg roznie demonstrowane
w czasie 1 przestrzeni, zarowno w kontekscie pojedynczego astrocytu, jak 1 catej sieci
astrocytarnej. Zwrocono uwage, ze liczne sygnaty Ca®* wystepuja wylacznie w obszarze
mikrodomen astrocytarnych wypustek i s3 wynikiem naptywu jonéw Ca?* z $rodowiska
zewnatrzkomorkowego przez blong komorkows [Rungta i wsp., 2016]. To zjawisko
zachodzi w zwiagzku ze wzrostem stezenia Na* podczas wychwytu neuroprzekaznikow
przez wymiennik sodowo-wapniowy lub aktywacje receptoréw jonotropowych dla jonéw
Ca?* oraz kanatéw potencjatu przejsciowego (TRP, ang. transient receptor potential),
anie w wyniku uruchomienia zasobéw jonéw Ca?* zgromadzonych w siateczce

srodplazmatycznej [Shigetomi i wsp., 2013; Goenaga i wsp., 2023].
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W wyniku wielu badan wykazano, ze astrocyty moga reagowac na nast¢pujace
neuroprzekazniki: glutaminian, kwas y-aminomastowy (GABA, ang. gamma-
aminobutyric acid), ATP (ang. adenosine triphosphate), acetylocholina, serotonina,
dopamina , endokannabinoidy itp. [Fellin i Carmignoto, 2004]. Kiedy astrocyty odbieraja
te sygnaty, dochodzi do wzrostu stezenia jonow Ca?* w ich cytoplazmie. Ten wzrost
stezenia jonow Ca?* dziata jako sygnat komoérkowy, ktory prowadzi do uwolnienia przez
astrocyty czasteczek przekaznikowych. Proces ten, majacy istotne znaczenie dla
komunikacji miedzy astrocytami a neuronami, nazywamy gliotransmisjg [Teleanu 1 wsp.,
2022]. Roéznorodnos¢ sygnatéw neuronalnych, ktore sa rozpoznawane i nieliniowo
faczone przez astrocyty, zapewnia zmienno$¢ i wszechstronno$¢ ich odpowiedzi. Dzieje
si¢ tak dzigki szerokiej gamie receptorow astrocytarnych dla neuroprzekaznikow.
Endogenne czasteczki chemiczne, takie jak neuroprzekazniki, odgrywaja strategiczng
role w transmisji informacji, przekazujac 1 intensyfikujac sygnaly w obrebie
osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. Umozliwiaja one komunikacj¢ nie
tylko pomiedzy komoérkami nerwowymi, ale takze z innymi typami komoérek w tych

uktadach [Noriega-Prieto i Araque, 2021].

Zjawisko uwalniania glioprzekaznikow przez astrocyty, ktére zachodzi w wyniku
wzrostu stezenia jonéw Ca?* w odpowiedzi na aktywno$¢ neuronalna, oraz fakt istnienia
dwukierunkowej komunikacji pomiedzy komorkami nerwowymi a astrocytami sktadaja
si¢ na koncept okreslany mianem ,,synapsy trojdzielnej” [Araque i wsp., 1999; Araque
i wsp., 2014]. Model ten zaktada, ze astrocyty sa aktywnymi uczestnikami synapsy,
przetwarzajacymi, regulujacymi i modulujacymi aktywno$¢ synaptyczna, komunikujac
si¢ z elementami synaptycznymi komoérek nerwowych. W uproszczeniu model ten
zaklada, Ze neuroprzekazniki uwalniane z cz¢$ci presynaptycznej faczg si¢ z receptorami
dla tych czasteczek zwigzanych z biatkami G (GPCRs, ang. G protein coupled receptors).
Wigkszo$¢ receptoréw astrocytarnych dla czasteczek przekaznikowych uwalnianych
przez neurony nalezy wtasnie do tej grupy.

Wigzanie neuronalnych czasteczek sygnatowych z receptorami obecnymi
w blonie komorkowej astrocytow, zwigzanymi gtownie z biatkiem Gq GPCRS, prowadzi
do aktywacji fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) i wytworzenia wtornych
przekaznikow: diacyloglicerolu (DAG, ang. diacylglycerol) oraz inozytolo-(1,4,5)-
trifosforanu (IP3, ang. inositol 1,4,5-trisphosphate). Z kolei IP3 wigze si¢ z receptorami

znajdujacymi si¢ na siateczce S$rodplazmatycznej, co prowadzi do wzrostu
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wewnatrzkomoérkowego stezenia jonow Ca?* w cytoplazmie astrocytéow. To z Kkolei
prowadzi do uwolnienia astrocytarnych czasteczek przekaznikowych - glioprzekaznikow
[Pasti i wsp., 1997; Porter i McCarthy, 1997; Hisatsune i wsp., 2005].

Rycina 1. Schemat modelu ,,synapsy tréjdzielnej”. Glutaminian (z6tte kropki) uwolniony z neuronu
presynaptycznego powoduje depolaryzacje neuronu postsynaptycznego poprzez receptory NMDARs
i AMPARS (r6zowe symbole). Jednoczesnie aktywuje on receptory GPCRs na wypustkach astrocytow, co
skutkuje wzrostem wewngtrzkomoérkowego stezenia jondw Ca?* w cytoplazmie astrocytéw i uwolnieniem
glioprzekaznikéw (czerwone trojkaty), ktore uczestniczg w regulacji pobudliwo$ci pobliskich neuronow
poprzez aktywacje ich receptorow NMDARs [na podstawie Cho i wsp., 2016].

Pomimo obecnego stanu wiedzy, naukowcy nadal odkrywaja nowe aspekty
mechanizmow sygnalizacji wapniowe] 1 uwalniania glioprzekaznikéw przez astrocyty.
Zjawisko to jest szeroko dyskutowane i analizowane w kontekscie przekaznictwa
synaptycznego, co podkresla jego znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania uktadu

nerwowego.

Gliotransmisja w astrocytach moze zachodzi¢ na kilka réznych sposobdw,
a stopien ich zaleznoéci od jonow Ca?*

Savtchouk i Volterra, 2018]:

jest zréznicowany [Parpura 1 Zorec, 2010;

1. Egzocytoza zalezna od jonow Ca?" - polega na uwalnianiu czasteczek
przekaznikowych za pomocg pecherzykow [Parpura 1 wsp., 1994; Bezzi 1 wsp.,
2004; Bowser i Khakh, 2007; Henneberger i wsp., 2010].

2. Kanaty jonowe - na przyklad kanal SWELLI, regulowany objetoscia (VRAC,
ang. volume-regulated anion channel) [Kofuji i Araque, 2019; Yang i wsp., 2019],
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oraz purynergiczny kanat P2X7 [Duan i wsp., 2003; Sahlender i wsp., 2014; Zhao
i wsp., 2021; Zelentsova i wsp., 2022; Kesavan i wsp., 2024].

3. Transportery - takie jak antyporter cysteina/glutaminian, transporter anionéw
organicznych (OAT, ang. organic anion transporter) [Rosenberg i wsp., 1994],
a takze transporter aminokwasow [Szatkowski i wsp., 1990].

4. Mechanizmy zwigzane z wychwytem neuroprzekaznikow i jonow - regulacja
wychwytu oraz sekrecji czasteczek przekaznikowych astrocytow odbywajaca si¢
poprzez zmiany w wewnatrzkomdorkowym stezeniu jonow Na* [Li i wsp., 2015;

Kirischuk i wsp., 2016].

3.3.  Astrocytarny proces uwalniania glioprzekaznikéw: mechanizm regulowanej

egzocytozy w astrocytach

Astrocyty komunikujg si¢ z komoérkami nerwowymi na wiele réznych sposobow,
co znajduje odzwierciedlenie w licznych mechanizmach uwalniania glioprzekaznikow.
Nie ulega watpliwosci, ze te mechanizmy, ktérych regulacja odbywa si¢ za
posrednictwem jonow Ca®*, moga mie¢ istotne znaczenie w fizjologii osrodkowego
uktadu nerwowego. Dlatego tak wiele badan koncentruje si¢ na mechanizmie
regulowanej egzocytozy w astrocytach [Sahlender i wsp., 2014; Mielnicka i Michaluk,
2021].

Astrocyty, podobnie jak inne komorki eukariotyczne, potrafig przeprowadzac
proces egzocytozy. W jego trakcie substancje zawarte w pecherzykach sekrecyjnych sa
transportowane wewnatrz komorki 1 uwalniane do srodowiska zewnatrzkomorkowego za
pomoca blony komorkowej. Proces ten jest mozliwy dzigki wyspecjalizowanym
przedzialom komoérkowym, ograniczonych blong wewnatrzkomorkowa, takim jak
siateczka $rddplazmatyczna oraz systemowi blon wewnatrzkomorkowych, ktory tworzy
organellum zwane aparatem Golgiego. Ponadto w astrocytach wystepuja réozne rodzaje
pecherzykoéw sekrecyjnych, w tym mikropecherzyki podobne do mikropecherzykow
synaptycznych (SLMVs, ang. synaptic-like microvesicles) [Bezzi i wsp., 2004; Jourdain
I wsp., 2007; Bergersen i Gundersen, 2009; Bergersen i wsp., 2012; Martineau i wsp.,
2013], pecherzyki z gegstym elektronowo rdzeniem (DCVs, ang. dense-core vesicles)
[Calegari i wsp., 1999; Crippa i wsp., 2006; Hur i wsp., 2010; Prada i wsp., 2011],
lizosomy (SLs, ang. secretory lysosomes) [Zhang i wsp., 2007; Li i wsp., 2008; Liu i wsp.,

2011] oraz pgcherzyki zewnatrzkomorkowe (Evs, ang. extracellular vesicles) [Friihbeis
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1 wsp., 2013; Gharbi i wsp., 2020], takie jak egzosomy i ektosomy [Cali i wsp., 2009].
Ro&znig si¢ one wielko$cig, miejscem pochodzenia, niesionym ladunkiem oraz sktadem
btony (tabela 1), co wptywa na dynamike ich uwalniania oraz petnione przez nie funkcje

[Verkhratsky i wsp., 2016; Vardjan i wsp., 2019].

Tabela 1. Typy pe¢cherzykow sekrecyjnych uwalnianych przez astrocyty w procesie egzocytozy [na
odstawie Mielnicka i Michaluk, 2021].

Rodzaj pecherzykow . Ladunek Zwiazane bialka
] Srednica [nm]
sekrecyjnych (zawartos¢) Bialko Gen
vGlutl Slcl7a7
vGlut2 Slcl7a6
vGlut3 Slcl7a8
Mikropecherzyki podobne o
Glutaminian VAMP2 Vamp2
do mikropecherzykow 30-100
D-seryna VAMP3 Vamp3
synaptycznych (SLMVs)
Rab3a Rab3a
Atp6vO0,
V-ATPaza
Atp6vl
ANP
ATP
Pecherzyki z gestym BDNF VAMP2 Vamp?2
elektronowo rdzeniem 100-600 Sekretogranina Il VAMP3 Vamp3
(DCVs) Sekretogranina 111 VNuT Slc17a9
Chromogranina
NPY
VAMP7
Vamp7
ATP (TI-VAMP)
Katepsyna B Rab7 Rab7
Lizosomy (SLs) 300-500 Katepsyna D CD63 CD63
Enzymy LAMP1 Lampl
proteolityczne Sialina Slcl7a5
VNuT Slcl7a9

Warto zaznaczy¢, ze cho¢ egzocytoza jest uwazana za jeden z najszybszych
procesOw biologicznych, zachodzacych w czasie milisekund, dotyczy to jedynie
pecherzykéw wypehionych tadunkiem, ktére sa gotowe do uwolnienia do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej. Proces ten jest rowniez uwarunkowany przez mechanizmy

sygnalizacji przestrzenno-czasowej zwiazane z jonami Ca?* [Parpura i wsp., 2010].
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Rycina 2. Rodzaje pecherzykéw sekrecyjnych w astrocytach. Wykres przedstawia zakres rozmiarow
pecherzykow nalezacych do roéznych grup, wystepujacych w astrocytach. Rozmiary kot odpowiadaja
rozmiarom pegcherzykow powigkszonych 1000 razy [na podstawie Verkhratsky i wsp., 2016].

Wyrdzniamy dwa rodzaje egzocytozy [Kasai 1 wsp., 2012; Verkhratsky i wsp.,
2016; Mielnicka i Michaluk, 2021]:

1. Nieregulowana egzocytoza (sekrecja konstytutywna)
W tej formie wewnatrz komorki nieustannie powstaja pecherzyki sekrecyjne,
ktore sa pakowane i uwalniane przez bton¢ komodrkowa. Proces ten zachodzi
W sposob ciagly 1 nie wymaga zewngtrznych bodzcow.

2. Regulowana egzocytoza
W przypadku regulowanej egzocytozy gotowe pecherzyki zawierajace tadunek sa
przechowywane w komorce 1 uwalniane tylko w odpowiedzi na

zewnatrzkomorkowa stymulacje.

Kompletny przebieg procesu egzocytozy w astrocytach obejmuje etapy
cumowania, dokowania 1 fuzji, ktore pecherzyk sekrecyjny musi przejs¢, aby jego

zawartos¢ mogta zosta¢ uwolniona do $rodowiska zewnatrzkomoérkowego. Etap
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cumowania polega na przytwierdzeniu pgcherzyka do komorki poprzez potaczenie z jej
btong komodrkowa. Nastepnie pecherzyk sekrecyjny wkracza w faze dokowania, podczas
ktorej jego blona zbliza si¢ do obszaru blony komoérkowej, gdzie nastapi pdzniejsza
sekrecja. W tym momencie sygnal w postaci wzrostu stezenia jonéw Ca?* prowadzi do
fuzji 1 ostatecznego uwolnienia zawartosci  pecherzyka do  $Srodowiska
zewnatrzkomorkowego. Fuzja, ktora konczy si¢ sekrecja tadunku niesionego przez
pecherzyk, moze przebiega¢ wedlug dwoch wariantow. Pierwszy z nich prowadzi do
catkowitego wbudowania btony pecherzyka sekrecyjnego w btong¢ plazmatyczng, co
wymaga poézniejszego odzyskania pecherzyka poprzez jego odtworzenie w procesie
endocytozy. Drugi wariant, znany jako model ,kiss-and-run”, definiuje krotkie

potaczenie blony pegcherzyka z btong plazmatyczng za pomoca matego pora fuzyjnego,

co umozliwia sekrecj¢ matych czasteczek zawartych w pecherzyku bez wkomponowania
jego btony do btony komorkowej [Chen i wsp., 2006; Sugita, 2008; Alabi i Tsien, 2013;
Wu i wsp., 2014; Wen i wsp., 2017; Chanaday i wsp., 2019].

A B

Rycina 3. Gléwne warianty fuzji pecherzykéw sekrecyjnych. A Pelna fuzja polega na utworzeniu pora
fuzyjnego dajacego poczatek tzw. stopie przedkolcowej (ang. pre spike foot), co prowadzi do catkowitej
integracji blony pecherzyka sekrecyjnego z btong komorkowa. W tym modelu btona pgcherzyka taczy si¢
z btong komodrkowa i nastepuje pelne polaczenie, co skutkuje uwolnieniem catej zawartosci pgcherzyka do
przestrzeni zewngtrzkomorkowej. B Model , kiss-and-run” charakteryzuje si¢ tym, ze po wytworzeniu pora
fuzyjnego pecherzyk sekrecyjny odrywa si¢ od btony komorkowej, nie wbudowujac swojej btony do btony
plazmatycznej. W tym konkretnym przypadku pecherzyk krotko kontaktuje si¢ z btong komorkowa,
uwalniajac tylko czg$¢ niesionego przez siebie tadunku, a nastgpnie szybko si¢ odtacza, co umozliwia jego
ponowne wykorzystanie [na podstawie: Burgoyne i wsp., 2001; He i Wu, 2007; Cho i von Gersdorff, 2013].

Fuzja zachodzaca wewnatrz komorki oraz moment uwalniania tadunku
niesionego przez pecherzyk sekrecyjny sg uzaleznione od ewolucyjnie konserwowanych
bialek transblonowych (SNARE, ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor

attachment protein receptor) [So6llner i wsp., 1993]. Fasshauer i wsp. [1998] dokonali
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reklasyfikacji biatlek SNARE na biatka R-SNARE i Q-SNARE, opierajac si¢ na analizie
sekwencji w programie Clustal W [Thompson i wsp., 1994; Jahn i Scheller, 2006].
Kategoryzacja ta bazuje na reszcie aminokwasowej znajdujacej si¢ w centrum motywu
SNARE, gdzie arginina (Arg/R) jest charakterystyczna dla R-SNARE, a glicyna (GIn/Q)
dla Q-SNARE. Funkcjonalnie biatka SNARE dzielimy na v-SNARE, zwigzane
Z pecherzykiem lub innymi formami transportu posredniego, oraz t-SNARE, czyli biatka
docelowego kompartmentu [Hong, 2005]. Biatka Q-SNARE (t-SNARE) obejmujg
integralne biatka btonowe, takie jak syntaksyny, oraz biatka zwigzane z blong
komorkows, takie jak SNAP-23 i SNAP-25. Z kolei do biatek R-SNARE (v-SNARE)
zaliczamy VAMP2. W obliczu nadprogowego wewnatrzkomorkowego stezenia jonow
Ca?*, bialko R-SNARE (VAMP2) w blonie pecherzyka sekrecyjnego oraz biatka
Q- SNARE (syntaksyna i SNAP-25 lub SNAP-23) tworzg trojsktadnikowy kompleks
ztozony z czterech o-helis, okreslany w jezyku angielskim mianem ,,SNAREpin”
[Verkhratsky i wsp., 2016]. Jego powstanie jest kluczowe dla skutecznej fuzji btony
pecherzyka z blong plazmatyczna, poniewaz umozliwia zblizenie bton i ich polaczenie
[Sutton i wsp., 1998; Weber i wsp., 1998].

Nieodtgcznym elementem tego kompleksu sg biatka SM (ang. Sec1/Munc18-like
proteins), ktore aktywnie oddziatuja z biatkami SNARE poprzez asocjacj¢ i dysocjacje
w trakcie fuzji. Podczas cumowania biatko SM (Muncl8-1) wigze si¢ z pojedyncza
synaptyczng podjednostka t-SNARE (syntaksyna 1) w zamknietej konformacji, tworzac
kompleks, ktory zawiera fragment motywu SNARE. To uniemozliwia powstawanie
kompleksow trans-SNARE.

Niemniej jednak, biatka SM nie powinny by¢ rozpatrywane jedynie jako
negatywni regulatorzy procesu egzocytozy [Siidhof 1 wsp., 2009]. W rzeczywistosci, sa
one niezbedne do prawidtowego przebiegu tego procesu, co potwierdza catkowity zanik
egzocytozy po odwrotnej delecji Munc18-1, mimo braku zmian w formowaniu synaps
[Verhage 1 wsp., 2000]. Biatka SM odgrywaja istotng role w fuzji pecherzyka z btong
plazmatyczna, szczego6lnie podczas formowania kompleksow SNARE. W tym procesie
biatko Munc18-1 (N-koniec) wiaze si¢ z sekwencja peptydowa na N-koncu syntaksyny
1, co prowadzi do otwarcia konformacji syntaksyny 1. To z kolei umozliwia potaczenie
jednego biatka v-SNARE z dwoma biatkami t-SNARE w stosunku 1:1:1, tworzac
stabilny kompleks.

W zwigzku z potozeniem biatek v-SNARE i t-SNARE na przeciwlegtych btonach,
kompleks ten okreslany jest mianem kompleksu trans-SNARE [Chen i Scheller, 2001;
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Jahn 1 wsp., 2003; Siidhof, 2004; Mielnicka i Michaluk, 2021]. Ten kompleks jest
fundamentalny dla katalizowania procesu fuzji bton oraz otwarcia pora fuzyjnego,
poniewaz energia wyzwalana podczas jego formowania przewyzsza barier¢ energetyczng
wynikajacg z ujemnych tadunkoéw grup fosfolipidowych wchodzacych w sktad bton.
Otwarcie pora fuzyjnego oraz scalenie btony pecherzyka z btong plazmatyczng prowadzi
do zmiany konfiguracji geometrycznej kompleksu SNARE z formy trans na cis.
Nastepnie kompleks cis-SNARE ulega dysocjacji na monomery poprzez interakcje
z biatkami SNAP (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein)
I NSF (ang. N-ethylmaleimide-sensitive factor) (fosfohydrolaza ATP). Wolne
podjednostki v-SNARE ulegaja endocytozie, natomiast t-SNARE sg odzyskiwane
z powrotem do odpowiednich kompartmentéw blony plazmatycznej, gdzie moga
ponownie uczestniczy¢ w procesie egzocytozy [Hong, 2005; Mielnicka i Michaluk,
2021].

Wolne SNAREs
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Otwarcie pora fuzyjnego

Kompleks \ .-h Kompleks

cis-SNARE —'s trans-SNARE
ATP

Synaptotagmina Dokowanie

SNAP 25

Rycina 4. Molekularny mechanizm uwalniania pecherzykéw sekrecyjnych w procesie egzocytozy
astrocytéw (cykl bialek SNARE i SM). Podczas pierwszego etapu egzocytozy (cumowanie) biatko
Munc18-1 wiaze si¢ z syntaksyna 1 w zamknietej konformacji, w ktorej jej domena Habc (fioletowy owal)
blokuje motyw SNARE (granatowy prostokat). Nastepnie dochodzi do otwarcia konformacji syntaksyny 1
przez zwigzanie N-konca biatka Munc18-1 z sekwencja peptydowa na jej N-koncu, co ostatecznie prowadzi
do powstania kompleksu trans-SNARE. Kiedy kompleks trans-SNARE jest juz utworzony wiaze si¢ z nim
kompleksyna, co sprawia Ze jest on gotowy na sygnal w postaci jonéw Ca®*. Jony Ca?* z kolei wigza sie
Z synaptotagming, co skutkuje oddziatywaniem synaptotagminy, bialek SNARE 1 fosfolipidow btony
plazmatycznej. Otwarcie pora fuzyjnego i scalenie blony pgcherzyka z btona komoérkowa prowadzi do
zmiany konfiguracji kompleksu SNARE z formy trans na cis. Ostatnim etapem egzocytozy jest dysocjacja
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kompleksu SNARE poprzez oddzialywanie z biatkami SNAP i NSF [na podstawie: Siidhof, 2004;
Mielnicka i Michaluk, 2021].

3.4. Egzocytoza w astrocytach: identyfikacja niejasnosci w obszarze badan

Rosnaca liczba badan dotyczacych zaleznej od jonéw Ca?* egzocytozy
w astrocytach podkres$la znaczenie tego procesu w kontekscie regulacji transmisji
synaptycznej [Haydon i Carmignoto, 2006; Marchaland i wsp., 2008]. Cho¢ model
hodowli astrocytarnej, czgsto okreslanej mianem ,,czystej” z uwagi na brak komorek
innych niz astrocyty, jest nadal powszechnie wykorzystywany w badaniach, coraz wigce;j
naukowcoOw zwraca uwage na istotno$§¢ komponentu neuronalnego w hodowli komorek
in vitro [Stoppelkamp i wsp., 2010]. Obecno$¢ komorek nerwowych w hodowli in vitro
jest wazna nie tylko ze wzgledu na rosnace zapotrzebowanie na modele badawcze, ktore
lepiej odzwierciedlaja warunki fizjologiczne (panujace w zywym organizmie), ale takze
w kontekscie badan nad reaktywnoscig astrocytow w chorobach neurodegeneracyjnych,

takich jak choroba Alzheimera [Ray i wsp., 2014].

Ponadto czasteczki zapalne, takie jak czynnik martwicy nowotworow (TNFa,
ang. tumor necrosis factor o) (cytokina prozapalna), prostaglandyna E2 (PGE2, ang.
prostaglandin E2) (mediator stanu zapalnego), oraz stromalny czynnik wzrostowy-1a
(SDF-1a, ang. stromal derived factor-/a) (chemotaktyczna cytokina), prowadzg do
uwalniania  glioprzekaznikow  przez  astrocyty. Moga one powodowac
ekscytotoksyczno$¢ oraz sprzyja¢ procesom neurodegeneracyjnym w patologicznych
warunkach w mozgu [Agulhon i wsp., 2012]. To tylko potwierdza potrzebe badan nad
procesem regulowanej egzocytozy w astrocytach oraz zasadnos$¢ stosowania modelu

neuronalno-astrocytarnej hodowli komorek in vitro.

Od dawna wiadomo, ze neurony indukujg gwiezdzista morfologi¢ astrocytow,
podobng do tej, jaka te komorki wykazujg in vivo [Yang i wsp., 2013]. Ponadto
neuronalne komorki progenitorowe (NPCs, ang. neural progenitor cells) moga
roznicowac nie tylko w komoérki nerwowe, ale z czasem takze w astrocyty (okoto potowy
cigzy) poprzez aktywacje receptoréw Notch ligandami dla Notch prezentowanymi na
sasiednich NPCs. To tlumaczy, dlaczego neurogeneza poprzedza proces powstawania
astrocytow. Pokazuje to, Ze juz na etapie rozwoju zarodkowego mozgu komorki
nerwowe, a $cislej rzecz uymujgc NPCs, sg zaangazowane w regulacj¢ ekspresji genow

specyficznych dla astrocytow [Namihira i wsp., 2009].
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Liczne dowody potwierdzaja, ze profil ekspresji genéw w hodowlach astrocytéw
rézni si¢ od tego prezentowanego w astrocytach in vivo [Foo i wsp., 2011]. W zwiazku
z fenotypowym podobienstwem astrocytow w neuronalno-astrocytarnych hodowlach
komorek in vitro do astrocytow in vivo, rowniez pod wzgledem profilu funkcjonalnego,
nasuwa si¢ pytanie, czy obecno$¢ komorek nerwowych w hodowli determinuje
transkryptom astrocytow in vitro i w jakim stopniu jest on zbiezny z tym prezentowanym
przez astrocyty in vivo [Arizono i wsp., 2012; Wolfes i wsp., 2017]. Odpowiedzi na to
pytanie dostarczyli w swoim artykule Hasel i wsp. [2017], ktorzy poroéwnali profil
ekspresji genow w astrocytach w hodowli astrocytarnej, z profilem ekspresji genow
w hodowli neuronalno-astrocytarnej. Dokonali oni ponadto poréwnania profilu ekspres;ji
genow w hodowli neuronalno-astrocytarnej z opublikowanymi wczesniej [Cahoy i wsp.,
2008] profilami ekspresji genow astrocytow wyizolowanych z mézgu. Udowodnili tym
samym, ze komoérki nerwowe sg odpowiedzialne za indukcje wielu gendw specyficznych
dla astrocytow obecnych in vivo. To kolejny dowdd na to, jak wazna jest obecno$é

neuronéw w modelu hodowli komérkowej in vitro.

Astrocyty sg nieodtagcznym elementem ,,synapsy trojdzielnej” i zajmuja pozycje
pomiedzy naczyniami a synapsami [Panatier i Robitaille, 2016]. Aktywacja
metabotropowych receptorow dla glutaminianu, prezentowanych na ich powierzchni,
szczeg6lnie mGluR3 i mGluR5 (ang. metabotropic glutamate receptor 3 and 5),
prowadzi do wzrostu wewnatrzkomoérkowego stezenia jonow Ca?*, a w konsekwencji do
uwolnienia glioprzekaznikéw. To wlasnie mGIluR3 i mGIluRS5 sg dominujacymi typami
receptorow dla glutaminianu ulegajacych ekspresji w astrocytach hipokampalnych
[Schools i Kimelberg, 1999]. Ponadto mGIluRS5 jest czesto omawiany w kontekscie
regulacji i detekcji przekaznictwa synaptycznego oraz astrocytarnej odpowiedzi na

pobudliwo$¢ neuronalng w postaci potencjalow czynnosciowych.
3.5. Roéznorodnos$¢ podtypow astrocytéw w roznych obszarach mozgu

Retrospektywnie, naukowcy rozpatrywali réznorodno$¢ astrocytow przede
wszystkim pod wzgledem zaobserwowanych réznic w ich morfologii. Na przetomie XIX
1 XX wieku, Camillo Golgi i Santiago Ramoén y Cajal opisali heterogeniczno$¢ fenotypu
astrocytow, zwracajac szczegdlng uwage na rozmaitos¢ ich ksztaltow [Kettenmann
I Ransom, 2005]. Potwierdzajg to liczne badania prowadzone in vivo [Bailey i Shipley,
1993] oraz in vitro [Raff i wsp., 1983; Hatten, 1985]. Z biegiem czasu stalo si¢ jednak
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jasne, ze astrocyty, ktére pelnig wiele réznych funkcji w osrodkowym ukladzie
nerwowym, oddziatujac z innymi typami komoérek glejowych oraz komoérkami
nerwowymi, wykazujg takze r6znorodnos¢ w obrgbie prezentowanego transkryptomu
[Batiuk i wsp., 2020]. Przejawia si¢ ona m.in. w specjalizacji astrocytow w obwodach
neuronalnych hipokampa oraz prazkowia dorostego mézgu myszy, ktore roznig si¢ pod
wzgledem prezentowanej morfologii, wlasciwosci oraz szlakow sygnalizacyjnych [Chai
i wsp., 2017]. Co ciekawe, Chai i wsp. [2017] w swoim artykule zbadali potencjat
dorostych mysich astrocytow hipokampa i pragzkowia do przeprowadzania zaleznej od
jonow Ca?* egzocytozy glutaminianu. Odnosza si¢ oni sceptycznie do zatozenia, ze mysie
astrocyty w dorostym mozgu posiadaja podstawowa molekularng maszyneri¢ do
wspomagania procesu regulowanej jonami Ca®* egzocytozy glutaminianu. Uzyskane
przez nich wyniki analizy wartosci fragmentu na tysigc par zasad na milion zmapowanych
fragmentow (FKPM, ang. fragment per million mapped fragments) dla genow
zaangazowanych w zalezng od jonéw Ca?" egzocytoze w poréwnaniu do analogicznych
wartosci FKPM dla markerow astrocytow, neurondw oraz genow utrzymujacych
porzadek (metabolizmu podstawowego) (ang. housekeeping genes) w wigkszosci
przypadkéw nie ujawnily istotnych statystycznie réznic. Warto podkresli¢, ze doroste
mysie astrocyty zarowno hipokampa, jak i prazkowia nie wykazaly istotnej statystycznie
ekspresji RNA dla pecherzykowych transporterow glutaminianu (vGluts, ang. vesicular
glutamate transporters) (Slcl7a7, Slcl7a6, Slc17a8) oraz synaptotagmin (Sytl, Syt2,
Syt7, Syt10) w poréwnaniu do kontroli [Chai i wsp., 2017].

Batiuk i wsp. [2020], wykorzystali metode sekwencjonowania RNA
pojedynczych komoérek (ang. single-cell RNA sequencing), wskazujac i opisujac pigc
roznigcych si¢ transkryptomem podtypow astrocytow w korze modzgowej oraz
hipokampie dorostych myszy. To tylko potwierdzilo wcze$niejsze doniesienia
0 réznorodnos$ci funkcjonalnej i molekularnej astrocytéw w zaleznosci od regionu mozgu
[Khakh i Sofroniew, 2015; Ben Haim i Rowitch, 2017]. W swoim artykule Batiuk i wsp.
[2020] wskazali geny eksprymowane w ponad 60% astrocytéw zwigzane m.in.
z produkcja energii czy wychwytem glutaminianu, a takze wyodrebnili geny

charakterystyczne dla danego podtypu astrocytow.

Batiuk i wsp. [2020] wykonujac analize klasterowa genow ulegajacych ekspresji
w astrocytach wyr6znili pie¢ roznych podtypow astrocytéw (AST1-5, ang. astrocyte

subtypes 1-5) charakteryzujacych si¢ specyficznym profilem ekspresji genéw. Podobnie
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jak w innych pracach, astrocyty pochodzace z kory w znacznym stopniu roznity si¢ od
tych z hipokampa [Morel i wsp., 2017; Boisvert i wsp., 2018]. Astrocyty AST1 and AST4
znajduja si¢ glownie w hipokampie, AST2 w korze, a AST3 i AST5 byly rownomiernie
rozmieszczone w obu regionach. Dodatkowo astrocyty AST1-3 posiadaty profil ekspresji
genOw wskazujacy na to, ze petnily one funkcj¢ dojrzatych astrocytow. Nastepnie autorzy
zanalizowali geny markerowe, ktore pozwolily na doktadniejsze zlokalizowanie danych
podtypoéw astrocytow wykorzystujac metode hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ
(RNAscope). Metoda ta pozwala na kolokalizacje mRNA kilku gendéw, wérod ktorych
znajdowato si¢: Gfap (kodujace biatko filamentu posredniego, zaangazowane
w tworzenie cytoszkieletu), Uncl3c (zaangazowane w egzocytozg), czy Agt
(zaangazowane w regulacje przeptywu krwi w mozgu oraz przekaznictwo synaptyczne).
Z punktu widzenia egzocytozy w astrocytach szczegolnie interesujace wydaja si¢ geny
odrozniajace astrocyty AST2 i AST3. Te pierwsze, sg zlokalizowane glownie
w warstwach 2/3 oraz 5 kory, a takze w mniejszych ilosciach w warstwach 1, 4 i 6,
natomiast prawie nie wystepuja w hipokampie. Ogodlnie jednak AST2 nie wystepuja
licznie. Charakteryzuja si¢ wyzszym niz sredni poziomem ekspresji Unc13c oraz niskim
poziomem ekspresji Agt. Z kolei, AST3 znajdowaty si¢ w duzych ilo$ciach w catej korze
i hipokampie z wyjatkiem warstwy lezacej bezposrednio pod opnowo, oraz w stratum
lacunosum-moleculare w hipokampie, gdzie dominowaty astrocyty przypisane do klastra
ASTL1. Polozenie astrocytow z grupy AST3 charakteryzowato si¢ wysokim poziomem

ekspresji Agt, oraz niskim, lub brakiem ekspresji Unc13c i Gfap.

Bialka Munc13 s3 biatkami charakterystycznymi dla mozgu, z wyjatkiem
homologu Munc13-2 (wariant splicingowy), ktory wystepuje w wielu tkankach. Rodzina
biatlek Munc13 sktada si¢ z trzech homologicznych biatek: Munc13-1, Muncl13-2 oraz
Munc13-3, kodowanych przez geny UNC13A, UNC13B oraz UNC13C [Koch i wsp.,
2000]. Wszystkie biatka Munc13, w tym ubMuncl13-2 (wszechobecny wariant) oraz
bMunc13-2 (wariant w moézgu), posiadaja wspolnag domeng MUN na swoim C-koncu,
ktora jest niezbedna i wystarczajaca do petnienia funkcji przygotowawczej pecherzykow
synaptycznych (etap cumowania).Te biatka odgrywajg istotng rolg¢ w procesie uwalniania
neuroprzekaznikéw na drodze egzocytozy, co warunkuje prawidtowe funkcjonowanie

synaps [Li i wsp., 2011; Lipstein i wsp., 2012; Liu i wsp., 2016].

Oprocz domeny MUN na C-koncu, niezbednej na etapie cumowania, biatka

Muncl3 posiadaja na swoim N-koncu jednostke regulatorowa odpowiedzialng za
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modulowanie aktywno$ci procesu cumowania. Sktada si¢ ona z domeny C2B wigzacej
Ca?*/fosfolipidy, domeny C1, za posrednictwem ktorej nastepuje przytaczenie DAG, oraz
z domeny CaM odpowiadajacej za wiazanie Ca?*/kalmoduliny. Taka budowa jednostki
regulatorowej biatek Muncl3 jest niezwykle wazna w kontekscie regulacji uwalniania
neuroprzekaznikow przez Ca?*, w co bezposrednio zaangazowana jest domena C2B,
a posrednio odbywa si¢ to przez domeny C1 i CaM [Lipstein i wsp., 2012]. Warto
zaznaczy¢, ze biatka Muncl3 moga polaczy¢ si¢ z VAMP2 i pomagaé¢ kotwiczy¢
pecherzyk do btony dzigki oddzialywaniu domen C1-C2B z DAG i 4,5-bifosforanem
fosfatydyloinozytolu (PIP2, ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) znajdujacych
si¢ na blonie [Michelassi i wsp., 2017].
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4. Cel pracy

Aktualny stan wiedzy coraz bardziej podkresla role astrocytow w sieci polgczen
neuronalnych w mozgu. Dotychczas przewazajaca czg$¢ badan dotyczacych procesu
regulowanej egzocytozy w astrocytach byta przeprowadzana z wykorzystaniem hodowli
astrocytarnych, co ogranicza naszg wiedz¢ na temat wplywu komoérek nerwowych i ich
aktywnosci na funkcje astrocytow. Astrocyty w hodowli astrocytarnej r6znig sie od tych
w hodowli neuronalno-glejowej nie tylko morfologia, ale rowniez profilem ekspres;ji

genow, co przektada si¢ na rdznice w proteomie.

Ponadto badania z ostatnich lat wykazaty, ze astrocyty przejawiaja pobudliwos¢,
reagujac wzrostem wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw Ca?* na neuroprzekazniki
uwalniane przez neurony, co prowadzi do uwalniania glioprzekaznikow przez astrocyty.
Jednakze nadal niejasny pozostaje sposOb regulacji uwalniania czasteczek
przekaznikowych przez astrocyty na drodze egzocytozy oraz zrodto jonow Ca?*, ktore

bierze w niej bezposredni udziat.

Dlatego tez glownym celem mojej pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizmow
regulujacych egzocytoz¢ w astrocytach. W szczegdlnosci sformulowano nastepujace

zadania badawcze:

1. Zbadanie, czy poziom egzocytozy w hodowli neuronalno-glejowej rozni si¢ od
poziomu egzocytozy w hodowli astrocytarnej.

2. Ocena wptywu aktywnos$ci neuronalnej na wydajno$¢ procesu egzocytozy
przeprowadzanego przez astrocyty.

3. Zbadanie konieczno$ci udzialu jonéw Ca?* pochodzacych z siateczki

srodplazmatycznej w procesie uwalniania czasteczek przekaznikowych przez

astrocyty.

4. Zbadanie, czy proces egzocytozy zalezy od naplywu jonéw Ca?* z przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej.

5. Poréwnanie wydajnosci procesu egzocytozy pomiedzy astrocytami hipokampa

a kory nowej.

6. Ewaluacja wptywu aktywnosci neuronalnej i lokalizacji sygnalow Ca?* na proces
egzocytozy astrocytow kory nowe;.

7. Porownanie poziomu mMRNA genu Uncl3c w astrocytach pochodzacych

z hodowli hipokampalnej i korowej.
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5. Materialy i metody

5.1. Klonowanie molekularne DNA: projekt i konstrukcja plazmidu do

obrazowania przebiegu procesu egzocytozy w astrocytach

Wariant bialka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent protein)
podatny na zmiany pH znany jako pHluoryna (SEP, ang. superecliptic pHluorin)
wykorzystano jako znacznik fluorescencyjny biatka zwigzanego z procesem egzocytozy
[Miesenbock 1 wsp., 1998; Sankaranarayanan i wsp., 2000; Martineau i wsp., 2017,
Mahon, 2021].

Synaptobrewina 2 jest biatkiem wchodzacym w sklad blony pecherzyka
synaptycznego (VAMP2, ang. vesicle-associated membrane protein 2) i razem
z przytaczong na swoim C-koncu pHluoryng tworza biatko fuzyjne VAMP2-SEP
[Malarkey 1 Parpura, 2011]. Sekwencja nukleotydow dla genow VAMP2 i SEP,
kodujacych wiasciwe biatko fuzyjne (wstawke), stanowi fragment sekwencji plazmidu

pCMV_VAMP2-SEP (Addgene, nr kat. 190151) [Urbina i wsp., 2018].

Wektor plazmidowy pZac2.1gfaABC1D _MCS [Michaluk i wsp., 2021]
z promotorem GfaABC1D, dla wuzyskania selektywnej ekspresji VAMP2-SEP
w astrocytach, oraz plazmid pCMV_VAMP2-SEP ze wstawka kodujaca biatko fuzyjne
sa wlasnoscig Laboratorium Neurobiologii w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej im.

Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.

5.1.1. Trawienie restrykcyjne wektora plazmidowego i plazmidu zawierajacego

wstawke

Plazmidy pZac2.1gfaABC1D_MCS, pCMV_VAMP2-SEP poddano trawieniu
restrykcyjnemu enzymami FastDigest Nhel (Thermo Scientific, nr kat. FD0974)
i FastDigest Notl (Thermo Scientific, nr kat. FD0593) w buforze 10X FastDigest Green
Buffer (Thermo Scientific, nr kat. B72). Do mieszaniny z wektorem plazmidowym
pZac2.1gfaABC1D MCS dodatkowo dodano fosfataze alkaliczng USB® Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) (Applied Biosystems, nr kat. 78390500UN) w celu usunigcia
grup fosforanowych z konca 5’ zlinearyzowanej formy plazmidu, co zapobiega

ewentualno$ci ponownej ligacji i powrotowi do formy kolistej czasteczki DNA.
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Sktad mieszanin reakcyjnych do wykonania trawienia enzymami restrykcyjnymi

przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Odczynniki i ich objgtosci niezbgdne do reakcji trawienia restrykcyjnego wektora plazmidowego

i plazmidu ze wstawka.

Sklad Wektor Wstawka

Plazmid pZac2.1gfaABC1D_MCS (0,29 pg/ul) pCMV_VAMP2-SEP (1,96 pg/ul)
17,24 pl 5,1 ul

FastDigest Green

Buffer (10X) Sul sul

FastDigest Nhel 1ul 1,5ul

FastDigest Notl 2 ul 2,5 pl

SAP g -

H20 23,76 ul 35,9 ul

Reakcja trawienia restrykcyjnego wektora plazmidowego

pZac2.1gfaABC1D_MCS zachodzita w temperaturze 37°C i trwata przez 1 godzing
i 45 min, natomiast plazmidu pCMV_VAMP2-SEP odbywala si¢ w tej samej
temperaturze przez 2 godziny i 45 min. Obie reakcje zakonczono termiczng inaktywacja

dziatania enzymow poprzez inkubacj¢ probek w 80°C przez 7 min.

Cale objetosci mieszanin reakcyjnych nalozono na zel agarozowy

I przeprowadzono elektroforeze pozioma. Po zakonczeniu elektroforetycznego rozdziatu
plazmidowego DNA po trawieniu restrykcyjnym zel umieszczono w ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad) i przy pomocy skalpeli wycigto prazki o odpowiedniej

wielkosci.

Wyniki cig¢ restrykcyjnych plazmidow pZac2.1gfaABC1D_MCS oraz
pCMV_VAMP2-SEP metoda in silico przy wykorzystaniu programu Clone Manager

7 zademonstrowano w tabeli 3.

Tabela 3. Wielko$¢ fragmentow DNA uzyskanych in silico w wyniku cigcia enzymami restrykcyjnymi
lazmidow.

Plazmid Enzymy restrykcyjne | Wielkos$¢ fragmentéw DNA [pz]
Wektor: pZac2.1gfaABC1D_MCS Nhel, Notl 96, 4431*
Wstawka: pPCMV_VAMP2-SEP Nhel, Notl 1108**, 3923

*

Fragment DNA bedacy wektorem przed wklonowaniem wstawki

** Qdcinek DNA stanowigcy sekwencje nukleotydow dla gendéw VAMP2 i SEP-wstawka

5.1.2. Elektroforeza DNA w zelu agarozowym

Sporzadzono 1% roztwor agarozy (BioShop®, nr kat. AGA001) w 1 raz stezonym

buforze TBE (1X TBE) powstalym przez rozcienczenie 10 razy stezonego buforu (10X
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TBE) (BioShop®, nr kat. TBE444) w wodzie destylowanej. W trakcie przygotowywania
roztwor agarozy podgrzewano w kuchence mikrofalowej do momentu catkowitego
rozpuszczenia agarozy w buforze TBE, po czym schtodzono go do temperatury 60°C. Do
ostudzonego roztworu agarozy dodano barwnika DNA Midori Green Advance DNA
Stain (NIPpon Genetics, nr kat. MGO04) w ilosci 8 pl na 100 ml roztworu. Nastepnie cato$é
roztworu przelano do tacki na zel z uprzednio umieszczonym w niej grzebieniem
| pozostawiono w temperaturze pokojowej do czasu zastygnigcia zelu agarozowego.
Probki nalozono na zastygniety zel agarozowy zanurzony w 1 raz stezonym buforze TBE
w komorze aparatu do elektroforezy. Elektroforez¢ poziomg prowadzono przy napigciu
90 V przez 45 min w aparacie Mini-Sub Cell GT Systems (Bio-Rad), a jej wyniki
odczytano za pomocg ChemiDoc MP Imaging System.

5.1.3. Izolacja DNA z Zelu agarozowego

Do izolacji DNA z prazkéw wycietych z zelu agarozowego, odpowiadajacych
sekwencji DNA wektora oraz wstawki, zastosowano zestaw odczynnikéw Syngen
Gel/PCR Mini Kit (Syngen Biotech Sp. z 0. 0., nr kat. SY201010). Catos¢ procedury
wykonano wedhug instrukcji dla uzytkownika zapewnionej przez producenta. Na koncu
procedury otrzymano DNA o wysokim stopniu czysto$ci 1 stezeniach 14,5 ng/ul dla
fragmentu plazmidu pZac2.1gfaABCID_MCS o wielkosci 4431 par zasad (pz) oraz
18,9 ng/ul dla odcinka plazmidu pPCMV_VAMP2-SEP o wielkosci 1108 pz.

5.1.4. Ligacja fragmentow DNA - wstawki z wektorem

Reakcje ligacji przygotowano w celu potaczenia dwodch fragmentow DNA
0 lepkich koncach: 1) odcinka wektora plazmidowego pZac2.1gfaABC1D_MCS
0 wielkos$ci 4431 pz powstatego w rezultacie cigcia enzymami restrykcyjnymi FastDigest
Nhel i FastDigest Notl, 2) fragmentu DNA (wstawki) o wielkosci 1108 pz powstatego po
trawieniu enzymami restrykcyjnymi FastDigest Nhel i FastDigest Notl plazmidu
pCMV_VAMP2-SEP. W reakcji ligacji wzigto pod uwage koniecznos$¢ iloSciowego
nadmiaru wstawki wzgledem wektora przyjmujac stosunek ilosciowy 3:1 (90 fmoli
wstawki do 30 fmoli wektora). Ligacj¢ przeprowadzono w temperaturze pokojowej,
w czasie 1 godziny 30 min przy uzyciu ligazy T4 DNA Ligase (5U/ul) (Thermo Scientific,
nr kat. EL0011) i dedykowanego dla niej buforu T4 DNA Ligase Buffer (10X) (Thermo
Scientific, nr kat. B69). Reakcja kontrolna do reakcji ligacji nie zawierata wstawki, poza

tym sktadem 1 przebiegiem nie odbiegata od wlasciwej reakcji ligacji.

33



Sktadniki reakcji kontrolnej i ligacji zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Objetosciowy sktad mieszanin reakcji kontrolnej i ligacii.

Reakcja
Sklad .
Kontrola Ligacja
Wektor 6,1 ul 6,1 pl
Wstawka - 3,5 ul
T4 DNA Ligase Buffer (10X) 2 ul 2 ul
T4 DNA Ligase (5U/ul) 2ul 2ul
H.O 9,9 ul 6,4 pl

5.1.5. Transformacja kompetentnych komorek Escherichia coli szczepu DHSa przy

uzyciu szoku cieplnego

Transformacje kompetentnych bakterii wykonano, aby sprawdzi¢ przebieg
I pozna¢ wyniki reakcji ligacji. Proces transformacji bakterii przeprowadzono przy
zastosowaniu kompetentnych komoérek NEB® 5-alpha E. coli (New England Biolabs®, nr
kat. C2987H) o genotypie fhuAd2A(argF-lacZ)U169 phoA gInV44 @804 (lacZ)M15
gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17. Na poczatku procedury kompetentne komorki
bakterii przeniesiono z zamrazarki niskotemperaturowej -80°C na 16d i rozmrazano przez
30 min. Nastepnie do 50 pl rozmrozonej zawiesiny kompetentnych komoérek dodano
10 pl

I inkubowano na lodzie w 4°C przez 30 min. Identycznie postgpiono z produktem reakcji

produktu reakcji ligacji, lagodnie przemieszano potrzgsajac probowka
kontrolnej. Po zakofczonej inkubacji probowki wlozono do termobloku grzejacego
(Thermo Scientific) ustawionego na 42°C na 45 s, po czym z powrotem przetozono na 16d
na 2 min. W pézniejszym etapie probki uzupetniono 200 pl pozywki mikrobiologicznej
SOB (ang. super optimal broth) (0,5% ekstrakt drozdzowy, 2% trypton, 85,56 mM NaCl,
2,5 mM KCI, 20 mM MgSOs) oraz ponownie umieszczono w suchym bloku grzejnym
z wytrzasaniem (37°C, 1000 obr./min) na 45 min. Ostatecznie 200 pl kazdej probki
rozprowadzono sterylng glaszczka mikrobiologiczng L-ksztaltng (Bionovo®) po
powierzchni szalki Petriego (@ 100 mm, Bionovo®) z pozywka LB z dodatkiem agaru
(Sigma-Aldrich®, nr kat. L2897) i odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym. Tak
przygotowane kompetentne komorki bakterii na statym podlozu mikrobiologicznym
z antybiotykiem poddano catonocnej inkubacji w 37°C, a nastgpnie przechowywano

w 4°C.
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5.1.6. Zakladanie plynnej hodowli bakterii z pojedynczej kolonii bakteryjnej
kompetentnych komérek Escherichia coli po procesie transformacji

Plynng hodowle kompetentnych komorek bakterii z samodzielnej kolonii
bakteryjnej, po pobraniu przez nig plazmidu w przebiegu procesu transformacii,
sporzadzono w celu uzyskania osadu bakterii niezbednego do izolacji plazmidowego
DNA o wysokim stopniu czystosci. W zalezno$ci od ilo$ciowego zapotrzebowania na
plazmidowe DNA oraz wykonywanej techniki biologii molekularnej przygotowywano
odpowiednio 3,5 ml lub 200 ml catonocnej hodowli bakterii.

Pozywke LB zrobiono z gotowej mieszaniny sktadnikow-LB Broth (Lennox)
(Sigma-Aldrich®, nr kat. L3022) wedlug informacji zawartych przez producenta na
opakowaniu. Sterylng ptynng pozywke LB o temperaturze pokojowej, w 500 ml szklanej
kolbie Erlenmeyera (Bionovo®) z zabezpieczonym folig aluminiows uj$ciem szyjki,
przeniesiono pod komor¢ laminarng przeznaczong do pracy ze szczepami bakteryjnymi.
Do 200 ml pozywki LB dodano antybiotyk selekcyjny - ampicyline (Sigma-Aldrich®, nr
kat. A9518) w koncowym stezeniu 100 ug/ml. Z szalki z komorkami transformowanymi
produktem reakcji ligacji pobrano sterylng eza mikrobiologiczna (Bionovo®) pojedyncza
koloni¢ bakteryjna 1 wlozono ja do pozywki LB z odpowiednim antybiotykiem. Cato$¢
wytrzgsano na wytrzasarce orbitalnej z inkubacja (Thermo Scientific) z predkoscia

200 obr./min w temperaturze 37°C przez noc.
5.1.7. Izolacja plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej

Plazmidowe DNA izolowano z osadu transformowanych komoérek Escherichia
coli szczepu DH5a powstatego w wyniku wirowania (4°C, 4000 x g, 15 min) ptynnej
hodowli bakterii. Proces otrzymywania plazmidowego DNA przeprowadzono
z wykorzystaniem zestawow Plasmid Mini (A&A Biotechnology, nr kat. 020-50)
i EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, nr kat. 12362) wedtug protokotéw zapewnionych
przez ich producentdéw. Oba zestawy opieraja si¢ na metodzie lizy alkalicznej
I umozliwiajg uzyskanie plazmidowego DNA pozbawionego zanieczyszczen o malej

masie czasteczkowej, biatek itp.

Zestawu Plasmid Mini (A&A Biotechnology, nr kat. 020-50) do izolacji
plazmidow wysokokopijnych uzywano w przypadku analizy restrykcyjnej weryfikujace;j

obecnos¢ 1 orientacje wstawki w wektorze plazmidowym. Natomiast zestaw EndoFree
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Plasmid Maxi Kit (Qiagen, nr kat. 12362) stosowano podczas izolacji plazmidowego

DNA, ktore stuzyto do transfekcji mieszanej hodowli neuronalno-astrocytarnej in vitro.
5.1.8. Oznaczanie stezenia oraz czystosci plazmidowego DNA

Pomiaréw stezenia 1 czystosci wyizolowanego plazmidowego DNA dokonano
przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 1000 (ND-1000) (Thermo Scientific).
Spektrofotometryczna metoda oznaczania st¢zenia DNA polegata na pomiarze absorpcji
swiatla przy dlugosci fali A = 260 nm 1 A = 280 nm. Zalozono, ze absorbancja
promieniowania ultrafioletowego (A = 260 nm) dla wodnego roztworu dwuniciowego
DNA o stgzeniu 50 pg/ml przy diugosci drogi optycznej réwnej 10 mm wynosi 1.0.
Okreslajac stosunek absorbancji odpowiednio przy A = 260 nm i A = 280 nm (A260/A280)
opisano czysto$¢ badanego roztworu dwuniciowego DNA. Jego wartosci w zakresie od

1,8 do 2,0 $wiadczyty o wysokim stopniu czystosci wyizolowanego plazmidowego DNA.

5.1.9. Analiza restrykcyjna plazmidowego DNA pod wzgledem obecnoSci

i orientacji wstawki w wektorze plazmidowym

Plazmidowe DNA szeéciu losowo wybranych probek poddano trawieniu
restrykcyjnemu enzymem FastDigest Bglll (Thermo Scientific, nr kat. FD0084)
w buforze FastDigest Buffer (10X) (Thermo Scientific, nr kat. B64). Enzym restrykcyjny
do reakcji wybrano na podstawie analizy sekwencji badanego DNA zwracajac uwage na
lokalizacj¢ miejsca restrykcyjnego, czyli fragmentu sekwencji DNA rozpoznawanego
I cigtego przez dany enzym. Po trawieniu restrykcyjnym probki plazmidowego DNA
0 koncowym stezeniu DNA w probce 50 ng/ul 1 objetosci 10 ul wymieszano poprzez
pipetowanie z 2 ul buforu obcigzajacego DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Scientific,
nr kat. R0611). Jako standardu dla probek plazmidowego DNA uzyto GeneRuler 1kb
DNA Ladder (Thermo Scientific, nr kat. SM0311) w ilosci 8 ul. Tak przygotowane probki

natozono na zel agarozowy i przeprowadzono elektroforeze pozioma (80 V, 70 min).

Ostateczna selekcja plazmidu z wbudowang 1 prawidlowo zorientowang
w kierunku 5°—3° wstawka odbyla si¢ na podstawie wyniku elektroforezy

przedstawionego na rycinie 5.
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1000 pz

Rycina 5. Zdjecie rozdziatu elektroforetycznego probek plazmidowego DNA po trawieniu restrykcyjnym
enzymem FastDigest Bglll. 1-standard wielko$ci prazkoéw, 2-probka nr 1 po trawieniu, 3-nietrawiona
probka nr 1 (kontrola), 4-probka nr 2 po trawieniu, 5-nietrawiona probka nr 2 (kontrola), 6-probka nr 3 po
trawieniu, 7- nietrawiona probka nr 3 (kontrola), 8-probka nr 4 po trawieniu, 9-nietrawiona probka nr
4 (kontrola), 10-probka nr 5 po trawieniu, 11-nietrawiona probka nr 5 (kontrola), 12-probka nr 6 po
trawieniu, 13-nietrawiona probka nr 6 (kontrola).

Nowo powstaty plazmid opatrzono nazwg pZac2.1gfaABC1D_VAMP2-SEP.

5.2. Dysocjowana pierwotna hodowla komérek nerwowych i glejowych
hipokampa oraz kory nowej szczurzych oseskéw PO (ang. postnatal day 0)
Wistar

Szczurze oseski PO szczepu wsobnego Wistar otrzymano z hodowli prowadzonej
w Zwierzetarni Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej
Akademii Nauk. Material biologiczny do badan stanowily dysocjowane pierwotne
hodowle mieszane neuronow i komoérek glejowych pozyskane z hipokampéw oraz kory

nowej szczurzych oseskow PO Wistar.

Sktad buforow i1 pozywek potrzebnych do zatozenia mieszanej hodowli

neuronalno-astrocytarnej przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Sktadniki, wraz z ich producentami oraz koncowym stgzeniem w buforach i pozywkach,
pozwalajace wykona¢ roztwory do izolacji i hodowli komérek nerwowych oraz glejowych hipokampa
i kory nowej szczurzych oseskow [Kaech i Banker, 2006; Lenoir i wsp., 2021].

Sklad (Producent) ‘ Koncowe stezenie

0,1 M bufor boranowy, pH 8,5 wodny roztwor 0,1 M kwasu borowego i 0,1 M dekahydratu
tetraboranu sodu

HsBO; (Sigma-Aldrich® B6768) 0,1 M
Na,B407-10 H,0 (Sigma-Aldrich® B9876) 0,1M

10 razy stezony kwas kynureninowy z magnezem (10X Ky/Mg), pH 7,4 wodny roztwér 10 mM
kwasu kynureninowego i 100 mM chlorku magnezu

C10H7NOj3 (Sigma-Aldrich® K3375) 10 mM
0,5% czerwien fenolowa (Sigma-Aldrich® P0290) 0,0025%
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1 M HEPES (Sigma-Aldrich® H0887) 5 mM

1 M MgCl, (BioShop® MAG516) 100 mM
NaOH (Sigma-Aldrich® S5881) dopH 7,4
Roztwor DM (ang. dissociation medium), pH 7,4 wodny roztwor soli
Na;SO4 (Chempur® 118078707) 81,8 mM
K>S0, (Chempur® 117457203) 30mM
MgCl,-6H,0 (Chempur® 116120500) 5,8 mM
CaCly-2H,0 (Sigma-Aldrich® C3881) 0,25 mM
1 M HEPES (Sigma-Aldrich® H0887) 1mM
45% D-(+)-glukoza (Sigma-Aldrich® G8769) 20 mM
0,5% czerwien fenolowa (Sigma-Aldrich® P0290) 0,001%
NaOH (Sigma-Aldrich® S5881) dopH 7,4
Roztwor papainy, pH 7,4 (10 u/ml) w roztworze DM-Ky/Mg

Papaina (Worthington Biochemical Corporation LS003126) 10 u/ml
L-cysteina (Sigma-Aldrich® C7352) 74 mM
Deoksyrybonukleaza | (Worthington Biochemical Corporation LS002007) 12500 u/ml
NaOH (Sigma-Aldrich® S5881) dopH 74

Pozywka do wysiewania komorek (MEM/FBS) ptyn hodowlany MEM (ang. Minimum Essential
Medium) uzupehiony 10% ptodowa surowica bydleca FBS (ang. fetal bovine serum)

MEM (Gibco® 51200-046)

FBS (Gibco® 16140-071) 10%

GlutaMAX-1 (Gibco® 35050-061) 2mM
100 mM pirogronian sodu (Sigma-Aldrich® S8636) 1mM
45% D-(+)-glukoza (Sigma-Aldrich® G8769) 0,32%

Pozywka do dlugotrwalego wzrostu neuronéw (NB-A/B-27) ptyn hodowlany Neurobasal-A
uzupetniony suplementem B-27

Neurobasal-A (Gibco® 12349-015)

B-27 (50X) (Gibco® 17504-001) 1X
GlutaMAX-1 (Gibco® 35050-061) 0,5 mM
2-Merkaptoetanol (BioShop® MER002) 5mM

5.2.1. Preparacja szkielek nakrywkowych do hodowli neuronalno-astrocytarnej

Przygotowanie okragtych szkietek nakrywkowych 0 grubosci 0,17 mm, $rednicy
18 mm (#1,5, @ 18 mm, Hecht Assistent®) do procedury wysiewania komorek
obejmowalo procesy czyszczenia, sterylizacji i powlekania roztworem biatka. Szkietka
nakrywkowe ustawiono w pozycji pionowej w ceramicznych stojakach (Thomas
Scientific), po czym dwukrotnie przeptukano woda destylowang co miato na celu
usuniecie szklanego pytu oraz innych zanieczyszczen z ich powierzchni. W nastepne;j
kolejnosci sporzadzono 2 M roztwor wodorotlenku sodu i zalano nim szkietka
nakrywkowe w stojakach, tak aby byty one catkowicie zanurzone. Przyszykowane w ten

sposob szkietka mikroskopowe poddano dziataniu implodujacych mikropgcherzykow
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gazu w myjce ultradzwickowej (Bionovo®) przez 10 min. 2 M roztwér wodorotlenku sodu
zutylizowano a jego resztki intensywnie wyplukano szeSciokrotnie zalewajac szkietka
nakrywkowe wodg destylowang. Cato$¢ ponownie umieszczono w myjce
ultradzwigkowej na 10 min. Wode destylowang, w ktoérej znajdowaty si¢ szkietka
nakrywkowe wymieniono dwukrotnie na $wiezg, ostatecznie pozostawiajgc szkietka
w 96% alkoholu etylowym (POCH). Czyste szkietka nakrywkowe zatopione w alkoholu
etylowym przeniesiono pod komor¢ laminarng (Thermo Scientific) i przetozono do
szklanego krystalizatora zabezpieczajac wszystko folig aluminiowg. Podjete czynno$ci
umozliwity wykonanie w piecu laboratoryjnym (Thermo Scientific) 3-godzinnej
sterylizacji termicznej goragcym powietrzem O temperaturze 180°C. Ostatni etap
preparacji szkietek nakrywkowych niezbednych do wysiania komorek dotyczyt procesu
ich dwuczesciowego pokrywania miedzy innymi roztworem biatka w sterylnych
warunkach. Na dwa dni przed zatozeniem dysocjowanej pierwotnej hodowli szkietka
nakrywkowe rozmieszczono w ptytkach 12-dotkowych do hodowli komoérkowej (VWR).
Nastepnie przygotowano roztwor hydrobromku poli-D-lizyny (Sigma-Aldrich®, nr kat.
P7886) w 0,1 M buforze boranowym, pH 8,5 o stezeniu 100 pg/ml i réwnomiernie
natozono na szkietka nakrywkowe. Ptytki zabezpieczono folig uszczelniajaca Parafilm®
(Sigma-Aldrich®) oraz folig aluminiowa, aby ograniczyé parowanie podczas catonocne;
inkubacji  szkietek nakrywkowych z roztworem hydrobromku poli-D-lizyny
w temperaturze pokojowej. Po 16-godzinnej inkubacji szkietka zalano sterylng woda,
ktora odessano wraz z rozcienczonym roztworem hydrobromku poli-D-lizyny, po czym
trzykrotnie przeplukano nowg porcja wody kazdorazowo czekajac 15 min. Tak
wyplukane szkietka wysuszono a na ich powierzchni rozprowadzono roztwor lamininy
(Roche Diagnostics GmbH, nr kat. 11243217001) w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej (PBS, ang. phosphate buffered saline, Gibco®) z dodatkiem 0,5 mM MgCl
(BioShop®, nr kat. MAG516), 1 mM CaCl, (BioShop®, nr kat. CCL333) o stezeniu
10 pg/ml. Szkietka nakrywkowe z roztworem lamininy inkubowano w 4°C do momentu

wysiewania komorek, ale nie krocej niz 12 godzin.

5.2.2. Preparacja anatomiczna mézgu szczurzego oseska z uwzglednieniem

hipokampow i kory nowej

Szczurze oseski PO szczepu Wistar odstawiono od samicy zaraz po urodzeniu,
nastepnie umieszczono je na lodzie, aby staly si¢ mniej ruchliwe i ospate. Wkrotce po

ostabieniu lub zniesieniu odruchow zwierzeta kolejno usmiercono poprzez dekapitacje
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uprzednio odkazajac ich glowy 70% alkoholem etylowym (Linegal Chemicals). Odcicta
glowe przytrzymano za pomoca pgsety anatomicznej zabkowanej szpiczastej zagietej
(Falcon Surgical), skorg i czaszke rozcigto nozyczkami chirurgicznymi ostro-ostrymi
prostymi (Falcon Surgical). Czaszke oderwano od mézgu pesetg, mozdzek odkrojono
szpatutka dwustronng (Falcon Surgical) a mézg rozdzielono na dwie potkule zachowujac
opuszki wechowe [Nunez, 2008]. Tak wypreparowane potkule ulokowano w zmrozonym
roztworze DM z dodatkiem kwasu kynureninowego z magnezem (DM-Ky/Mg). Z kazdej
potkuli usunieto pod mikroskopem stereoskopowym opony mozgowe, wyodrebniono
hipokamp 1 fragment kory nowej uzywajac w tym celu peset z linii Dumont typ
5 (Animalab).

5.2.3. Izolacja komorek nerwowych i glejowych z hipokampéw oraz kory nowej

Oddzielone od reszty tkanki nerwowej struktury mozgu-hipokampy i kawatki
kory nowej przeniesiono odrebnie do dwoch sterylnych probowek z okragtym dnem
(Falcon®), wypetnionych lodowatym roztworem DM-Ky/Mg. Probéwki przetozono pod
komor¢ laminarng (Thermo Scientific), gdzie trzykrotnie ptukano tkanki buforem DM-
Ky/Mg. Nastepnie tkanki byly inkubowane w 2,5 ml ogrzanego do 37°C roztworu
papainy w tazni wodnej (Thermo Scientific) w 37°C przez 15 min. Dysocjacje tkanek
powtdrzono przy uzyciu nowych objetosci roztworu enzymu proteolitycznego, po czym
przystapiono do hamowania jego aktywnosci. Inaktywacja dziatania papainy obejmowata
kolejno trzykrotng wymiang roztworu enzymu na cieply roztwoér DM-Ky/Mg oraz
pozywke do wysiewania komodrek (oba roztwory o temperaturze 37°C). Na koniec
hipokampy i fragmenty kory nowej pozostawiono w 1 ml pozywki do wysiewania
komorek celem wydajnego rozdrobnienia poprzez pipetowanie. Pipete automatyczng
(Eppendorf) nastawiono na 1000 pl mechanicznie rozdzielajac hipokampy oraz korg
nowg do momentu uzyskania zawiesin komorek. Zawiesiny komodrek umieszczono
w nowych, sterylnych probéwkach stozkowych (Falcon®), dopetniono pozywka do
objetosci 5 ml 1 wirowano z predkoscig 1000 obr./min w temperaturze pokojowej przez
5 min. Roztwor pozywki znad otrzymanych osadow komorek ostroznie odebrano 1 kazdy
osad niezaleznie zawieszono w §wiezej porcji pozywki do wysiewania komorek (1 ml
pozywki/potkule). Liczbe 1 zywotno$¢ komoérek oznaczono przeprowadzajac test
z 0.4% blekitem trypanu (Gibco®, nr kat. 15250061) w komorze Biirkera (Bionovo®).
Komorki wysiewano na szkietka nakrywkowe pokryte roztworami hydrobromku poli-D-

lizyny i lamininy w stezeniu 5906 komorek/cm?, czyli 150 000 komérek/szkietko
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I hodowano w pozywce MEM/FBS przez 3 godziny w 37°C, w atmosferze 5% CO..
Przedsiewzigty wstgpny okres hodowli komérek w pozywcee z surowicg wspomdgt ich
adhezje do szkietek nakrywkowych. Po uplywie 3 godzin pozywke do wysiewania
komorek wymieniono na NB-A/B-27, w ktorym utrzymywano hodowlg (37°C, 5% CO»).

5.3. Hodowla szczurzych astrocytow hipokampa i kory nowej

Zawiesiny komorek hipokampa i kory nowej, pozyskane w wyniku izolacji
komorek (zgodnie z podrozdziatem 5.2.3), o sprecyzowanej liczbie zywych komodrek
wykorzystano do zalozenia pierwotnej hodowli astrocytow.

Komorki w stezeniu 200 000 komoérek/cm? wysiewano do sterylnych butelek
o0 powierzchni 75 cm? (GenoPlast Biotech S.A.) i hodowano w pozywce DMEM/FBS
(ang. Dulbecco’s Modified Eagle Medium with fetal bovine serum) (10% vi/v FBS)
w inkubatorze (37°C, 5% CO2) (SANLAB) przez 24 godziny. Po uptywie 24 godzin
pozywke DMEM/FBS wraz z szczatkami komorkowymi (komorki nie przyczepione do
podtoza, zlepy komorek itp.) odessano ssakiem medycznym znad przytwierdzonych do
podtoza komorek i zastapiono Swiezg porcja pozywki.

Pierwotng hodowle gleju o konfluencji komorek na poziomie 80% (7-8 dzien
hodowli w warunkach in vitro) (DIV, ang. day in vitro) wytrzasano na wytrzgsarce
orbitalnej z inkubacja z predkoscia 240 obr./min w temperaturze 37°C przez 6 godzin.
W nastgpnej kolejnosci dokonano wymiany pozywki na $wiezg w celu usunigcia
Z hodowli komorek prekursorowych oligodendrocytow, ktore ulegly odczepieniu od
warstwy astrocytow na skutek wytrzasania. Po 24-godzinnej inkubacji w 37°C,
w atmosferze 5% CO. hodowl¢ powtérnie wytrzasano tym razem z predkosciag
180 obr./min przez 30 min, aby wyeliminowac z niej mikroglej, po czym wymieniono
pozywke na $wiezg [McCarthy i de Vellis, 1980; Schildge i wsp., 2013]. Tego samego
dnia astrocyty w pierwotnej hodowli pasazowano, czyli przenoszono ze sterylnych
butelek do ptytek 12-dotkowych ze szkietkami nakrywkowymi pokrytymi roztworami
hydrobromku poli-D-lizyny i lamininy (zgodnie z podrozdziatem 5.2.1). Po wykonaniu
pasazu liczba astrocytow przypadajagca na powierzchni¢ pojedynczego szkietka
nakrywkowego wynosita 11 811 komérek/cm?, czyli 30 000 komérek/szkietko.

Pasaz astrocytow W pojedynczej butelce rozpoczgto od delikatnego odciagnigcia
pozywki DMEM/FBS znad komoérek za pomocg akumulatorowego pipetora (Eppendorf)
i przeptukania ich 5 ml ogrzanego do 37°C roztworu PBS. Nastepnie roztwor PBS
wymieniono na 5 ml cieptego roztworu 0,25% trypsyny z EDTA (Gibco®, nr Kat.
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25200072), w ktorym inkubowano komorki przez 3 min w 37°C. Po zakonczonej
inkubacji trypsyn¢ inaktywowano poprzez rozcienczenie jej roztworu pozywka
DMEM/FBS. Zawiesing komorek w pozywce DMEM/FBS z 0,25% trypsyng i EDTA
wirowano z predkoscig 1000 obr./min w temperaturze pokojowej przez 5 min. Otrzymany
w wyniku wirowania osad komorek zawieszono w §wiezej porcji pozywki, a nastepnie
komorki policzono w komorze Biirkera i wysiewano na wcze$niej przygotowane szkietka

nakrywkowe.
5.4. Transfekcja astrocytow in vitro
5.4.1. Transfekcja hodowli neuronalno-astrocytarnej konstruktami genetycznymi

Dysocjowane pierwotne hodowle mieszane komorek nerwowych i glejowych,
sprokurowane ze szczurzych hipokampow oraz kory nowej, transfekowano metoda
chemiczng pomig¢dzy 7 a9 DIV. Do lipofekcji [Karra i Dahm, 2010] wykorzystano zestaw
odczynnikéw Lipofectamine® 3000 (Invitrogen®, nr kat. L3000008). Transfekcja
komorek za pomocg tego zestawu opierata si¢ na sporzadzeniu dwoch oddzielnych
roztworéw w plynie hodowlanym Neurobasal-A: 1) Lipofectamine® 3000,
2) plazmidowego DNA i odczynnika P3000®.

Objetosciowy sktad roztworow niezbednych do wprowadzenia obcego materiatu
genetycznego do komoérek nerwowych i glejowych, hodowanych na szkietkach

nakrywkowych w ptytkach 12-dotkowych, przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Objetosci sktadnikow roztworéw koniecznych do transfekcji neuronow
i astrocytow W przeliczeniu na powierzchnie pojedynczego dotka w plytce 12-dotkowe;.

B . Objetos¢
Roztwor Skladnik
(]
. . Neurobasal-A 50
Lipofectamine® 3000 - -

Lipofectamine® 3000 1

Neurobasal-A 50
Plazmidowe DNA DNA (0,5 ug/ul)

Odczynnik P3000® (2 ul/ug DNA)

W celu lipofekcji komoérek z osobnego dotka plytki 12-dotkowej do 50 ul
rozcienczonej Lipofectamine® 3000 dodano 50 pl roztworu plamidowego DNA.
W dalszej kolejnosci cato$¢ roztworu delikatnie wymieszano pstrykajac w stozkowe dno
probowki palcem 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min. Jednoczesnie

z dotka, w ktérym znajdowaly si¢ neurony oraz astrocyty odebrano 750 ul pozywki do
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dlugotrwalego wzrostu neurondéw (pozywka kondycjonowana) 1 W stosunku
objetosciowym 1:1 zmieszano ja ze $wiezg jej porcja. Po zakonczonej inkubacji roztwor
Lipofectamine® 3000 i plazmidowego DNA powoli dodano kroplami do komorek
W pojedynczym dotku ptytki 12-dotkowej pozostawiajagc hodowle w 37°C na 1 godzing.
Po uplywie tego czasu pozywke wraz z Lipofectamine® 3000, plazmidowym DNA
i odczynnikiem P3000® odessano ssakiem medycznym znad komorek i zastapiono
wczesnie] przygotowang pozywka kondycjonowang z pozywka do dlugotrwatego

wzrostu neuronow.
5.4.2. Transfekcja hodowli astrocytarnej plazmidowym DNA

Hodowle astrocytow hipokampa i kory nowej transfekowano po uptywie
24 godzin od momentu wysiania astrocytow na szkietka nakrywkowe pokryte roztworami
hydrobromku poli-D-lizyny i lamininy.

Przed przystagpieniem do procesu wprowadzenia plazmidowego DNA do
astrocytow pozywke DMEM/FBS, w ktorej znajdowaty si¢ komorki ostroznie odebrano
do sterylnej probowki wirowkowej (Falcon®) i zastapiono ptynem hodowlanym Opti-
MEM™ | (Gibco®, nr kat. 11058021). Po 45 min inkubacji w inkubatorze (37°C, 5%
CO>) do ptynu hodowlanego o zredukowanej zawartosci FBS (Opti-MEM™ 1) dodano
roztworu Lipofectamine® 3000 i plazmidowego DNA (zgodnie z podrozdziatem 5.4.1),
po czym ponownie inkubowano przez 1 godzing 30 min. W dalszej kolejnosci catosé¢
roztworu znad komorek odessano ssakiem medycznym, a jego brak uzupelniono
wczesniej odebrang pozywka DMEM/FBS. Nastepnego dnia w hodowlach
astrocytarnych poddanych procesowi transfekcji dokonano wymiany pozywki na NB-
A/B-27.

5.5.  Immunofluorescencyjne barwienie astrocytéw w hodowlach astrocytarnych

oraz neuronalno-astrocytarnych

Hodowle astrocytarne (zgodnie z podrozdzialem 5.3) oraz neuronalno-
astrocytarne (zgodnie z podrozdziatem 5.2) byty utrwalane migdzy 19-21 DIV za pomoca
ogrzanego do 37°C roztworu 4% paraformaldehydu (PFA, ang. paraformaldehyde)
(Sigma-Aldrich®, nr kat. 441244) z dodatkiem 4% sacharozy (Sigma-Aldrich®, nr kat.
S8501) w buforze PBS. Po 8-minutowej inkubacji ciepty roztwor 4% PFA z 4% sacharoza
zostat usunigty pipeta automatyczng znad komorek, a nastgpnie zastgpiony roztworem

4% sacharozy w PBS (37°C). Roztwor ten wymieniano trzykrotnie na §wiezy, co miato
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na celu doktadne wyptukanie pozostatosci roztworu 4% PFA z 4% sacharoza. Utrwalone
w ten sposob komorki hodowane na szkietkach nakrywkowych poddano 10-minutowej
permabilizacji roztworem 0,1% detergentu (Tritonu X-100, BioShop®, nr kat. TRX777)
w PBS w temperaturze pokojowej, po czym trzykrotnie przeptukano buforem PBS.
Nastepnie przeprowadzono etap blokowania, aby zapobiec niespecyficznym reakcjom,
poprzez inkubacje¢ utrwalonych, permabilizowanych komodrek na szkietkach
nakrywkowych z 10% roztworem surowicy koziej (Gibco®, nr kat. 16210064) w PBS
przez 1 godzing 30 min w temperaturze pokojowej. Po uplywie tego czasu komorki
inkubowano w komorze wilgotnos$ciowej z pierwszorzgdowym mysim monoklonalnym
przeciwciatem, skierowanym przeciwko biatku zielonej fluorescencji (Sigma-Aldrich®,
nr kat. MAB3580), rozcieniczonym 1000 razy w 2% roztworze surowicy koziej w PBS w
temperaturze 4°C przez noc. Po zakonczonej inkubacji komoérki na szkietkach ponownie
przeptukano trzykrotnie buforem PBS i umieszczono w wilgotnej komorze. Tym razem
inkubowano je z drugorzgdowym kozim poliklonalnym przeciwciatem (skierowanym
przeciwko mysim immunoglobulinom) znakowanym Alexa 488 (Invitrogen®, nr kat. A-
11001). Przeciwciato to rozcienczono 500 razy w 2% roztworze surowicy koziej w PBS
I inkubowano w nim komorki przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Ostatecznie
wybarwione komorki na szkietkach nakrywkowych dokladnie wyplukano w wodzie
destylowanej i zatopiono w ptynie do zatapiania preparatéw Fluoromount-G™ Mounting
Medium (Invitrogen®, nr kat. 00495802).

5.6. Analiza transkryptomu roéznych typow hodowli astrocytow oraz

pojedynczych astrocytéw w kontekscie ekspresji genu Uncl3c
5.6.1. Izolacja calkowitego RNA

Catkowite RNA izolowano z hodowli komoérek in vitro (3 dotki w ptytce 12-
dotkowej na pojedynczg probke). Proces pozyskiwania catkowitego RNA
przeprowadzono przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, nr kat. 74104), zgodnie
z protokotem zapewnionym przez producenta, wprowadzajac jedynie drobne
modyfikacje w celu zwigkszenia ilosci uzyskanego RNA. Modyfikacje te dotyczyly
przede wszystkim objetosci buforu lizujacego RLT, 70% alkoholu etylowego oraz buforu
pluczacego RW1, ktérych uzyto w potowie mniejszych ilosciach niz w standardowym
protokole. Ponadto wprowadzono dwa dodatkowe kroki po umieszczeniu probki na

ztozu: 30-minutowg inkubacj¢ z deoksyrybonukleazg I w dedykowanym buforze RDD
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(Qiagen, nr kat. 79254) oraz etap ptukania ztoza buforem RW1 w objetosci 350 pl.

Pozostata czg$¢ protokotu zostata zachowana bez zmian.

Na koniec, po otrzymaniu catkowitego RNA komorek, dokonano pomiaréw jego
stezenia 1 czystoSci metodg spektrofotometryczng przy uzyciu spektrofotometru
NanoDrop 1000 (ND-1000), po czym przystgpiono do przeprowadzania procesu

odwrotnej transkrypcji.
5.6.2. Odwrotna transkrypcja RNA oraz ilo§ciowa lancuchowa reakcja polimerazy

Do odwrotnej transkrypcji catkowitego RNA wyizolowanego z hodowli komorek
in vitro wykorzystano zestaw odczynnikow SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo
Scientific, nr kat. 11756050). Cato$¢ procedury przeprowadzono wedlug instrukcji
dostarczonej przez producenta. Do kazdej reakcji uzyto 568 ng calkowitego RNA.
Uzyskane probki komplementarnego DNA (cDNA, ang. complementary DNA)

przechowywano w temperaturze -20°C.

Ilosciowa tancuchowa reakcje polimerazy (RT-gPCR, ang. quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction) przeprowadzono dla kazdej probki cDNA
w celu zbadania ekspresji genu Uncl13c w hodowlach astrocytarnych oraz neuronalno-

astrocytarnych hipokampa oraz kory nowej.

Skfad mieszaniny reakcyjnej dla kontroli oraz wlasciwej reakcji, przeliczony na

jedna probke, przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Sktadniki wraz z ich producentami oraz obj¢tosciami niezbednymi do przygotowania

pojedynczej kontroli i reakcji whasciwej technika RT-qPCR.
Sklad (Producent) Objetos¢ [pl]
Kontrola Reakcja
TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Thermo-Scientific 4444963) 5ul 5ul
TagMan Gene Expression Assays (Thermo-Scientific 4331182) 0,5 ul* 0,5 pl**
cDNA 2 ul 2 ul
Ultraczysta woda 2,5l 2,5 ul

* Gapdh, Rn01775763_g1
** Rn00597672 m1 Unc13c, 2105378 G8, ID 2106900

Kazda probke o catkowitej objetosci mieszaniny reakcyjnej wynoszacej 10 pl
przygotowano w trzech powtorzeniach. Probki umieszczono w ptytce 96-dotkowe;j
przeznaczonej do uzytku w termocyklerze (Applied Biosystems, nr kat. 43-469-06) oraz

zabezpieczono samoprzylepna folia (Applied Biosystems, nr kat. 43-119-71), aby chronié¢
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je przed ewentualnymi zanieczyszczeniami i parowaniem. W nastgpnej kolejnosci probki
poddano reakcji w termocyklerze StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Odczytu wynikéw dokonano za pomoca oprogramowania StepOne™

Software v2.2.2.

Wzgledny poziom (zmiang) ekspresji gendw obliczono, wykorzystujac dane
(Srednie arytmetyczne z warto$ci C¢ dla jednakowych powtdrzen danych probek)
uzyskane metodg RT-qPCR. Do kazdej probki przygotowano oddzielng kontrolg o takiej
samej liczbie powtérzen, co odpowiadajaca jej probka. W tym celu postuzono sie¢
wzgledna analiza porownawcza, okreslang mianem AAC:. Najpierw obliczono AC; dla
kazdej probki ($rednia arytmetyczna warto$ci Cq probka - Srednia arytmetyczna Ct kontrola).
AAC: to roznica pomigdzy AC: probki a $rednig arytmetyczng z warto$ci ACt dla rodzaju
probek stanowigcych nasz punkt odniesienia. Ostateczne wyniki dla poszczego6lnych

probek uzyskano za pomoca nastepujacej formuly matematycznej: 24 .

5.6.3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Fluorescencyjng hybrydyzacj¢ in situ (FISH, ang. fluorescent in situ
hybridization) przeprowadzono w celu identyfikacji RNA Uncl3c w astrocytach
pochodzacych z dysocjowanych pierwotnych hodowli komoérek nerwowych i glejowych,
pozyskanych z hipokampow oraz kory nowej. Przed przystgpieniem do procedury FISH
zaprojektowano oligonukleotydowe sondy typu sens (kontrola) oraz antysens do
sekwencji kodujacej 1 3 UTR cDNA. Sekwencje te namnozono technikg fancuchowej
reakcji polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction), wykorzystujac sekwencje
z Allen Mouse Brain Atlas (Probe RP_040507_01 FO01), http://mouse.brain-
map.org/gene/show/18781. Sekwencje starterow bezposredniego (ang. forward primer)

i odwrotnego (ang. reverse primer) byty nastepujace:
1) ATGCTCCTCTAGACTCGAGGAATTCACCAAAGCCATCCATCCATG,
2) TTGGGAGCTCTCCGGATCCAAGCTTATCCCGCACAATAGGCAATG.

Uzyskany w wyniku reakcji PCR produkt (powielona sekwencja) wklonowano do
wektora plazmidowego 317 pGEM-7Zf+ strawionego enzymami FastDigest Hindlll
(Thermo Scientific, nr kat. FD0504) oraz FastDigest EcoRI (Thermo Scientific, nr kat.
FD0274). Do klonowania uzyto mieszaniny reakcyjnej NEBuilder® HiFi DNA Assembly

Master Mix (New England Biolabs, nr kat. E2621S) zgodnie z zaleceniami producenta.
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Powstaty plazmid pGEM-7Zf+_Uncl3c sekwencjonowano. Wektor pGEM-7Zf+
posiada dwa przeciwstawne promotory T7 oraz SP6, ktore stuzg do przygotowania sond
sens i antysens za pomocg translacji in vitro, a sam plazmid stanowi matryce dla reakcji.
Przed syntezg sondy sens, plazmid trawiono za pomoca enzymu FastDigest Hindlll,
natomiast przed synteza sondy antysens, plazmid trawiono za pomoca enzymu FastDigest
EcoRl.

Procedurg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ rozpoczeto od utrwalenia
hodowli (zgodnie z podrozdziatem 5.5), ktore nastgpnie poddano 15-minutowej acetylacji
w temperaturze pokojowej w buforze o sktadzie: 0,1 M trietanoloamina (Thermo
Scientific, nr kat. 421631000), 0,25% HCI (Sigma-Aldrich®, nr kat. 320331) oraz 0,25%
bezwodnik kwasu octowego (Chempur®, nr kat. 363-116938707). W kolejnym etapie
hodowle inkubowano przez 3 godziny w roztworze prehybrydyzacyjnym (Sigma-
Aldrich®, nr kat. P1415), po czym wymieniono go na roztwér hybrydyzacyjny (Sigma-
Aldrich®, nr kat. H7140) zawierajacy ATG i UTR w stosunku 1:200, kontynuujac
inkubacje w temperaturze 63°C przez noc. Po zakonczonej inkubacji hodowle dwukrotnie
przeptukano 0,2 razy st¢zonym buforem SSC (0.2X SSC), zawierajagcym cytrynian sodu,
kazdorazowo inkubujac z nim hodowle przez 1 godzing w temperaturze 63°C. Nastgpnie
pieciokrotnie wymieniono bufor na §wiezy, za kazdym razem inkubujac hodowle przez
30 min w temperaturze pokojowej. Na koniec hodowle pozostawiono w 3% nadtlenku
wodoru na 20 min. Po tym etapie przystgpiono do blokowania niespecyficznych wigzan
przez 1-godzinng inkubacje z roztworem 2-nitro-5-tiobenzoesanu (TSA® Plus,
PerkinElmer Life Sciences). Nastepnie hodowle inkubowano z owczymi przeciwciatami
anty-fluoresceina-POD (1:200) (Roche, nr kat. 11426346910) w temperaturze 4°C przez
noc. Po inkubacji przeciwciala wyptukano zimnym roztworem PBS, a nast¢pnie
wzmocniono sygnat hybrydyzacji przez uzycie zestawu odczynnikow TSA Cyanine3 kit
(PerkinElmer Life Sciences). Po zakonczonej procedurze FISH przeprowadzono
immunofluorescencyjne barwienie astrocytow w utrwalonych hodowlach (zgodnie

Z podrozdziatem 5.5).
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5.7. Przygotowanie hodowli komoérek nerwowych i glejowych hipokampa oraz
kory nowej do pomiaréw z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej

calkowitego wewnetrznego odbicia

Dysocjowane pierwotne hodowle neuronalno-astrocytarne, transfekowane
zrekombinowanym plazmidem pZac2.1gfaABC1D_VAMP2-SEP, obrazowano przy
uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej catkowitego wewnetrznego odbicia (TIRF, ang.

total internal reflection fluorescence) pomiedzy 19-21 DIV.

Podstawowym buforem, w ktorym przeprowadzano pomiary byt bufor ES (ang.
extracellular solution) [Chen i wsp., 2013] ogrzany do 37°C. Stanowil on baz¢ do

sporzadzania pozostatych buforow wykorzystywanych w pomiarach mikroskopowych.

Zawarto$¢ buforéw umozliwiajacych przyzyciowa obserwacj¢ komorek w trakcie
poklatkowego nagrywania procesu uwalniania czasteczek przekaznikowych przez

astrocyty zaprezentowano w tabeli 8.

Tabela 8. Odczynniki i ich producenci, oraz koncowe stgzenia w buforach wykorzystywanych do
obrazowania komorek z uzyciem mikroskopii TIRF.

Skiad (Producent) Koncowe stezenie sktadnika w buforze
Bufor ES, pH 7,4 wodny roztwor soli
NaCl (Sigma-Aldrich® S9888) 145 mM
KCI (Sigma-Aldrich® P4504) 25mM
D-(+)-glukoza (Sigma-Aldrich® G7021) 10 mM
HEPES (BioShop® HEP0O1) 10 mM
C14H1804 (Trolox) (Sigma-Aldrich® 238813) 0,4 mM
1 M CaCl,:2H,0 (BioShop® CCL333) 2mM
MgSO4 (POCH 613754730) 1mM
Bufor ES z cytrynianem tetrodotoksyny, pH 7,4

Bufor ES

Cytrynian tetrodotoksyny (Alomone Labs T-550) 1M
Bufor ES z solg disodowa NBQX, pH 7,4

Bufor ES

Sél disodowa NBQX (Tocris Bioscience 1044) 50 uM

Bufor ES bez jonéw Ca®* z (S)-3,5-DHPG, pH 7,4

Bufor ES bez jonow Ca?*

NaCl (Sigma-Aldrich® S9888) 145 mM
KCI (Sigma-Aldrich® P4504) 2,5mM
D-(+)-glukoza (Sigma-Aldrich® G7021) 10 mM
HEPES (BioShop® HEP001) 10 mM
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C14H1504 (Trolox) (Sigma-Aldrich® 238813) 0,4 mM

MgSO,4 (POCH 613754730) 1mM

(S)-3,5-DHPG (Cayman Chemical Cay14411) 40 pM
Bufor ES z rianodyng i boranem 2-aminoetylodifenylowym, pH 7,4

Bufor ES
Rianodyna (Alomone Labs R-500) 20 pM
Boran 2-aminoetylodifenylowy (Tocris Bioscience 1224) 70 pM
Bufor ES z solg tetrasodowg BAPTA, pH 7.4
Sél tetrasodowa BAPTA (EMD Millipore 196418) 100 pM

Bezposrednio przed obserwacja mikroskopowa komorki wysiane na odpowiednio
przygotowane okragle szkietka nakrywkowe o grubosci 0,17 mm i $rednicy 18 mm (#1,5)
umieszczano w perfuzyjnej komorze RC-49MFS (Warner Instruments). Komora RC-
49MFS posiada rurki perfuzyjne do szybkiej wymiany ptyndw w obrebie komory oraz
platynowe elektrody do przeprowadzania elektrycznej stymulacji komorek. Usuwanie
ptynoéw z komory zachodzi na zasadzie aspiracji, czyli zasysania poprzez wykorzystanie
pompy perystaltycznej BT100S (Lead Fluid). Montaz szkietka nakrywkowego
w komorze jest bardzo prosty i szybki. Polega on na potozeniu szkietka z komoérkami
na aluminiowej podstawie posmarowanej uszczelniajagcym smarem do prozni, a nastepnie
natozeniu na wierzch naktadki wykonanej z tworzywa sztucznego. Szczelnos¢ uktadu
oprocz smaru do prézni zapewnia gumowa uszczelka pomigdzy podstawa komory
a gorng naktadka oraz magnetyczne zamknigcie sktadajgce si¢ z czterech magnesow.
Komora jest kompatybilna z wstawka stolikowa do stolika mikroskopowego

w mikroskopie odwroconym Axio Observer.Z1 (Zeiss).
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Schemat komory RC-49MFS wykonany w programie Autodesk Fusion 360 [Song
I wsp., 2018] przedstawiono na rycinie 6.

Rycina 6. Konstrukcja komory do przyzyciowych obserwacji komodrek przy uzyciu technik
mikroskopowych i jej przekrdj podtuzny.

5.8. Konfiguracja ukladu pomiarowego do poklatkowej rejestracji procesu
egzocytozy w astrocytach

Poklatkowe filmy wykonano za posrednictwem mikroskopu odwroconego Axio
Observer.Z1 bedacego wlasnos$cig pracowni ustugowej Obrazowania Struktury i Funkcji
Tkankowych w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej
Akademii Nauk. Mikroskop zostal wyposazony w zaciemniong komore inkubacyjng oraz
urzgdzenie umozliwiajagce kontrole temperatury (Zeiss). Ponadto do mikroskopu
podtaczono kamere z przetwornikiem CCD (EMCCD, ang. electron multiplying charge
couple device) QuantEM™ 512SC (Photometrics®) o rozdzielczo$ci natywnej 512%512
i wielkosci piksela 16*16 pum [Denvir i Coates, 2002; Qiao i wsp., 2021]. Kamera
QuantEM™ 512SC dzieki wtasnemu sensorowi cechuje sie duzym wzmocnieniem
obrazu, mozliwoscig rejestracji pojedynczych fotonow i czestotliwoscig odczytu 10 MHz.
W badaniach uwalniania egzocytarnych pecherzykow z czasteczkami przekaznikowymi
przez astrocyty uzyto lasera argonowego o dtugosci fali A = 488 nm i obiektywu alpha
Plan-Apochromat 100x/1,46 Oil DIC M27 (Zeiss).

Parametry akwizycji danych w postaci poklatkowych filméw ustawiono przy
uzyciu oprogramowania AxioVision Release 4.8.2 (Zeiss). Przed rozpoczeciem
poklatkowego nagrywania zastosowano tzw. binning (taczenie) pikseli 2*2, co polega na
integracji tadunkow sasiadujacych pikseli w matrycy CCD, zwigkszajac wielkos¢ piksela
do 0,32%0,32 um. Proces ten skutkuje poprawg stosunku sygnatu do szumu oraz zwieksza
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czuto$é 1 szybkosc¢ rejestracji. Ponadto zdefiniowano liczbe klatek sktadajacych si¢ na
pojedynczy pomiar oraz interwat czasowy pomigdzy nimi. Poklatkowa seria zdje¢ obrazu
mikroskopowego dla filmu kontrolnego wynosita 1200 klatek, natomiast dla filmu,
w ktorym obserwowano wptyw danego czynnika na przebieg egzocytozy w astrocytach,
2400 klatek. Odstep czasowy pomiedzy rejestrowanymi klatkami wynosit 30 ms dla
pomiaréw, w ktorych nie uwzgledniano protokotu elektrycznej stymulacji, oraz 50 ms
dla pomiaréw, gdzie schemat doswiadczenia obejmowat elektryczng stymulacje hodowli

neuronalno-astrocytarne;.

Hodowle stymulowano elektrycznie przy uzyciu modelu 4100 izolowanego
stymulatora o duzej mocy (ang. Isolated High Power Stimulator) (A-M Systems) wedtug
nastepujacych ustawien: liczba impulséw 20 lub 80 bez powielania (pojedyncza seria),

czas trwania jednostkowego impulsu 1 ms, cz¢stotliwos¢ 83,3 Hz oraz napigcie 90 V.
5.9. Komputerowa analiza poklatkowych rejestracji obrazu mikroskopowego

Sekwencje czasowe obrazow mikroskopowych w formacie plikéw rastrowych-
bitmapy o rozszerzeniu zvi (ang. Zeiss Vision Image) zapisano w formacie Tiff (ang. tag
image file format) w programie Fiji ImageJ [Abramoff i wsp., 2004; Schneider i wsp.,
2012; Stossi i Singh, 2023]. Nastepnie pliki przygotowano do analizy poprzez korekcje
zaniku fluorescencji fluoroforu dzigki komponentowi programu Fiji ImageJ - Bleach
Correction (Exponential Fit). Narzg¢dzie to dopasowuje wyktadniczg krzywa zaniku do
catkowitych wartosci intensywnosci fluorescencji w poszczegolnych ramkach czasowych

przez co niejako pozwala na oszacowanie intensywnos$ci sygnatu tta [Miura, 2020].

5.9.1. Suite2p jako narzedzie do przetwarzania danych w postaci plikow

rastrowych z obrazowania astrocytarnego procesu egzocytozy przekaznikow

Suite2p jest oprogramowaniem stworzonym przez Mariusa Pachitariu, Carsena
Stringera i zalozycieli Cortexlab w University College London - Matteo Carandini oraz

Kennetha Harrisa, dostgpnym pod linkiem https://github.com/cortex-lab/Suite2P

[Pachitariu i wsp., 2016]. Korzystanie z Suite2p wymagalo instalacji zintegrowanego
srodowiska programistycznego (IDE, ang. Integrated Development Environment) -

Spyder (Anaconda3).

Przed rozpoczgciem analizy poklatkowych rejestracji obrazu mikroskopowego

w Suite2p dla kazdego poklatkowego filmu utworzono dwa odr¢bne foldery: 1) data,
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zawierajacy plik (film) w formacie Tiff (zgodnie z podrozdziatem 5.9), 2) analysis, pusty
folder na pliki wynikowe wygenerowane w Suite2p.

W celu otwarcia oprogramowania Suite2p (wersja v0.10.3) w oknie aplikacji
Anaconda Prompt (Anaconda3) wpisano nastepujace komendy: 1) conda, 2) conda
activate suite2p, 3) python -m suite2p. W nastepnej kolejnosci uruchomiono analize
poklatkowego filmu poprzez wskazanie $ciezki dost¢pu w systemie Microsoft Windows
do folderu data oraz analysis, jak rowniez konkretnych warto$ci parametrow
umozliwiajacych efektywne wykrywanie pojedynczych egzocytarnych pecherzykow
uwalnianych przez astrocyty.

Obraz okna Suite2p z whasciwymi parametrami analizy zademonstrowano na

rycinie 7.

Main settings OQutput settings Registration Nonrigid ROI detection Extraction/Neuropil
nplanes predassify do_registration nonrigid roidetect allow_overlap
lt | Do | [ | L ! [ |
nchannels save_mat align_by_chan block_size sparse_mode inner_neuropil_radius
ls | o | L | fmeame | o | L2
functional_chan combined nimg_init snr_thresh diameter min_neuropi_pixels
It I | [0 | 2 s | =0 |
tau reg_tif batch_size maxregshiftiR spatial_scale
| L5 | ‘D | |SDU | |5.D ‘ |D | Deconvolution
fs reg_tif_chan2 smooth_sigma connected win_baseline
[10.0 | Do | [uis | 1P [1 | |e00 |
delete_bin aspect smooth_sigma_time 1Preg threshold_scaling sig_baseline
o | |0 | oo [ | [ ETY: |
do_bidiphase maxregshift spatial_hp max_overlap neucoeff

0.1 | [s0.0 | fors R |
bidiphase th_badframes pre_smooth max_iterations
[0 | s E |

keep_movie_raw spatial_taper high_pass

o | [s0.0 | |wo |

two_step_reqistration

Rycina 7. Parametry analizy procesu astrocytarnej egzocytozy w  Suite2p.

5.10. Analiza fenotypu astrocytow w hodowli komérek in vitro

Charakterystyka ksztattu astrocytow pod wzgledem ztozonosci strukturalne;
komorkowych wypustek opierata si¢ na okresleniu stosunku obwodu badanej komorki do
zajmowanej przez nig powierzchni. Pomiaréw powierzchni komorek glejowych oraz ich
obwodow dokonano na podstawie zdje¢ mikroskopowych wykonywanych technikg TIRF

kazdorazowo przed przystapieniem do poklatkowej rejestracji obrazu mikroskopowego.

W pierwszym etapie analizy zdjecie mikroskopowe astrocytu otworzono
w programie Fiji ImageJ i za pomoca narzedzia Brightness/Contrast dostosowano
jasnos¢, kontrast komorki wzgledem tla. W dalszej kolejnosci wykorzystujac komendg

Treshold ustawiono odpowiedni prog binaryzacji, aby byto mozliwe wyodrebnienie
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obiektu (komorki lub jej fragmentu) widocznego na zdjeciu 1 stworzenie jego maski.
Nastepnie maski, w ktorej szum Poissona tla jest rowny 0 uzyto do wygenerowania
konturu komoérki i uzyskania informacji 0 warto$ci jej powierzchni, obwodu przez

zastosowanie narzedzia Analyze Particles.

Obrazy przyktadowych plikow wynikowych wygenerowanych w programie Fiji
Imagel na podstawie pojedynczego zdj¢cia mikroskopowego astrocytu przedstawiono na

rycinie 8.

/4" KONTUR.tif = O X
"- 220427 _covi_cell1-02_tirf", 80.33x80.33 micrf "220427_cov1_cell1-02_tirf_treshold"; 80.33x80] "- 220427 _cov1_cell1-02_tir"; 80.33x80.33 micr|

Rycina 8. Rezultat dziatan w programie Fiji Image] prowadzacych do pomiaru parametréow obwodu
i powierzchni obiektu (astrocytu) na zdjeciu mikroskopowym. Od lewej: wynik manipulacji dokonanej
narzedziem Brightness/Contrast, maska komorki powstata po binaryzacji obrazu, obrys analizowanego
obiektu otrzymany dzigki zastosowaniu narzedzia Analyze Particles [Urbina i Gupton, 2021].

5.11. Metody prezentacji danych i analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Poczatkowo dane przedstawiono jako liczb¢ uwolnionych w ciggu 1 min
pecherzykow przypadajacych na 1 um? powierzchni komorki (astrocytu). Nastepnie
znormalizowano te dane, dzielac kazda warto$¢ przez $rednig arytmetyczng wynikow
uzyskanych w pomiarach poziomu bazowego dla danego typu do§wiadczenia. Otrzymane

wartosci okreslono mianem wzglednego wspotczynnika egzocytozy.

W dalszej kolejnosci dane zestawiono w histogramy przedstawiajace liczbe
zliczen wartosci wzglgdnego wspolczynnika egzocytozy. Niezaleznie przeprowadzono
testy normalnosci: Andersona-Darlinga, D’Agostino-Pearsona, Shapiro-Wilka oraz
Kolmogorova-Smirnova. W zwiazku z tym, ze uzyskane rozktady nie byly normalne,

W opisie wynikow zastosowano analize nieparametryczna.

W  przypadku zmiennych =zaleznych (grupy zalezne), gdy pomiar byt
przeprowadzany na tej samej komodrce i poréwnywano dwie zmienne: wartosCi

wzglednego wspotczynnika egzocytozy w dwoch przedziatach czasowych (bazowy i bez
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stymulacji) lub przed i po protokole elektrycznej stymulacji, do obliczen istotnosci
statystycznej wykorzystano test kolejnosci par Wilcoxona. Natomiast w przypadku
zmiennych niezaleznych (grupy niezalezne), np., gdy poréwnywano warto$Ci
wzglednego wspotczynnika egzocytozy w dwoch roznych buforach, przeprowadzono test
Manna-Whitneya.

W odniesieniu do parametru opisujacego stopien ztozonosci morfologii komorek,
wyrazonego jako stosunek obwodu badanej komoérki do zajmowanej przez nig
powierzchni, podczas porownania morfologii astrocytow w hodowli astrocytarnej oraz
hodowli neuronalno-astrocytarnej zastosowano test t Welcha dla grup niezaleznych
0 roznych wariancjach. Bylo to mozliwe z racji wcze$niejszego potwierdzenia
normalnosci rozktadu danych =zebranych w formie wspomnianego parametru.
Analogicznie statystycznie opracowano dane uzyskane w wyniku RT-gPCR oraz

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.

W sytuacji poro6wnania wigcej niz dwoch grup niezaleznych (rycina 13 C)
zastosowano analize wariancji (ANOVA).Wyniki przedstawiono w formie wykresow
pudetkowych (ang. box plot) z nalozonymi wartosciami indywidualnymi poszczegdlnych
pomiaréw lub wykresow kolumnowych (Srednia arytmetyczna + standardowy btad

pomiaru, SEM - ang. standard error of measurements).
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6. Wyniki

6.1. Poréwnanie poziomu egzocytozy w hodowlach astrocytarnych oraz

neuronalno-astrocytarnych hipokampa

Do tej pory przeprowadzono wiele badan dotyczacych wydzielania
glioprzekaznikoéw w procesie egzocytozy, wykorzystujac hodowle astrocytow, w ktorych
eliminowano inne niz astrocyty komorki pochodzace z tkanki nerwowej [McCarthy i de
Vellis, 1980; Montana i wsp., 2004; Zhang i wsp., 2004; Cali i Bezzi, 2010]. Informacje
zawarte w literaturze podkreslaja jednak, ze neurony, poprzez komunikacj¢ z astrocytami,
wplywaja na ich morfologi¢, co pozwala zaobserwowaé gwiezdzisty ksztalt tych
komorek, ktore fenotypowo przypominajg morfologie astrocytow in vivo [Yang i wsp.,
2013].

Aby zbada¢d, od czego zalezy i w jaki sposob jest regulowany proces egzocytozy
w astrocytach, jako model eksperymentalny wybrano dysocjowang pierwotng hodowlg
hipokampalng, ktora sktada si¢ z komorek nerwowych i glejowych (gtownie astrocytow),
gdyz jest to jeden z najpopularniejszych modeli hodowli. W celu potwierdzenia
zasadnos$ci tego podejScia oraz charakterystyki roéznic w morfologii astrocytow
w hodowli astrocytarnej oraz w hodowli hipokampalnej wykonano szereg zdjgc
mikroskopowych pojedynczych komorek, co zaprezentowano na rycinie 9 A. Na ich
podstawie zaobserwowano, ze astrocyty w hodowli astrocytarnej cechuja si¢ poligonalng
morfologia (ksztattem zblizonym do wielokata) oraz ograniczong liczbag wypustek, ktore
przyjmujg forme drobnych rzesek. W przeciwienstwie do nich, astrocyty w hodowli
hipokampalnej wykazuja zlozona morfologi¢, strukturalnie przypominajac gabki,
z licznymi rozgatgzionymi wypustkami. Aby opisa¢ obserwowane ro6znice w morfologii
astrocytow w sposob ilosciowy, pordwnano wartosci stosunku obwodu badanej komoérki
do zajmowanej przez nig powierzchni dla astrocytow w hodowlach astrocytarnych oraz
hipokampalnych. Wyniki przedstawiono na rycinie 9 B w formie wykresu kolumnowego
(Srednia arytmetyczna + SEM), z natozonymi warto$ciami indywidualnymi dla stosunku
obwodu do powierzchni poszczegélnych komodrek. Zademonstrowane na wykresie
wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze $rednia warto§¢ stosunku obwodu do powierzchni,
bedacego wskaznikiem zlozonoséci morfologicznej komorek, wyniosta ~0,219 um™ dla

astrocytow w hodowli astrocytarnej oraz ~0,353 um™ dla hodowli hipokampalnej, co
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stanowi istotng statystycznie réznice (test t Welcha dla grup niezaleznych o réznych

wariancjach, p=0,0096).

Nastepnie sprawdzono, czy roznice w morfologii astrocytow w hodowli
hipokampalnej i hodowli astrocytarnej przekladaja si¢ na wydajno$¢ spontanicznej
egzocytozy, zachodzacej w warunkach bez jakiejkolwiek stymulacji. W tym celu
zobrazowano astrocyty transfekowane plazmidem pZac2.1gfaABC1D_VAMP2-SEP
w obu typach hodowli za pomocg mikroskopii TIRF. Na rycinie 9 C pokazano
przyktadowy wykres wynikowy analizy r6znic w poziomie fluorescencji w zaznaczonym
obszarze zainteresowania (ROI, ang. region of interest) podczas pojedynczego zdarzenia
egzocytozy w astrocycie oraz fragment obrazu mikroskopowego w postaci sekwencji
zdje¢ ilustrujacych proces pojawiania si¢ pgcherzyka sekrecyjnego w plaszczyznie

obrazowania (czas 0 s) i jego pozniejszy zanik.

Wyniki porownania czgstotliwosci egzocytozy pomigdzy hodowla astrocytow
a hodowlg hipokampalng przedstawiono na rycinie 9 D. W tym celu poréwnano rozktady
warto$ci wspotczynnika egzocytozy dla astrocytow w hodowlach astrocytarnych oraz

w hodowlach hipokampalnych.

Analiza rozkltadu wspoélczynnika egzocytozy astrocytow W hodowlach
astrocytarnych w poréwnaniu do rozktadu wartosci dla astrocytow wspothodowanych
Z neuronami wykazata, ze w przypadku tych pierwszych rozktad jest dwukrotnie szerszy.
Oznacza to, ze wartosci graniczne dla percentyli 25, 50 i 75 ulegty dwukrotnemu
obnizeniu w przedziale miedzykwartylowym rozkladu wspotczynnika spontanicznej
egzocytozy dla hodowli hipokampalnej, w poréwnaniu z jego rozktadem dla astrocytow

w hodowlach astrocytarnych.

Ponadto $rednia arytmetyczna wartosci wspolczynnika spontanicznej egzocytozy
astrocytow w hodowlach astrocytarnych wyniosta 0,013 n/um?min, podczas gdy dla
astrocytow w hodowli hipokampalnej wyniosta 0,006 n/um?/min. Réznice w rozktadach
warto$ci wspotczynnika spontanicznej egzocytozy astrocytow w hodowli astrocytarnej
i hodowli hipokampalnej sg istotne statystycznie (test Manna-Whitney’a; U=337,
p=0,0010; suma rang 1518 dla hodowli astrocytarnej oraz 967 dla hipokampalnej).
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Rycina 9. Roznice w morfologii i czestotliwosci egzocytozy pomiedzy hodowla astrocytéw a hodowlg
hipokampalna. A Przykladowe zdjecia uzyskane technika mikroskopii konfokalnej zostaly ztozone
z poszczegblnych stosow zdje¢ w plaszczyznie Z. Hodowle astrocytéw transfekowano plazmidem
pZac2.1gfaABC1D_Lck-GFP, natomiast hodowle hipokampalne transfekowano plazmidami
pZac2.1gfaABC1D_Lck-GFP (do obrazowania astrocytow) oraz pf-Actin_eGFP (do obrazowania
neurondéw). B Ilosciowe podejscie do porownania stopnia ztozonosci morfologii astrocytow w hodowli
astrocytarnej (n=19) i hipokampalnej (n=21) opierato si¢ na S$rednich arytmetycznych (Srednia
arytmetyczna + SEM) wartosci stosunku obwodu do powierzchni pojedynczych astrocytow. Wyniki
przedstawiono na wykresie kolumnowym, wraz z indywidualnymi warto§ciami tego stosunku dla
poszczegolnych astrocytow (n). Analiza morfologii komorek wykazata, ze astrocyty w hodowli
hipokampalnej charakteryzujg sie bardziej ztozong morfologiag w porownaniu do astrocytow w hodowli
astrocytarnej. C Wykres zmian poziomu fluorescencji w czasie podczas egzocytozy pecherzyka
sekrecyjnego dla zdefiniowanego ROI. AF/Fo=(F-Fo)/Fo, gdzie Fo to wartos$¢ $redniej poziomu fluorescencji
z 10 poczatkowych, nastgpujacych po sobie klatek filmu. Czas 0 s oznacza moment fuzji blony pecherzyka
sekrecyjnego z btona komdrkowa. Ponizej znajduje si¢ schemat sktadajacy si¢ z kolejnych zdjg¢ obrazu
mikroskopowego ilustrujacych uwalnianie pgcherzyka w procesie egzocytozy. Skala 2 um. D Badania
réznic w czgstotliwosci spontanicznej egzocytozy pomigdzy astrocytami z hodowli astrocytarnych
a hipokampalnych wykazaty, ze astrocyty w hodowlach astrocytarnych z wigksza czestotliwoscia
uwalniajg czasteczki przekaznikowe w procesie egzocytozy niz astrocyty wspothodowane z neuronami
(n=35) (test Manna-Whitney’a; U=337; p=0,0010; suma rang 1518 dla hodowli astrocytarnej oraz 967 dla
hipokampalnej). Wykres pudelkowy (reprezentuje kwartyle) z linig $rodkowg prezentujacg mediane
wartosci. Wasy na wykresie prezentuja zasigg wartosci a szare kropki indywidualne wartosci dla
astrocytu.** <0,01; wykresy (B i D). Uzyskane wyniki pochodzg z do§wiadczen powtarzanych co najmniej
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trzy razy, przy czym kazde powtorzenie bylo przeprowadzane na hodowli komoérkowej pozyskanej
z niezaleznej dysekcji szczurzych oseskow oraz izolacji komorek.

6.2. Czestotliwos¢ egzocytozy wzrasta pod wplywem stymulacji elektrycznej

W modelu synapsy trojdzielnej proces egzocytozy w astrocytach jest odpowiedzia
na aktywnos$¢ synaptycznag komoérek nerwowych i uwalniane przez nie neuroprzekazniki
[Winship 1 wsp., 2007]. W celu weryfikacji hipotezy, ze zwigkszone przekaznictwo
synaptyczne prowadzi do intensyfikacji reakcji astrocytow w postaci uwalniania
glioprzekaznikow [Araque i wsp., 2014], przeprowadzono eksperymenty polegajace na
obrazowaniu przebiegu egzocytozy w astrocytach. Doswiadczenia te realizowano
w dwoch warunkach: w buforze ES, oraz w buforze ES, zawierajacym TTX w celu
zahamowania potencjatow czynno$ciowych w neuronach. Najpierw nagrywano poziom
bazowy (spontaniczna egzocytoza), a nast¢pnie po elektrycznej stymulacji hodowli

hipokampalnej.

Elektryczna stymulacja zapewnia wigkszg kontrole nad protokotem
w poréwnaniu do stymulacji chemicznej. Zaréwno czas jej rozpoczecia, jak i czas
trwania, liczba impulséw (potencjaléw czynnosciowych) oraz ich czgstotliwosé to
parametry, ktore mozna precyzyjnie ustawi¢. W przeciwienstwie do tego, stymulacja
chemiczna wymaga czasu na dyfuzj¢ czasteczek substancji w buforze do obrazowania
komorek, co negatywnie wptywa na rozdzielczo$¢ czasowa wykrywania zdarzen

egzocytozy bezposrednio zwigzanych z przyjetym podejsciem eksperymentalnym.

Pierwszym aspektem przeprowadzonej analizy wynikow bylo zbadanie
czestotliwosci  spontanicznej egzocytozy w astrocytach (przy braku czynnika
stymulujgcego). W ten sposob sprawdzono, czy dtugotrwata obserwacja mikroskopowa
ma istotny wptyw na poziom obserwowanego procesu egzocytozy. Porownano rozktady
warto$ci wzglednego wspoétczynnika egzocytozy astrocytow w dwoch przedziatach
czasowych: bazowym, ktory trwat 1 min, oraz ponownie bez stymulacji, trwajacym przez

kolejne 2 min (rycina 10 A).

Analiza nie wykazala istotnych statystycznie réznic pomigdzy rozktadami
wartosci wzglednego wspotczynnika egzocytozy W przedziale bazowym a tym bez
stymulacji (n=8; test Wilcoxona, p>0,9999; suma rang dodatnich: 14; suma rang

ujemnych: -14; suma przypisanych rang (W): 0).
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Nastepnie sprawdzono, czy zwigkszona aktywno$¢ neuronalna wplywa na
nasilenie procesu astrocytarnej gliotransmisji. W tym celu dla kazdej obserwowane;j
komorki najpierw wyznaczono poziom bazowy, prowadzac jej obserwacje przez 1 min,
a nastepnie stymulowano komorki 20 lub 80 impulsami i obserwowano je przez kolejne
2 min. Stymulacja 20 impulsami jest stymulacja powodujaca w neuronach uwolnienie
pecherzykow synaptycznych z puli gotowej do uwolnienia (ang. readily releasable pool),
ktora jest zadokowana w synaptycznej strefie aktywnej [Tagliatti i wsp., 2020].

Jak przedstawiono na rycinie 10 B i C, porownano rozktad wartosci wzglednego
wspotczynnika egzocytozy astrocytdéw przed protokotem elektrycznej stymulacii,
odpowiadajacy spontanicznej egzocytozie (poziom bazowy), z jego rozktadem po

elektrycznej stymulacji hodowli (stymulacja).

Analiza wynikow przedtozonych na rycinie 10 B wskazuje na nieznacznie
wiekszy rozrzut warto$ci wzglednego wspolczynnika egzocytozy astrocytow
W przedziale migdzykwartylowym po stymulacji w pordwnaniu do poziomu
poczatkowego. Najwicksza roznice w wartosciach wzglednego wspotczynnika
egzocytozy przed i po stymulacji zanotowano dla trzeciego kwartyla, gdzie odnotowano
wzrost o 1,136. Wazrost ten dotyczyl 75% wartosci wzglednego wspolczynnika
egzocytozy rownych lub ponizej wartosci trzeciego kwartyla. Najwigksza zarejestrowana
warto$¢ wzglednego wspotczynnika egzocytozy dla danego astrocytu w rozktadzie
odpowiada 95. percentylowi, co oznacza, ze stanowi ona najwyzszg wartos¢, biorgc pod
uwage 95% wynikow w rozktadzie. Przed elektrostymulacjg (poziom bazowy) wynosita
ona 2,755, a po stymulacji osiagnela warto§¢ 9,478. Rozktady wzglednego
wspotczynnika egzocytozy przed 1 po zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji
roznig si¢ i jest to rdznica istotna statystycznie (n=21; test Wilcoxona, p=0,0005; suma

rang dodatnich: 175; suma rang ujemnych: -15; suma przypisanych rang (W): 160).

Podobng analize¢ przeprowadzono dla stymulacji 80 impulsami, a wyniki
przedstawiono na rycinie 10 C. Analiza rozktadow wzglednego wspotczynnika
egzocytozy astrocytow wykazala znacznie wigkszy rozrzut jego wartosci w przedziale
migdzykwartylowym po stymulacji niz przed. Podobna tendencj¢ do wzrostu wartosci
tego parametru odnotowano na rycinie 10 B. W przypadku protokotu stymulacji
z uzyciem 20 pojedynczych impulsow elektrycznych (rycina 10 B) roznica w rozktadach

miedzy trzecim a pierwszym kwartylem dla poziomu poczatkowego a Sstymulacji
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wynosita 0,245, co stanowito mniejsza roznica niz w przypadku protokotu
z 80 pojedynczymi impulsami (rycina 10 C), gdzie ta sama réznica wyniosta 3,444.
Najwigkszg roznicg w wartosciach wzglednego wspotczynnika egzocytozy przed i po
stymulacji odnotowano dla trzeciego kwartyla, gdzie zanotowano wzrost o 3,953.
Ponadto najwicksza warto$¢ tego wspotczynnika (95. percentyl) dla rozktadow przed i po
stymulacji wyniosta odpowiednio 3,209 i 8,038. Roznice w rozkladach wartosci
wzglednego wspoétczynnika egzocytozy sg istotne statystycznie (n=9; test Wilcoxona,
p=0,0273; suma rang dodatnich: 41; suma rang ujemnych: -4; suma przypisanych rang
(W): 37).

Nastgpnie zbadano, czy zahamowanie aktywnos$ci neuronalnej poprzez inkubacje
hodowli z TTX =znaczaco obniza spontaniczny (bazowy) poziom egzocytozy
w astrocytach. TTX jest blokerem kanaléw sodowych zaleznych od napigcia, ktory
hamuje rozprzestrzenianie si¢ potencjalow czynnosciowych. Cze$¢ komorek
obserwowano przez 1 min w obecnos$ci buforu ES, a cz¢§¢ w obecnosci TTX. Wyniki
eksperymentu przedstawiono na rycinie 10 D. Inkubacja hodowli z TTX nie
spowodowata znaczacego obnizenia spontanicznego poziomu egzocytozy (test Manna-

Whitney’a; U=421; p=0,1744; suma rang 1259 dla kontroli oraz 886 dla TTX).

Nastepnie, aby zweryfikowac, czy zaobserwowany wzrost wartosci wzglednego
wspotczynnika egzocytozy jest rzeczywiscie rezultatem zwigkszonej aktywnosci
neuronalnej, czy tez bezposredniej stymulacji astrocytdéw, powtdrzono seri¢
eksperymentow z elektryczng stymulacjag hodowli hipokampalnej w obecnosci TTX.
Wyniki zaprezentowano na rycinie 10 E. Poréwnanie rozktadéw wartosci wzglednego
wspotczynnika egzocytozy dla poziomu bazowego, odpowiadajgcego spontanicznej
egzocytozie astrocytow w obecnosci TTX, oraz po elektrycznej stymulacji hodowli przy
jednoczesnym blokowaniu kanatéw sodowych bramkowanych napigciem ujawnito brak
istotnych statystycznie réznic (n=11; test Wilcoxona, p=0,3750; suma rang dodatnich:
37, suma rang ujemnych: -18, suma przypisanych rang (W): 19), co pokazuje, ze

blokowanie potencjatow czynnosciowych hamuje wzrost wywotany elektrostymulacja.
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Rycina 10. Stymulacja elektryczna zwigksza czestotliwo$é egzocytozy w astrocytach w hodowli
hipokampalnej. A Ocena czestotliwosci spontanicznej egzocytozy w astrocytach nie wykazata istotnych
r6éznic pomiedzy przedziatem bazowym a bez stymulacji. B Analiza wptywu elektrycznej stymulacji na
czestotliwo$¢ uwalniania glioprzekaznikow przez astrocyty ujawnita, ze proces ten zachodzi z wigksza
czestotliwoscia po zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji (stymulacja) w poréwnaniu do
spontanicznej egzocytozy (poziom bazowy). C Badania zalezno$ci czgstotliwosci egzocytozy
w astrocytach wykazaty, ze przy 80 impulsach elektrycznych roéwniez obserwujemy wzrost czgstotliwosci
egzocytozy po stymulacji (stymulacja) w pordéwnaniu do poziomu bazowego. D Analiza wplywu
zmniejszonej aktywnos$ci neuronalnej na czestotliwos¢ spontanicznego uwalniania glioprzekaznikow przez
astrocyty nie ujawnila istotnych statystycznie réznic pomigdzy kontrola a obecnosciag TTX w buforze do
obrazowania. E Badanie, czy wzmozona czestotliwo$¢ astrocytarnej egzocytozy w hodowlach
hipokampalnych po protokole stymulacji elektrycznej jest wynikiem zwigkszonej aktywnosci neuronalne;.
Analiza wynikéw pomiaro6w czestotliwosci astrocytarnej egzocytozy w obecno$ci TTX nie ujawnila
istotnych statystycznie r6znic w czgstotliwosci przeprowadzanej egzocytozy przez astrocyty przed i po
zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji. Wykres pudetkowy (reprezentuje kwartyle) z linig
srodkowa prezentujaca mediang wartosci. Wasy na wykresie prezentuja zasieg wartosci a szare kropki
indywidualne wartosci dla astrocytu.* <0,05; *** <0,001; wykresy (B i C). Uzyskane wyniki pochodza
z doswiadczen powtarzanych co najmniej trzy razy, przy czym kazde powtorzenie byto przeprowadzane na
hodowli komorkowej pozyskanej z niezaleznej dysekcji szczurzych oseskow oraz izolacji komorek.

61



6.3. Znaczenie udzialu jonéw Ca?* uwalnianych z siateczki §rodplazmatycznej

W egzocytozie astrocytow

W klasycznym modelu synapsy trojdzielnej gléwng S$ciezkg sygnatowa
prowadzaca do uwalniania glioprzekaznikow na drodze egzocytozy jest aktywacja
metabotropowych receptorow dla glutaminianu, w szczegdlnosci mGluRS poniewaz sg
one zasocjowane z bialkami Gg. Dlatego w wielu badaniach nad egzocytoza
w astrocytach wykorzystywano (S)-3,5-DHPG, ktoéry jest silnym agonistg tych

receptorow [Muyderman i wsp., 2001].

Wiele doniesien wskazuje, ze astrocyty posiadaja na swojej btonie wigkszo$¢
receptoréw dla glutaminianu, ktére wystgpuja tez w neuronach, wliczajac w to receptory
metabotropowe, AMPARS (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
receptors) oraz NMDARs (ang. N-methyl-D-aspartate receptors) [Hadzic i wsp., 2017;
Skowroniska i wsp., 2019]. Pod katem wywolywania sygnatow Ca®" w astrocytach, to
receptory metabotropowe z grupy I (zwiazane z biatkiem Ggq) byly najcze¢$ciej badanymi.
W zwigzku z tym postanowiono sprawdzié, czy selektywna aktywacja tych receptorow,
przede wszystkim mGIuRS5, poprzez ich agonistg (S)-3,5-DHPG, spowoduje zmiany
w czgstotliwosci egzocytozy. Dlatego najpierw sprawdzono, czy w przypadku stymulacji
hodowli astrocytow dochodzi do wzrostu czgstotliwosci egzocytozy, tak jak opisano to

wczesniej [Muyderman i wsp., 2001].

Jak zademonstrowano na rycinie 11 A, rozktad wzglednego wspotczynnika
egzocytozy astrocytow w hodowli astrocytarnej w przedziale migdzykwartylowym po
wprowadzeniu buforu zawierajacego (S)-3,5-DHPG ulegt okoto 4,3-krotnemu
poszerzeniu w porownaniu do pomiaréw w buforze podstawowym (bufor ES), co
potwierdza poprzednie obserwacje. Najwieksza roznice w wartosciach wzglednego
wspoélczynnika egzocytozy w przedziale migdzykwartylowym w buforze podstawowym
oraz z dodatkiem (S)-3,5-DHPG odnotowano dla trzeciego kwartyla, gdzie
zarejestrowano wzrost o 1,457. Wartosci wzglednego wspodtczynnika egzocytozy
astrocytow dla kontroli (bufor podstawowy) wyniosty odpowiednio 0,764 dla 25.
percentyla, 0,945 dla mediany oraz 1,025 dla 75. percentyla. Przyrost wartosci
wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow po zmianie buforu z podstawowego
na (S)-3,5-DHPG odnotowano dla wszystkich trzech kwartyli. Jego warto$ci wyniosty
odpowiednio 1,359 dla 25. percentyla, 1,401 dla mediany oraz 2,482 dla 75. percentyla.
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Roéznice w rozkladach wartosci wzglednego wspotczynnika egzocytozy dla kontroli
I (S) -3,5-DHPG sg istotne statystycznie (n=9; test Wilcoxona, p=0,0039; suma rang
dodatnich: 45, suma rang ujemnych: 0; suma przypisanych rang (W): 45).

Nastepnie sprawdzono, czy taki sam rodzaj chemicznej stymulacji spowoduje
wzrost czestotliwosci egzocytozy w hodowli hipokampalnej (rycina 11 B). Co ciekawe,
analiza rozktadow wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow w hodowli
hipokampalnej przed i po zamianie buforu podstawowego na bufor z dodatkiem (S)-3,5-
DHPG wykazata brak istotnych statystycznie roéznic pomigdzy badanymi grupami:
kontrolng a (S)-3,5-DHPG (n=9; test Wilcoxona, p=0,0742; suma rang dodatnich: 38,

suma rang ujemnych: -7, suma przypisanych rang (W): 31).

Poniewaz (S)-3,5-DHPG nie powodowal istotnie statystycznego wzrostu
czestotliwosci egzocytozy w hodowli hipokampalnej, sprawdzono, czy uwalnianie jonow
Ca?* z siateczki $rodplazmatycznej jest konieczne, gdy wzrost czestotliwosci egzocytozy
wywolujemy poprzez elektrostymulacje hodowli, tak jak to zaktada klasyczny model
synapsy trojdzielnej. Zastosowano wigc antagoniste receptorow IP3 - boran 2-
aminoetylodifenylowy (2-APB, ang. 2-Aminoethoxydiphenyl borate) oraz bloker
receptorow rianodynowych - rianodyng (Ry, ang. Ryanodine), ktore roéwniez znajduja si¢
na blonie siateczki $rodplazmatycznej i mogg prowadzi¢ do uwalniania jonow Ca?*.

Wyniki eksperymentéw zaprezentowano na rycinie 11 C.

Blokowanie tych kanalow nie niwelowato efektu elektrycznej stymulacji na
wzrost czestotliwosci egzocytozy. Analiza rozkltadow wzglednego wspolczynnika
egzocytozy astrocytow w hodowli hipokampalnej przed i po zastosowaniu protokotu
elektrycznej stymulacji w buforze z dodatkiem 2-APB i Ry wykazata, ze rozktad
wspomnianego wspotczynnika po elektrycznej stymulacji ulegt okoto 2-krotnemu
poszerzeniu w porownaniu do poziomu poczatkowego, a zmiana ta jest istotna
statystycznie (n=9; test Wilcoxona, p=0,0313; suma rang dodatnich: 21, suma rang
ujemnych: 0, suma przypisanych rang (W): 21). Najwigksza roznicg w rozktadach
wartosci  wzglednego  wspotczynnika egzocytozy astrocytow w  przedziale
mig¢dzykwartylowym przed i po protokole elektrycznej stymulacji odnotowano dla
mediany (50. percentyl), gdzie zanotowano wzrost 0 2,259. Wzrost wartosci wzglgdnego
wspoétczynnika egzocytozy astrocytow po elektrycznej stymulacji w stosunku do

rozktadu dla poziomu bazowego zarejestrowano rowniez dla trzeciego kwartyla oraz 95.
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percentyla, ktory stanowi najwigksza jego indywidualng warto§¢. Wartosci wzglednego
wspolczynnika egzocytozy astrocytow dla 75. percentyla i 95. percentyla po elektrycznej
stymulacji hodowli hipokampalnej wyniosty odpowiednio 2,768 i 6,249.

Poniewaz z powyzszych eksperymentéw wynika, ze jony Ca?* pochodzace
Z siateczki $rédplazmatycznej nie reguluja egzocytozy w hodowli hipokampalnej,
postanowiono sprawdzi¢, czy proces ten w ogole zalezy od jonow Ca?*. W tym celu
inkubowano komorki z BAPTA-AM (Invitrogen®, nr kat. B6769), ktory buforuje
wewnatrzkomoérkowe jony Ca?* niezaleznie od zrodta ich pochodzenia. Hodowle
hipokampalna inkubowano przez 30 min z przepuszczalnym dla blony komodrkowe;j
chelatorem wewnatrzkomorkowych jonéw Ca?* - BAPTA-AM, rozpuszczonym
w dimetylosulfotlenku (DMSO, ang. dimethyl sulfoxide) i zmieszanym w stosunku
objetosciowym 1:1 z Pluronic™ F-127 (Invitrogen®, nr kat. P6866), a nastepnie badano
przebieg egzocytozy przed i po elektrycznej stymulacji. Wyniki przeprowadzonych

pomiaréw zademonstrowano na rycinie 11 D.

Chelatacja cytoplazmatycznych jonow Ca?* spowodowala prawie catkowity zanik
egzocytozy w obserwowanym czasie. Co ciekawe, analiza rozktadéw wzglednego
wspotczynnika egzocytozy astrocytow w hodowli hipokampalnej przed i po protokole
elektrycznej stymulacji w warunkach braku jonéw Ca?* w cytoplazmie astrocytow, po
ich wezesniejszym zwigzaniu przez chelator BAPTA-AM (rycina 11 D), nie wykazala
istotnych statystycznie réznic (n=9; test Wilcoxona, p >0,9999; suma rang dodatnich: 0;
suma rang ujemnych: -1; suma przypisanych rang (W): -1). Wskazuje to jednoznacznie,
ze mozliwo$¢ wzrostu stezenia jondw Ca®" w cytoplazmie astrocytow jest niezbedna do

prawidtowego funkcjonowania procesu egzocytozy.
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Rycina 11. Egzocytoza w astrocytach w hodowli hipokampalnej nie jest regulowana przez jony Ca?*
uwalniane z siateczki $rodplazmatycznej. A Analiza czestotliwosci przebiegu egzocytozy w hodowli
astrocytarnej (n=9) po uwolnieniu jonéw Ca?* z wewngtrzkomérkowego magazynu do cytoplazmy,
wywotanym przez (S)-3,5-DHPG dziatajacym na metabotropowe receptory dla glutaminianu grupy I,
wykazata, ze proces ten przebiega z wigksza czestotliwo$cig po zastosowaniu agonisty metabotropowych
receptorow dla glutaminianu grupy I w porownaniu do czgstotliwosci spontanicznej egzocytozy (kontrola).
B ldentyczny eksperyment przeprowadzono na hodowli hipokampalnej (n=9), aby sprawdzié, czy
zaobserwowana zalezno$¢ jest prawdziwa dla astrocytow wspothodowanych z neuronami.
Zademonstrowane na wykresie wyniki pozwolity stwierdzi¢ brak istotnych statystycznie réznic pomigdzy
rozktadami wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow dla egzocytozy w buforze z (S)-3,5-DHPG
a spontaniczng egzocytozg w buforze podstawowym (kontrola). C Badanie czy uwalnianie jonéw Ca?*
z wewnatrzkomorkowego magazynu jest niezbedne do przeprowadzania procesu egzocytozy przez
astrocyty w hodowli hipokampalnej. Analiza wynikow uzyskanych w rezultacie do$wiadczenia
polegajacego na specyficznym blokowaniu uwalniania jonéw Ca?* z siateczki $rodplazmatycznej przy
uzyciu 2-APB i Ry, przy jednoczesnym zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji, wykazata, ze
elektryczna stymulacja powoduje wzrost czestotliwo$ci glioprzekaznictwa w astrocytach w poréwnaniu do
czestotliwosci przebiegu spontanicznej egzocytozy, mimo ,wylaczenia” uwalniania jonéw Ca?
z wewnatrzkomorkowego magazynu. D Nie zaobserwowano roznic w czestotliwosci egzocytozy
w astrocytach w hodowli hipokampalnej po elektrycznej stymulacji w poréwnaniu do kontroli, gdy jony
Ca?* zostaly usunicte z cytoplazmy astrocytow. Wykres pudetkowy (reprezentuje kwartyle) z linig
srodkowa prezentujaca mediang wartosci. Wasy na wykresie prezentuja zasieg wartosci a szare kropki
indywidualne wartosci dla astrocytu. * <0,05; ** <0,01; wykresy (A, C). Uzyskane wyniki pochodza
z doswiadczen powtarzanych co najmniej trzy razy, przy czym kazde powtorzenie byto przeprowadzane na
hodowli komérkowej pozyskanej z niezaleznej dysekcji szczurzych oseskow oraz izolacji komorek.

6.4. OkreSlenie, czy zewnatrzkomérkowy wapn (Ca?*) ma wplyw na czestotliwo$¢

egzocytozy w astrocytach

Aby uzyska¢ petng odpowiedZz na pytanie dotyczace miejsca pochodzenia
i lokalizacji sygnalow wapniowych regulujagcych proces uwalniania czgsteczek
przekaznikowych przez astrocyty w wyniku egzocytozy, przeprowadzono do§wiadczenia
majace na celu wyjasnienie roli zewnatrzkomoérkowego stezenia jonow Ca?* w tym
procesie. Najpierw zbadano, czy w hodowli astrocytarnej brak jonéw Ca?" w buforze
wpltywa na czestotliwos¢ egzocytozy. W grupie kontrolnej zbadano czgstotliwosé
spontanicznej egzocytozy w astrocytach, stosujac bufor podstawowy ES, a w grupie

badanej zastosowano bufor do obserwacji pozbawiony jonéw Ca?*.
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Przedtozone na rycinie 12 A wyniki pomiarow przebiegu egzocytozy w hodowli
astrocytarnej, zarébwno w obecnosci, jak i braku jonéw Ca?* w $rodowisku
zewnatrzkomorkowym, wskazuja na okoto 2,5-krotne zwezenie rozkitadu wartosci
wspotczynnika astrocytarnej egzocytozy dla pomiaréw w buforze pozbawionym Ca?*
(0 mM Ca?*) w poréwnaniu do rozktadu dla pomiaréw przeprowadzonych w buforze

podstawowym (kontrola).

W przypadku rozktadu wspotczynnika egzocytozy astrocytow w buforze ES bez
jonow wzgledem buforu ES odnotowano nizsze wartosci graniczne dla 25. percentyla

0 0,002, mediany (50. percentyl) o 0,007 oraz 0,01 dla 75. percentyla.

Ponadto $rednia warto$¢ wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow
wyniosta 0,013 w grupie kontrolnej oraz 0,06 w grupie obserwowanej w 0 mM Ca?*.
Roznice w rozktadach wartosci wzglednego wspotczynnika egzocytozy dla kontroli i
0 mM Ca?* sg istotne statystycznie (test Manna-Whitney’a; U=98,5; p=0,0098; suma rang
450,5 dla kontroli oraz 329,5 dla 0 mM Ca?*).

Analogiczne pomiary przeprowadzono dla astrocytow w hodowli hipokampalnej,
a ich wyniki przedstawiono na rycinie 12 B. Analiza rozktadow wspotczynnika
egzocytozy astrocytow wykazata, ze w przypadku braku jonéw Ca?* w $rodowisku
zewnatrzkomorkowym, rozktad byt okoto 2,2-krotnie wezszy w poréwnaniu do rozktadu

wspomnianego wspotczynnika w obecnosci jonow Ca?* w buforze kontrolnym ES.

Podobnie jak w przypadku astrocytoéw w hodowli astrocytarnej (rycina 12 A),
réwniez dla astrocytow w hodowli hipokampalnej zaobserwowano nizszg wartos¢
graniczna wspotczynnika egzocytozy dla rozktadu charakteryzujacego pomiary
w buforze pozbawionym jonéw Ca?* (0 mM Ca?"). Najwicksze obnizenie warto$ci
wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow w przedziale migdzykwartylowym
odnotowano dla trzeciego kwartyla (75. percentyl), ktory wyniost 0,005. Natomiast
wartosci dla pierwszego kwartyla (25. percentyl) i mediany (50. percentyl) byty
odpowiednio o 0,0005 i 0,002 nizsze niz w przypadku rozkladu tego wspotczynnika

w buforze podstawowym.

Srednia  warto§¢  wzglednego  wspotczynnika  egzocytozy — astrocytow
w $rodowisku zewnatrzkomérkowym pozbawionym jonéw Ca®* byla réwniez nizsza

w poréwnaniu do tego wspolczynnika w buforze kontrolnym ES, wynoszac 0,00418

66



W poréwnaniu do poziomu poczatkowego wynoszacego 0,00586. Roznice w rozktadach
wartosci wzglednego wspdtczynnika egzocytozy dla kontroli i 0 mM Ca?* s3 istotne
statystycznie (test Manna-Whitney’a; U=353; p=0,0372; suma rang 1292 dla kontroli
oraz 788 dla 0 mM Ca?").

Nastepnie postanowiono sprawdzi¢, czy brak jonow Ca?* w $rodowisku
zewnatrzkomorkowym wptynie na wzrost czestotliwosci egzocytozy wywolany
elektrostymulacjg. Poniewaz mozna si¢ spodziewac, ze zewnatrzkomérkowy brak jonow
Ca?* zablokuje rowniez uwalnianie neuroprzekaznikéw przez neurony, eksperyment ten
miat rowniez na celu sprawdzenie, czy kanaty wapniowe bramkowane napigciem obecne
w astrocytach sg zaangazowane w proces egzocytozy [Latour i wsp., 2003; Zeng i wsp.,
2009].

Na rycinie 12 C zaprezentowano wyniki doswiadczen dotyczacych elektrycznej
stymulacji hodowli hipokampalnej w warunkach braku zewngtrzkomoérkowych jonow
Ca?*. Rozktad wzglednego wspolczynnika egzocytozy astrocytéw po stymulacji ulegt
okolo 2,8-krotnemu poszerzeniu w poréwnaniu do poziomu bazowego, w ktorym
rowniez nie bylo jonéw Ca?* w $rodowisku zewnatrzkomérkowym. Tendencja ta
znajduje odzwierciedlenie w granicznych wartosciach wzglednego wspotczynnika
egzocytozy astrocytow w przedziale migdzykwartylowym, ktore wzrosty po stymulacji
w porownaniu do poziomu poczatkowego. Najwiekszy wzrost warto§ci wspomnianego
wspotczynnika odnotowano dla trzeciego kwartyla (75. percentyl), ktory wyniost 4,466,
nastepnie dla mediany (50. percentyl) - 2,714, oraz dla pierwszego kwartyla (25.
percentyl) - 1,200.

Srednia warto$¢ wzglednego wspolczynnika egzocytozy astrocytow wzrosta
okoto 4,7-krotnie, z 1 (poziom bazowy) do 4,677. Roznice w rozktadach wartosci
wzglednego  wspolczynnika egzocytozy w0 mM Ca?* w  $rodowisku
zewnatrzkomoérkowym przed 1 po protokole elektrycznej stymulacji sg istotne
statystycznie (test Wilcoxona, p=0,0020; suma rang dodatnich: 55; suma rang ujemnych:

0; suma przypisanych rang (W): 55).

Jak wspomniano we wstepie, astrocyty prezentuja na swojej blonie wiele
receptoréw dla glutaminianu, w tym receptory AMPA [Hadzic i wsp., 2017]. W zwiazku

z tym postawiono hipoteze, ze blokowanie tego receptora wptywa na czestotliwos¢
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egzocytozy wywotang elektryczng stymulacja hodowli. Wyniki eksperymentu
przedstawiono na rycinie 12 D.

Zablokowanie receptorow AMPA na powierzchni astrocytow w hodowli
hipokampalnej nie ujawnito istotnych statystycznie réznic w czestotliwosci egzocytozy
w astrocytach po zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji w poréwnaniu do
czestotliwosci egzocytozy spontanicznej w obecnosci NBQX w buforze podstawowym
(n=9; test Wilcoxona, p=0,7344; suma rang dodatnich: 26; suma rang ujemnych: -19;

suma przypisanych rang (W): 7).
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Rycina 12. Zewnatrzkomérkowe jony Ca®* reguluja czestotliwo$¢ egzocytozy w astrocytach
w hodowli astrocytarnej i hipokampalnej. A Analiza czestotliwosci przebiegu egzocytozy w astrocytach
w hodowli astrocytarnej, przeprowadzona w buforze ES z jonami Mg?* i Ca?*, a takze po zmianie buforu
na ES pozbawiony jonéw Ca?*, wykazala, ze proces ten zachodzi z wieksza czestotliwoécia, gdy
w érodowisku zewnatrzkomérkowym obecne sg jony Ca?*. B Podobng zalezno$¢ dotyczaca wplywu
nieobecnosci jonéw Ca?* w §rodowisku zewnatrzkomoérkowym na czestotliwoéé przebiegu egzocytozy
zaobserwowano rowniez dla astrocytow w hodowli hipokampalnej. C Ocena wplywu elektrycznej
stymulacji hodowli hipokampalnej w warunkach braku jonéw Ca?* w $rodowisku zewnatrzkomorkowym
na czestotliwo$¢ przeprowadzania egzocytozy przez astrocyty wykazata, ze mimo iz stymulacja nie
prowadzi do zwigkszonej aktywnoS$ci neuronalnej, to jednak znaczaco zwigksza czgstotliwo$é procesu
egzocytozy w astrocytach. D Analiza czestotliwo$ci przebiegu egzocytozy w astrocytach w hodowli
hipokampalnej (n=9) przed i po protokole elektrycznej stymulacji, po uprzednim zablokowaniu receptorow
AMPA na ich powierzchni za pomocg NBQX, nie wykazata roznic w czgstotliwosci przebiegu egzocytozy
w astrocytach przed i po elektrostymulacji hodowli. Wykres pudetkowy (reprezentuje kwartyle) z linig
srodkowsa prezentujacg mediang wartosci. Wasy na wykresie prezentujg zasieg wartosci a szare kropki
indywidualne wartosci dla astrocytu.* <0,05; ** <0,01; wykresy (A, B, C). Uzyskane wyniki pochodza
z doswiadczen powtarzanych co najmniej trzy razy, przy czym kazde powtorzenie byto przeprowadzane na
hodowli komérkowej pozyskanej z niezaleznej dysekcji szczurzych oseskow oraz izolacji komorek.
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6.5. Zréznicowanie astrocytow hipokampa i kory nowej ze wzgledu na

czestotliwos¢ egzocytozy

Mimo historycznej perspektywy dotyczacej jednorodnosci astrocytow w mozgu,
wynikajacej z faktu, ze sg to komorki niepobudliwe elektrycznie [Kettenmann i Ransom,
2005], coraz wigcej naukowcoOw postuluje istnienie funkcjonalnej i molekularnej
roznorodnos$ci tych komorek glejowych. Roznorodnos¢ ta wydaje si¢ by¢ szczegdlnie
uzalezniona od regionu mozgu, w ktorym wystepuja [Chaboub i Deneen, 2012].
Niedawny artykut Batiuk i wsp. [2020] analizowat r6znice w poziomie ekspresji genow
pomigdzy kora nowa a hipokampem. Jak napisano we wstepie, jednym z gendow, ktory
ulega roznicowej ekspresji pomi¢dzy klasami astrocytow AST2 i AST3 (ang. astrocyte
subtypes 2 and 3) w r6znym stopniu wystepujacymi w korze i hipokampie, jest Uncl3c
[Batiuk i wsp., 2020]. Koduje on biatko Muncl3c, ktore jest niezwykle istotne
w kotwiczeniu pecherzykéw wydzielniczych poprzez biatkko VAMP2 do btony
komorkowej. W zwigzku z tym postawiono hipoteze, ze astrocyty pochodzace z kory
moga rozni¢ si¢ czestotliwos$cig egzocytozy od tych pochodzacych z hipokampa.
Astrocyty w korze nalezace do podtypu AST2 powinny mie¢ wyzszy poziom biatka
Muncl3c, a przez to roéwniez wykazywaé wigksza ilo§¢ zakotwiczonych przy btonie
pecherzykow 1 mie¢ wyzsza czgstotliwos¢ egzocytozy. Dlatego postanowiono zbadaé
poziom egzocytozy w hodowlach neuronalno-astrocytarnych pochodzacych z kory
I hipokampa szczurzych oseskow. Tak jak w poprzednich eksperymentach, wydajnos¢
procesu egzocytozy w astrocytach hipokampa 1 kory nowej oceniano w dwoch

przedziatach czasowych: bazowym oraz po stymulacji.

Aby rozpatrzy¢ wptyw zwigkszonego przekaznictwa synaptycznego na proces
egzocytozy astrocytow w konteks$cie ich réznego pochodzenia (hipokamp i kora nowa),
na rycinie 13 A i B przedstawiono wyniki pomiarow czgstotliwosci przebiegu procesu
egzocytozy dla astrocytow hipokampa (rycina 13 A) oraz kory nowej (rycina 13 B) przed
(poziom bazowy) i po elektrycznej stymulacji hodowli.

Podobnie jak i poprzednio (rycina 10 B), analiza rozkladéow wzglednego
wspoélczynnika egzocytozy astrocytdéw hipokampa, zaprezentowana na rycinie 13 A,
pozwolita stwierdzi¢ wzrost granicznych wartosci percentyli 25, 50 1 75 po protokole
elektrycznej stymulacji w porownaniu do poziomu bazowego. Najwigkszy wzrost

odnotowano dla warto$ci odpowiadajacej 75. percentylowi, ktory wzrost o 2,853. Wida¢
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to po szerokosci rozktadu wzglednego wspodtczynnika egzocytozy, w ktérym roznica
pomigdzy 75. percentylem a 25. percentylem (przedziat migdzykwartylowy) wyniosta
3,724. W pordéwnaniu z wartoscig dla przedziatu miedzykwartylowego odpowiadajacego
poziomowi bazowemu, wynoszacg 1,119, zaobserwowano 3,3-krotne poszerzenie

rozktadu po stymulacji elektrycznej w stosunku do poziomu bazowego.

Zarejestrowane roznice w rozktadach wzglednego wspotczynnika egzocytozy
astrocytow hipokampa przed i po zastosowaniu elektrycznej stymulacji sg istotne
statystyczne (n=22; test Wilcoxona, p=0,0028; suma rang dodatnich: 151; suma rang
ujemnych: -20; suma przypisanych rang (W): 131).

Zademonstrowane na rycinie 13 B wyniki rownoleglego doswiadczenia
przeprowadzonego na astrocytach z hodowli korowej wykazaty analogiczng tendencj¢ do
wzrostu wartos$ci wzglednego wspotczynnika egzocytozy w odpowiedzi na protokot
elektrycznej stymulacji, porownujac z poziomem bazowym, jak mialo to miejsce

w przypadku astrocytoéw hipokampa.

Wzrost  granicznych ~ warto$ci  odnotowano dla catego  przedziatu
migdzykwartylowego, a w szczegodlnosci dla trzeciego kwartyla (75. percentyl), ktory
wzrést o 1,819 w odniesieniu do odpowiadajacej mu wartosci w rozktadzie poziomu
bazowego. Zaobserwowany wzrost wartosci badanego parametru po elektrycznej
stymulacji, wskazujacy na poszerzenie rozktadu, opisuje warto$¢ przedzialu
migdzykwartylowego, ktora wyniosta 2,407. Roznica mi¢dzy rozktadami wzglednego
wspoélczynnika egzocytozy astrocytow kory nowej przed i po protokole elektrycznej
stymulacji jest istotna statystycznie (n=26; test Wilcoxona, p <0,0001; suma rang

dodatnich: 325; suma rang ujemnych: 0; suma przypisanych rang (W): 325).

Nastgpnie porownano wartosci wzglednego wspotczynnika egzocytozy pomiedzy
hodowlg hipokampalng oraz korowa (rycina 13 C) stosujac dwuczynnikowg analizg
wariancji dla pomiarow powtdrzonych. Analiza statystyczna wykazala, ze efekt
stymulacji byt istotny statystycznie - F (1, 46) = 19,99; P<0,0001, natomiast efekt rodzaju
hodowli nie - F (1, 46) = 0,02959; P=0,8642. Nie wykryto rowniez interakcji pomigdzy
czynnikami rodzaj hodowli x stymulacja - F (1, 46) = 0,1919; P=0,6634.
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Rycina 13. Czestotliwo$¢ egzocytozy nie roézni si¢ istotnie pomiedzy astrocytami z hodowli
hipokampalnej a astrocytami z hodowli korowej. A Badanie, czy zwickszona aktywno$¢ neuronalna
prowadzi do nasilenia procesu egzocytozy w astrocytach z hodowli hipokampalnych. Analiza wynikow
czestotliwosci przebiegu egzocytozy w astrocytach przed (poziom bazowy) i po elektrycznej stymulacji
hodowli ujawnilo istotny statystycznie wzrost czgstotliwosci zachodzenia egzocytozy w astrocytach
hipokampa po elektrycznej stymulacji (stymulacja) w porownaniu do przebiegu spontanicznej egzocytozy
(poziom bazowy). B Ocena wptywu zwigkszonego przekaznictwa synaptycznego na czestotliwo$é
egzocytozy w astrocytach z hodowli korowej, przeprowadzona z wykorzystaniem protokotu elektrycznej
stymulacji, wykazata istotnie wiekszg odpowiedz astrocytow kory nowej w postaci uwalnianych na drodze
egzocytozy czasteczek przekaznikowych po zastosowanej elektrostymulacji w poréwnaniu do
spontanicznej egzocytozy (poziom bazowy). C Poréwnanie indywidualnych wartosci wzglednego
wspoélczynnika egzocytozy w astrocytach przed (poziom bazowy, czestotliwo$é przebiegu spontanicznej
egzocytozy) i po elektrycznej stymulacji dwoch typow hodowli: hipokampalnej i korowej, nie ujawnito
istotnej statystycznie rdznicy w czgstotliwosci zachodzenia spontanicznej egzocytozy (poziom bazowy)
W hodowlach hipokampalnych i korowych, ani po stymulacji astrocytow hipokampa oraz kory nowej
(ANOVA, dwuczynnikowa analiza wariancji). Wykres pudetkowy (reprezentuje kwartyle) z liniag
srodkowa prezentujaca mediang wartosci. Wasy na wykresie prezentuja zasieg wartosci a szare kropki
indywidualne wartosci dla astrocytu.** <0,01; *** <0,001; **** <0,0001; wykresy (A, B, C). Uzyskane
wyniki pochodza z do§wiadczen powtarzanych co najmniej trzy razy, przy czym kazde powtdrzenie byto
przeprowadzane na hodowli komoérkowe] pozyskanej z niezaleznej dysekcji szczurzych oseskéw oraz
izolacji komorek.

6.6. Wplyw blokowania aktywnosci neuronalnej na czestotliwo$¢ egzocytozy

w astrocytach korowych

Kontynuujac charakterystyke astrocytéw hipokampa i kory nowej w aspekcie
zaobserwowanego wzrostu czestotliwosci egzocytozy w odpowiedzi na elektryczng
stymulacje, postanowiono sprawdzi¢, czy elektrostymulacja dziala za posrednictwem
komorek nerwowych, a $cislej rzecz ujmujac, poprzez zwigkszenie przekaznictwa
synaptycznego. W zwigzku z tym przeprowadzono eksperyment polegajgcy na ocenie
czestotliwosci egzocytozy astrocytow pochodzacych z hodowli hipokampalnej oraz
korowej przed (poziom bazowy) i po elektrycznej stymulacji, w obecnosci TTX, ktory
hamuje potencjaty czynno$ciowe w neuronach. W ten sposob mozna ustali¢, czy
astrocyty zroznicowane pod wzgledem miejsca wystepowania maja odmienny
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mechanizm odpowiedzi na protokot elektrycznej stymulacji, biorac pod uwage

czestotliwos¢ procesu egzocytozy.

Podobnie jak we wczesniejszym eksperymencie (rycina 10 E), zbadano
czestotliwos$¢ spontanicznej egzocytozy (poziom bazowy) w warunkach zahamowanej
aktywnos$ci neuronalnej w astrocytach hipokampa, a nast¢pnie po elektrycznej stymulacji
hodowli w tych samych warunkach (rycina 14 A). Analogiczny eksperyment
przeprowadzono dla astrocytéw kory nowej w hodowli korowej. Wyniki tych pomiaréw

przedstawiono na rycinie 14 B.

Zademonstrowane na rycinie 14 A wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze stymulacja
elektryczna w obecnosci TTX nie wywoluje istotnego statystycznie wzrostu
czestotliwoscei egzocytozy (n=10; test Wilcoxona, p=0,3008; suma rang dodatnich: 32;
suma rang ujemnych: -13; suma przypisanych rang (W): 19). Potwierdza to hipoteze, ze
zastosowanie protokotu elektrycznej stymulacji wptywa na aktywno$¢ neuronalng i w ten

sposob reguluje czestotliwos$¢ egzocytozy w astrocytach hipokampa.

Na rycinie 14 B zaprezentowano wyniki elektrycznej stymulacji hodowli
korowych po zablokowaniu kanatow sodowych bramkowanych potencjatem. Porownano
rozktad warto$ci wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow kory nowej przed
elektryczng stymulacjg (poziom bazowy) z jego rozktadem po elektrycznej stymulacji 20
impulsami. Co zaskakujace, analiza uzyskanych wynikéw pozwolita stwierdzi¢, ze
stymulacja elektryczna powoduje istotnie statystyczny wzrost czestotliwosci egzocytozy
(n=12; test Wilcoxona, p=0,0005; suma rang dodatnich: 78; suma rang ujemnych: 0; suma
przypisanych rang (W): 78). W przeciwienstwie do astrocytow hipokampa, protokot
elektrycznej stymulacji w przypadku astrocytow korowych nie dziata poprzez wpltyw na

przekaznictwo synaptyczne.

Jak zademonstrowano na rycinie 14 B, rozktad wzglgdnego wspotczynnika
egzocytozy astrocytow kory nowej po zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji
w obecnosci TTX ulegt okoto 5,3-krotnemu poszerzeniu w pordwnaniu do poziomu
bazowego. Wzrost ten odnotowano na poziomie granicznych wartosci wszystkich
percentyli (25. percentyla, mediany i 75. percentyla) w przedziale miedzykwartylowym,
odpowiednio 0 2,254 dla 25. percentyla, 4,393 dla mediany (50. percentyl) oraz 8,277 dla
75. percentyla. Srednia arytmetyczna z warto$ci wzglednego wspotczynnika egzocytozy

astrocytow kory nowej wyniosta 1 dla poziomu bazowego i wzrosta do 7,473 po
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protokole elektrycznej stymulacji w obecnosci blokera potencjatozaleznych kanatow

sodowych.

Aby sprawdzi¢, czy roznice w zmianie czgstotliwosci egzocytozy wywotanej
stymulacja elektryczng w obecnosci TTX pomiedzy astrocytami z hodowli korowej,
a astrocytami z hodowli hipokampalnej sa istotne statystycznie, przeprowadzono
dwuczynnikowg analiz¢ wariancji dla pomiarow powtorzonych (rycina 14 C). Analiza ta
wykazala, ze stymulacja elektryczna wptywa istotnie na czgstotliwosé egzocytozy - F (1,
18) = 9,877; P=0,0056, podobnie jak rodzaj hodowli - F (1, 18) = 6,977; P=0,0166.
Ponadto oba te czynniki ulegaja interakcji (stymulacja x rodzaj hodowli) - F (1, 18) =
8,810; P=0,0082. Analiza post-hoc przy uzyciu testu Siddka wykazata, ze po stymulacji
elektrycznej hodowla korowa rozni si¢ istotnie statystycznie od hodowli hipokampalnej
(P = 0,0007).
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Rycina 14. Wzrost czestotliwo$ci egzocytozy astrocytéw kory nowej po elektrycznej stymulacji
hodowli neuronalno-astrocytarnej nie jest zalezny od aktywno$ci neuronalnej. A Badanie
czestotliwosci egzocytozy w astrocytach z hodowli hipokampalnej, przeprowadzone po uprzednim
zahamowaniu aktywno$ci neuronalnej za pomoca TTX, nie wykazalo istotnych statystycznie réznic
w czestotliwosci egzocytozy po elektrycznej stymulacji w poréwnaniu do poziomu bazowego. B Analiza
czestotliwoscei przebiegu egzocytozy w astrocytach z korowych hodowli neuronalno-astrocytarnych przed
(poziom bazowy) i po elektrycznej stymulacji w obecnosci TTX wykazata istotny statystycznie wzrost
uwalniania czgsteczek przekaznikowych przez astrocyty po elektrycznej stymulacji w stosunku do poziomu
bazowego. C Hodowla hipokampalna rozni si¢ czestotliwo$cig uwalniania glioprzekaznikow od hodowli
korowej w obecnosci TTX w kontekscie elektrycznej stymulacji hodowli. *** <0,001; wykres B, C.
Uzyskane wyniki pochodzg z dos$wiadczen powtarzanych co najmniej trzy razy, przy czym kazde
powtorzenie byto przeprowadzane na hodowli komérkowej pozyskanej z niezaleznej dysekcji szczurzych
oseskow oraz izolacji komorek.
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6.7. Ocena czestotliwosci egzocytozy astrocytow korowych w kontekscie

zewngtrzkomérkowego zrédla sygnaléw Ca?*

W ostatnich latach, dzigki postepowi w metodach obrazowania, stato si¢ jasne, ze
wickszo$¢ oscylacji w stezeniu jondw Ca?" wystepuje w drobnych wypustkach
astrocytow [Fujii i wsp., 2017]. Majac na uwadze funkcjonalne zréznicowanie astrocytow
zwigzane z obszarem ich wystgpowania w modzgu, postanowiono sprawdzi€, czy,
podobnie jak w przypadku astrocytow z hipokampalnej hodowli neuronalno-
astrocytarnej, czestotliwos$¢ egzocytozy astrocytéw korowych z hodowli neuronalno-
astrocytarnych zwigkszy si¢ po protokole elektrycznej stymulacji w pordwnaniu do

poziomu bazowego, mimo braku jonéw Ca?* w srodowisku zewnatrzkomorkowym.

Na poczatku przeprowadzono eksperyment, ktoérego celem byto zbadanie
czestotliwo$ci  egzocytozy astrocytow korowych przed (poziom bazowy) i po
zastosowaniu protokotu elektrycznej stymulacji hodowli w warunkach braku jonéw Ca?*
w $rodowisku zewnatrzkomoérkowym (0 mM Ca?*) (rycina 15 A). Nastepnym krokiem
byla analiza czestotliwosci przebiegu egzocytozy astrocytow z korowych hodowli
neuronalno-astrocytarnych przed i po elektrostymulacji, po wcze$niejszym usunigciu
jonéw Ca®* z ich cytoplazmy przy uzyciu BAPTA-AM (analogicznie do podrozdziatu
6.3). Wyniki przedstawiono na rycinie 15 B.

Zaprezentowane na rycinie 15 A wyniki pomiaréw wptywu braku jonéow Ca?*
w srodowisku zewnatrzkomorkowym na czestotliwo$¢ procesu egzocytozy astrocytow
korowych przed (poziom bazowy) i po elektrycznej stymulacji hodowli neuronalno-
astrocytarnych wykazaty istotng statystycznie réznice w czestotliwosci przeprowadzanej
egzocytozy (n=9; test Wilcoxona, p=0,0273; suma rang dodatnich: 41; suma rang

ujemnych: -4; suma przypisanych rang (W): 37).

Analiza rozktadow wzglednego wspotczynnika egzocytozy astrocytow kory
nowej, opisujacych czgstotliwo$¢ uwalniania czasteczek przekaznikowych w procesie
egzocytozy przed i po protokole elektrycznej stymulacji w warunkach braku jonéw Ca?*
w srodowisku zewnatrzkomorkowym, ujawnita okoto 1,9-krotne zwezenie rozktadu po
elektrostymulacji w poréwnaniu do rozktadu poziomu bazowego. Znaczace obnizenie
warto$ci granicznej zaobserwowano dla trzeciego kwartyla (75. percentyl) o 0,477,

natomiast w przypadku 25. percentyla i mediany odnotowano wzrost odpowiednio

74



0 0,642 dla 25. percentyla i 0,951 dla mediany po zastosowaniu elektrycznej stymulacji

W poréwnaniu z poziomem bazowym.

Ostatnim aspektem przeprowadzonej charakterystyki przebiegu egzocytozy
w astrocytach z korowej hodowli neuronalno-astrocytarnej byto zbadanie czgstotliwosci
tego procesu po usunieciu jonéw Ca®* z cytoplazmy astrocytéw w warunkach bez
stymulacji (poziom bazowy) a po protokole elektrycznej stymulacji. Chelatowanie jonow
Ca?" w cytoplazmie spowodowalo catkowite zablokowanie egzocytozy zaréwno na
poziomie bazowym jak i po elektrostymulacji. W rejestrowanym czasie nie

zaobserwowano zadnego zdarzenia egzocytozy.
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Rycina 15. Astrocyty w korowej hodowli neuronalno-astrocytarnej wykazujg wieksza czestotliwosé
egzocytozy po elektrostymulacji w stosunku do poziomu bazowego w warunkach braku jonéw Ca?*
w $rodowisku zewngtrzkomérkowym. A Ocena wplywu braku jonéw Ca?* w $rodowisku
zewnatrzkomorkowym na czestotliwo$é uwalniania glioprzekaznikdw przez astrocyty przed (poziom
bazowy) i po elektrycznej stymulacji hodowli korowej. Analiza wykazala istotng statystycznie roznice
pomiedzy czgstotliwoscia egzocytozy astrocytow korowych na poziomie bazowym i po elektrycznej
stymulacji hodowli w warunkach braku jonéw Ca?* w §rodowisku zewngtrzkomérkowym. B Usunigcie
jonéw Ca?* z cytoplazmy astrocytow przed (poziom bazowy) i po elektrycznej stymulacji hodowli
neuronalno-glejowej poskutkowato catkowitym zablokowaniem ich egzocytozy. Wykres pudetkowy
(reprezentuje kwartyle) z linig $rodkowa prezentujaca mediang wartosci. Wasy na wykresie prezentuja
zasieg wartosci a szare kropki indywidualne wartosci dla astrocytu. * < 0,05; wykres A. Uzyskane wyniki
pochodza z doswiadczen powtarzanych co najmniej trzy razy, przy czym kazde powtdrzenie bylo
przeprowadzane na hodowli komorkowej pozyskanej z niezaleznej dysekcji szczurzych oseskow oraz
izolacji komorek.
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6.8. Ewaluacja transkryptomu astrocytéw hipokampa i kory nowej pod

wzgledem poziomu mRNA dla genu Uncl3c

Wykazano, ze w obecnosci TTX czestotliwos¢ egzocytozy w astrocytach z kory
rozni sie od czestotliwosci egzocytozy w astrocytach z hipokampa, jednak przyczyny tych
roéznic nie sg znane. Analiza transkryptomu w kontekscie markerow specyficznych dla
astrocytow [Khakh i Deneen, 2019] oraz sekwencjonowanie RNA pojedynczych
komorek [Batiuk i wsp., 2020] dostarczaja dowoddéw na roznice w ekspresji genow
astrocytow w zalezno$ci od obszaru moézgu. Batiuk 1 wsp. [2020] w swoim artykule
wyodrebnili i opisali pie¢ podtypdéw astrocytow w korze mozgowej i hipokampie myszy,
uwzgledniajac réznice w ich transkryptomie. Na podstawie informacji zawartych w tym
artykule dokonano wyboru genu Uncl3c, ktory odgrywa istotng role w dojrzewaniu

pecherzykow w trakcie egzocytozy oraz procesie fuzji blonowe;.

Najpierw przeprowadzono seri¢ eksperymentéw majacych na celu poréwnanie
poziomu MRNA Uncl3c zaréwno w hodowlach astrocytarnych, jak i w hodowli
hipokampalnej i korowej, przy wykorzystaniu metody RT-qPCR (rycina 16 A).
Nastepnie wykonano procedure fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sondg RNA
Uncl3c, wyznakowang Cy3. Zdjecia astrocytow hipokampa i kory nowej, wybarwionych
przy uzyciu oligonukleotydow typu antysens RNA oraz Cy3, przedstawiono na rycinie
16 B. Poréwnanie $rednich intensywnosci fluorescencji antysensownego RNA Uncl3c
odpowiednio dla astrocytow hipokampa i1 kory nowej z hodowli neuronalno-

astrocytarnych zademonstrowano na rycinie 15 C.

Analiza wzglednego poziomu mRNA Uncl3c w hodowlach hipokampalnej
i korowej (rycina 16 A) nie wykazata istotnych statystycznie rézni¢ we wzglgdnym

poziomie MRNA Unc13c.

Poniewaz bialko Muncl3c, kodowane przez gen Uncl3c, moze rdéwniez
wystgpowaé w neuronach, postanowiono zbada¢ poziom mRNA Uncl3c za pomoca
metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. W celu tatwiejszej identyfikacji
astrocytow, komorki te transfekowano za pomoca plazmidu pZac gfa Lck-GFP.
Pomogto to liczy¢ sygnat pochodzacy od wyznakowanej sondy tylko w obrebie
pojedynczej komorki. Na rycinie 16 B przedstawiono zdjecia astrocytow z mieszanych
hodowli hipokampa i kory nowej, na ktorych zaobserwowano roéznice w sygnale dla

sondy RNA Uncl3c, wyznakowanej cyjaning 3 (Cy3). Aby opisa¢ zaobserwowane
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réznice w sposob ilosciowy, poréwnano $rednig intensywnos$¢ fluorescencji dla
antysensownego RNA Uncl3c w GFP-pozytywnych astrocytach z hodowli hipokampa
i kory nowej (rycina 16 C), co ujawnito istotny statystycznie spadek S$redniej
intensywnosci fluorescencji w przypadku astrocytow z neuronalno-astrocytarnej hodowli

kory nowej w stosunku do astrocytow hipokampa w neuronalno-astrocytarnej hodowli.
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Rycina 16. Dysocjowane pierwotne hodowle hipokampalne charakteryzujg sie wyzszym poziomem
ekspresji genu Uncl3c niz w przypadku neuronalno-astrocytarnych hodowli pozyskanych z kory
nowej. A Poréwnanie wzglgdnego poziomu mRNA Uncl3c pomiedzy hodowlami hipokampalng i korowa
nie wykazato istotnej statystycznie réznicy. B Zdjecia uzyskane technikg mikroskopii konfokalnej zostaty
ztozone z poszczegdlnych stosow zdje¢ w plaszezyznie Z. Hodowle neuronalno-astrocytarne hipokampa
i kory nowej poddano procedurze fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. C Analiza $redniej intensywnoS$ci
fluorescencji sondy antysensownego RNA Uncl3c dla astrocytow hipokampa i kory nowej z hodowli
neuronalno-astrocytarnych ujawnita istotna statystycznie réznicg. **<0,01; wykresy (A i C).
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7. Dyskusja

Przedtozone w niniejszej pracy wyniki pokazuja skomplikowany obraz
regulowanej egzocytozy w astrocytach, na ktorg wplywa wiele czynnikéw.

W szczeg6lnosci zaobserwowano, ze:

1. Astrocyty w hodowli neuronalno-glejowej maja znaczgco nizszg czestotliwosé
spontanicznej egzocytozy niz astrocyty w hodowlach astrocytarnych.

2. Astrocyty w hodowli hipokampalnej reaguja wzrostem wydajnosci egzocytozy na
zwiekszong aktywnos$¢ komorek nerwowych wywotang elektryczng stymulacja,
a blokowanie aktywno$ci neuronalnej znosi ten efekt.

3. Czestotliwosé egzocytozy w hodowli hipokampalnej nie zalezy od jonow Ca?
uwalnianych z siateczki $rodplazmatyczne;j.

4. Catkowite zbuforowanie wewnatrzkomoérkowego Ca?* powoduje zanik
egzocytozy w astrocytach w hodowlach hipokampalnej i korowe;.

5. Czestotliwos¢  egzocytozy ~w  hodowli  hipokampalnej zalezy od
zewnatrzkomoérkowych jonow Ca?* oraz od aktywacji receptoréow AMPA.

6. Czestotliwos¢ egzocytozy w astrocytach w hodowli korowej wzrasta w wyniku
stymulacji elektrycznej, rowniez w warunkach blokowania potencjatow
czynno$ciowych przez TTX.

7. Poziom mRNA dla Uncl3c jest zblizony w hodowlach hipokampalnych
i korowych, chociaz astrocyty w hodowli hipokampalnej maja wyzszy poziom

MRNA Uncl3c niz astrocyty w hodowli korowe;.

Zademonstrowane wyniki badan potwierdzity m. in. udzial metabotropowych
receptorow dla glutaminianu w regulacji odpowiedzi astrocytow z hodowli
astrocytarnych, przejawiajacej sie¢ uwalnianiem czasteczek przekaznikowych na drodze
egzocytozy. Ponadto w niniejszej rozprawie zwrdcono uwage na brak koniecznosci
udziatu jonow Ca?* z siateczki $rodplazmatycznej w regulacji egzocytozy astrocytow
hipokampa w hodowlach neuronalno-astrocytarnych. Dowiedziono, ze regulacja procesu
egzocytozy astrocytow, zarowno W hodowlach astrocytarnych, jak i neuronalno-
astrocytarnych, odbywa sie przede wszystkim za posrednictwem jonéw CaZ
z srodowiska zewnatrzkomorkowego. Przedstawiono rowniez reakcje astrocytow
pochodzacych z hodowli neuronalno-astrocytarnych, ktore posiadajg kanaty bramkowane

napigciem, na elektryczng stymulacje w warunkach 0 mM zewnatrzkomorkowego
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stezenia jonéw Ca?*. Co wiecej, wykazano, Ze proces egzocytozy w astrocytach
w hodowlach neuronalno-astrocytarnych nie zachodzi po usunigciu jonéw Ca?* z ich

cytoplazmy.

Wyniki przedstawione w tej pracy odnosza si¢ do najnowszych doniesien
0 molekularnej réznorodnosci astrocytoéw, determinowanej przez region mozgu,
w ktorym wystepuja. Ukazujg one roznice w przebiegu egzocytozy pomigdzy astrocytami
z hodowli neuronalno-astrocytarnych pozyskanych odpowiednio z hipokampéw i kory
nowej. Ponadto zwracaja uwage na transkryptom hodowli neuronalno-astrocytarnych
hipokampa oraz kory nowej w kontek$cie przebiegu procesu egzocytozy i okreslaja

roznice w poziomie mRNA Uncl3c.
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7.1.  Astrocyty w hodowli neuronalno-glejowej maja znaczaco nizsza czestotliwosé

spontanicznej egzocytozy niz astrocyty w hodowlach astrocytarnych

W niniejszej pracy pokazano, ze czgstotliwo$¢ egzocytozy w astrocytach
w hodowlach hipokampalnych jest istotnie nizsza niz ta obserwowana w hodowlach
astrocytarnych. Dotychczas wigkszo$¢ badan nad procesem regulowanej egzocytozy
W astrocytach opierata si¢ na modelu doswiadczalnym hodowli astrocytarnej [Pangrsic¢
i wsp., 2007; Pryazhnikov i Khiroug, 2008; Liu i wsp., 2011]. Cho¢ takie podejscie
eksperymentalne umozliwia badanie odizolowanych astrocytéw, co pozwala na
przeprowadzenie wielu testow biochemicznych, takich jak technika Western-Blot, oraz
na odseparowanie zjawisk zachodzacych w astrocytach od tych w neuronach, wiaze si¢
z istotnymi ograniczeniami wynikajacymi z braku oddziatywan astrocytow z neuronami
[Schmoranzer i wsp., 2000; Mattheyses i wsp., 2010]. W szczegdlnosci, komorki
nerwowe indukujg gwiezdzista morfologi¢ astrocytéw, co potwierdzajg réwniez wyniki
zaprezentowane w niniejszej pracy (rycina 9), podobna do tej, jaka te komorki wykazuja
in vivo [Yang i wsp., 2013; Khakh i Sofroniew, 2015], ale takze wptywaja na profil
ekspresji wielu genéw [Sardar i wsp., 2021] Oczywiscie, pomimo tego, ze badanie
poziomu mRNA daje pewien obraz sktadu biatkowego komorki, to jednak nie nalezy go
traktowac ,,wprost”. Poziom mRNA nie zawsze musi odpowiada¢ proporcjonalnie
poziomowi biatka w komdrce. Owszem zmiana poziomu mRNA powoduje zmiang ilosci
kodowanego przez nie biatka, jednak nie mowi wiele o jego stezeniu. Poziom ten bowiem
bedzie uzalezniony od wielu czynnikow, takich jak stabilno§¢ mRNA dla danego genu,
mozliwo$¢ jego lokalnej translacji, czy czas pottrwania biatka. Jest wigc mozliwe, zZe
mimo niskiego poziomu mRNA kodujacych biatko wazne dla przebiegu egzocytozy, jest

jego wystarczajaco wiele, zeby proces ten mogt funkcjonowac.

W badaniach czgstotliwosci egzocytozy zastosowano mikroskopi¢ TIRF, tak jak
1 w uprzednio opublikowanych badaniach. Jej ogromng zaletg jest eliminacja sygnatu tta
poprzez ograniczenie obrazowania do glebokosci 100 nm powyzej poziomu szkietka, na
ktorym hodowane s3 komorki. Stanowi to istotne przeciwskazanie wykluczajace
mozliwo$¢ wykorzystania skrawkoéw mozgu w badaniach egzocytozy [Midorikawa,
2018], jednakze nie jest przeszkoda w obrazowaniu hodowli neuronalno-astrocytarnych.
Z naszych obserwacji wynika, ze obserwowanie astrocytow w hodowlach neuronalno-

glejowych za pomocg mikroskopii TIRF, jest rownie tatwe, co w hodowlach astrocytow.
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Dzieje si¢ tak dlatego, Ze to wtasnie astrocyty leza bezposrednio na szkietku, podczas gdy

neurony i ich wypustki czgsto spoczywaja wiasnie na astrocytach.

W kontekscie uzyskanych wynikow, niezwykle istotna jest coraz czestsza krytyka
koncepcji regulowanej egzocytozy jako gltéwnego mechanizmu glioprzekaznictwa
[Fiacco i wsp., 2009; Hamilton i Attwell, 2010; Araque i wsp., 2014; Fujita i wsp., 2014,
Bazargani i wsp., 2016]. Sktadaja si¢ na to wyniki wielu prac analizujacych poziom
mRNA wielu genéw kodujacych biatka, ktore moglyby bra¢ udzial w takiej regulowane;j
egzocytozie [Schubert i wsp., 2011]. Wydaje si¢ wigc, ze obnizony poziom spontanicznej
egzocytozy w astrocytach, ktory tutaj opisano wpisuje si¢ w trend krytyki tego zjawiska

jako mechanizmu glioprzekaznictwa.

7.2. Astrocyty w hodowli hipokampalnej reaguja wzrostem wydajnoSci
egzocytozy na zwiekszong aktywno$¢ komoérek nerwowych wywolana

elektryczna stymulacja, a blokowanie aktywnos$ci neuronalnej znosi ten efekt

Wedhug aktualnej wiedzy, egzogenna (zewnetrzna) elektryczna stymulacja jest
metoda wywotywania potencjalow czynnosciowych w komorkach, co ma istotny wplyw
na wiele procesow fizjologicznych, szczegdlnie w komodrkach pobudliwych elektrycznie.
Stymulacje elektryczng wykorzystuje si¢ powszechnie w hodowlach do wywotywania
potencjatow czynnosciowych, cho¢ dotyczy to gtownie sytuacji, kiedy obiektem badan
sg neurony [Schubert i wsp., 2011]. Liczne badania z wykorzystaniem modelu
dysocjowanej pierwotnej hodowli korowej komorek nerwowych invitro analizuja wptyw
wygenerowanego pola elektrycznego (EFS, ang. electric field stimulation) na dynamike
zmian wewngtrzkomorkowego stezenia jonow Ca?* w neuronach korowych. Nie
uwzgledniaja one jednak komponentu komorek glejowych i sa przeprowadzane 5 dni po
wysianiu komorek na szkielka nakrywkowe pokryte poli-D-lizyng. Niemniej jednak
implikujg one, iz ekspozycja komodrek nerwowych na stymulacje elektryczna (7.62 VV/cm)
indukuje  przejSciowa hiperpolaryzacj¢ blony oraz tymczasowy wzrostem
wewnatrzkomoérkowego stezenia jonow Ca®* w cytoplazmie neurondéw, co bezposrednio
przyczynia si¢ do sekrecji neuroprzekaznikow przez te komorki [Alshawaf i wsp., 2023].
Mimo to, niewiele wiadomo o wptywie elektrycznej stymulacji na wydajnos¢ procesu
egzocytozy czasteczek przekaznikowych astrocytow, zwlaszcza w kontekscie hipotezy,
ze zwigkszona aktywno$¢ synaptyczna prowadzi do wzmozonego uwalniania

glioprzekaznikow przez astrocyty [Araque i wsp., 2014]. W tym kontekscie, szczegolnie
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interesujacy wydaje si¢ wynik, gdzie hodowla hipokampalna byla inkubowana z TTX,
ktéry blokuje potencjaly czynnosciowe, a tym samym uwalnianie neuroprzekaznikow.
To zablokowanie aktywnos$ci neuronalnej w hodowli hipokampalnej nie spowodowato
obnizenia 1 tak juz niskiej czestotliwos¢ egzocytozy. Jednak miato istotny wptyw na
zniesie wzrostu czgstotliwosci egzocytozy wywotanego stymulacja elektryczna. Mozna
ten wynik interpretowaé, ze aktywno$¢ neuronalna, prowadzaca do uwalniania
neuroprzekaznikéw prowadzi do wzrostu uwalniania glioprzekaznikOw przez astrocyty,

tak jak to zaktada model synapsy trojdzielne;.

Oczywiscie mozliwe jest, ze sama stymulacja elektryczna wplywa na blong
astrocytow, ktore znajduja si¢ w polu elektrycznym, co powoduje zmiany wtasciwosci
btony komorkowej 1 wywoluje egzocytoze. Jednak takiej interpretacji przeczy fakt, ze
moment fuzji pecherzykéw nie kumulowatl si¢ i nie pokrywal z momentem samej

stymulacji elektrycznej, ktora trwata okoto 0,25 s. (Rycina 10).

Jeszcze innym wytlumaczeniem wplywu stymulacji elektrycznej na wzrost
czestotliwoscei egzocytozy, moze by¢ fakt, ze astrocyty posiadaja na swojej blonie kanaty
Ca?" bramkowane napicciem. Istnieje wiele doniesien wskazujacych, ze astrocyty

posiadajg takie whasnie kanaty [Cheli i wsp., 2016].

7.3.  Czestotliwo$¢ egzocytozy w hodowli hipokampalnej nie zalezy od jonow Ca®*

uwalnianych z siateczki Srodplazmatycznej

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pokazuja jasno, ze stymulacja hodowli
hipokampalne; za pomoca DHPG (agonisty receptorow metabotropowych dla
glutaminianu z grupy I, czyli mGIuR1 i mGIuR5) , nie wywoluje wzrostu czestotliwosci
egzocytozy w astrocytach (Rycina 11). Ponadto pokazano, ze blokowanie receptorow 1P3
znajdujacych si¢ na blonie siateczki srédplazmatycznej i odpowiedzialnych za wzrost
stezenia cytoplazmatycznego Ca?* w wyniku aktywacji receptoréow zwiazanych z
biatkiem Gq, nie wptywa na wzrost czestotliwosci egzocytozy wywotanej stymulacja
elektryczng. Wyniki te wskazuja wiec jasno, ze nie mozna traktowaé retikulum
endoplazmatycznego jako gtéwnego zrédla jonow Ca®*, ktory zkolei wywotuje
egzocytozg. Stojg tez w sprzecznosci z klasycznym modelem synapsy trojdzielnej
[Parpura i wsp., 2011; Bazargani i Atwell, 2016]., jednak poprzednie badania
przeprowadzane gtownie na hodowlach astrocytarnych wskazywaty wlasnie receptory

metabotropowe zwigzane z biatkiem Gq.

82



Przekaznictwo synaptyczne w osrodkowym ukladzie nerwowym ssakow,
w kontek$cie synaps pobudzajacych, jest gltownie realizowane przez receptory dla
glutaminianu [Steinhduser i Gallo, 1996]. Astrocyty regulujg poziom czgsteczek
glutaminianu w $rodowisku zewngtrzkomorkowym gltownie wychwytujac go
z przestrzeni zewnatrzkomoérkowej za pomocg transporterow-GLT1 i1 GLAST.
Glutaminian aktywuje tez na btonie astrocytow metabotropowe receptory glutaminianu
glownie mGluR3 i mGluRS, ktére ulegajg ekspresji w tych komorkach [Peterson i Binder,
2020]. Jednak tylko mGIuRS jest zwigzany z biatkiem Ggq, i jego aktywacje mozna
W prosty sposob powigza¢ ze wzrostem cytoplazmatycznego Ca®* uwolnionego
z siateczki srédplazmatycznej. Wiele receptorow ulegajacych ekspresji w astrocytach jest
powiazanych ze wzrostem wewngtrzkomoérkowego stezenia jonow Ca?* i byto badanych
pod tym katem, w tym metabotropowe receptory glutaminianu grupy | [Porter
I McCarthy, 1995; Porter i McCarthy, 1997]. Jak juz wspomniano we wstgpie, astrocyty
moga odpowiadaé wzrostem stezenia jonéw Ca?" w zasadzie na kazdy neuroprzekaznik
obecny w mozgu, dzigki r6znym rodzajom receptordéw, z czego wiele jest zwigzanych
z biatkiem Gq i wywotuje uwalnianie jonow Ca?" z siateczki $rodplazmatycznej, np.
receptory purinregiczne z grupy P2Y [Porter i McCarthy, 1997], receptory adrenergiczne
al [O’Donnell i wsp., 2013], serotoninowe [Miyazaki i wsp., 2013], muskarynowe [Li

i wsp., 2022], H1 histaminowe [Karpati i wsp., 2019] i inne.

Tapsygargina  to  silny inhibitor ~ ATP-azy Ca** w  siateczce
sarkoplazmatycznej/retikulum endoplazmatycznym (SERCA) [Seghal i wsp., 2017].
Blokujac t¢ pompe, tapsygargina uniemozliwia transport jonow Ca?>" do siateczki
$rodplazmatycznej, co prowadzi do oproznienia tego organellum z Ca?*. Jednoczesnie,
w miar¢ jak SERCA jest hamowana, st¢zenie jonéow Ca?* w cytozolu wzrasta, co

powoduje aktywacj¢ szlakéw sygnalizacyjnych zaleznych od wapnia.

Sygnalizacja Ca®* w astrocytach jest kluczowym elementem ich dziatan
neuromodulacyjnych. Astrocyty realizujg te dzialania m.in. poprzez egzocytotyczne
uwalnianie czgsteczek przekaznikowych (glioprzekaznikow), co jest uzaleznione od
stezenia Ca®* [Reyes i Parpura, 2009]. Lata badan przyniosty sprzeczne wyniki dotyczace
udziatu réznych zrodet Ca®* w regulacji wewnatrzkomérkowego stezenia tych jondw oraz
zwigzku miedzy wzrostem stezenia jonow Ca* w cytoplazmie astrocytow a procesem

egzocytozy. Klasyczny model synapsy trojdzielne; wskazywal, ze gtownym zroédtem
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Ca?*, koniecznym do uwolnienia glioprzekaznikow, jest siateczka $rodplazmatyczna

[Parpura i wsp., 2011].

Z drugiej strony, powszechng strategia do badan sygnalizacji Ca®* w astrocytach,
ktéra pozwala na weryfikacje tego zatozenia i okre$lenie roli zrodta Ca?* w regulacji
funkcji astrocytow, jest wykorzystanie myszy z nokautem receptora dla inozytolo-(1,4,5)-
trifosforanu typu 2 (IP3R2, ang. type 2 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor), ktory jest
dominujacy w astrocytach. Model ten, mimo tego, ze zostat stworzony jeszcze w latach
90-tych [Li i wsp., 2015] jest ciggle uzywany w badaniach. Charakteryzuje si¢
funkcjonalnymi astrocytami, w ktorych nie dochodzi do mobilizacji Ca?* z siateczki

srédplazmatycznej [Okubo i lino, 2020].

7.4. Calkowite zbuforowanie wewnatrzkomorkowego wapnia (Ca?*) powoduje

zanik egzocytozy w astrocytach hodowli hipokampalnej i korowej

Pomimo tego, ze przedstawione wyniki wskazuja, ze uwalnianie jonéw CaZ*
Z siateczki $rodplazmatycznej nie powoduje wzrostu czestotliwosci egzocytozy, to
jednak nasze wyniki jasno wskazuja, ze proces egzocytozy jest zalezny od wapnia
(Rycina 11 D). Buforowanie wewnatrzkomoérkowego Ca?" powoduje prawie calkowite
zablokowanie procesu egzocytozy zarowno w hodowli hipokampalnej, jak i korowej
(Rycina 15B). Wynik ten potwierdza tez doniesienia literaturowe na temat regulacji
egzocytozy W astrocytach i pokazuje, ze konstytutywna, nieregulowana przez Ca?*,
egzocytoza zachodzi w astrocytach z bardzo mata wydajnoscia, ktorej nie byliSmy
W stanie zaobserwowac w czasie kilku minut obserwacji. W badaniach ograniczono sig¢
do sledzenia pgcherzykdéw posiadajacych synaptobrewing (VAMP2), a wigc gltownie sg
to male pgcherzyki podobne do pecherzykow synaptycznych (SLMV), jak i pecherzyki
Z gestym elektronowo rdzeniem (DCV). Rowniez mikroskopia TIRF ze wzgledu na
swoja natur¢ nie pozwala Sledzi¢ wszystkich blon astrocytu, tylko te, ktore leza

bezposrednio na szkietku, co zmniejsza prawdopodobienstwo wykrycia zjawiska fuzji.

Wynik ten wskazuje rowniez, ze mozliwe inne mechanizmy regulujace
egzocytoze, takie jak np. metabolizm 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu (P1(4,5)P2)
[Ji i wsp., 2017], majag maly wplyw na uwalnianie pgcherzykow z astrocytow,
a przynajmniej nie w skali minut. Sugeruje takze, Ze pecherzyki sa najprawdopodobniej

zadokowane, ale jednoczesnie nie ulegaja fuzji, jednak wymagatoby to dalszych badan.
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Co ciekawe, stymulacja elektryczna w hodowli gdzie komorki byty pozbawione
jonéw Ca®* nie wywolywata egzocytozy w astrocytach. Swiadczy to rowniez o tym, ze
sama stymulacja elektryczna nie powoduje np. uszkodzenia bton w astrocytach, ani tez
nie promuje fuzji pecherzykéw wydzielniczych z blona bez udziatu jonéw Ca?*

w cytoplazmie.

7.5. Czestotliwo$¢ egzocytozy w hodowli hipokampalnej zalezy od

zewnatrzkomoérkowych jonow Ca?* oraz od aktywacji receptoréw AMPA

Zaprezentowane w pracy wyniki doswiadczenia, majacego na celu zbadanie
wpltywu braku jonéw Ca?* w srodowisku zewnatrzkomérkowym na czestotliwosé
spontanicznej egzocytozy astrocytow, zarowno W hodowli astrocytarnej, jak
I hipokampalnej, dostarcza dowodow wspierajagcych hipoteze, ze uwalnianie
glioprzekaznikow przez astrocyty jest glownie regulowane za posrednictwem Ca®*
pochodzacego z $rodowiska zewnatrzkomorkowego. Warto podkresli¢, ze regulacja
transmisji synaptycznej przez egzocytoze glioprzekaznikéw nie jest w peini zalezna od
Ca?" zmagazynowanych w siateczce $rodplazmatycznej. Jak wykazano, astrocyty
w hodowli hipokampalnej inkubowane w buforze pozbawionym jonéw Ca®" majg
Znaczaco nizszy poziom egzocytozy niz te, inkubowane w obecnosci tych jonow. Wynik

ten jest podobny dla astrocytow z hodowli astrocytarne;.

Co interesujace, w buforze pozbawionym jondéw wapnia stymulacja elektryczna
hodowli hipokampalnej (Rycina 12 C) wywoluje wzrost czestotliwosci egzocytozy
w astrocytach. Podobny wynik uzyskano dla astrocytow w hodowli korowej (Rycina 15
A). Wynik ten jest wyjatkowo intrygujacy. Spodziewano sie, ze w buforze bez Ca®*,
egzocytoza jest zahamowana réwniez w neuronach obecnych w hodowli, w zwiagzku
Ztym nie powinny one w takich warunkach uwalnia¢ neuroprzekaznikow, lub
przekaznictwo to powinno by¢ minimalne, podobne do tego, w obecnosci TTX.
W przeprowadzonym eksperymencie, bufor pozbawiony jonéw Ca®* zawieral rowniez
100 uM chelator tych jonow - BAPTA, ktéry nie moze wnikng¢ do $rodka komorki.
Obecnos¢ BAPTA w roztworze byta podyktowana obawa, ze sam brak jonéw Ca®* bedzie
niewystarczajacy i przy btonie komorki w przestrzeniach macierzy zewnatrzkomorkowe;
wapn dalej bedzie obecny. Pomimo zastosowania tych §rodkoéw ostrozno$ci, nie udato si¢

zablokowac egzocytozy.
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Doprawdy trudno skomentowa¢ ten wynik w konteks$cie wszystkich opisanych
powyzej. Byé moze stymulacja elektryczna mogla spowodowaé uwolnienie CaZ*
Z mitochondriow do cytozolu 1 tym samym spowodowaé wzrost egzocytozy.
Mitochondria réwniez stanowia wazny rezerwuar jonéw Ca?" [Cabral-Costa
I Kowaltowski, 2023]. Wychwytuja nadmiar wapnia z cytozolu dzigki
mitochondrialnemu uniporterowi wapnia (ang. mitochondrial Ca?* uniporter; MCU),
ktory transportuje Ca®" dzicki potencjalowi blonowemu pomigdzy macierza
a przestrzenig mi¢dzybtonowg mitochondrium. Mitochondria mogg réwniez uwalniac¢
wapn do cytozolu. Dzieje si¢ to glownie za posrednictwem mitochondrialnego
wymieniacza sodowo-wapniowego (ang. mitochondrial Na+/Ca2+ exchanger; NCLX).
Mozna si¢ jednak spodziewac, ze podobny mechanizm moéglby dziata¢ w zakonczeniach
aksonoéw, ktére posiadaja wiele mitochondriow, 1 doprowadzi¢ do uwolnienia

neuroprzekaznika.

Co rowniez niezwykle ciekawe, zablokowanie receptoréw AMPA w hodowli
hipokampalnej doprowadzito do zablokowania wzrostu czgstosci egzocytozy wywotanej
elektrostymulacja. Wiadomo, ze astrocyty posiadaja receptory AMPA, o bardzo duzej
réznorodno$ci podjednostkowej zaleznej od regionu moézgu [Molders i wsp., 2018].
Wiele z tych receptordw, jest rowniez przepuszczalnych dla jonéw Ca?* [Droste i wsp.,
20177, co moze ttumaczy¢ dlaczego ich blokowanie redukuje wzrost w czgstotliwosci
egzocytozy w astrocytach wywolany stymulacja elektryczng. Wydaje si¢ mato
prawdopodobne, zeby blokowanie receptorow AMPA w neuronach miato spowodowac
brak uwalniania neuroprzekaznikow, a przez to brak stymulacji astrocytow. Stymulacja
elektryczna bowiem prowadzi do powstawania potencjatow czynnoSciowych
w neuronach, do czego nie jest potrzebna aktywacja receptorow AMPA (konieczna

w przekaznictwie synaptycznym).

7.6. Czestotliwos¢ egzocytozy w astrocytach w hodowli korowej wzrasta
w wyniku stymulacji elektrycznej, nawet w warunkach blokowania

potencjaléw czynnosciowych przez TTX

Poréwnujac czestotliwo$¢ egzocytozy pomigdzy astrocytami w hodowlach
korowych 1 hipokampalnych, nie znaleziono istotnych réznic (Rycina 13). Jednak gdy
porownania takiego dokonaliSmy w obecnosci TTX, blokujacego potencjaty

czynnos$ciowe w neuronach, wowczas zaobserwowano, ze TTX nie blokuje wzrostu
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czestotliwosci egzocytozy w astrocytach w hodowli korowej (Rycina 14). Jest to bardzo
zaskakujacy wynik, podobny do tego, gdzie hodowle neuronalno-astrocytarne byty
pozbawione zewnatrzkomorkowego wapnia (Rycina 12 i 15). Moze on sugerowac, ze
przekaznictwo neuronalne nie wpltywa na czestotliwo$¢ egzocytozy w astrocytach
w hodowlach korowych. By¢ moze jednak elektrostymulacja nie jest najlepszym
bodzcem w tego typu badaniach, gdyz moze bezposrednio aktywowac astrocyty, co
wida¢ na podstawie wzrostu czestosci egzocytozy. Wynik uzyskany w hodowli korowej
z pewnoscig nalezy zbada¢ doktadniej stosujgc inne metody wzbudzenia aktywnos$ci
neuronalnej. Najcze$ciej uzywanymi sg: podwyzszenie stezenia jonow K (10 mM)
Z rbwnoczesnym usunieciem jonéow Mg?* [Magaloire i wsp., 2023], zablokowanie
receptorow GABA za pomocg pikrotoksyny, co powoduje wylaczenie hamujacego
przekaznictwa GABA-ergicznego i tym samym pobudzenie hodowli. By¢ moze warto
rozwazy¢ rowniez metody oparte o metody optogenetyczne, lub chemogenetyczne, ktdre

pozwolilyby na rozdzielenie stymulacji neuronéw od astrocytow.

7.7.  Poziom mRNA dla Uncl3c jest zblizony w hodowlach hipokampalnych
i korowych, chociaz astrocyty w hodowli hipokampalnej maja wyzszy poziom

MRNA Uncl3c niz astrocyty w hodowli korowej

Astrocyty, bedace komorkami glejowymi, stanowia réznorodng populacje
komorek nie tylko pod wzgledem morfologii, ale rowniez funkcji, w zalezno$ci od
regionu mozgu, w ktérym wystepuja, oraz aspektow molekularnych. Okazuje sie, ze
wykazuja one takze rdéznorodno$¢ w obrebie transkryptomu, co zostato opisane przez
Batiuka i wsp. [2020]. W swoim artykule Batiuk i wsp. [2020] zidentyfikowali i opisali
astrocyty AST1 oraz AST4, ktére wystepuja gldéwnie w hipokampie, a takze AST2,
charakterystyczne dla kory moézgowej. Astrocyty AST3 1 ASTS s3 rozmieszczone
rownomiernie w obrebie tych obszarow moézgu. Dokladna lokalizacja poszczegdlnych
podtypow byta mozliwa dzigki wyselekcjonowanym genom markerowym. Jednym z nich
jest Uncl3c, zaangazowany w egzocytoze, ktorego wyzszy niz Sredni poziom ekspresji
jest charakterystyczny dla podtypu astrocytow AST2, wszechobecnego w korze. Wyniki
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ zaprezentowane w tej pracy wskazuja, ze $rednia
intensywno$¢ fluorescencji sondy antysensownego RNA Uncl3c dla astrocytow
hipokampa jest statystycznie wyzsza niz Srednia fluorescencja dla kory mézgowej, co

pozostaje w sprzecznos$ci z danymi przedstawionymi przez Batiuka 1 wsp. [2020].
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7.8.  Przyszle kierunki badan

Regulowana egzocytoza w astrocytach jest ztozonym procesem, za pomocg
ktorego astrocyty aktywnie komunikujg si¢ z komorkami nerwowymi, posredniczac
I regulujac transmisje synaptyczng. Wszechstronno$¢ roli tego procesu i astrocytow
W przetwarzaniu informacji w mézgu ujawnia braki, uniemozliwiajace pelne zrozumienie
mechanizmow regulacyjnych lezacych u podstaw procesu egzocytozy. Uzyskane wyniki
przyczynity si¢ do opisania mechanizméw procesu egzocytozy w astrocytach
W obecnos$ci neurondéw, a wigc w warunkach bardziej zblizonych do tych wystepujacych
w mozgu. Zaproponowane W niniejszej pracy zrodta jonéw Ca?* oraz podstawowe
mechanizmy sygnalizacji astrocytarnej stanowig punkt wyjsScia do dalszych analiz
dynamiki uwalniania glioprzekaznikow w odpowiedzi na stymulacj¢ chemiczng
I elektryczng oraz  oceny ewentualnego  sprzezenia  lokalnych — wzrostow
wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca®* z miejscami wzmozonego wystepowania zdarzen

egzocytozy.
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8. Podsumowanie i wnioski koncowe

Fakt istnienia dwukierunkowej komunikacji pomiedzy komoérkami nerwowymi
a astrocytami, ktore uwalniajg czasteczki przekaznikowe (glioprzekazniki), w kontekscie
aktywno$ci neuronéw, warunkuje realizacj¢ badan podstawowych dotyczacych
rzeczywistej roli astrocytow W regulacji transmisji synaptycznej. Zademonstrowane
W niniejszej rozprawie wyniki badan nad mechanizmami egzocytozy zaleznej od Ca?*
W astrocytach jednoznacznie wskazuja zrodto Ca?* oraz ukazuja istote obecnosci

neuronéw w regulacji przebiegu tego procesu.

Inng rownie wazng kwestig poruszang w tej pracy jest analiza roznic w przebiegu
procesu regulowanej egzocytozy astrocytow, wynikajacych z ich specyficznych adaptacji
I funkcji zwigzanych z roéznymi obszarami mozgu. Przyczyny zaobserwowanych
rozbiezno$ci zostaly zbadane poprzez oceng transkryptomu hodowli neuronalno-
glejowych pochodzacych z hipokampa oraz kory nowej. Analiza ta obejmowata

ilosciowa oceng poziomu ekspresji genu Unc13c w hodowlach.
W wyniku wykonanych badan stwierdzono, ze:

1. Astrocyty w hipokampalnej hodowli neuronalno-glejowej charakteryzuja si¢
ztozong morfologia, podczas gdy w hodowli astrocytarnej majg prosta,
poligonalng morfologig¢ i ksztattem przypominaja wielokaty.

2. Astrocyty w hodowli hipokampalnej maja nizszy poziom spontanicznej
egzocytozy niz komorki w hodowli astrocytarne;.

3. Astrocyty w hodowli neuronalno-astrocytarnej hipokampa reaguja wzrostem
wydajnosci egzocytozy na zwigkszona aktywno$§¢ komorek nerwowych
wywotang elektryczng stymulacja (zalezno$¢ ta nie jest wprost proporcjonalna do
liczby zaaplikowanych potencjatow czynno$ciowych).

4. Regulacja procesu egzocytozy zaleznej od Ca?* w astrocytach w hodowli
astrocytarnej przebiega z udzialem metabotropowych receptoréw dla
glutaminianu.

5. Zalezna od Ca®' egzocytoza w astrocytach, zaréwno w astrocytarnej, jak
i neuronalno-astrocytarnej hodowli, jest regulowana przede wszystkim za

posrednictwem Ca?* z §rodowiska zewnatrzkomérkowego.
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Astrocyty kory nowej z mieszanej hodowli neuronalno-astrocytarnej wykazuja
wicksza odpowiedz na elektryczng stymulacje hodowli w postaci wzrostu
wydajnosci egzocytozy niz astrocyty hipokampa.

Zwigkszona aktywno$¢ neuronalna nie jest podstawg reakcji astrocytow,
objawiajacej si¢ wzrostem wydajnosci egzocytozy na elektryczng stymulacje
mieszanej hodowli neuronalno-astrocytarnej kory noweyj.

Astrocyty z hodowli hipokampalnej cechujg si¢ wigkszym sygnatem od sondy
RNA Unc13c niz astrocyty w hodowlach korowych.
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9. Wykaz wykorzystanych programéw i zasobéw internetowych

Clone Manager 7, wersja 7.11 — program do analizy sekwencji DNA i bialek, ktory
umozliwia tworzenie graficznych map konstruktéw, planowanie klonowania
in silico.

ZEN 3.3 (blue edition), wersja 3.3.89.0000 — modutowe oprogramowanie do akwizycji,

przetwarzania i analizy danych w postaci obrazéw mikroskopowych, opracowane

przez firme¢ Carl Zeiss Microscopy GmbH.

Fiji ImageJ, wersja 1.53¢ — program do akwizycji, przetwarzania i analizy obrazow
mikroskopowych, stworzony przez Wayne’a Rasbanda z National Institutes
of Health, USA.

Suite2p, wersja 0.10.3 — oprogramowanie zastosowane do przetwarzania i analizy
poklatkowych rejestracji obrazéw mikroskopowych (poklatkowych filmow)
dotyczacych astrocytarnej egzocytozy przekaznikow. Program zostat opracowany
przez Mariusa Pachitariu, Carsena Stringera oraz zatozycieli Cortexlab
z University College London — Matteo Carandini, Kennetha Harrisa. Suite2p jest

dostepne pod linkiem https://github.com/cortex-lab/Suite2P na GitHubie.

GraphPad Prism 9, wersja 9.0.0 (121) — program do organizacji danych liczbowych, ich

graficznej prezentacji oraz analizy statystyczne;j.

Autodesk Fusion 360 — oprogramowanie do projektowania i modelowania brytowego 3D
(ang. three-dimensional), ktore integruje funkcje CAD (ang. Computer Aided
Design), CAM (ang. Computer Aided Manufacturing), CAE (ang. Computer
Aided Engineering) oraz PCB (ang. Printed Circuit Board).

Blender, wersja 4.2.3.0 — program zawierajacy bogaty zestaw narz¢dzi do modelowania
3D, renderingu. Jest to oprogramowanie, ktéorego uzywano do tworzenia

statycznych ilustracji.

GIMP, wersja 2.10.38 — program graficzny do tworzenia grafik.
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