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Synapsy sg wysoce wyspecjalizowanymi miejscami interakcji pomiedzy dwiema
komérkami nerwowymi. Prawidlowe polaczenie synaptyczne jest mozliwe dzigki
wystepowaniu po stronie pre- i postsynaptycznej bialek adhezyjnych. Kluczowa role w tym
procesie odgrywa interakcja postsynaptycznych neuroligin z presynaptycznymi neureksynami.
Badania ostatnich lat wskazujg na istotny udzial neuroligin nie tylko w utrzymaniu fizycznego
pomostu zapewniajgcego stabilnosé synapsy, ale przede wszystkim w regulacji prawidlowego
przewodnictwa synaptycznego.

Zaburzenia w regulacji poziomu biatek synaptycznych moga prowadzi¢ do dysfunkcji
synaps. Wykazano, ze mutacje w genach neuroligin koreluja z wystgpowaniem zaburzen ze
spektrum autyzmu. Badania na poziomie molekularnym wykazaly, ze odkryte mutacje
zaburzaja synaptyczng lokalizacje neuroligin oraz skutkujg nieprawidlowosciami w
przekazywaniu sygnalu. Niedawno zasugerowano, ze proces cig¢cia proteolitycznego moze by¢
czynnikiem regulujagcym poziom neuroligin na synapsie. Wykazano, ze NLGNI ulega cigciu
przez dwie proteazy synaptyczne: MMP-9 oraz ADAM-10. Ponadto, dowiedziono, Ze przecigty
fragment NLGN3 jest mitogenem stymulujacym wzrost nowotwordw mdzgu. Niemniej jednak
dokladny mechanizm obrobki proteolitycznej neuroligin pozostawal nieznany, tak samo jak
proteazy uczestniczace w procesie cig¢cia innych izoform neuroligin.

Zespol lamliwego chromosomu X (FXS) jest choroba monogenowa zaliczang do
syndromicznych zaburzen ze spektrum autyzmu oraz drugg po zespole Downa przyczyna
niepelnosprawnosci intelektualnej na $wiecie. Bezposrednia przyczyna choroby jest
dynamiczna mutacja w genie finrl, kitéra powoduje brak ekspresji biatka zespolu tamliwego
chromosomu X (FMRP). FMRP jest biatkiem wigzacym RNA ulegajacym silnej ekspresji w
neuronach, ktdrego podstawows funkcja jest hamowanie synaptycznej translacji mRNA. Brak
regulacji translacji przez biatko FMRP prowadzi do nieprawidlowej ekspresji wielu waznych
synaptycznych bialek kluczowych dla funkcjonowania neuronéw, prawidlowego
przekaznictwa synaptycznego i plastycznosci synaptycznej. Pomimo wielu lat badan nad
podlozem zespolu lamliwego chromosomu X wcigz nie zostal poznany mechanizm zmian
zachodzacych na poziomie komorkowym pozwalajacy na zaproponowanie odpowiedniej
strategii terapeutycznej i efektywnego leczenia.

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie molekularnych
mechanizmow regulujacych poziom neuroligin — gendéw zwiazanych zardéwno z autyzmem jak
i nowotworami — w synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole lamliwego chromosomu

X.



Pierwszym celem badarn byla ocena poziomu ekspresji neuroligin (nRNA oraz biatka) w
synaptoneurosomach myszy o genotypie dzikim i Fmr! KO. Ocene poziomu bialka neuroligin
przeprowadzono réwniez w pierwotnych hodowlach komorek neuronalnych hipokampa.
Udowodniono, ze poziom biatka NLGN1 i NLGN3 jest podwyzszony w synapsie myszy Fimr]
KO, podczas gdy poziom mRNA Nignl, Nign2 i Nign3 nie rézni sie pomiedzy genotypami
myszy WT i Fmrl KO. To zadanie bylo kluczowe, gdyz pozwolilo sformulowaé teze, ze
podwyzszony poziom neuroligin jest wynikiem zwigkszonej translacji synaptycznej tych bialek
u myszy Fmri KO. Kolejnym celem bylo zbadanie interakcji biatka FMRP z mRNA Nign/,
Nign2 i Nign3. Za pomoca metody wspoétwytracania RNA oraz fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ wykazano, ze biatko FMRP oddzialuje z mRNA Nignl, Nign2 i Nign3 w neuronach.
Nastepnie, uzywajagc metody chemicznego sieciowania bialek powierzchniowych
przeprowadzono charakterystyke zaleznej od aktywnosci synaptycznej dystrybucji neuroliginy
1, 2 oraz 3 w czgsci wewnatrzkomérkowej i zewnatrzkomorkowej synapsy. Te badania
wykazaly, ze brak bialka FMRP w zespole lamliwego chromosomu X prowadzi do zwiekszonej
inkorporacji neuroliginy 1 oraz 3 do blony postsynaptycznej. Ponadto, dowiedziono, iz
wszystkie izoformy neuroligin — NLGN1, NLGN2, NLGN3 ulegaja cigciu proteolitycznemu
na synapsie w warunkach fizjologicznych. Proces obrobki proteolitycznej neuroligin jest
zalezny od aktywacji synaptycznej i nastepuje juz w ciggu 2,5 minut po pobudzeniu
neuronalnym. Co wigcej, wykazano, ze cigcie proteolityczne bialek neuroligin wystepuje tez u
myszy Fmrl KO, co sugeruje, ze ten proces nie jest zaburzony w zespole lamliwego
chromosomu X. W koncowym etapie badan podjeto probe dokladniejszego wyjasnienia tego
mechanizmu regulujgcego poziom neuroligin w synapsie. W tym celu przeprowadzono wstepna
identyfikacje¢ proteaz odpowiedzialnych za cigcie neuroligin w synaptoneurosomach. Wyniki
tych eksperymentéw wskazujg na udzial proteazy MMP-13 w obrobee proteolitycznej bialek
neuroligin.

Podsumowujac, wyniki zgromadzone w tej pracy doktorskiej wskazuja, ze poziom
ekspresji neuroligin na synapsie jest zalezny od dwoch czynnikéw: kontroli translacji mRNA
neuroligin przez bialko FMRP oraz regulacji przez proces ciecia proteolitycznego bialek
neuroligin. Powyzsze wyniki poszerzaja wiedze na temat funkcji synapsy w warunkach
fizjologicznych na poziomie molekularnym. Ponadto, prezentujs mechanizm, za pomoca
ktorego brak bialka FMRP moze przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowego poziomu bialek
zwigzanych z zaburzeniami ze spekirum autyzmu. Co wigcej, uzyskane dane mogg wskazaé

sciezki do opracowania nowych strategii terapeutycznych w przysztosci.






