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prowadzacej do lokalnej syntezy biatka NLGN2 i kierowania NLGN2 na btong
postsynaptyczna.

Rycina 43. Poréwnanie zaleznego od aktywnoSci synaptycznej poziomu
zewnatrzkomoérkowej 1 wewnatrzkomorkowej NLGN2 w synaptoneurosomach myszy
WT i Fmrl KO za pomocg analizy Western blot.

Rycina 44. Schemat eksperymentu biotynylacji biatek powierzchniowych w
synaptoneurosomach oraz detekcji poziomu zewnatrzkomoérkowych NLGN2 metoda
Western blot.

Rycina 45. Analiza Western blot, kontrola ilosci nalozonego biatka w zelu TGX i
obliczenia densytometryczne na podstawie pomiaru intensywnosci pragzkéw poziomu
zewnatrzkomoérkowej NLGN2 (zNLGN2) w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO
po biotynylacji bialek powierzchniowych.

Rycina 46. Analiza Western blot prezentujgca zalezny od aktywno$ci synaptycznej
poziom cigcia proteolitycznego NLGN1, NLGN2, NLGN3 w synaptoneurosomach
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myszy WT i Fmrl KO w stanie podstawowym (P) i w czasie 2,5 min, 5 min, 10 min, 20
min po stymulacji receptorow NMDA.

Rycina 47. Analiza Western blot majgca na celu weryfikacje specyficzno$ci prazkow
reprezentujgcych odciety C-koncowy fragment NLGN3 (cNLGN3 CTF) z uzyciem
synaptoneurosoméw WT i NIgn3 KO w czasie 2,5 minut po aktywacji synaptycznej.
Rycina 48. Przyrownanie sekwencji domen kotwiczacych NLGN1, NLNG2 i NLGN3 za
pomocg serwera Clustal Omega.

Rycina 49. Analiza Western blot poziomu NLGN3 o pelnej dtugosci (NLGN3 FL) oraz
odcigtego C-koncowego fragmentu NLGN3 (cNLGN3 CTF) w synaptoneurosomach
myszy WT w stanie podstawowym (P), 2,5 minuty po aktywacji synaptycznej (2,5’) oraz
10 minut po aktywacji synaptycznej (10°) poprzedzonej inkubacja z inhibitorami proteaz
MMP-9/13i i GM6001.

Rycina 50. Analiza Western blot poziomu biatka neuroligin petnej dtugosci (NLGN FL)
oraz odcigtego C-koncowego fragmentu (¢c(NLGN CTF) dla NLGN1, NLGN2, NLGN3
w synaptoneurosomach myszy WT w stanie podstawowym (P), 2,5 minuty po aktywacji
synaptycznej (2,5°) oraz 2,5 minuty po aktywacji synaptycznej poprzedzonej 10
minutowa inkubacja synaptoneurosomow z inhibitorem proteaz MMP-9/13i w stezeniu 5
pM.

Rycina 51. Analiza Western blot prezentujaca zalezny od aktywnosci synaptycznej
poziom cigcia proteolitycznego NLGN1, NLGN2, NLGN3 w synaptoneurosomach
myszy WT i Mmp-9 KO w stanie podstawowym (P) i w czasie 2,5 min, 5 min, 10 min,
20 min po stymulacji receptorow NMDA.

Rycina 52. Analiza Western blot poziomu NLGN3 o pelnej dtugosci (NLGN3 FL) oraz
odcigtego C-koncowego fragmentu NLGN3 (cNLGN3 CTF) w synaptoneurosomach
myszy Mmp-9 KO w stanie podstawowym (P), 2,5 minuty po aktywacji synaptycznej
(2,5’) oraz 10 minut po aktywacji synaptycznej (10’) poprzedzonej inkubacja z
inhibitorami proteaz MMP-9/13i i GM6001.

Rycina 53. Schemat przedstawiajacy zalezng od aktywnosci dystrybucje NLGN1 i
NLGN3 w synapsach glutaminergicznych myszy WT i Fmrl KO.

Rycina 54. Bialko FMRP reguluje lokalng translacjc mRNA Nlgnl, Nlgn2 i Nign3

zalezng od aktywnosci synaptyczne;.
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Rycina 55. Indukowana aktywno$cia synaptyczng translacia mRNA Nlgnl, NIgn2 i
NIgn3 zachodzi lokalnie w synapsie.
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Spis tabel

Tabela 1. Autyzm syndromiczny — choroby wspotwystepujace z ASD oraz ich wybrane
cechy kliniczne.

Tabela 2. Klasyfikacja genow neuroligin i neureksyn na podstawie sity korelacji z
wystepowaniem ASD u ludzi wedhug baz danych SFARI i AutismKb.

Tabela 3. Nazwy i funkcje wybranych genéw, w ktorych zmiany genetyczne koreluja z
wystapieniem ASD.

Tabela 4. Sekwencja nukleotydowa starterow uzytych do genotypowania myszy.
Tabela 5. Program reakcji odwrotnej transkrypcji w termocyklerze Bio-rad.

Tabela 6. Nazwy komercyjnie dostepnych sond TagMan uzytych do reakcji qRT-PCR w
rozprawie doktorskiej.

Tabela 7. Program reakcji ilo§ciowego PCR w czasie rzeczywistym w termocyklerze
Roche.

Tabela 8. Sekwencje nukleotydowe starterow uzytych do stworzenia antysensownych i
sensownych sond oligonukleotydowych do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.
Tabela 9. Lista uzytych do doswiadczen przeciwcial pierwszorzgdowych wraz z ich
rozcienczeniem, numerem katalogowym i nazwg producenta.

Tabela 10. Liczba sekwencji bogatych w guaning tworzacych strukture G-kwartetu w
szczurzych transkryptach Nigni, NIgn2, Nlgn3 zidentyfikowanych za pomocg programu
QGRS Mapper.

Tabela 11. Przypuszczalne miejsca cigcia mysiej sekwencji aminokwasowej NLGNI,
NLGN2 i NLGN3 przez enzym MMP-9 w obrebie domeny kotwiczacej, w ktorej
potwierdzono miejsce cigcia NLGN1 przez enzym MMP-9 zidentyfikowane przez serwer
PROPSERous.
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Wykaz stosowanych skrotow

aa
AChE

ADAM10

ADHD

AMPA

AMPAR

ANOVA

APS

APV

ASD

ATP

BCA

CAM

CaMKIlI

CASK

cDNA

CNV
COS

D396X

DIV

Sekwencja aminokwasowa (ang. aminoacid sequence)

Domena homologiczna do acetylocholinesterazy (ang. acetylcholinesterase-
homology domain)

Biatko zawierajace domene dezyintegryny i metaloproteinazy 10 (ang. A
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10)

Zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. attention
deficit hyperactivity disorder)

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

Receptor kwasu glutaminowego i AMPA, kanat jonowy (ang. AMPA receptor)
Analiza wariancji (ang. analysis of variance)

Nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

Kwas DL-2-amino-5-fosfonowalerianowy (ang. (2R)-amino-5-
phosphonovaleric acid)

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorder)
Adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

Kwas bicinchonowy (ang. bicinchonic acid)

Bialko adhezji komorkowej (ang. cell adhesion molecule)

Kinaza biatkowa zalezna od wapnia i kalmoduliny typu II (ang.
calcium/calmodulin-dependent protein kinase 1)

Biatkowa kinaza serynowa zalezna od wapnia i kalmoduliny z rodziny
MAGUK (ang. calcium/calmodulin dependent serine protein kinase)
Komplementarny DNA uzyskany w wyniku odwrotnej transkrypcji RNA (ang.
complementary DNA)

Polimorfizm liczby kopii DNA (ang. copy numer variation)

Linia komorek podobnych do fibroblastow z matpiej tkanki nerkowej (ang.
cells being CV-1 (simian) in Origin, and carrying SV40 genetic material)
Mutacja wprowadzajaca kodon STOP na miejsce kwasu asparaginowego W
pozycji 396 sekwencji aminokwasowej

Dzien hodowli in vitro (ang. day in vitro)
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DMSO
DNA
dNTP
DSM-5

DTT
ECM
EDTA
EEG
EGF
elF4E
ELFN

EPSC
ERK

FXS
FXTAS

Fmrl

Fmrl KO
FMRP

FPKM

GABA

GUK

GSK-3

HBSS

Dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
Deoksyrybonukleotyd (ang. deoxyribonucleotide)

Kryteria diagnostyczne zaburzen psychicznych (ang. diagnostic and statistical
manual of mental disorders — version 5)

Ditiotreitol (ang. dithiothreitol)

Macierz zewnatrzkomorkowa (ang. extracellular matrix)

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
Elektroencefalografia (ang. electroencephalography)

Naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

Eukariotyczny czynnik inicjacji 4E (ang. eukaryotic initiation factor 4E)
Bialko zawierajace zewnatrzkomorkowe powtdrzenia bogate w leucyne i
fibronektyne¢ (ang. extracellular leucine-rich repeat fibronectin containing)
Pobudzajgce prady postsynaptyczne (ang. excitatory postsynaptic currents)
Kinazy MAP regulowane przez sygnaty zewnatrzkomorkowe (ang.
extracellular signal-regulated kinases)

Zespot tamliwego chromosomu X (ang. fragile X syndrome)

Zespot drzenia i ataksji zwigzany z tamliwym chromosomem X (ang. fragile X-
associated tremor/ataxia syndrome)

Gen kodujacy biatko zespotu tamliwego chromosomu X (ang. fragile X mental
retardation 1)

Myszy pozbawione ekspresji genu fmrl (ang. fmrl gene knock-out)

Bialtko zespotu tamliwego chromosomu X (ang. fragile X mental retardation
protein)

Zsekwencjonowane fragmenty na kilobaze sekwencji transkryptu na milion
zmapowanych fragmentéw (ang. fragments per kilobase of transcript sequence
per million mapped fragments)

Kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

Kinaza guanylanowa (ang. guanylate kinase)

Kinaza syntazy glikogenu 3 (ang. glycogen synthase kinase 3)

Godzina (ang. hour)

Zbilansowany roztwor soli Hanka (ang. Hank’s balanced salt solution)
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HEK293

HITS-

CLIP

hnRNP

ICD-11

kDa

KH

Kl

KO

LNS

LRRTM

LTD

LTP

MDGA

mGIuR

Min
mIPSC

MMP

MRNA
NES

Linia embrionalnych komorek ludzkiej nerki (ang. human embryonic kidney
293 cells)

Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie po immunoprecypitacji i sieciowaniu
za pomoca $wiatla ultrafioletowego (ang. high-thoughput sequencing of cross-
linking immunoprecipitation)

Heterogenne rybonukleoproteiny jadrowe (ang. heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins)

Miedzynarodowa klasyfikacja choréb (ang. international classification of
diseases — version 11)

Probki RNA wspotwytracane z przeciwciatem (ang. immunoprecypitate)
Kilodalton, jednostka masy atomowej, tysigc daltonéw (ang. kilodalton)
Domena homologii K (ang. K homology domain)

Model zwierzecy z wprowadzong mutacja wybranego genu (ang. knock-in)
Model zwierzecy pozbawiony ekspresji wybranego genu (ang. knock-out)
Domena sktadajaca si¢ z lamininy, neureksyny, globuliny wigzacej hormon ptci
(ang. laminin, neurexin, sex hormone-binding globulin)

Neuronalne biatko transbtonowe bogate w powtorzenia leucyny (ang. leucine-
rich repeat transmembrane neuronal protein)

Dhugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long-term depression)

Dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation)

Biatko kotwiczace zawierajace domeng MAM (ang. MAM domain-containing
glycosylphosphatidylinositol anchors)

Metabotropowy receptor dla glutaminianu (ang. metabotropic glutamate
receptor)

Minuta (ang. minute)

Miniaturowe hamujace prady synaptyczne (ang. miniature inhibitory
postsynaptic currents)

Metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. matrix
Metalloproteinase)

Matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

Sygnat eksportu jadrowego (ang. nuclear export signal)

Lignady G netryny (ang. netrin-G ligands)
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NGL
NGS
NLGN
NLS
NMDA
NMDAR
NRXN
ns

OPC
PO

PBS

PCR
PDZ

PFA
PSD-95
pz
gRT-PCR
R451C
R704C
Rcf

RGG box

RNA
RNP
RT
Sek.
SEM
SDS

Surowica krwi kozy (ang. normal goat serum)

Neuroligina (ang. neuroligin)

Sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal)

Kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartate acid)

Receptor kwasu glutaminowego, kanat jonowy (ang. NMDA receptor)
Neureksyna (ang. neurexin)

Wynik nieistotny statystycznie (ang. not statistically significant)

Komoérka prekursorowa oligodendrocytu (ang. oligodenrocyte precursor cell)
Osesek w dniu urodzenia (ang. postnatal day 0)

Roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanem (ang. phosphate-buffered
saline)

Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

Domena wigzaca biatka zawierajace motyw PDZ (ang. post synaptic density
protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (DIgl), and Zonula
occludens-1 protein (Zo-1))

Paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

Bialko gestosci postsynaptycznej 95 (ang. postsynaptic density protein-95)
Liczba par zasad (ang. base pair)

Ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real time PCR)
Mutacja skutkujgca zmiang aminokwasu z argininy na cysteing W pozycji 451
Mutacja skutkujaca zmiang aminokwasu z argininy na cysteing W pozycji 704
Wzgledne przyspieszenie odSrodkowe rownowazne przecigzeniu liczonym jako
wielokrotnos$¢ przyspieszenia ziemskiego g (ang. relative centrifugal force)
Domena biatka wigzaca sekwencje RNA tworzaca G-kwartet sktadajaca sie z
powtdrzen argininy i glicyny (ang. arginine, glycine, glycine)

Kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

Granula rybonukleoproteinowa (ang. ribonucleoprotein particle)
Temperatura pokojowa (ang. room temperature)

Sekunda (ang. second)

Sredni blad $redniej arytmetycznej (ang. standard error of the mean)
Dodecylosiarczan sodu, detergent jonowy (ang. sodium dodecyl sulfate)

Elektroforeza biatek w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych
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SDS-
PAGE
SH3
shRNA

SS
SSC
TACE

TARP

TEMED

™
TRIS
UTR
WT

(ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Domena homologii 3 SRC (ang. SRC homology 3 domain)

Krotkie czgsteczki RNA o0 drugorzedowej strukturze szpilki do wlosow (ang.
short hairpin RNA)

Miejsce alteratywnego sktadania (ang. alternative splicing site)

Bufor soli fizjologicznej z cytrynianem sodu (ang. saline-sodium citrate buffer)
Enzym konwertujgcy czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis
factor a-converting enzyme)

Transbtonowe biatka regulatorowe receptorow AMPA (ang. transmembrane
AMPAR regulatory protein)

N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina (ang. N,N,N’,N -
tetramethylethylenediamine)

Domena transblonowa (ang. transmembrane domain)
Trihydroksyaminometan (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane)

Obszar mRNA nieulegajacy translacji (ang. untranslated region)

Myszy o genotypie dzikim (ang. wild type)
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Streszczenie w jezyku polskim

Synapsy s3 wysoce wyspecjalizowanymi miejscami interakcji pomiedzy dwiema
komoérkami nerwowymi. Prawidlowe potaczenie synaptyczne jest mozliwe dzigki
wystepowaniu po stronie pre- i postsynaptycznej biatek adhezyjnych. Kluczowg role w
tym procesie odgrywa interakcja postsynaptycznych neuroligin z presynaptycznymi
neureksynami. Badania ostatnich lat wskazuja na istotny udziat neuroligin nie tylko w
utrzymaniu fizycznego pomostu zapewniajgcego stabilno$¢ synapsy, ale przede
wszystkim w regulacji prawidtowego przewodnictwa synaptycznego.

Zaburzenia w regulacji poziomu biatek synaptycznych moga prowadzi¢ do
dysfunkcji synaps. Wykazano, ze mutacje w genach neuroligin koreluja z
wystepowaniem zaburzen ze spektrum autyzmu. Badania na poziomie molekularnym
wykazaty, ze odkryte mutacje zaburzajg synaptyczng lokalizacje neuroligin oraz skutkuja
nieprawidlowos$ciami w przekazywaniu sygnatu. Niedawno zasugerowano, ze proces
cigcia proteolitycznego moze by¢ czynnikiem regulujacym poziom neuroligin na
synapsie. Wykazano, ze NLGN1 ulega cigciu przez dwie proteazy synaptyczne: MMP-9
oraz ADAM-10. Ponadto, dowiedziono, Ze przecigty fragment NLGN3 jest mitogenem
stymulujagcym wzrost nowotworow mozgu. Niemniej jednak doktadny mechanizm
obrobki proteolitycznej neuroligin pozostawal nieznany, tak samo jak proteazy
uczestniczace w procesie cigcia innych izoform neuroligin.

Zespot famliwego chromosomu X (FXS) jest chorobg monogenowa zaliczana do
syndromicznych zaburzen ze spektrum autyzmu oraz drugg po zespole Downa przyczyna
niepetnosprawnosci intelektualnej na Swiecie. Bezposrednig przyczyng choroby jest
dynamiczna mutacja w genie fmrl, ktéra powoduje brak ekspresji biatka zespotu
famliwego chromosomu X (FMRP). FMRP jest biatkiem wigzacym RNA ulegajacym
silnej ekspresji w neuronach, ktorego podstawowg funkcjg jest hamowanie synaptycznej
translacji mRNA. Brak regulacji translacji przez biatko FMRP prowadzi do
nieprawidlowej ekspresji wielu waznych synaptycznych biatek kluczowych dla
funkcjonowania neuronéw, prawidlowego przekaznictwa synaptycznego i plastycznos$ci
synaptycznej. Pomimo wielu lat badan nad podtozem zespotu tamliwego chromosomu X
wcigz nie zostal poznany mechanizm zmian zachodzacych na poziomie komorkowym
pozwalajacy na zaproponowanie odpowiedniej strategii terapeutycznej i efektywnego

leczenia.
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Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie molekularnych
mechanizméw regulujacych poziom neuroligin — gendéw zwigzanych zaréwno z
autyzmem jak i nowotworami — w synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole
tamliwego chromosomu X.

Pierwszym celem badan byla ocena poziomu ekspresji neuroligin (mRNA oraz
biatka) w synaptoneurosomach myszy o genotypie dzikim i Fmrl KO. Ocen¢ poziomu
biatka neuroligin przeprowadzono réwniez w pierwotnych hodowlach komorek
neuronalnych hipokampa. Udowodniono, ze poziom bialkka NLGN1 i NLGN3 jest
podwyzszony w synapsie myszy Fmrl KO, podczas gdy poziom mRNA Nlgnl, Nign2 i
NIgn3 nie rézni si¢ pomiedzy genotypami myszy WT i Fmrl KO. To zadanie bylo
kluczowe, gdyz pozwolilo sformutowaé teze, ze podwyzszony poziom neuroligin jest
wynikiem zwigkszonej translacji synaptycznej tych biatek u myszy Fmrl KO. Kolejnym
celem bylo zbadanie interakcji biatka FMRP z mRNA Nlgn1, NIgn2 i NIgn3. Za pomoca
metody wspotwytracania RNA oraz fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ wykazano, ze
biatko FMRP oddziatuje z mRNA Nlgnl, Nign2 i NIgn3 w neuronach. Nastgpnie,
uzywajac metody chemicznego sieciowania bialek powierzchniowych przeprowadzono
charakterystyke zaleznej od aktywnos$ci synaptycznej dystrybucji neuroliginy 1, 2 oraz 3
w czesSci wewnatrzkomorkowej 1 zewnatrzkomodrkowej synapsy. Te badania wykazaly,
ze brak biatka FMRP w zespole famliwego chromosomu X prowadzi do zwigkszonej
inkorporacji neuroliginy 1 oraz 3 do btony postsynaptycznej. Ponadto, dowiedziono, iz
wszystkie izoformy neuroligin  — NLGNI1, NLGN2, NLGN3 ulegaja cigciu
proteolitycznemu na synapsiec w warunkach fizjologicznych. Proces obrobki
proteolitycznej neuroligin jest zalezny od aktywacji synaptycznej 1 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 tamliwego chromosomu X. W koncowym etapie badan podjeto
probe doktadniejszego wyjasnienia tego mechanizmu regulujacego poziom neuroligin w
synapsie. W tym celu przeprowadzono wstepng identyfikacje proteaz odpowiedzialnych
za cigcie neuroligin w synaptoneurosomach. Wyniki tych eksperymentéw wskazujg na
udzial proteazy MMP-13 w obrobce proteolitycznej biatek neuroligin.

Podsumowujac, wyniki zgromadzone w tej pracy doktorskiej wskazuja, ze poziom

ekspresji neuroligin na synapsie jest zalezny od dwoch czynnikdéw: kontroli translacji
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mRNA neuroligin przez biatko FMRP oraz regulacji przez proces cigcia proteolitycznego
biatek neuroligin. Powyzsze wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat funkcji synapsy w
warunkach fizjologicznych na poziomie molekularnym. Ponadto, prezentujg mechanizm,
za pomocg ktorego brak biatka FMRP moze przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowego
poziomu biatek zwigzanych z zaburzeniami ze spektrum autyzmu. Co wigcej, uzyskane
dane moga wskaza¢ Sciezki do opracowania nowych strategii terapeutycznych w

przysztosci.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Synapses are highly specialized sites of interaction between two nerve cells. Proper
synaptic connection is possible due to the presence of cell adhesion proteins on the pre-
and postsynaptic side. The interaction of postsynaptic neuroligins with presynaptic
neurexins plays a key role in this process. Studies in recent years indicate a significant
role of neuroligins not only in maintaining the physical bridge that ensures the stability

of the synapse, but above all in the regulation of proper synaptic transmission.

Disturbances in the regulation of synaptic protein level can lead to synaptic dysfunction.
It has been revealed that mutations in neuroligin genes correlate with the occurrence of
autism spectrum disorders. Further research at the molecular level has shown that the
discovered mutations disrupt the synaptic localization of neuroligins and result in
impaired signal transduction. It has recently been suggested that the proteolytic cleavage
process may be a factor regulating the level of neuroligins at the synapse. NLGN1 has
been shown to be cleaved by two synaptic proteases: MMP-9 and ADAM-10. Moreover,
the cleaved NLGN3 fragment proved to be a mitogen stimulating the growth of brain
tumors. Nevertheless, the exact mechanism of the proteolytic shedding of neuroligins
remained unknown, as did the proteases involved in cleaving other isoforms of

neuroligins.

Fragile X syndrome (FXS) is a monogenic disease classified as syndromic autism
spectrum disorder and the second cause of intellectual disability in the world after Down's
syndrome. The direct cause of the disease is a dynamic mutation in the fmrl gene that
results in the lack of the fragile X mental retardation protein (FMRP) expression. FMRP
is an RNA-binding protein highly expressed in neurons. FMRP’s primary function is to
inhibit synaptic translation of mMRNA. The failure to regulate translation by FMRP leads
to the impaired expression of many important synaptic proteins essential to neuronal
function, proper synaptic transmission and plasticity. Despite many years of research on
the basis of the fragile X syndrome, the mechanism of changes taking place at the cellular
level has not yet been fully understood, not allowing for the implementation of an

appropriate therapeutic strategy and effective treatment.
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The main goal of this research was to investigate the molecular mechanisms regulating
the level of neuroligins — genes associated with both autism and cancer — in the synapse

under physiological conditions and in the fragile X syndrome.

The first aim of the study was to assess the level of neuroligins expression (MRNA and
protein) in the synaptoneurosomes isolated from wild type and Fmrl KO mice.
Assessment of neuroligins protein level was also performed in primary cultures of
hippocampal neuronal cells. It has been proved that the level of NLGN1 and NLGN3
protein is increased in the synapse of Fmrl KO mice, while the level of Nign1, Nign2 and
NIgn3 mRNA does not differ between the genotypes of wild type and Fmrl KO mice.
This task was crucial as it led to the research hypothesis that the increased level of
neuroligins was the result of increased synaptic translation of these proteins in synapses
of the Fmrl KO mice. Another goal was to study the interaction of FMRP with Nlgn1,
NIgn2 and NIgn3 mRNA. Using RNA co-immunoprecipitation and fluorescent in situ
hybridization methods, it was confirmed that FMRP interacts with Nlgnl, Nlgn2 and
Nlgn3 mRNAs in neurons. Then, using the method of chemical in situ crosslinking of
surface proteins, the characterization of the activity-dependent synaptic distribution of
neuroligin 1, 2 and 3 in the intracellular part and at the surface of postsynaptic membrane
of the synapse was performed. These studies showed that the lack of FMRP in the fragile
X syndrome leads to increased incorporation of neuroligin 1 and 3 into the postsynaptic
membrane. Moreover, it has been proved that all neuroligin isoforms - NLGN1, NLGNZ2,
NLGN3 undergo proteolytic cleavage at the synapse under physiological conditions. The
process of proteolytic processing of neuroligins depends on synaptic activity and occurs
as early as 2.5 minutes after neuronal stimulation. Moreover, it has been shown that
proteolytic cleavage of neuroligin proteins also occurs at synapses of Fmrl KO mice,
what suggests that this process is not fully impaired in the fragile X syndrome. At the
final stage of the research, an attempt was made to explain this mechanism regulating the
level of neuroligins in the synapse in more detail. For this purpose, the preliminary
identification of proteases responsible for cleavage of neuroligins in synaptoneurosomes
was performed. The results of these experiments indicate the role of the MMP-13 protease
in the proteolytic shedding of the neuroligin proteins.

In summary, the results gathered in this dissertation indicate that the expression level of

neuroligins in the synapse depends on two factors: the control of neuroligin mRNA
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translation by the FMRP and regulation by the proteolytic cleavage of neuroligin proteins.
The presented results broaden our understanding of synapse function under physiological
conditions at the molecular level. Moreover, they present the mechanism by which the
lack of FMRP may contribute to abnormal levels of proteins associated with autism
spectrum disorders. Moreover, the obtained data may indicate pathways for the
development of new therapeutic strategies in the future.
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1. Wstep
1.1. Komérka nerwowa i synapsa

Komorki nerwowe znacznie r6znig si¢ od innych komoérek w organizmie. Neuron
sktada si¢ z ciala komorki (zwanego réwniez perikarionem lub somg) z jadrem
komorkowym oraz wypustek: aksonu i dendrytow (Rycina 1). Akson jest rozgal¢ziona
wypustka, ktora moze sigga¢ dlugosci nawet Kilku metrow, dzigki czemu zapewnia
kontakt z inng komoérka (nerwowa, miesniowa lub gruczotows) (Azarfar et al. 2018).
Dendryty tworza mniej lub bardziej rozbudowane drzewo dendrytyczne. Pomigdzy
dendrytem i aksonem tworzg si¢ synapsy, bedace wysoce wyspecjalizowanymi miejscami
styku pomigdzy dwiema komorkami nerwowymi. Cze$¢ postsynaptyczna nalezy do
dendrytu, a cze$¢ presynaptyczna zawierajaca neuroprzekazniki nalezy do aksonu. W
zalezno$ci od obecnosci charakterystycznych bialek w czesci postsynaptycznej Synapsy
sa klasyfikowane na pobudzajace (glutaminergiczne) i hamujace (GABAergiczne).
Synapsy pobudzajace zawieraja biatko gestosci postsynaptycznej (ang. postsynaptic
density protein 95, PSD-95), a w synapsach hamujacych czg¢$¢ postsynaptyczna zawiera
biatko strukturalne gefryn¢ (ang. gephyrin) (Choquet and Triller 2013). Wzajemny
fizyczny kontakt komorek nerwowych odbywa si¢ poprzez szczeling synaptyczna.
Potaczenie czgsci pre- 1 postsynaptycznej jest mozliwe dzigki obecnosci biatek
adhezyjnych, do ktorych nalezg postsynaptyczne neuroliginy i ich presynaptyczny partner
neureksyny (Schreiner et al. 2017).

synapsa

czgsé
presynaptyczna

®E

neuroprzekainil

dendryty
receptor

czgsc
postsynaptyczna

zakoriczenie
aksonu

neuron

Rycina 1. Schemat komorki nerwowej i Synapsy.
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1.2. Biologia przekazywania impulsu nerwowego

Nadrzedng funkcja komodrek nerwowych jest przekazywanie oraz przetwarzanie
informacji w postaci sygnatéw elektrycznych - impulsow nerwowych, ktére sa
krotkotrwatymi zmianami potencjalu blony komoérkowej neuronu. W stanie
niepobudzonym neuron posiada tzw. ,,potencjat spoczynkowy”. W synapsie chemicznej
w wyniku pobudzenia neuronalnego przez odpowiednio silny bodziec dochodzi do
uwolnienia neuroprzekaznikoéw z zakonczenia aksonu do szczeliny synaptycznej i
powstania potencjatu czynnosciowego. Wyrdzniamy neuroprzekazniki pobudzajace i
hamujace, ktorych dziatanie jest przeciwstawne (Sheng 2003).

Uwolnienie neuroprzekaznikow pobudzajacych (np. acetylocholiny, glutaminianu,
asparaginianu, noradrenaliny, adrenaliny, dopaminy, histaminy czy somatostatyny)
prowadzi do ich wychwytu przez receptory w blonie postsynaptycznej, depolaryzacji
btony postsynaptycznej (pobudzenia) i w konsekwencji do przekazania impulsu
nerwowego z komorki do komorki. Z kolei, gdy uwolnione zostang neuroprzekazniki
hamujace, takie jak np. kwas y-aminomastowy (kwas GABA), glicyna, alanina czy
peptyd enkefalina skutkuje to hiperpolaryzacja btony postsynaptycznej, czyli obnizeniem
potencjatu komoérki nerwowej i zmniejszeniem zdolno$ci tego neuronu do przekazywania
impulsow. Wsrod najwazniejszych receptoréw, z ktéorymi oddziatujg neuroprzekazniki
po stronie postsynaptycznej wymienia si¢ receptory dla glutaminianu: jonotropowe N-
metylo-D-asparaginowe (NMDA) [ a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowe (AMPA), kainianowe (KARs), metabotropowe receptory dla
glutaminianu (MGIuR1g) oraz receptory GABAergiczne (GABAA, GABAg, GABAC).
Przekazanie sygnatu nerwowego nie byloby mozliwe gdyby nie blisko$¢ obu zakonczen

nerwowych warunkowana obecnoscig biatek adhezyjnych na synapsie (Sheng 2003).
1.3. Plastyczno$¢ strukturalna i plastyczno$¢ synaptyczna

Synapsy pobudzajace osadzone sg na zakonczeniach dendrytoéw — na niewielkich,
ale wysoce wyspecjalizowanych wypustkach zwanych kolcami dendrytycznymi (Bagni
et al. 2012). Jak pokazano na rycinie 2, kolce dendrytyczne moga przybiera¢ rdzne
ksztatty w zalezno$ci od stopnia dojrzatosci (plastycznos¢ rozwojowa). Umowny podziat
wyroznia: podtuzne filopodia (ang. filopodium), kolce niedojrzate (ang. thin spines),

kolce grzybkowate (ang. mushroom spines), kolce przysadziste (ang. stubby spines) oraz
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kolce rozgatezione (ang. branched spines) (Hering and Sheng 2001). Wydtuzone i cienkie
kolce dendrytyczne sg niedojrzate i nie tworzg synapsy. Podczas procesu dojrzewania
nastepuje zmiana ich ksztattu na grzybkowaty lub przysadzisty, co odbywa si¢ przez
skrocenie nozki i powickszenie $rednicy gltowki (Dansie and Ethell 2011). Synapsa na
kazdym dojrzatym kolcu dendrytycznym funkcjonuje jako autonomiczna struktura,
zdolna do przekazywania sygnaldéw w zaleznosci od aktywacji synaptycznej, ale
niezaleznie od synaps zlokalizowanych na innych kolcach. Od liczby oraz sity
wytworzonych w ten sposob polaczen synaptycznych zaleza m.in. procesy uczenia si¢ 1

przechowywania informacji w postaci pamieci (Dansie and Ethell 2011).

zakoriczenia aksonow

I
ma[ierzxy

ewnatrzkomorkowa / LQ

przebudowa przebudowa

= )(

dojrzewanie dolrzewanle

filopodium niedojrzaty 1 grzybkowaty przysadmst\; .
dojrzaly

kolec dendrytyczny |
L

zakoriczenia dendrytow

Rycina 2. Rodzaje kolcow dendrytycznych i schemat ich dojrzewania oraz przebudowy.
Zmodyfikowano z (Dansie and Ethell 2011).

Zdolnos$¢ neurondéw do tworzenia nowych potaczen oraz reorganizacji i adaptacji
sity synaps juz istniejacych okreslamy mianem plastycznosci synaptycznej, a w szerszym
kontekscie plastycznoscig strukturalng mozgu. Co istotne, proces ten zachodzi rowniez w
dojrzalym mozgu stanowigc podstawe uczenia si¢ oraz tworzenia pamigci dtugotrwate;j
nawet w p6znych latach zycia. Plastycznos¢ synaptyczna jest opisywana jako dlugotrwate
wzmocnienie lub oslabienie sily potaczen migdzy neuronami, ktére zachodzi w wyniku
aktywnos$ci synaptycznej jako skutek szeregu molekularnych i morfologicznych zmian.
Kluczowym aspektem plastycznos$ci synaptycznej jest lokalna synteza nowych biatek w
synapsie. Wsrod nich wyr6zniamy biatka uczestniczace w transporcie mRNA i innych
bialek, w kaskadach sygnatowych jak np. kinaza biatkowa zalezna od wapnia i
kalmoduliny (CAMKIIa) i kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK-3) oraz biatka modyfikujace
zdolno$¢ receptorow NMDA, AMPA, mGIuR do przekazywania sygnatu. Obecnie
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wiadomo, ze bezposredni wptyw na zmiane ksztaltu kolcow maja biatka takie jak PSD-
95, ale tez komponenty macierzy zewnatrzkomoérkowej (Wlodarczyk et al. 2011),
pozostajace w statym i Scistym kontakcie z powierzchnig synaps, jak rowniez liczba i sita

oddziatywania biatek adhezyjnych na synapsie (Jang, Lee, and Kim 2017).
1.4. Bialka adhezyjne na synapsie

Prawidlowe polaczenie synaptyczne jest mozliwe dzigki wystepowaniu po stronie
pre- 1 postsynaptycznej biatek adhezyjnych taczacych ze soba dwie strony synapsy.
Kluczowa rolg¢ w tym procesie odgrywa interakcja neuroligin z neureksynami (Jang, Lee,
and Kim 2017). Do innych znanych biatek adhezyjnych (ang. cell adhesion molecules,
CAMs) nalezg: N-kadheryny, dystroglikan, LRRTMs (leucine-rich
repeat transmembrane neuronal proteins), MDGAs (MAM domain-containing
glycosylphosphatidylinositol anchors), 1gSF11 (immunoglobulin superfamily member
11), SALM1 (synaptic adhesion-like molecule), NGLs (netrin-G ligands), synCAM
(synaptic  cel  adhesion  molecule), Elfnl  (extracellular  leucine-rich
repeat fibronectin containing 1) i teneuryny (Rudenko 2017). Ztozono$¢ synapsy

pobudzajacej oraz hamujacej wraz z przyktadowymi biatkami adhezyjnymi i receptorami

przedstawiono na rycinie 3.

kompleksy biatek synaptycznych
s )

e — ——__—.

czesc postsynaptyczna

Rycina 3. Schemat synapsy prezentujacy ztozono$¢ synapsy pobudzajacej (po lewej) i
hamujacej (po prawej) wraz z niektorymi biatkami adhezyjnymi oraz receptorami. Na
podstawie (Baudouin and Scheiffele 2010).
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1.5. Charakterystyka bialek neuroligin

1.5.1. Synaptyczna specyfikacja neuroligin

Neuroliginy (NLGN) sa biatkami adhezji komorkowej zlokalizowanymi w btonie
postsynaptycznej synapsy (Sudhof 2008). Neuroliginy zostaly po raz pierwszy opisane
jako biatka oddziatujace z B-neureksynami — biatkami zlokalizowanymi po stronie
presynaptycznej (Ichtchenko et al. 1995). Odkrywca tych biatek jest Thomas C. Siidhof,
obecnie profesor na Uniwersytecie Stanforda, ktory otrzymat nagrod¢ Nobla w dziedzinie
fizjologii i medycyny w 2013 roku za odkrycia dotyczace maszynerii regulujacej
transport pecherzykowy. U myszy neuroliginy sg kodowane przez cztery geny: Nlgnl,
Nlgn2, Nign3, Nign4 (Ilchtchenko, Nguyen, and Sudhof 1996; Sudhof 2008). U ludzi
wystepuje dodatkowo gen NIgndY. Trzy homologiczne izoformy NLGN1, NLGNZ2 i
NLGN3 ulegaja ekspresji na wysokim poziomie w mdzgu gryzoni i sg silnie zachowane
w ewolucji (Ichtchenko, Nguyen, and Sudhof 1996). Z kolei poziom ekspresji NLGN4 w
mozgu Myszy jest znacznie nizszy i jest ona mniej zachowana w ewolucji, co
uniemozliwia ekstrapolacj¢ wynikow uzyskanych na mysich modelach NLGN4 na
ludzkie neurony (Bolliger et al. 2008; Marro et al. 2019). Pomimo mozliwosci
wspotwystepowania neuroligin w tym samym neuronie, poszczegodlne izoformy
neuroligin petnig specyficzne funkcje w zaleznosci od typu Synapsy, na powierzchni
ktorej ulegaja ekspresji (Chanda et al. 2017).

Jak pokazano na rycinie 4, NLGN1 jest obecna na synapsach pobudzajacych (Song
et al. 1999; Chubykin et al. 2007), NLGN2 i NLGN4 na synapsach hamujacych
(Varoqueaux, Jamain, and Brose 2004; Chubykin et al. 2007; Poulopoulos et al. 2009;
Hammer et al. 2015; Hoon et al. 2011), podczas gdy NLGN3 wystgpuje na obu typach
synaps w centralnym uktadzie nerwowym (Budreck and Scheiffele 2007; Poulopoulos et
al. 2012). Dowiedziono, ze te trzy izoformy neurolign ulegaja ekspresji w wielu rejonach
ludzkiego moézgu (http://human.brain-map.org/) oraz mysiego (http://mouse.brain-
map.org/) jak na przyktad: hipokamp, kora mézgowa, wzgorze, prazkowie i mézdzek
(Jones, Overly, and Sunkin 2009). U myszy NLGN4 zlokalizowana jest na synapsach
glycinergicznych wzgorza, pnia mozgu, rdzenia krggowego i siatkowki (Hoon et al.
2011), podczas gdy u ludzi NLGN4 umiejscowiona jest gldéwnie na synapsach
pobudzajacych w korze mozgowej (Marro et al. 2019).
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Rycina 4. Lokalizacja poszczegolnych izoform neuroligin na synapsach pobudzajgcych
1 hamujacych.

1.5.2. Domenowa budowa neuroligin

Neuroliginy sa biatkami transbtonowymi z N-koncem umiejscowionym w
szczelinie synaptycznej i C-koncem zakotwiczonym w blonie postsynaptycznej. Od
strony N-konca neuroliginy posiadajag dlugi region zewnatrzkomoérkowy z domeng
homologiczna do acetylocholinoesterazy (AChE), ktory zawiera region odpowiedzialny
za dimeryzacje. Nastgpnie wystepuje region ulegajacy silnej glikozylacji oraz domena
kotwiczaca w btonie komorkowej (Rycina 5). Krotki C-koniec zawiera domene wigzaca
PDZ klasy |, przez ktérg neuroliginy obecne na synapsach oddzialujg z biatkami
strukturalnymi wchodzacymi w sktad gestosci postsynaptycznej: PSD-95 na synapsach
pobudzajacych i gefryng na synapsach hamujacych (Giannone et al. 2013), wplywajac
posrednio na dziatanie receptorow takich jak jonotropowe receptory dla kwasu
glutaminowego AMPA i NMDA (Jang, Lee, and Kim 2017). Domena
zewnatrzkomorkowa jest silniej zachowana pomiedzy izoformami neuroligin niz domena
cytoplazmatyczna (Bemben, Shipman, et al. 2015). Wykazano, ze kazda z domen w inny
sposob wplywa na wlasciwos$ci neuroligin, co jest zalezne od typu synapsy, na ktorej to
biatko sie znajduje (Nguyen, Horn, and Nicoll 2016).

Cztery geny kodujace neuroliginy, proces alternatywnego sktadania oraz
modyfikacje potranslacyjne wplywaja na powstanie wariantoéw neuroligin, ktére petnig

specyficzne funkcje dostosowane do danej synapsy (Sudhof 2008). Domena
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zewnatrzkomorkowa zawiera dwa alteratywne miejsca skladania ssA 1 ssB, ktore
wplywaja na specyfike oddziatywania neuroligin z biatkami presynaptycznymi i funkcje
synaptyczne. Wariant sktadania ssB jest obecny tylko w neuroliginie 1 (Chih, Gollan, and
Scheiffele 2006; Ichtchenko, Nguyen, and Sudhof 1996). Dodatkowa kontrola ekspresji
gendw neuroligin nastgpuje poprzez modyfikacje potranslacyjne (Jeong, Paskus, and
Roche 2017). Zalicza si¢ do nich glikozylacje, liczne fosforylacje np. przez CAMKI|I oraz
sugerowane ciecie proteolityczne majace wptyw na funkcje tych biatek (Chubykin et al.
2007; Bemben et al. 2014).
™

ssA  *ssB

R

PDZ
I

A

R451C R704C

Rycina 5. Domenowa budowa biatek neuroligin. Biatka neuroligin sktadajg si¢ z trzech
domen: homologicznej do acetylocholinesterazy (AChE), transbtonowej (TM) i domeny
wigzgcej bialka zawierajace motyw PDZ. Zaznaczono miejsca alternatywnego sktadania
MRNA ssA i ssB (*ssB wystepuje tylko w NLGN1) oraz miejsca wykrytych mutacji
korelujacych z zaburzeniami ze spektrum autyzmu. Na podstawie (Cao and Tabuchi

2017).

1.5.3. Dimeryzacja neuroligin i kierowanie na blone postsynaptyczna

Wykazano, ze neuroliginy obecne na blonie postsynaptycznej funkcjonuja w
postaci dimerow (Comoletti et al. 2003). Proces dimeryzacji zachodzi w retikulum
endoplazmatycznym, gdzie mogg powsta¢c homodimery  NLGNI1/NLGNI,
NLGN2/NLGN2, NLGN3/NLGN3 lub heterodimery neuroligin  zawierajace
NLGN1/NLGN3 i NLGN2/NLGN3 (Poulopoulos et al. 2012; Budreck and Scheiffele
2007). Istniejg tez wstepne doniesienia o wystepowaniu $ladowej ilosci dimerow
NLGN1/NLGN2 (Poulopoulos et al. 2012). Ze wszystkich rodzajow heterodimerow
NLGNI1/NLGN3 s3a najpowszechniejsze w mdzgu, co zaobserwowano analizujac ich
wystepowanie w neuronach hipokampa, prazkowia oraz mézdzku (Poulopoulos et al.
2012). Bioragc pod uwage lokalizacje neuroligin na pobudzajacych lub hamujacych

synapsach, mozna przypuszczac, ze oligomeryzacja neuroligin stanowi proces regulujacy
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ich dziatanie na tych synapsach. Podsumowanie dotychczasowej wiedzy o dimeryzacji

neuroligin przedstawiono na rycinie 6.

Potwierdzone dimery Przypuszczalne dimery Niezbadane dimery

RIS L B

4-4 4-

Rycina 6. Zestawienie stanu obecnej wiedzy na temat dimeryzacji neuroligin.

Powstate w aparacie Golgiego dimery neuroligin sa nastgpnie poprzez system
pecherzykow wydzielniczych kierowane na btong postsynaptyczna, gdzie petnia funkcje
synaptyczne. Udowodniono, ze kierowanie NLGN1 oraz prawdopodobnie NLGN3 na
btong postsynaptyczng jest dynamicznie regulowane przez oddziatywanie z biatkiem

PSD-95 (Jeong et al. 2019).

1.5.4. Podstawowe funkcje neuroligin i charakterystyka myszy pozbawionych

ekspresji neuroligin

Neuroliginy zaliczane sg do biatek adhezyjnych begdacych tzw. ,,organizatorami”
synapsy. Badania ostatnich lat wskazujg na wazna rol¢ neuroligin nie tylko w utrzymaniu
fizycznego pomostu pomigdzy komorkami, ale przede wszystkim w organizacji tej
struktury i regulacji funkcji receptoréw, co zapewnienia prawidlowe przewodnictwo
synaptyczne i prowadzi do specyfikacji catych sieci neuronalnych (Cao and Tabuchi
2017).

Po uzyskaniu nadekspresji neuroliginy 1 i 2 w ludzkich komoérkach HEK293
zauwazono powstawanie ,,synapsy” pomiedzy komoérkg HEK293 i wspothodowanymi
neuronami (Scheiffele et al. 2000). Powyzsza obserwacja wskazywata na potencjat
synaptogenny neuroligin. Okazalo si¢ tez, ze nadekspresja neuroligin w neuronach
zwigksza liczbe synaps (Chih et al. 2004). Ligand neuroligin kluczowy dla utworzenia
synapsy poznano w wyniku do$wiadczen zaprojektowanych w odwrotng strong. W
wyniku transfekcji presynaptycznych neureksyn do komorek HEK293 i COS
zaobserwowano zblizenie czgsci postsynaptycznej neurondow 0raz powstanie ,,synapsy”

(Graf et al. 2004; Nam and Chen 2005). Powyzsze wyniki stworzyly silne podstawy, by
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uzna¢ neuroliginy za kluczowe biatka uczestniczace w powstawaniu obu typow synaps —
pobudzajacych i hamujacych. P6zniej okazato si¢ jednak, ze neuroliginy sg kluczowe nie
tylko do utworzenia oraz utrzymania i organizacji synapsy, ale przede wszystkim do
regulacji transmisji synaptycznej. T¢ teze¢ postawiono na podstawie wstepnych wynikow,
ktore udowodnity, ze redukcja poziomu ekspresji neuroligin za pomoca shRNA skutkuje
obnizonym przewodnictwem synaptycznym (Chih et al., 2005).

By pozna¢ funkcj¢ neuroligin in vivo stworzono myszy pozbawione ekspresji
wszystkich trzech izoform neuroligin (Varoqueaux et al. 2006). Okazato si¢, ze tworza
one synapsy, maja prawidlowg ich liczbe oraz ultrastrukture, cho¢ myszy te umierajg w
ciggu dwudziestu czterech godzin po urodzeniu w wyniku probleméw z oddychaniem
bedacych konsekwencja dramatycznie obnizonej transmisji synaptycznej i aktywnosci
neuronalnej w pniu mozgu, co uniemozliwito kontrole tak podstawowego procesu jak
oddychanie (Varoqueaux et al. 2006). Czestotliwos¢ spontanicznych pradow
glutaminergicznych u  opisywanych myszy byla obnizona o 75%, a
GABAergicznych/glycinergicznych az o 90% (Varoqueaux et al. 2006; Xu, Xia, and Xia
2012). Zaobserwowano tez zmniejszong ekspresje receptorow GABAa, zmniejszong
ilo$¢ pecherzykow synaptycznych, cho¢ ekspresja biatek takich jak PSD-95 i gefryna byta
w normie (Varoqueaux et al. 2006).

Myszy Nlgnl KO, NIgn2 KO i NIgn3 KO przezywaja, ale analiza
elekrofizjologiczna rowniez wykazata znaczace dysfunkcje synaptyczne, odpowiednio na
synapsach pobudzajacych, hamujacych lub obu typach synaps, co jest zgodne z
lokalizacjg tych biatek (Chubykin et al. 2007; Hoon et al. 2017; Modi et al. 2019).
Zaburzenia w przekaznictwie byly obecne réwniez u myszy z pozbawionych ekspresji
dwoch genoéw neuroligin  (Chubykin et al. 2007). W badaniach behawioralnych
wykazano, ze myszy NIgn3 KO oraz myszy z wprowadzong mutacjag R451C wykazuja
brak plastycznosci reakcji, ale nie maja zaburzen w pamieci relacyjnej (Norris et al.
2019).

Podsumowujac, badania z wykorzystaniem myszy transgenicznych dowodza, ze
nieprawidtowosci w ekspresji neuroligin sa przyczyna zaburzen w przekaznictwie

synaptycznym, co sugeruje ich udziat w regulacji funkcji receptoréw synaptycznych.
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1.5.5. Oddzialywanie neuroligin z innymi bialkami
1.5.5.1. Neureksyny — gléwny partner neuroligin

Presynaptyczne biatka - neureksyny s3 glownym partnerem postsynaptycznych
neuroligin. Neureksyny zostaty pierwotnie opisane jako receptor dla a-latrotoksyny, ktora
wchodzi w sktad jadu pajaka czarnej wdowy i wywotuje paraliz u ssakéw (Ushkaryov et
al. 1992). Neureksyny sa kodowane przez trzy geny: Nrxnl, Nrxn2 i Nrxn3 (Dean and
Dresbach 2006). Kazdy gen neureksyn posiada dwa promotory, z ktérych powstaje
dtuzsza forma biatka zwana a-neureksyng lub krétsza forma biatka okreslana mianem [3-
neureksyny (Ichtchenko et al. 1995). Powstale w ten sposob transkrypty (Nrnxla,
Nrxnlf, Nrxn2o itd.) podlegaja nastepnie zlozonemu alternatywnemu sktadaniu
(wykorzystanie alternatywnych egzondéw, miejsc donorowych i akceptorowych
splicingu) w pigciu miejscach w przypadku a-neureksyn lub w dwdch miejscach u B-
neureksyn (Missler, Fernandez-Chacon, and Sudhof 1998). Lacznie, mozliwe jest
powstanie wigcej niz 2000 wariantow sktadania, co sugeruje, ze neureksyny pelnig wazng
rolg w okresleniu specyficznos$ci kazdej synapsy (Missler and Sudhof 1998). Co wigcej,
proces N- i O-glikozylacji przyczynia si¢ do dodatkowej roznorodnosci tej grupy biatek
(Craig and Kang 2007). Powstale biatka sa strukturalnie podobne do lamininy, agryny i

innych bialek zaangazowanych we wzrost stozka aksonu i synaptogenezg.
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Rycina 7. Domenowa budowa bialek neureksyn. LNS — domena sktadajaca si¢ z
lamininy, neureksyny, globuliny wiazacej hormon ptci; EGF — domena przypominajaca
naskorkowy czynnik wzrostu; TM — domena transblonowa; 4.1 — sekwencja wiazaca
biatko, PDZ — domena wigzaca biatka zawierajace motyw PDZ; ss — miejsca
alternatywnego sktadania mRNA (*ss6 nie wystepuje w neureksynie 2). Na podstawie
(Cao and Tabuchi 2017).
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Neureksyny o i B maja identyczne regiony wewnatrzkomorkowe, ale rézne domeny
zewnatrzkomorkowe (Rycina 7). Neureksyny a zawieraja trzy powtorzenia sktadajace si¢
z domeny LNS (laminina, neureksyna, globulina wigzgca hormon pici), domeny
przypominajacej EGF (naskérkowy czynnik wzrostu, ang. epidermal growth factor) i
domeny LNS w ich regionie zewnatrzkomérkowym, domeng transbtonowg (TM) i krotki
cytoplazmatyczny fragment z sekwencja wigzacg biatko 4.1 i domeng wigzaca biatka
zawierajagce motyw PDZ klasy Il. Neureksyny B zawieraja tylko jedng domeng LNS w
rejonie zewnatrzkomérkowym (Sudhof 2008; Dean and Dresbach 2006).

Na poziomie komorkowym neureksyny wykazuja szeroki i naktadajacy si¢ wzorzec
ekspresji w mozgu, a wigkszo$¢ neuronéw wykazuje ekspresje wielu izoform neureksyn.
Obecnos¢ neureksyny 1, 2 i 3 stwierdzono zaré6wno na synapsach pobudzajacych jak i
hamujacych, dlatego nie ma klasyfikacji neureksyn ze wzgledu na typ synapsy (Sudhof
2008). Domena cytoplazmatyczna odpowiada za oddziatywanie neureksyn z innymi
biatkami presynaptycznymi takimi jak synaptotagmina, syntetyna, CASK (ang.
calcium/calmodulin dependent serine protein kinase) czy Mint (Hata et al. 1993; Hata,
Butz, and Sudhof 1996; Biederer and Sudhof 2000). Podejrzewa si¢, ze poprzez te
interakcje neureksyny wplywaja na fuzje pecherzykow synaptycznych z blong
presynaptyczng i egzocytoze neurotransmiterow oraz reguluja dziatanie kanalow
wapniowych (Missler et al. 2003). Neureksyny przyczyniaja si¢ do wtasciwej lokalizacji
oraz funkcji wielu waznych biatek synaptycznych (Sudhof 2008). Najlepiej poznana jest
NRXNla, ktora oddzialuje z wieloma ligandami, wlaczajac neuroliginy i receptory
GABA (Chen et al. 2011). Poza neuroliging, dodatkowi partnerzy neureksyn to
neureksofilina, kolibistyna, cerebelina, dystroglikan, kalsyntenina i LRRTM2 (ang.
leucine-rich repeat transmembrane protein) (Baudouin and Scheiffele 2010; Sudhof
2018). Zeby oceni¢ funkcje neureksyn in vivo stworzono myszy pozbawione wszystkich
trzech a-neureksyn (Missler et al. 2003). Myszy te przezywaja tylko kilka dni i wykazuja
znacznie oslabione przekaznictwo synaptyczne na synapsach pobudzajacych 1
hamujacych w wyniku braku regulacji dzialania kanatow wapniowych i wptywu na
funkcje innych kluczowych biatek na synapsie (Missler et al. 2003). Te oraz inne badania
z uzyciem hodowli komorkowych wykazaty, ze neureksyny nie sg niezbedne do samego
procesu synaptogenezy, ale regulujg lokalizacje 1 funkcje presynaptycznych kanatow
wapniowych (Dudanova et al. 2007; Etherton et al. 2009). Z kolei, myszy pozbawione
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ekspresji a-neureksyny 1 wykazuja ostabione przekaznictwo synaptyczne w korze
moézgowej 1 hipokampie, co skutkuje deficytami w zachowaniach spotecznych oraz

uczeniu si¢ i pamieci (Etherton et al. 2009).
1.5.5.2. Kompleks neuroligin i neureksyn na synapsie

W celu zapewnienia fizycznego kontaktu pomigdzy czg$cig pre- i postsynaptyczng
dimer neuroligin oddzialuyje z dwoma monomerami neureksyny 1p tworzac
heterotetramer - heterofilowy kompleks sktadajgcy sie z czterech biatek (Rycina 8). W
2007 roku poznano strukture krystaliczng tego kompleksu (Arac et al., 2007; Fabrichny
et al., 2007; Levinson and El-Husseini, 2007). Udowodniono, ze biatka wigzg si¢ ze sobg
za posrednictwem duzego fragmentu domeny AChE neuroliginy i domeny LNS
neureksyny. Ligandy tego kompleksu wykazujg nanomolarne powinowactwo wzgledem
siebie (Arac et al. 2007), a do interakcji konieczna jest obecnos$¢ dwuwartosciowych
jonow wapnia (Reissner et al. 2008). Wigzanie jest zalezne od wariantow sktadania, gdyz
dowiedziono, ze w tym wigzaniu uczestniczy tylko neureksyna zawierajgca wariant
sktadania SS4. Miejsca alternatywnego sktadania w neuroliginie 1 i neureksynie 1f sg
umiejscowione blisko powierzchni oddziatywania, co wyjasnia ich udziat tym wigzaniu
(Chen et al. 2008). Co ciekawe, odkryto, ze w powstaniu kompleksu neuroligin-
neureksyn w pobudzajacych synapsach wzgorzowo-korowych bierze udziat hewina —
biatko o wtasciwo$ciach synaptogennych wydzielane przez astrocyty, co jest konieczne

do synaptogenezy i plastycznosci w rozwijajacej si¢ korze wzrokowej (Singh et al. 2016).
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Rycina 8. Model atomowy schematycznie prezentujacy trojwymiarowg strukturg
heterotertameru skladajacego si¢ z dimeru neuroliginy 1 1 dwdch monomerdow
neureksyny 1B. PDZ — domena oddziatujaca z C-konicem biatek transbtonowych; SH3 —
domena homologii 3 SRC; GUK — domena kinazy guanylanowej; Biatkowa kinaza
serynowa zalezna od wapnia i kalmoduliny z rodziny MAGUK. Na podstawie (Sudhof
2008).

1.5.5.3. Oddzialywanie neuroligin z receptorami i innymi bialkami synaptycznymi

Badania ostatnich lat wskazuja, ze rola neuroligin znacznie wykracza poza
zapewnienie kontaktu czgsci pre- i postsynaptycznej synapsy. Okazuje sie, ze pOza
interakcja z partnerami presynaptycznymi neuroliginy oddziatujg tez z receptorami
umiejscowionymi w btonie postsynaptycznej i reguluja poziom ich ekspresji na synapsie,

co moze mie¢ znaczenie zardwno strukturalne (udziat w plastycznosci synaptycznej), jak
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I funkcjonalne (regulacja przekazania sygnatu) (Jang, Lee, and Kim 2017; Haas et al.
2018; Mondin et al. 2011; Heine et al. 2008).

Wykazano bezposrednie i posrednie oddziatywanie NLGN z receptorami NMDA i
AMPA (Jang, Lee, and Kim 2017). Oddziatywanie NLGN1 z receptorem NMDA
obserwowano w wielu rejonach mysiego moézgu takich jak: hipokamp (Budreck et al.
2013; Blundell et al. 2010; Jiang et al. 2017; Shipman and Nicoll 2012; Shipman et al.
2011; Jedlicka et al. 2015), kore mozgowa (Kwon et al. 2012), prazkowie (Espinosa et al.
2015), ciato migdatowate (Jung et al. 2010) i mézdzek (Zhang and Sudhof 2016). Wedtug
konwencjonalnej teorii regulacja funkcji receptoroOw nast¢puje posrednio poprzez
oddziatywanie np. NLGN1 z biatkiem PSD-95, ktore fizycznie taczy si¢ z receptorami
NMDA lub TARPs (transbtonowymi biatkami pomocniczymi AMPA) zwigzanymi z
receptorami AMPA (Mondin et al. 2011; Krueger et al. 2012). Obecnie testuje si¢
hipotezg, ze biatka adhezyjne takie jak neuroliginy moga oddziatywaé z receptorami
bezposrednio w szczelinie synaptycznej, a to oddziatywanie ma kluczowe znaczenie dla
stabilno$ci calego kompleksu biatek synaptycznych i kontroli sity przewodnictwa
synaptycznego (Jang, Lee, and Kim 2017; Krueger et al. 2012). Przyktadowo, zaleznos¢
te zaprezentowano dla interakcji in-cis NLGN1 z jednostkg GluN1 receptora NMDA
(Budreck et al. 2013). Co wigcej, wykryto, ze zewnatrzkomorkowy rejon NLGN1
wystarczy by przywrdci¢ funkcje synaptyczne receptora NMDA spowodowane brakiem
ekspresji NLGN1 oraz obnizeniem ekspresji NLGN3 (Soler-Llavina et al. 2011).
Wykazano, ze aminokwasem kluczowym do regulacji pobudzajacych pradow
postsynaptycznych EPSC (ang. excitatory postsynaptic currents) pochodzacych od
receptorow NMDA i AMPA przez NLGN1 jest kwas glutaminowy znajdujacy si¢ W
pozycji 747 w regionie cytoplazmatycznym NLGN1, ale nie obejmujagcym motywu PDZ
(Shipman et al. 2011).

Z kolei w przypadku biatka NLGN3 do regulacji synaptycznej transmisji zaleznej
od receptora AMPA jest niezbedny aminokwas w pozycji 740. Do wzmocnienia
transmisji hamujacej przez NLGN3 konieczna jest takze obecnos¢ NLGN2 (Shipman et
al. 2011; Nguyen, Horn, and Nicoll 2016). Duzo informacji o udziale NLGN3 w regulacji
funkcji receptorow NMDA 1 AMPA uzyskano dzigki mutacjom w genie NLGN3, ktore

opisano w dalszej czesci pracy.
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Wykazano, ze neuroliginy moga wchodzi¢ w interakcj¢ rowniez z innymi biatkami.
Wsrod nich jest biatko MDGA, ktore oddziatuje in cis z neuroliging 1 i 2. Udowodniono,
ze biatko MDGA blokuje wigzanie neuroligin z neureksynami zaro6wno na synapsach
pobudzajacych (Connor et al. 2016) jak i hamujgcych (Pettem et al. 2013), w wyniku
czego nastepuje redukcja ich funkcji. Co wigcej, niedawno dowiedziono, ze
oddziatywanie NLGN1 z biatkiem tetraspaniny TSPANS jest kluczowe dla wlasciwego
poziomu NLGNI1 na blonie postsynaptycznej i dojrzewania kolcow dendrytycznych

(Moretto et al. 2019).
1.5.6. Proteoliza neuroligin i znaczenie tego procesu w rozwoju nowotworow mézgu

Jednym z mechanizméw wykorzystywanych przez neuron do regulacji struktury,
liczby 1 funkcji synaps jest kontrolowane przez aktywnos$¢ synaptyczna enzymatyczne
cigcie biatek ulegajacych ekspresji na powierzchni blon synaptycznych. Proces ten
umozliwia plastyczno$¢ synaptyczng poprzez uwolnienie synaps od ograniczen
zapewnianych przez macierz zewnatrzkomorkowsa (Sonderegger and Matsumoto-Miyai
2014; Lee, Tsang, and Birch 2008). Dwa niezalezne zespoly badawcze w tym samym
czasie udowodnity, ze NLGN1 ulega cigciu proteolitycznemu na synapsie (Suzuki et al.
2012; Peixoto et al. 2012). Uzywajac podejscia farmakologicznego i genetycznego,
autorzy zasugerowali, ze ADAMI10 (biatko zawierajagce domen¢ dezintegryny i
metaloproteinazy 10) (Suzuki et al. 2012) i/lub MMP-9 (metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej 9) (Peixoto et al. 2012) sg gtdwnymi proteazami odpowiedzialnymi
za uwalnianie domeny zewnatrzkomoérkowej NLGNI1. Ponadto zasugerowano, ze
pozostaty C-koncowy fragment NLGNI jest cigty przez preseniling/y-sekretazg (Suzuki
et al. 2012). W inicjacji procesu cigcia uczestniczy CAMKII (Suzuki et al. 2012; Peixoto
et al. 2012). Nastepnie pojawity si¢ doniesienia na temat istotnej funkcji tego procesu
(Korshunova et al. 2015; Gjorlund et al. 2017). Wykryto, ze odciety zewnatrzkomorkowy
fragment NLGNI1 oddzialuje z metabotropowym receptorem dla glutaminianu 2
(mGIluR2) i tym samym zmniejsza aktywno$¢ synaptyczng (Gjorlund et al 2017). Cigcie
NLGNI1 przez ADAMI0 zostalo tez potwierdzone przez identyfikacje przecigtych
fragmentow NLGN1 w pozywce znad neuronéw korowych (Kuhn et al. 2016).

W trakcie powstawania niniejszej pracy doktorskiej pojawito sie szczegoOlne

zainteresowanie tym aspektem regulujacym poziom ekspresji neuroligin na synapsie,
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zwlaszcza dla NLGN3 (Bemben et al. 2019). Cigcie NLGN3 przez proteazg ADAMI10
zostalo zasugerowane W badaniach proteomicznych (Kuhn et al. 2016). Za pomoca tej
samej metody Venkatesh i wsp. zakomunikowali obecnos¢ peptydow reprezentujacych
przeci¢ty N-koncowy fragment NLGN3 w pozywce znad optogenetycznie
stymulowanych skrawkow kory mézgowej (Venkatesh et al. 2015). Co niezwykle istotne,
okazalo si¢, ze przeciety fragment NLGN3 wydzielany w wyniku aktywnosci neuronalnej
jest mitogenem stymulujagcym wzrost nowotworéw mozgu — glejakéw (Lehrman &
Stevens 2015, Thompson & Sontheimer 2015, Venkatesh et al. 2015). W tym przypadku
robwniez wstepnie zasugerowano udzial ADAMI0 oraz metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej jak np. MMP-9/13 w tym procesie (Venkatesh et al. 2017). W
$wietle tych doniesien zbadanie doktadnego mechanizmu proteolizy NLGN3 oraz innych

neuroligin wydaje si¢ by¢ niezwykle wazne.
1.5.7. Neuroliginy w komoérkach glejowych

Wedlug teorii synapsy trojdzielnej pewnej czeSci synaps towarzysza astrocyty
(Perea, Navarrete, and Araque 2009). Wykazano, ze mRNA NIgns sg tez obecne w
komorkach glejowych takich jak astrocyty, prekursory oligodendrocytow (OPCS),
dojrzate oligodendrocyty czy mikroglej (Rycina 9). Te ilosciowe dane zebrano zarowno
z kory mozgowej myszy (Zhang et al. 2014), jak i cztowieka (Zhang et al. 2016). Co
wigcej, ostatnio udowodniono, ze obecne w Kkorowych astrocytach neuroliginy sa
odpowiedzialne za morfogenez¢ astrocytow oraz synaptogeneze¢ poprzez interakcje z
neuronalnymi neureksynami (Stogsdill et al. 2017). Obecnie coraz wigcej danych
wskazuje, ze neuroliginy w komorkach glejowych maja wplyw na synaptogenezg i

funkcje synaps (Sakers and Eroglu 2019).
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Rycina 9. Poziom ekspresji RNA Nlgn1, NIgn2 i NIgn3 w poszczegélnych komoérkach
uzyskanych z kory moézgowej myszy (P7) i czlowieka (ptat skroniowy, 8-63 lata)
zmierzony za pomoca metody sekwencjonowania RNA. OPC — komorki prekursorowe
oligodendrocytow; FPKM — liczba zsekwencjonowanych fragmentow na kilobazg
sekwencji transkryptu na milion zmapowanych fragmentow (ang. fragments per kilobase
of transcript sequence per million mapped fragments). Na podstawie
http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html (Zhang et al. 2014; Zhang et
al. 2016).

1.5.8. Mutacje w genach neuroligin sg przyczyna zaburzen ze spektrum autyzmu

W 2003 roku odkryto, ze mutacje pojedynczego nukleotydu w genach NIgn3 i
NIgn4X silnie koreluja z wystgpowaniem zaburzen ze spektrum autyzmu (Jamain et al.
2003). Mutacje NIgn3R*5iC (skutkujaca zmiang aminokwasu z argininy na cysteing) i
NIgn4XxP3%X (wprowadzajaca kodon STOP na miejsce kwasu asparaginowego) zostaly
wykryte u szwedzkiej rodziny z objawami zaburzen ze spektrum autyzmu i zespotu
Aspergera w wyniku sekwencjonowania egzomowego (Jamain et al. 2003). Rok pdzniej
ukazata si¢ publikacja opisujgca delecje dwoch par zasad w genie Nlgnd w pozycji
Xp22.33 (wprowadzajaca kodon STOP w domenie odpowiedzialnej za dimeryzacje) we
francuskiej rodzinie z objawami autyzmu i upo$ledzenia intelektualnego (Laumonnier et
al. 2004). Doniesienia te wzbudzity zainteresowanie lekarzy genetykow oraz naukowcow
genem neuroligin. Okazalo si¢, ze odkryte mutacje na poziomie molekularnym zaburzaja
synaptyczng lokalizacj¢ neuroliginy 3 i 4 (Jamain et al. 2003). Dalsze badania
przeprowadzone z uzyciem hodowli komodrkowych oraz mysiego modelu (z

wprowadzonymi mutacjami scharakteryzowanymi u pacjentow) wykazaty, ze
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zidentyfikowane mutacje powoduja zaburzenie kierowania neuroligin na blone
postsynaptyczna, ich zmniejszony poziom w synapsie oraz wynikajace z tego faktu
nieprawidlowe przewodnictwo synaptyczne (Chih et al. 2004; Chanda et al. 2016; Zhang
et al. 2009; De Jaco et al. 2006; Tabuchi et al. 2007; Etherton, Tabuchi, et al. 2011; Cao
and Tabuchi 2017; Comoletti et al. 2004).

W wyniku dalszych badan odkryto kolejne warianty genéw NIgn i Nrxn takie jak:
polimorfizm liczby kopii DNA (ang. copy numer variations, CNVSs), delecje, mutacje
punktowe, mutacje zmiany sensu, ktore jak si¢ okazato korelujg z wystepowaniem chorob
neurorozwojowych wilaczajac w to zaburzenia ze spektrum autyzmu (Cao and Tabuchi
2016). Co wigcej, niedawno dowiedziono réwniez, ze mutacje w genach neuroligin sg

zwigzane ze schizofrenig (Mackowiak, Mordalska, and Wedzony 2014).
1.5.9. Charakterystyka wybranych mutacji w genach neuroligin
1.5.9.1. Mutacja NIgn3R451C

Mutacja R451C w genie NIgn3 jest substytucja pojedynczego nukleotydu
skutkujacag zmiang aminokwasu z argininy na cysteing W silnie zachowanym w ewolucji
miejscu w zewnatrzkomorkowej domenie AChE (Rycina 5). Ta mutacja zaburza
kierowanie neuroliginy 3 na btong postsynaptyczng (Comoletti et al. 2004). W
komérkach COS i HEK293 wykazano, ze 90% biatek z mutacja NLGN3R*IC ylega
zatrzymaniu w $rodplazmatycznej (ang. endoplasmic reticulum, ER), a nastepnie
degradacji na  skutek  blednego  faldowania  (ang.  misfolding)  domeny
zewnatrzkomorkowej biatka (Chih et al. 2004). W tym przypadku aktywowany jest szlak
adaptacyjnej odpowiedzi na stres zwany UPR (ang. unfolded protein response), czyli
odpowiedZ na obecno$¢ nieprawidtowo sfatdowanych biatek (Ulbrich et al. 2016).
Niemniej jednak wiadomo, ze okoto 10% biatek NLGN3R4IC jest transportowane na
blone postsynaptyczng i tam ulega ekspresji zachowujac cze$¢ swoich funkcji, ale
wykazujac brak lub zmniejszone oddzialtywanie z neureksyng 1B, CoO zmniejsza potencjat
synaptogenny neuroligin (Comoletti et al. 2004; Chih et al. 2004).

Myszy z wprowadzona mutacja NIgn3Rf*1C (knock-in, KI) maja deficyty w
zachowaniach spotecznych i funkcjach synaptycznych (Tabuchi et al. 2007). Myszy te
wykazuja zwigkszone zdolnosci do uczenia przestrzennego oraz zapamig¢tywania, co

zostalo sprawdzone w labiryncie wodnym Morrisa. Udowodniono, ze profil aktywnoS$ci
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elektrofizjologicznej neuronéw myszy NIgn3?#1€ knock-in mierzony za pomoca metody
elektroencefalografii (EEG) jest znacznie zaburzony zaréwno dla stanu czuwania, jak i
snu (Liu et al. 2017). Pomimo normalnej ilo$ci synaps pobudzajacych i hamujacych
myszy wykazujg wybiorczy wzrost w czestotliwosci miniaturowych hamujacych pradow
synaptycznych (ang. miniature inhibitory postsynaptic currents, mIPSCs) i amplitudzie
wywotanych pragdow IPSC w komoérkach piramidowych w warstwie 2/3 kory
somatosensorycznej (Tabuchi et al. 2007). Z kolei, doswiadczenia z uzyciem neuronéow
CA1 hipokampa wykazaty, ze mutacja NIgn3®%!€ wzmacnia przekaznictwo zalezne od
AMPA, opdznia zanik pobudzajacych pradéow postsynaptycznych EPSC z receptora
NMDA, zwigksza ilos¢ NMDAR zawierajacych podjednostke GIuN2B i wzmacnia
dlugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long-term potentiation, LTP) zalezne od
NMDA (Etherton, Foldy, et al. 2011). Powyzsze wyniki sugeruja, ze mutacja NIgn3R451¢
wprowadzona do NLGNI tez moze zmieniaé synaptyczng transmisj¢ zalezng od
receptorow AMPA i NMDA.

Co wigcej, GABAergiczne przekaznictwo synaptyczne z komorek koszyczkowych
neuronéw parwalbuminowych (PV) do neurondéw piramidowych jest zmniejszone w
regionie CA1l hipokampa (Foldy, Malenka, and Sudhof 2013) oraz warstwie 4 kory
somatosensorycznej (Cellot and Cherubini 2014) myszy NIgn3R#*IC, ale nie zmienione w
warstwie 2/3 kory (Speed et al. 2015). Co ciekawe, myszy NIgn3 KO nie prezentuja
zadnego z tych fenotypow. Szereg danych wskazuje tez, ze mutacja NIgn3®#1€ zaburza

dziatanie szlaku endokannabinoidowego (Speed et al. 2015).
1.5.9.2. Mutacja Nlgn4XR704C

Mutacja R704C w genie NIgn4X to substytucja pojedynczego nukleotydu
skutkujagca zmiang aminokwasu z argininy na cysteing, ktora jest jedyng mutacja
neuroligin zlokalizowang w domenie cytoplazmatycznej (Yan et al. 2005). Wystepujaca
u ludzi mutacja NIgn4xR7%C jest zlokalizowana w miejscu zachowanym w ewolucji
pomiegdzy izoformami neuroligin. Poziom ekspresji NLGN4 w mozgu myszy jest niski,
dlatego aby sprawdzi¢ jakie skutki wywotuje mutacja NIgn4XR7%4€ y ludzi wprowadza sie
ja do genu NIgn3 u myszy (Bolliger et al. 2008).

W  przeciwienstwie do R451C, mutacja R704C nie zmienia lokalizacji

powierzchniowej ani aktywnos$ci synaptogennej neuroliginy 3 i 4, ale znaczaco zmienia
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funkcje¢ tego biatka, co zbadano za pomoca badan elektrofizjologicznych (Etherton,
Tabuchi, et al. 2011). Myszy z wprowadzong mutacja NIgn3R7%4C maja prawidtowa liczbe
synaps pobudzajacych i hamujacych w hipokampie i1 korze somatosensorycznej
(Etherton, Tabuchi, et al. 2011). Zaobserwowano zmniegjszong czestotliwo$¢ pradow
synaptycznych zaleznych od AMPA, ale nie od receptoréw NMDA i GABA (Chanda et
al. 2013; Etherton, Tabuchi, et al. 2011), co wynika ze wzmozonej internalizacji AMPAR
1 spadku poziomu tych receptorow na btonie postsynaptycznej u myszy z wprowadzong
mutacja NIgn3R7%4¢ (Chanda et al. 2016). Co zaskakujace, ta sama mutacja w genie Nlgn4
zwigksza odpowiedz synaptyczng zalezng od receptorow AMPA (Chanda et al. 2016).
Wykazano réwniez, ze mutacja NIgn4XR’%C hamuje fosforylacje treoniny w pozycji 707
w neuroliginie 4X przez kinazg biatkowa C (Bemben, Nguyen, et al. 2015). Co wigcej,
niedawno przeprowadzone badania in vitro na neuronach wyhodowanych z ludzkich
komorek macierzystych pokazaty, ze mutacja NIgn4XR%C zwieksza ilo§¢ synaps
pobudzajacych oraz zwigksza potencjat do przekazywania sygnalu, za$ genetyczne
pozbawienie ich NLGN4 nie powoduje tego fenotypu (Marro et al. 2019).

Co istotne, wptyw mutacji NIgn3®%1C i NIgn3R7C na kierowanie receptorow
AMPA do miejsc docelowych oraz ich funkcje synaptyczne ulega kompensacji, ale tylko
w trakcie rozwoju (Zhang et al. 2017). Zaobserwowano, ze konstytutywne lub
warunkowe pozbawienie ekspresji genu NIgn3 we wczesnym rozwoju myszy ma
minimalny wplyw na funkcje receptorow AMPA. Z kolei, warunkowe pozbawienie
ekspresji genu NIgn3 w p6znym rozwoju myszy lub wprowadzenie mutacji Nlgn3R4%1C

NIgn3R7%4C mocno uposledza funkcje tych receptoréw (Zhang et al. 2017).
1.6. Zaburzenia ze spektrum autyzmu
1.6.1. Epidemiologia zaburzen ze spektrum autyzmu

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorder, ASD) stanowig
grupe heterogennych zaburzen neurorozwojowych (Bailey, Phillips, and Rutter 1996),
ktore dotycza tacznie okoto 21,7 milionow ludzi na swiecie, w tym obejmuja 1:59 dzieci
w wieku 4 lat (Polsek et al. 2011; Christensen et al. 2019). Wedtug najnowszych statystyk
ze Standw Zjednoczonych czgstos¢ wystepowania ASD stanowi nawet okoto 2-3% cate;j
populacji (Christensen et al. 2019). Stata jest przewaga zachorowan wsrod ptci meskiej i

wynosi $rednio 3:1 w stosunku do ptci zenskiej (Loomes, Hull, and Mandy 2017).
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Zaburzenia ze spektrum autyzmu charakteryzuja si¢ uposledzeniem komunikacji i
interakcji spotecznych oraz ograniczonym, powtarzajacym si¢ i Stereotypowym wzorcem
zachowan czy aktywnos$ci (Wozniak et al. 2016; Baribeau et al. 2020). Osoba z ASD w
inny niz typowy dla wigkszosci populacji sposob postrzega §wiat i mysli o otoczeniu,
czesto wykazujac wigksze zainteresowanie zjawiskami nieozywionymi niz ludziom
(Huguet, Ey, and Bourgeron 2013). Dodatkowo, szacuje si¢, ze nawet 40-80% dzieci z

ASD ma powazne problemy ze snem (Esposito et al. 2020; Cortesi et al. 2010).

1.6.2. Obraz kliniczny i diagnostyka zaburzen ze spektrum autyzmu

Klinicznie pacjenci sg bardzo zréznicowani — od niemal niezauwazalnych
powyzszych objawow do niepelnosprawnosci intelektualnej, ktora dotyczy 30-50% oséb
z ASD (Wozniak et al., 2016). Na przyktad osoby z zespotem Aspergera nie wykazuja
uposledzenia umystowego (Baskin, Sperber, and Price 2006). Dodatkowo, u czesci 0sob
z ASD moga wspotwystepowac problemy z mowa, padaczka diagnozowana nietypowym
zapisem badania EEG (elektroencefalografii), ADHD (zesp6t nadpobudliwosci z
deficytem uwagi), zaburzenia uktadu pokarmowego (Wozniak et al. 2016). Z cech
zewngtrznych pacjenta z ASD moze wystgpi¢ wielkoglowie (makrocefalia) (Li, Wang,
Guo, et al. 2017; Pirozzi, Nelson, and Mirzaa 2018).

Dzieci sa diagnozowane na podstawie wystgpowania powyzszych symptomow,
wywiadu rodzinnego oraz analiz genetycznych, co nastepuje najczesciej pomiedzy 2 a 4
rokiem zycia (Christensen et al. 2019). Kazdej wizycie kontrolnej towarzyszy doktadna
ocena funkcji intelektualnych i jezykowych dziecka. Skutecznos¢ diagnostyczna w grupie
tych zaburzen zalezy w duzym stopniu od wiedzy i umiej¢tnosci lekarzy specjalistow
sprawujacych opieke nad dzieémi autystycznymi, w tym genetykow klinicznych.
Swiadomo$¢ spoleczenstwa oraz lekarzy na temat ASD jest coraz wicksza, co zwykle
prowadzi do weczesniejszej diagnozy. Na przyklad wedlug zalecen Amerykanskiej
Akademii Pediatrii obecnie dazy si¢ do rozpoznania pierwszych symptoméw ASD juz
podczas rutynowych wizyt lekarskich w wieku 18 1 24 miesigcy zycia dziecka, zeby
zwiekszy¢ wykrywalnos¢ ASD przed osiggnigciem przez dziecko 3-go roku zycia
(Johnson, Myers, and American Academy of Pediatrics Council on Children With 2007).

Strategia ta dazy do jak najwcze$niejszego rozpoznania zaburzen i uwzglednienia
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specjalnych potrzeb dziecka by zminimalizowac starty jakie moze przynie$¢ czas bez

diagnozy i terapii.
1.6.3. Klasyfikacja zaburzen ze spektrum autyzmu

Obecnie w psychiatrii obowigzuja dwie klasyfikacje rozpoznania ASD: ICD-11
(ang. International Classification of Diseases — version 11) przygotowana przez Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia oraz DSM-5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders — version 5) wprowadzona przez Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne.
Profesjonalisci w Polsce korzystaja gtownie z klasyfikacji ICD-10, ktora zalicza autyzm
do kategorii calosciowych zaburzen rozwoju (F84), w ktorej wyodrebnia si¢ nastgpnie
podkategorie jak np. autyzm wczesnodziecigcy, autyzm atypowy, zespot Retta, zespot
Aspergera, dziecigce =zaburzenia dezintegracyjne, zaburzenie hiperkinetyczne z
towarzyszacym uposledzeniem umystowym i ruchami stereotypowymi, inne cato$ciowe
zaburzenia rozwojowe oraz nieokre§lone calosciowe zaburzenia rozwojowe. Z kolei
klasyfikacja DSM-5 nie wymienia poszczegolnych rodzajow autyzmu zastgpujac je
0og6lnym terminem ,,zaburzenia ze spektrum autyzmu” i ktadac nacisk na intensywnos¢
obserwowanych zaburzen i zapotrzebowanie na wsparcie (w skali L1 do L3) zamiast ich
klasyfikacje¢ (The 2019; Moller 2018).

1.6.4. Etiologia zaburzen ze spektrum autyzmu

Zaburzenia ze spektrum autyzmu zostaly po raz pierwszy opisane przez
amerykanskiego dziecigcego psychiatre Leo Kanner w 1943 roku, ktory opisat 11 dzieci
Z autystycznymi zaburzeniami afektywnego kontaktu i obsesyjnym pragnieniem tej
samej aktywno$ci” (Kanner 1968). Pomimo nieustannych badan, mechanizm
powstawania ASD pozostaje w duzej mierze nieznany, ale wiadomo, ze w etiologii tych
zaburzen istotng rol¢ odgrywaja czynniki genetyczne, srodowiskowe oraz interakcja
dwoch powyzszych (Bourgeron 2016). Prawdopodobienstwo wystapienia tych zaburzen
u rodzenstwa wynosi $rednio 4,5%, podczas gdy wspotczynnik zgodno$ci dla bliznigt
jednojajowych jest wiekszy niz 50%, a czasem si¢ga nawet 90%, co potwierdza wysoki
stopien dziedziczenia ASD (Keller and Persico 2003; Bailey et al. 1995). Jednakze tylko
u 10-30% oso6b z ASD udaje si¢ ustali¢ przyczyne genetyczng, a u 70-90% dzieci
przyczyny ASD pozostaja nieznane (Wozniak et al. 2017; Muhle, Trentacoste, and Rapin
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2004). Niemniej jednak, odkrycie genetycznych przyczyn ASD i badanie $ciezek, w
ktorych uczestnicza te geny znacznie poszerzylo wiedz¢ na temat molekularnych

mechanizmoéw kluczowych dla rozwoju poznawczego i spotecznego (Sztainberg and

Zoghbi 2016).

1.6.5. Syndromiczne zaburzenia ze spektrum autyzmu

Nazwa Gen Wspolwystepo- Mowa Niepelnosprawnos¢

choroby wanie z ASD intelektualna
Zespot FMR1 30-60% (tylko | Opozniona Umiarkowana
tamliwego pte¢ meska)
chromosomu X
Zespot Retta MECP2 61% (tylko pte¢ | Ograniczona | Umiarkowana lub

zenska) lub brak powazna

Duplikacja MECP2 >90% (tylko | Ograniczona | Powazna lub gleboka
genu Mecp2 pte¢ meska) lub brak
Zespot UBE3A 34% Ograniczona | Powazna lub glgboka
Angelmana lub brak
Stwardnienie | TSC1 lub | 36-50% Brak lub w | Lagodna lub
guzowate TSC2 normie powazna U 50%
Zespot delecji | SHANK3 | 75% Brak lub | Umiarkowana  lub
22013.3, op6zniona gleboka
zespol Phelana
i McDermida
Zespot CACNAlc | 60% Powaznie Lagoda do
Timothy’ego opdzniona umiarkowanej
Neurofibromat | NF1 18% Opdzniona Lagodna
ozatypu 1
Zespot PTEN 25% Opozniona Umiarkowana
makrocefalii
Zwigzany z
genem PTEN
Autyzm - 100% Opozniona Lagodna lub
idiopatyczny lub brak powazna u 50%

Tabela 1. Autyzm syndromiczny — choroby wspotwystepujace z ASD oraz ich wybrane
cechy kliniczne. Na podstawie (Sztainberg and Zoghbi 2016).

Gdy zaburzenia ze spektrum autyzmu wspolwystepuja ze znanymi chorobami
spowodowanymi  nieprawidtowosciami  chromosomalnymi lub mutacjami w

pojedynczym genie okre$lamy je mianem autyzmu syndromicznego (Sztainberg and
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Zoghbi 2016). Tak jest w przypadku zespotu tamliwego chromosomu X czy zespotu Retta
(Auerbach, Osterweil, and Bear 2011). Czestos¢ wspotwystgpowania tych oraz innych
choréb z ASD oraz ich wybrane cechy kliniczne podsumowuje tabela 1. Zeby ustali¢ lub
wykluczy¢ genetyczng przyczyne ASD nalezy wykona¢ analize molekularng DNA w
kierunku obecnos$ci mutacji, potaczong z wywiadem w kierunku niepelnosprawnosci

intelektualnej w rodzinie, najlepiej z wykonaniem szczegdétowej analizy rodowodu.

1.6.6. Niesyndromiczne zaburzenia ze spektrum autyzmu

Niesyndromiczne zaburzenia ze spektrum autyzmu, znane réwniez pod nazwg
»autyzm idiopatyczny” zwykle odnosza si¢ do ,,klasycznego autyzmu” opisanego przez
Kannera, bez wspotistnienia innych chorob genetycznych. W tym przypadku nie wykryto
jednoznacznej przyczyny, ale ze wzgledu na potwierdzong komponente genetyczng w
etiologii autyzmu wcigz poszukuje si¢ zmian w genomie, ktore korelujg z
wystepowaniem ASD (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics 2013). W tym
celu uzywa si¢ badan asocjacyjnych catego genomu (ang. genome-wide association
studies, GWAS), poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (ang. comparative genomic
hybridization, CGH) oraz metody sekwencjonowania catego genomu (ang. whole exome
sequencing, WES) umozliwiajacej identyfikacje genow z rzadkimi mutacjami
pojedynczego nukleotydu, ktore powstaja de novo (RK et al. 2017; Sanders et al. 2012;
Grove et al. 2019). Metodg CHG zidentyfikowano m.in. duplikacje i delecje fragmentow
DNA na chromosomach: 15q11-13, 16p11.2, 22q11.2 i 7q11.23 wystepujace zarowno w
zaburzeniach ze spektrum autyzmu syndromicznych jak i niesyndromicznych (Sebat et
al. 2007). Uzyskane w badaniach dane gromadzone sg w ogdlnodostgpnych bazach
danych: SFARI Gene (https://gene.sfari.org/) prowadzong przez Simon Foundation
(Abrahams et al. 2013) oraz AutismKb (http://autismkb.cbi.pku.edu.cn/) prowadzong
przez Uniwersytet w Pekinie (Yang et al. 2018). W zestawieniu geny klasyfikowane sg
na podstawie sity korelacji z wystepowaniem ASD.

Neuroliginy sg pierwszymi genami, w ktorych wykryto mutacje pojedynczego
nukleotydu 1 powigzano je z niesyndromicznym ASD na podstawie badan genetycznych
u ludzi, a nastgpniec na mysich modelach (Cao and Tabuchi 2017). Neuroliginy i
neureksyny naleza do nielicznych rodzin biatek, z ktorych wszystkie izoformy sa

wymienione w bazie danych SFARI (Tabela 2). Poza tymi genami, udowodniono
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dotychczas udzial m.in. nastgpujacych gendéw w etiologii ASD: Syngapl, Cntns,
Cntnap2, Scn2A, Dyrk1A i Chd8 (Sztainberg and Zoghbi 2016; Yasin et al. 2019). Ich

glowne funkcje w komorkach nerwowych przestawia zbiorczo tabela 3.

Nazwa Nazwa bialka | Chromosom Klasyfikacja Klasyfikacja
genu SFARI AutismKb
Nignl Neuroligina 1 3026.31 4 13
Nlgn2 Neuroligina 2 17p13.1 bd 3
Nign3 Neuroligina 3 Xql3.1 2 26

NIgn4X Neuroligina 4X Xp22.32- 3 38

p22.31

Nlgn4yY Neuroligina 4Y Yqll.221 4 12
Nrxnl Neureksyna 1 2pl6.3 2 28
Nrxn2 Neureksyna 2 11913.1 4 16
Nrxn3 Neureksyna 3 | 14g24.3-g31.1 3 3

Tabela 2. Klasyfikacja genow neuroligin i neureksyn na podstawie sity korelacji z
wystepowaniem ASD u ludzi wedlug baz danych SFARI i AutismKb. Klasyfikacja
SFARI: 1 — bardzo silna korelacja; 2 — silna korelacja; 3 — sugestywna korelacja; 4 —
minimalna korelacja; bd — brak danych. Klasyfikacja AutismKb: im wyzsza liczba tym
silniejsza korelacja. Na podstawie (Cao and Tabuchi 2017).
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Gen
Zwiazany
z ASD

Nazwa

Funkcja

Referencje

Syngapl

Synaptyczne biatko
aktywujace GTPaze
Ras  (synaptic Ras
GTPase activating
protein 1)

Reguluje  prace  kluczowego
neuronalnego enzymu — GTPazy
Ras; kotwiczy receptory AMPA w
btonie, wplywa na zalezng od
receptora NMDA plastyczno$¢ i
funkcje synapsy oraz
poznawczy

rozwoj

(Berryer et
al. 2013)

Cntn4-6

Kontaktyna 4-6

(contactin 4-6)

Strukturalna, adhezyjna, pre- i
postsynaptyczne biatko adhezji
komorkowej, udziat w utrzymaniu

synapsy

(Mercati,
2017 #141)

Cntnap2

Bialko oddzialujace z
kontaktyna 2
(contactin-associated
protein-like 2)

Strukturalna, adhezyjna, nalezy do
rodziny neureksyn, udzial w
lokalnym réznicowaniu aksonu na
odrgbne funkcjonalne domeny,

oddziatuje z CNTN2

(Sampath
et al. 2013)

Scn2A

Podjednostka o
zaleznego od napigcia
kanalu sodowego typu
Il (sodium channel
voltage-gated type Il o
subunit, Naya1.2)

Funkcjonalna podjednostka
waznego kanatu sodowego, udziat
W generowaniu i propagacji
potencjalu  czynnos$ciowego Ww
neuronach i mi¢sniach)

(Kruth et
al. 2020)

Dyrk1A

Kinaza 1A o podwdjnej
specyficznosci
regulowana
fosforylacja
(dual
tyrosine-
phosphorylation-
regulated kinase 1A)

tyrozyny
specificity

Enzym katalizujacy
autofosforylacj¢ Ser/Thr i Tyr,
reguluje poziom homocysteiny,
proliferacje komorek oraz
procesy uczenia si¢

(O'Roak et
al. 2012)

Chds

Helikaza wigzaca DNA
0 charakterze
chromodomeny 8
(chromodomain
helicase DNA binding
protein 8)

Enzym kompleksu
remodelujacego chromatyne
NuRD hydrolizujacy ATP do
ADP, kluczowy podczas rozwoju
zarodkowego

(Bernier et
al. 2014)

Tabela 3. Nazwy i funkcje wybranych genéw, w ktorych zmiany genetyczne koreluja z
wystgpieniem zaburzen ze spektrum autyzmu.

52




1.6.7. Poszukiwanie przyczyn zaburzen ze spektrum autyzmu

Obecnie uwaza si¢, ze gldéwng przyczyng obserwowanych deficytow
behawioralnych oraz poznawczych w ASD jest zaburzenie homeostazy neuronalnej
(Louros and Osterweil 2016) prowadzace do zmniejszonej plastycznosci Synapsy,
nieprawidlowosci w przewodnictwie nerwowym oraz dysfunkcji catlego obwodowego
uktadu nerwowego (Ramocki and Zoghbi 2008). Jako bezposrednie przyczyny tego stanu
wymienia si¢: brak rdwnowagi pomigdzy pobudzeniem i hamowaniem w synapsach
(Nelson and Valakh 2015), deficyty w regulacji transkrypcji (Chahrour et al. 2008) i/lub
translacji (Kelleher and Bear 2008), zaburzenia w ekspresji genow zalezne od aktywnosci
synaptycznej (Ebert and Greenberg 2013) Iub nieprawidtowosci w komorkach glejowych
(Zhan et al. 2014). Badania wykazuja, ze funkcje synaptyczne sa powaznie zaburzone
nawet w wyniku subtelnych zmian w ilo$ci biatek neuronalnych, w tym organizujacych
synapse takich jak neuroliginy i neureksyny (Mackowiak, Mordalska, and Wedzony
2014). Niemniej jednak podtoze molekularne tego stanu jest wcigz poddawane analizom.
By wykry¢ biologiczne funkcje 1 szlaki molekularne, w jakich uczestnicza
zidentyfikowane geny in vivo zazwyczaj uzywa si¢ modeli zwierzgcych, do ktorych
wprowadza si¢ pojedyncze mutacje zdiagnozowane u ludzi (Verma et al. 2019).

Co ciekawe, niedawno ukazaly si¢ badania udowadniajace, ze o§ modzg-jelito
przyczynia si¢ do patofijzologii ASD, co sugerowano juz od jakiego$ czasu (Sharon et al.
2019). Flora bakterii jelitowych osob z ASD roznig si¢ od oséb 0 typowym wzorcu
zachowan. Badacze wykryli, ze w mozgu zdrowych myszy z bakteriami jelitowymi
przeszczepionymi od osoby z ASD zachodzi alternatywne skladanie pig¢édziesigciu
dwoch genow zwigzanych z autyzmem wymienionych w bazie danych SFARI
(http://gene.sfari.org), np. takich jak Fmrl, Nrxnl czy Nrxn2. Ponadto, podawanie
okreslonych metabolitow bakterii jelitowych myszom z ASD czesciowo redukuje ich
autystyczne zachowania oraz moduluje pobudzenie neuronalne w mézgu myszy (Sharon
et al. 2019).

1.6.8. Strategie terapeutyczne w zaburzeniach ze spektrum autyzmu

Czy istnieje lek na zaburzenia ze spektrum autyzmu? - pytaja rodzice dzieci z ASD.

W swietle aktualnej wiedzy naukowej niestety nie. Autyzmu nie da si¢ wyleczyc,
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poniewaz nie jest to choroba tylko wzorzec rozwojowy odmienny od wzorca
neurotypowego  wystepujacego  najczesciej w  populacji  (Pajareya  and
Nopmaneejumruslers 2011). Proponowane sa rozne terapie, ale przede wszystkim trzeba
zaakceptowaé fakt wystepowania ASD i nauczy¢ si¢ z nim zy¢. Rodzice i otoczenie
powinno §wiadomie i madrze wspiera¢ rozwdj dziecka z ASD, by zmniejsza¢ nat¢zenie
objawow oraz zapobiega¢ wtérnym konsekwencjom, takim jak powazne zaburzenia
emocjonalne czy niepetnosprawnos¢ intelektualna (Anderson 2019).

Wsrod obecnie stosowanych strategii terapeutycznych stosuje sie podejScie
behawioralne i rozwojowe, ktore roznig si¢ ideg oraz stylem pracy. W zaleznos$ci od
stopnia nasilenia objawOw proponuje si¢ nastepujgce terapie: metode 3i (intensywna —
indywidualna — interaktywna), metode ESDM (ang. early start Denver model), metodg
opcji (ang. son — rise), model DIR/Floortime (ang. developmental individual differences
relationship), metode rozwoju relacji (ang. realtionship development intervention, RDI),
metode stosowanej analizy zachowania, kompleksowy program terapii TEACCH
(treatment and education of autistic and related communication handicapped children)
oraz terapie logopedyczne i pedagogiczne. Tg liste uzupetniaja metody wspierajace takie
jak: komunikacja wspierajagca i alternatywna (ang. Augmentative and Alternative
Communication, AAC), integracja sensoryczna, metoda dobrego startu, metoda
symultaniczno-sekwencyjna, biofeedback, arteterapia, logorytmika, muzykoterapia czy
metody nazwane od nazwisk ich tworcow takie jak: metoda Weroniki Sherborne, metoda
aktywnosci Knilléw, metoda Thomatisa oraz gimnastyka mézgu Dennisona. Czasem
uzupetnieniem terapii moze by¢ czas spedzony na interakcji z psami (dogoterapia) czy
konmi (hipoterapia) (Masi et al. 2017; DeFilippis and Wagner 2016).

Kazda z proponowanych strategii jest weryfikowana przez amerykanska
organizacj¢ National Autism Center oceniajaca skuteczno$¢ réznych form terapii
(www.nationalautismcenter.org). Niemniej jednak nowo opracowywane metody czesto
nie maja jeszcze wystarczajaco udowodnionej naukowo skutecznosci terapeutycznej. W
rezultacie najczeSciej rodzina laczy kilka metod by uzyska¢ optymalne rezultaty
odpowiadajace indywidualnym potrzebom oséb z ASD (Sharma, Gonda, and Tarazi
2018).

Przyktadowo, metoda DIR/Floortime to model rozwojowy uwzgledniajacy

indywidualne réznice oparty na budowaniu relacji z innymi ludZmi stworzong przez
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wybitnego amerykanskiego psychiatre Stanleya Greenspana (Wieder and Greenspan
2003). Metoda ta opiera si¢ na wiedzy na temat wczesnego rozwoju dziecka i zaktada
nabywanie przez dzieci z ASD umiejetnosci z Kkolejnych 6 poziomdéw rozwoju
spotecznego, ktore zostaly pominigte lub opanowane tylko cze$ciowo (Pajareya and
Nopmaneejumruslers 2011). Glownym celem tej terapii nie jest zmiana zachowan, lecz
uksztattowanie elastyczno$ci i1 samodzielno$ci w komunikacji, myS$leniu oraz
interakcjach spotecznych (Wieder and Greenspan 2003). Pomimo braku rzetelnych badan
potwierdzajgcych skutecznos¢ tej interwencji model DIR/Floortime jest chetnie
wykorzystywany przez terapeutow, ktorym bliskie jest podejscie rozwojowe, rowniez w
Polsce.

Farmakoterapia stosowana jest tylko w przypadku zaburzen wspotwystepujacych i
utrzymujacych si¢ zachowaniach tzw. ,.trudnych” (DeFilippis and Wagner 2016). Co
ciekawe, niedawno przeprowadzone 12-migsieczne badania kliniczne wykazaty, ze
dobrze zbilansowana dieta potaczona z suplementacja witamin i mineraldbw wplywa na
poprawe ilorazu inteligencji oraz redukcj¢ zachowan autystycznych u osoéb z ASD

(Adams et al. 2018).

1.7. Zespol lamliwego chromosomu X - model syndromicznego autyzmu

Jednym z najlepiej zbadanych i zrozumianych na poziomie molekularnym
genetycznych modeli zaburzen ze spektrum autyzmu jest zespot tamliwego chromosomu
X (ang. fragile X syndrome, FXS). FXS jest drugg po zespole Downa najczestszg
przyczyna niepetnosprawnosci intelektualnej na §wiecie. Charakteryzuje si¢ obnizeniem
poziomu intelektualnego réznego stopnia oraz objawami typowymi dla zaburzen ze
spektrum autyzmu (Saldarriaga et al. 2014). Choroba zostata pierwotnie opisana przez
brytyjskich lekarzy Martin’a i Bell’a w roku 1943 (Martin and Bell 1943). Gdy choroba
wspotwystepuje z zaburzeniami ze spektrum autyzmu okreslamy ja jako autyzm
syndromiczny (Sztainberg and Zoghbi 2016). Szacuje sig, ze osoby z FXS stanowig 1-
5% wszystkich przypadkow ASD, a okoto 60% z nich spelnia kryteria ASD wg
klasyfikacji DSM-4 (Kelleher and Bear 2008). FXS wystepuje w populacji z
czestotliwoscig 1/4000 u mezczyzn i 1/8000 u kobiet (Bagni et al. 2012).
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1.7.1. Objawy kliniczne zespotu lamliwego chromosomu X

Klinicznie, zespot tamliwego chromosomu X jest chorobg o szerokim spektrum
objawow (Hagerman et al. 2012), do ktorych zalicza si¢ tagodny do powaznego stopien
niepetnosprawnosci intelektualnej oraz zachowania autystyczne, czesto na przemian z
zespolem nadpobudliwo$ci psychoruchowej z deficytem uwagi (ang. Attention Deficit
Hyperactivity Disorder, ADHD). Chorzy maja problemy z adaptacjg spoteczng, poniewaz
wykazuja lek przed zyciem spoltecznym (rdznego stopnia). Dodatkowo moga wykazywacé
zaburzenia w mysleniu abstrakcyjnym, zdolnos$ci do koncentracji, pamig¢ci krotkotrwate;j,
a takze tendencje do stanow Igkowych, obsesji, zaburzen snu czy napadoéw (auto)agresji
(Saldarriaga et al. 2014).

Objawy charakterystyczne dla FXS znacznie pogarszaja jako$¢ zycia pacjentow
poprzez obnizenie ich zdolnosci do funkcjonowania w spoleczenstwie. U mezczyzn
przebieg choroby jest ciezszy, za§ kobiety czesto sa bezobjawowymi nosicielkami
mutacji. Szacuje si¢, ze nawet okoto 90% mezczyzn cierpigcych na FXS ma objawy
charakterystyczne dla spektrum autyzmu np. powtarzalno$¢ zachowan oraz zaburzenia w
interakcjach spotecznych i rozwoju mowy (Hernandez et al. 2009; McNaughton et al.
2008).

Poza wymienionymi zaburzeniami, okoto 60% chorych ma charakterystyczne
cechy wygladu zewnetrznego takie jak: podtuzna twarz, duze odstajace uszy, wypuklte
czolo czy wystepujacy u chlopcéw makroorchidyzm (Bassell and Warren 2008;
Saldarriaga et al. 2014). Dodatkowo, moga wystapi¢ problemy kardiologiczne i napady
padaczkowe, z czego ostatnie pojawiajg si¢ u okoto 15% chorych (Sabaratnam, VVroegop,
and Gangadharan 2001). Co istotne, dtugo$¢ zycia chorych na zespdt ramliwego

chromosomu X nie odbiega od $redniej dhugosci zycia osoby zdrowe;.

1.7.2. Etiologia i diagnostyka zespotu lamliwego chromosomu X

FXS ma podioze genetyczne i jest choroba monogenowa, czyli spowodowang
mutacja W jednym genie. Gen fmr1 jest zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu
X. Zamiennie uzywana nazwa ,,zespot kruchego chromosomu X” wywodzi si¢ z faktu,
ze podczas badania kariotypu ten chromosom od pacjentdéw z mutacjg czesto peka w

charakterystycznym miejscu, gdzie nastepuje przewegzenie (Harrison et al. 1983).
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Bezposrednig przyczyng choroby jest dynamiczna mutacja w genie fmrl (Verkerk
et al. 1991) skutkujaca nadmierng amplifikacja trojki nukleotydow o sekwencji CGG w
rejonie 5> UTR (nieulegajacym translacji) genu fmrl (ponad 200 powtorzen). Powoduje
to hipermetylacje tego fragmentu DNA, wyciszenie ekspresji genu fmrl i w konsekwencji
kompletny brak produkcji biatka zespotu tamliwego chromosomu X zwanego FMRP
(ang. fragile X mental retardation protein, FMRP), co ilustruje rycina 10. Przyczyna tej

choroby zostata po raz pierwszy opisana w 1991 roku (Pieretti et al. 1991; Verkerk et al.

1991).
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Rycina 10. Schemat przedstawiajacy zmiany zachodzace w obrebie genu fmrl u osoby z
FXS.

U ludzi zdrowych liczba powtorzen tripletu CGG wynosi pomiedzy 5 a 55, przy
czym $rednia liczba powtdrzen tej sekwencji wynosi 30 (Bagni and Oostra 2013). Tlos¢
55-200 powtorzen CGG w genie fmrl skutkuje objawami zespotu drzenia i ataksji
zwigzanego z tamliwym chromosomem X (ang. Fragile X-associated Tremor/Ataxia
Syndrome, FXTAS) (Garcia-Arocena and Hagerman 2010). Objawy tej osobnej jednostki
chorobowej wystepuja zazwyczaj dopiero po piecdziesigtym roku zycia, jednakze liczba
powtorzen CGG ma tendencje do powielania si¢ W nast¢pnych pokoleniach. Przy
obecnosci ponad 200 powtdrzen pojawiajg si¢ objawy zespotu FXS u wszystkich
obcigzonych nig chtopcéw (ze wzgledu na obecnos¢ jednego chromosomu X) 1 u okoto
potowy dziewczynek (Bagni and Oostra 2013). U niektorych kobiet choroba moze
przebiegac¢ zupetnie bezobjawowo ze wzgledu na obecno$¢ dwoch chromosoméow X oraz
inaktywacj¢ jednego z nich (Bagni et al. 2012).

Diagnoza nastgpuje zazwyczaj okoto 3 roku zycia ze wzgledu na fakt opdznienia
lub braku rozwoju mowy, jak réwniez nietypowe zachowanie dziecka (Bailey et al 2009).
Najistotniejsze markery diagnostyczne FXS to wywiad rodzinny w Kkierunku
niepetnosprawnosci intelektualnej, zachowan autystycznych oraz charakterystyczne

cechy dysmorfii twarzy towarzyszacej temu zespotowi. Wiele objawdw behawioralnych
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choroby pokrywa si¢ z klasycznym autyzmem (Dissanayake et al. 2009), chociaz
niektorzy badacze wskazuja na nieco odmienny profil zachowan jak np. czestsze
wystepowanie powtarzajacych si¢ zachowan, mniej powazne zachowania kompulsywne
czy zmniejszone zaburzenie interakcji socjalnych w przypadku FXS (Smith et al. 2012;
Wolff et al. 2012). Zeby ustali¢ przyczyne tej choroby nalezy wykonaé diagnostyke
genetyczng w kierunku obecnosci dynamicznej mutacji w genie fmrl. W tym przypadku
szczegOlnie wazny jest wywiad rodzinny sugerujagcy FXS i/lub niepelnosprawnos¢
intelektualng u krewnych ptci meskiej oraz wykonanie analizy rodowodu (Harris et al.

2008; Goodlin-Jones et al. 2004).
1.8. Charakterystyka bialka zespotu lamliwego chromosomu X (FMRP)
1.8.1. Ekspresja bialka FMRP w komorkach mozgu

FMRP jest biatkiem ulegajacym silnej ekspresji w komodrkach nerwowych,
zaro6wno w ciele komorki i jadrze komoérkowym, dendrytach jak i aksonach (Zalfa and
Bagni 2005; Christie et al. 2009). Jak pokazano na rycinie 11 obecnos¢ transkryptu Fmrl
wykazano tez W astrocytach, komorkach prekursorowych oligodendrocytow,
oligodendrocytach, mikrogleju oraz komorkach nabtonkowych zarowno u ludzi (Zhang
et al. 2016), jak i u myszy (Zhang et al. 2014). W wyniku alternatywnego sktadania
mRNA powstaje nawet do dwudziestu wariantow biatka FMRP (Sittler et al. 1996).
Biatko FMRP izolowane z ludzkiego i mysiego mdzgu posiada mase¢ czasteczkowa 67-

80 kDa (Verheij et al. 1995).

Fmr1 - Mus musculus FMR1 - Homo sapiens
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Rycina 11. Poziom ekspresji transkryptu Fmrl w poszczegdlnych komorkach
uzyskanych z kory moézgowej myszy (P7) i czlowieka (ptat skroniowy, 8-63 lata)
zmierzony za pomocg metody sekwencjonowania RNA. OPC — komorki prekursorowe
oligodendrocytéw; FPKM — ilos¢ zsekwencjonowanych fragmentéw na kilobaze
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sekwencji transkryptu na milion zmapowanych fragmentéw. Na podstawie bazy danych
http://web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html (Zhang et al. 2014; Zhang et
al. 2016).

1.8.2. Struktura bialka FMRP i wigzanie RNA

Biatko FMRP ma domenowa budowe (Rycina 12) i znana jest jego budowa
krystaliczna (Vasilyev et al. 2015). Obecnie wiadomo, ze biatko FMRP w swojej
strukturze posiada przynajmniej cztery domeny wigzace RNA: N-koncowy motyw NDF
(ang. N-terminal domain of FMRP), domeny KH1 i KH2 (ang. K homology domain 1/2)
oraz RGG box (ang. arginine, glycine, glycine) zlokalizowany na C-koncu (Vasilyev et
al. 2015; Sittler et al. 1996; Adinolfi et al. 2003). Na N-koncu biatko FMRP posiada tez
sygnat eksportu jadrowego (ang. nuclear export signal, NES), a pomi¢dzy domenami
KH1/2 oraz RGG box sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal, NLS),
co umozliwia dwukierunkowy transport tego biatka pomiedzy jadrem komoérkowym a

cytoplazmg (Eberhart et al. 1996).

Interakcja z biatkami:
- FMRP
- FXR1P
. -FXR2P
\ -CYFIP1 /
\- CYFIP2 /

115 154, /221 267285 329 408 418 516 531 aa
N NLS KH1IKH2 C

1557 1658 bp

S3N

—\
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Rycina 12. Schemat przedstawiajacy domeny biatka FMRP. Od konca aminowego:
sygnat lokalizacji jadrowej (NLS), rejon odpowiedzialny za dimeryzacje FMRP oraz
interakcje¢ z biatkami FXR1/2P 1 CYFIP1/2, domeny KHI1 1 KH2, sygnal eksportu
jadrowego (NES), domena RGG box, ktéra wigze sekwencje bogate w guaning w mRNA.
Na podstawie (D'Hulst and Kooy 2009).

Pierwsze 134 aminokwasy tworzg motyw NDF, ktory zawiera dwa powtorzenia
motywu Tudor, dwa powtdrzenia motywu Agenet, sporo struktur B-kartki oraz krotka o-
helise (Adinolfi et al. 2003). Ten region odpowiedzialny jest za dimeryzacje¢ FMRP z
samym sobg lub z homologami tego biatka — FXR1P i FXR2P. W tym regionie dochodzi
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réwniez do oddziatywania z biatkami CYFIP1/2 (Schenck et al. 2001). Domeny KH1/2
wiaza si¢ do pseudoweztow petla-petla, czyli trojwymiarowych struktur RNA
okreslanych jako ,kissing complex” lub ,kissing loop” w obrebie struktury szpilki do
wloséw (ang. hairpin) (Darnell, Mostovetsky, and Darnell 2005). Region ten odpowiada
za wigzanie FMRP z polirybosomami. Wigzanie RNA przez domeng¢ KH jest zalezne od
dwuwartosciowych jonow magnezu (Darnell, Mostovetsky, and Darnell 2005).
Wigkszos¢ oddziatywan biatka FMRP z docelowym RNA odbywa si¢ pomiedzy bogata
w powtorzenia Arg-Gly-Gly domeng RGG box w FMRP i sekwencjg bogata w guanine
(G) w transkrypcie, z ktérym oddziatuje biatko FMRP (Ramos, Hollingworth, and Pastore
2003; Darnell et al. 2001). Drugorzedowa struktura RNA tworzona przez sekwencje
bogata w G zwana jest G-kwartetem lub G-kwadrupleksem (Rycina 13).

{ @(@:@
©
@ T

Rycina 13. Przyktadowa struktura G-kwartetu tworzona przez sekwencje mRNA bogate
W guaning.

Struktura G-kwartetu jest niezwykle stabilna i podaza za wzorem (U/A GG Xo-4)4,
gdzie X oznacza dowolng zasad¢ azotowa (Darnell, Warren, and Darnell 2004). Wigzanie
RNA przez domen¢ RGG nie wymaga obecnosci jonow magnezu (Darnell, Mostovetsky,
and Darnell 2005). Poza powinowactwem do struktur ,.kissing complex” i G-kwartetow
biatko FMRP moze wigza¢ si¢ do sekwencji bogatych w urydyne (Denman 2003) oraz
do ogona poli(A), co udowodniono in vitro (Corbin et al. 1997). Wykazano, ze sekwencje
bogate w G zdolne do utworzenia struktury G-kwartetu, poza wigzaniem biatka FMRP
majg znaczenie w wielu innych procesach biologicznych, takich jak: stabilno$¢ mRNA,
zatrzymywanie transkrypcji, inicjacja translacji i hamowanie translacji (Darnell et al.
2001).
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Analiza region6w sekwencji RNA, z ktorymi oddziatuje biatko FMRP wykazata,
ze FMRP moze si¢ wigza¢ zardwno do regionu 5° UTR, sekwencji kodujacej jak i
sekwencji 3> UTR docelowego transkryptu (Darnell et al. 2011), cho¢ prawdopodobnie
najczesciej wiaze si¢ do sekwencji regulatorowych RNA, ktére moga tworzy¢ struktury
drugorzgdowe w RNA np. szpilki do wlosow (ang. hairpins), petle (ang. stem-loops) lub
G-kwartety (Jung et al. 2014). Wykazano, ze najkrotsza dlugos$¢ sekwencji RNA zdolnej
do zwigzania z biatkiem FMRP wynosi 45 nukleotydow (Ascano et al. 2012). Powyzsze
dane wskazuja, ze mechanizm wigzania MRNA przez biatko FMRP jest niezwykle

ztozony.
1.8.3. Funkcje bialka FMRP

Bialko FMRP jest konieczne do prawidlowego rozwoju i funkcji uktadu
nerwowego zarowno w fazie prenatalnej oraz postnatalnej (Darnell et al.
2011).Wigkszo$¢ biatek FMRP (okoto 90%) jest zwigzana z polirybosomami, CO sugeruje
jego role w translacji biatek (Feng, Absher, et al. 1997; Khandjian et al. 2004; Stefani et
al. 2004). W neuronach mRNA kodujace biatka synaptyczne transportowane sg z ciala
neuronu w kierunku synaps w granulach rybonukleoproteinowych (ang.
ribonucleoprotein particle, RNP). Biatkko FMRP wigze si¢ z transportowanymi w
granulach mRNA posrednio wplywajac na ich wewnatrzkomorkowy transport oraz
stabilno$¢ (Darnell et al. 2011). Jednak podstawowa funkcja FMRP w neuronach jest
wigzanie MRNA i regulacja procesu lokalnej translacji mMRNA w synapsie (Zalfa and
Bagni 2005; Weiler et al. 1997). Poza przejSciowa represja translacji FMRP ma tez
aktywno$¢ biatka opiekunczego (chaperona) (Gabus et al. 2004). Dzigki temu FMRP
moze modyfikowa¢ faldowanie kwasow nukleinowych do ich najbardziej stabilnej
struktury bez udziatu energii w postaci ATP, w ten sposob zapewniajac najkorzystniejsze
konformacje pod wzgledem kinetycznym (Rein, Henderson, and Levin 1998).

Udowodniono, ze tymczasowe hamowanie syntezy biatek przez FMRP odbywa si¢
poprzez zatrzymanie translokacji rybosomow na mRNA podczas translacji (Darnell et al.
2011). W wyniku pobudzenia neuronalnego biatko FMRP wulega defosforylacji,
oddysocjowuje z polirybosomoéw i umozliwia syntezg biatek (Darnell et al. 2011). Ten
proces jest kluczowy, poniewaz synteza bialek jest konieczna do dlugotrwatej

plastycznosci synaptycznej (Klann and Dever 2004), czyli zjawiska lezacego u podstaw
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uczenia si¢ i1 zapamigtywania (Malenka and Bear 2004). Istot¢ petnionej przez FMRP

funkcji podkresla fakt, iz mutacja biatka FMRP w drugiej domenie wigzacej RNA

(1I304N) powoduje brak asocjacji FMRP z polirybosomami (Zang et al. 2009; Feng,

Absher, et al. 1997), a w konsekwencji fenotyp FXS u myszy (Zang et al. 2009) i ludzi

(De Boulle et al. 1993). Zespot tamliwego chromosomu X jest pierwszg chorobg

genetyczng, dzigki ktérej powigzano regulacje RNA z funkcjami poznawczymi

czlowieka.
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Rycina 14. Schemat ilustrujacy zatrzymywanie rybosomu przez biatko FMRP podczas
translacji, co prowadzi do podwyzszonej ekspresji biatek 1 zaburzenia funkcji
synaptycznych w zespole tamliwego chromosomu X. Na podstawie (Ting and Feng

2011).
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Jak pokazano na rycinie 14, brak inhibicji translacji przez FMRP prowadzi do
podwyzszonej ekspresji wielu waznych synaptycznych biatek kluczowych dla
funkcjonowania neurondow, prawidlowego przekaznictwa synaptycznego 1 plastycznosci
synaptycznej (Muddashetty et al. 2007). Proby identyfikacji RNA, z ktérymi oddziatuje
bialko FMRP w mysim moézgu podjeto w 2001 roku wykorzystujac metode
wspotwytracania RNA z biatkiem FMRP i mikromacierze (RIP-CHIP) (Brown et al.
2001). W wyniku tych badan odkryto 432 RNA, ktorych syntez¢ reguluje biatko FMRP.
Co wigcej, na podstawie analiz profilu polirybosoméw ustalono, ze 251 transkryptow ma
zaburzony proces translacji w przypadku braku FMRP, co potwierdzito udzial biatka
FMRP w regulacji translacji (Brown et al. 2001). Doktadniejsze badania przeprowadzono
z wykorzystaniem metody immunoprecypitacji po sieciowaniu UV potaczonej z
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem RNA (high throughput sequencing of RNAs
isolated by crosslinking immunoprecipitation, HITS-CLIP) (Darnell et al. 2011) stuzace;j
do identyfikacji interakcji RNA i biatek in vivo wykorzystujac promieniowanie UV, ktore
penetruje do komorki i tworzy kowalentne wigzanie pomigdzy biatkami i RNA, ktore sa
w scistym kontakcie (Darnell 2010; Licatalosi et al. 2008; Ule et al. 2003). W tym badaniu
udowodniono, ze biatko FMRP oddziatuje z 842 transkryptami w mysim mézgu (Darnell
et al. 2011). Wsr6d nich mozna wymieni¢ mRNA kodujace wiele biatek synaptycznych:
podjednostki alfa 1 beta kinazy typu II zaleznej od wapnia 1 kalmoduliny
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il alpha and beta, CAMK2A, CAMK2B),
podjednostki 1, 2A i 2B jonotropowego receptora NMDA dla glutaminianu (GIuN1,
GIuN2A, GIuN2B), podjednostke 4 i 5 metabotropowego receptora dla glutaminianu
(glutamate receptor, metabotropic 4 and 5, GRM4, GRMDb5), podjednostki 3 i 5
kainianowego jonotropowego receptora dla glutaminianu (glutamate receptor, ionotropic,
kainate 3 and 5, GRIK3, GRIKY) czy bialtko gestosci postsynaptycznej 95 (postsynaptic
density protein 95, PSD-95) (wymienione w tabeli S2 w Darnell et al. 2011). FMRP
reguluje tez translacj¢ whasnego transkryptu (Gabus et al. 2004).

Co wiecej, w tym badaniu wykryto, ze wéréd RNA, z ktéorymi oddziatuje FMRP
jest 80 gendéw zwigzanych z ASD wedlug bazy danych SFARI (http://gene.sfari.org)
(Banerjee-Basu and Packer 2010). Ten wynik sugeruje, ze nieprawidtowe dziatanie

FMRP moze przyczynia¢ si¢ do powstawania zaburzen ASD. Na tej liScie wymieniono
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Nlgn3, a takze Nrxnl, Nrxn3, Shank3, Pten, Tsc2 i Nfl (wymienione w tabeli S5 w
Darnell et al. 2011).

Brak FMRP skutkuje podwyzszong synteza wielu biatek synaptycznych w
komorkach nerwowych (Bhakar, Dolen, and Bear 2012). Wedtug teorii mGluR profesora
Bear’a, w zespole famliwego chromosomu X dochodzi mig¢dzy innymi do nadmierne;j
ekspresji i aktywno$ci receptorow metabotropowych dla glutaminianu 5 (mGlIuRS) i
wzmozonego mechanizmu dlugotrwalego ostabienia synaptycznego (ang. long-term

depression, LTD) w synapsach w rejonie hipokampa (Bear, Huber, and Warren 2004).
1.9. Transport mRNA i lokalna translacja w dendrytach

Wiele transkryptow synaptycznych po transkrypcji w jadrze komorkowym neuronu
nie ulega translacji w ciele komorki, lecz jest transportowana do wypustek
dendrytycznych, gdzie ulega lokalnej syntezie w bezposredniej bliskos$ci synapsy w
odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne (Bramham and Wells 2007; Holt, Martin, and
Schuman 2019; Hafner et al. 2019). Proces lokalnej translacji w synapsie jest dla
neuronéw kluczowy by szybko, lokalnie i precyzyjnie odpowiedzie¢ na stymulacje
synaptyczng (Sutton and Schuman 2006) i stanowi jeden z glownych mechanizmow w
plastycznosci synaptycznej (Biever, Donlin-Asp, and Schuman 2019).

Transport pojedynczego mMRNA odbywa si¢ w wyspecjalizowanych granulach
rybonukleoproteinowych (ang. ribonucleoprotein particles, RNP), ktore stanowia
kompleks ztozony z biatek i RNA (Kiebler and Bassell 2006). Granule przemieszczaja
si¢ wzdhuz mikrotubul dzigki biatkom motorycznym: dyneinie i kinezynie. Co istotne,
kazda z tych mierzacych okoto 100-250 nm granul transportuje tylko jedng czasteczke
MRNA (Batish et al. 2012). Sktad granul moze si¢ r6zni¢, ale zidentyfikowano ponad 200
biatek mogacych wchodzi¢ w ich sktad. Wsrod nich mozna wymieni¢: FMRP, FXRI1P,
FXR2P, Staufenl/2, helikazy, wiele biatek wigzacych RNA, czynniki transkrypcyjne i
regulujgce translacj¢, heterogenne rybonukleoproteiny jadrowe (hnRNP) biatka
opiekuncze (chaperonowe) i biatka transportowe np. dynaktyna i tubulina (Elvira et al.
2006). Waznym sktadnikiem granul sa podjednostki 40s i 60s rybosomow. Cho¢ nie
poznano jeszcze w petni mechanizmu rozpoznawania przez granulg docelowej synapsy,
postuluje si¢, ze granule aktywnie poruszaja si¢ w obu kierunkach wzdtuz dendrytu

zamiast zatrzymywac si¢ w jednym miejscu. W wyniku aktywacji synaptycznej mRNA
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jest kierowane do kolca dendrytycznego i synapsy, gdzie ulega lokalnej poliadenylacji i
translacji (Doyle and Kiebler 2011). FMRP bierze udziat zarowno w procesie transportu
MRNA do synaps jak i translacji mRNA.

W synapsie znajduje si¢ kompletha maszyneria translacyjna. Obecnosé
polirybosomow w synapsie zaobserwowano juz w 1965 roku za pomoca mikroskopii
elektronowej (Bodian 1965). W pozniejszych badaniach w pierwotnej hodowli
neuronalnej poza rybosomami zwizualizowano tez tRNA oraz czynniki inicjacji i
elongacji translacji (elF2 i EF2) (Tiedge and Brosius 1996) oraz zademonstrowano
znaczenie lokalnej translacji (Torre and Steward 1992; Kang and Schuman 1996).

W badaniach in vitro wykazano, ze te polirybosomy przeprowadzaja translacj¢
roOwniez w synaptoneurosomach, czyli preparacie wzbogaconym w Synapsy
zawierajacym oderwane kolce dendrytyczne 1 zakonczenia aksonow, ktére zachowuja
funkcje synaptyczne, w tym zdolno$¢ do aktywacji synaptycznej (Verity, Brown, and
Cheung 1980; Gambetti et al. 1972). W dendrytach i aksonach hipokampa
zidentyfikowano okoto 2,5 tysigca transkryptow, co sugeruje, ze bardzo wiele biatek
ulega zaleznej od aktywnosci synaptycznej translacji w sasiedztwie synapsy zamiast w

ciele komorki nerwowej (Cajigas et al. 2012).
1.10. Badania nad molekularnym podlozem zespolu tamliwego chromosomu X
1.10.1. Myszy Fmrl KO - model zespotu lamliwego chromosomu X u ludzi

Badania na modelach zwierzgcych sa gtownym zrodtem wiedzy na temat fizjologii
funkcjonowania uktadu nerwowego oraz patologicznych zmian towarzyszacych
zaburzeniom ASD (Bey and Jiang 2014). Myszy pozbawione ekspresji genu Fmrl (Fmrl
KO) s3 bardzo dobrze opisanym modelem badawczym rekapitulujacym symptomy
ludzkiego zespotu tamliwego chromosomu X (Leung and Jia 2016; Kazdoba et al. 2014;
Krueger et al. 2011). Linia tych myszy powstata w roku 1994 dzi¢ki pracom
niderlandzko-belgijskiego konsorcjum (‘Fmrl knockout mice: a model to study fragile X
mental retardation. The Dutch-Belgian Fragile X Consortium' 1994), a badania z ich
uzyciem pozwalaja lepiej zrozumie¢ zmiany zachodzace podczas tej choroby. Wszystkie
obecnie dostepne linie myszy Fmrl KO wykazuja zachowania charakterystyczne dla
FXS, co zostalo udowodnione w testach behawioralnych analizujagcych m.in. ich

zachowania spoleczne, pobudliwos¢ oraz sktonno$¢ do stanéw lgkowych, powtarzalnych
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zachowan oraz samookaleczania (Ding, Sethna, and Wang 2014). Gen Fmrl jest
zachowany w ewolucji pomigdzy gatunkami, wigc poza modelem mysim prowadzi si¢
réwniez badania na szczurach (Ruby, Falvey, and Kulesza 2015; Hamilton et al. 2014;
Asiminas et al. 2019; Till et al. 2015), muszce owocowej Drosophila melanogaster
(Drozd, Bardoni, and Capovilla 2018) czy zabie szponiastej Xenopus laevis (Faulkner et
al. 2015).

1.10.2. Nieprawidlowos$ci w morfologii kolcow dendrytycznych w zespole lamliwego

chromosomu X

Na poziomie komoérkowym zaobserwowano, ze brak ekspresji genu fmrl w
neuronach objawia si¢ nieprawidlowa morfologia kolcoéw dendrytycznych (Comery et al.
1997). Zaré6wno u myszy Fmrl KO i pacjentow z FXS zauwazono przewage kolcow
niedojrzatych o ksztatcie filopodium nad dojrzaltymi kolcami o ksztalcie grzybkowatym
w stosunku do kontroli (Bilousova et al. 2009; Grossman et al. 2006), co przedstawia
rycina 15. Ta zalezno$¢ jest najbardziej wyrazna podczas rozwoju (Antar et al 2006), ale
nie zmienia si¢ znacznie na etapie dorosto$ci zwierzecia (Grossman et al. 2006).
Obserwowany fenotyp moze by¢ skutkiem zaburzonego procesu dojrzewania i/lub
zaleznej od stymulacji synaptycznej przebudowy kolcow dendrytycznych. Postuluje sig,
ze zaburzona morfologia kolcow i zwigzane z tym nieprawidtowosci w przekazywaniu
sygnatow migdzy neuronami jest gtowng przyczyng symptomow FXS (Dansie et al.
2013).

kontrola Fmrl KO

Rycina 15. Trojwymiarowa rekonstrukcja zdjecia z mikroskopu konfokalnego: dendryty
hipokampa z myszy o genotypie dzikim i Fmrl KO w wieku 1 tygodnia wyznakowane
fluorescencyjnym barwnikiem Dil. Uwidoczniono przewage kolcow dojrzalych w
kontroli a kolcéw wydtuzonych i niedojrzatych w hipokampie myszy pozbawionych genu
Fmrl. Na podstawie (Bilousova et al. 2009).

66



Niezwykle waznym enzymem przyczyniajacym si¢ do zmian morfologii kolcéw
dendrytycznych jest metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 9 (ang. matrix
metalloproteinase-9, MMP-9), dzi¢ki czemu pelni role w plastycznoSci Synaptycznej
(\Vafadari, Salamian, and Kaczmarek 2016). Zesp6t badawczy, w ktorym prowadzono
badania do niniejszej pracy doktorskiej odkryt, ze biatko FMRP kontroluje tez proces
lokalnej translacji enzymu MMP-9 (Dziembowska et al. 2012), co skutkuje zwickszonym
poziomem tej proteazy na synapsach myszy Fmrl KO (Janusz et al. 2013). Podwyzszony
poziom MMP-9 zostal roéwniez zaobserwowany we krwi pacjentow z FXS
(Dziembowska et al. 2013). Okazalo si¢, ze podawanie oseskom myszy Fmrl KO
minocykliny - antybiotyku z grupy tetracyklin bedacego inhibitorem MMP-9 - skutkuje
obnizeniem aktywno$ci MMP-9 do poziomu obserwowanego u myszy 0 genotypie
dzikim (Bilousova et al. 2009). Co wigcej, minocyklina przywracata wtasciwa proporcje
kolcow dendrytycznych, redukowala zachowania Igkowe oraz poprawiata wyniki w
teScie mierzgcym uczenie si¢ zalezne od hipokampu (Bilousova et al. 2009). Dlatego,
wérod innych obecnie testowanych strategii farmakologicznych, minocyklina jest

obiecujacym lekiem w leczeniu FXS (Berry-Kravis et al. 2018).

1.11. Regulacja ekspresji neuroligin przez biatlko FMRP - uzasadnienie tematyki

badan

Jak opisano wczesniej, ze wzgledu na istotng role jaka peini biatkko FMRP w
procesie translacji prowadzono badania majace na celu identyfikacje transkryptow, z
ktorymi oddziatuje biatko FMRP (Brown et al. 2001; Darnell, Mostovetsky, and Darnell
2005; Darnell et al. 2011). Brak biatka FMRP prowadzi do podwyzszonej ekspresji wielu
waznych biatek synaptycznych skutkujac objawami zespotu tamliwego chromosomu X.
Z kolei wykazano, ze nadekspresja NLGN1 prowadzi do zaburzen w plastycznos$ci
synaptycznej i procesie zapamigtywania poprzez brak roéwnowagi pomigdzy
pobudzeniem i hamowaniem w hipokampie (Dahlhaus et al. 2010).

Dotychczas dwa niezalezne zespoly badawcze zasugerowaly, ze biatko FMRP
moze oddzialywa¢ z mRNA neuroligin (Dahlhaus and El-Husseini 2010; Darnell et al.
2011). Wyniki wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA po sieciowaniu UV i
immunoprecypitacji (HITS-CLIP) wykazaty, ze biatko FMRP moze oddziatywaé z

mRNA NIgn2 i NIgn3 w homogenatach z catej kory mozgowej i moézdzku myszy w wieku
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P11-P25 (Darnell et al. 2011). Z kolei, druga grupa badawcza wskazata, ze biatko FMRP
moze oddziatywa¢ z mRNA Nlgnl i NIgn2 (Dahlhaus and El-Husseini 2010). Te wyniki
zostaly uzyskane na podstawie wspotwytrgcania RNA z catych ekstraktow mozgu
dorostych myszy WT i Fmrl KO w wieku 2,5-6 miesi¢cy i przedstawione w postaci
prazkow na zelu po reakcji odwrotnej transkrypcji i reakcji tancuchowej polimerazy
(Dahlhaus and El-Husseini 2010). Powyzsze dane na temat interakcji biatkka FMRP z
mRNA neuroligin, a zatem tez potencjalnej regulacji translacji neuroligin przez FMRP
byly niespojne.

Neuroliginy sa kluczowymi biatkami synaptycznymi, ktoérych poziom na synapsie
jest $ciSle regulowany na réznych etapach ekspresji, rowniez poprzez cigcie
proteolityczne jak wykazano dla NLGN1 i NLGN3 (Suzuki et al. 2012; Peixoto et al.
2012; Venkatesh et al. 2017). Co wigcej, wykazano, ze odcicty fragment NLGN3 ma
wlasciwos$ci mitogenne i stymuluje rozwdj glejakow (Venkatesh et al. 2015). W swietle
powyzszych doniesien zbadanie doktadnego mechanizmu regulacji ekspresji neuroligin

w synapsie wydaje si¢ niezwykle istotne.
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2. Zalozenia i cel pracy

Ogo6lnym zalozeniem mojej pracy doktorskiej bylo zbadanie regulacji ekspres;ji
waznych bialek adhezyjnych — neuroligin w synapsie w warunkach fizjologicznych i w

zespole tamliwego chromosomu X.

Osiagniecie powyzszego celu pracy doktorskiej zaplanowano poprzez realizacje

nastepujacych celow szczegotowych:

1.  Sprawdzenie czy biatko FMRP reguluje proces lokalnej translacji neuroligin przez
poréwnanie poziomu mRNA i biatka neuroliginy 1, 2, 3 w synaptoneurosomach i
pierwotnej hodowli neuronalnej z myszy typu dzikiego oraz Fmrl KO.

2.  Zbadanie oddzialywania biatka FMRP z mRNA neuroliginy 1, 2, 3 w dwoch
modelach badawczych - synaptoneurosomach oraz pierwotnej hodowli
neuronalnej.

3. Charakterystyka zaleznej od aktywnos$ci synaptycznej dystrybucji neuroliginy 1, 2,
3 w synapsie w warunkach fizjologicznych oraz w mysim modelu zespotu
famliwego chromosomu X.

4.  Zbadanie procesu cigcia proteolitycznego neuroliginy 1, 2 i 3 na synapsie w
warunkach fizjologicznych oraz u myszy pozbawionych ekspresji genu Fmrl i
Mmp-9.
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3. Materialy i metody
3.1. Lista buforow i roztworow

Do wszystkich buforow uzywano wody destylowanej ,,Mili-Q”, pozyskiwanej z
aparatu produkcji Milipore (opornos¢ 18.2 MQ-cm w 25°C, filtrowana przez filtr o
$rednicy porow 0,22 um).

Bufor do lizy — 0,5 % SDS, 100 mM NaCl, 100 mM bufor Tris-HCI, 1 mM EDTA,
proteinaza K w stosunku 1:10

Bufor TE — 10 mM bufor Tris-HCI, 1 mM EDTA

5 x bufor TBE do elektroforezy DNA w zelu agarozowym — 450 mM Tris, 450 mM
kwas borowy, 10 mM EDTA (pH 8,0)

Bufor do homogenizacji synaptoneurosomow — 118 mM NaCl, 1,18 mM MgSQOg, 1,18
mM KH2POys, 2,5 mM CaCly, 3,8 mM MgCl,, 212,7 mM glukozy, 24,9 mM NaHCOs3
(pH 7,4); mieszanina inhibitorow proteaz bez EDTA — cOmplete (Roche); 120 U/mi
inhibitor RNaz RiboLock (Thermo Scientific). Przed ustaleniem pH bufor chtodzono w
tazni lodowej do 4°C. Odczyn buforu ustalano za pomocg naprzemiennego nasycania
dwutlenkiem wegla z uzyciem suchego lodu i napowietrzania.

Niedenaturujacy bufor Laemmli’ego 5x — 60 mM Tris-HCI, 10% SDS, 50% glicerol
(gliceryna), 0,01% blekit bromofenolowy (pH 6,8). SDS dodawano do roztworu w
postaci proszku. Niedenaturujacy bufor Laemmli’ego przechowywano w temperaturze
pokojowej. Aby zrobi¢ denaturujacy bufor Laemmli’ego, do buforu powyzej dodawano
DTT do koncowego stezenia 100 mM w 1 x buforze. Denaturujacy bufor Laemmli’ego
przechowywano w -20°C.

Bufor do elektroforezy bialek w Zelu poliakrylamidowym, prowadzonej w
warunkach denaturujacych (SDS-PAGE), stezenie 1 x — 25 mM Tris, 250 mM glicyna,
0,1% SDS

Bufor do transferu pélsuchego sieciowanych bialek na membrane, stezenie 1 x — 300
mM Tris, 298 mM glicyna, 3,5 SDS, 20% etanol

Bufor do transferu Turbo pozostalych bialek na membrane, stezenie 1 x — 25 mM

Tris, 192 mM glicyna, 20% etanol
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Bufor PBS — 10 mM fosforan sodu, 2,68 mM KCI, 140 NaCl (pH 7,4); bufor
przygotowywano z tabletek (Gibco), wolnych od DNaz i RNAz

Bufor PBST - PBS z dodatkiem 0,1% detergentu Tween-20

Bufor do oczyszczania membran z przeciwcial (,,strippingu”) — 0,1 M glicyna, 2%
SDS (pH 3,0). Odczyn ustalano za pomocg stezonego HCI

Paraformaldehyd do utrwalania komérek — Do 50 ml PBS (pH 7,4) dodawano 2 g
paraformaldehydu. Roztwor ogrzewano w 60°C, wytrzgsajac co pewien czas, az do
catkowitego rozpuszczenia proszku. Powstaly roztwor 4% PFA przed uzyciem filtrowano
przez filtr o Srednicy porow 0,22 pum.

Bufor do wspolwytracania RNA — 10 mM HEPES, 200 mM NaCl, 30 mM EDTA, 0,5%
Triton X-100 (pH 7,4), mieszanina inhibitorow proteaz bez EDTA - cOmplete (Roche),
80 U / ml inhibitor RNaz RiboLock (Thermo Scientific)

Bufor do plukania kulek magnetycznych Dynabeads ™ Protein A — 0,1 M fosforan
sodu, 0,01% Tween 20 (pH 8,2)

HBSS (zbilansowany roztwor soli Hanka, Hank’s balanced salt solution) — 5,33 mM
KCI, 0,441 mM KH2POg4, 4, 17 mM NaHCOs, 137,93 mM NaCl, 0,338 mM NazHPOg,
5,56 mM D-glukoza

Bufor do acetylacji — 0,1 M trietanolamina, 0,25% HCI, 0,25% bezwodnik kwasu
octowego

Bufor do prehybrydyzacji — Prehybridization Solution 2 x Concentrate (Sigma)
rozcienczano 1:1 z formamidem

Bufor TNB do blokowania przed reakcja z tyramidem — 0,1M Tris-HCI, pH 7,5, 0,15
M NacCl, 0,5% Blocking Reagent — dostarczony przez producenta w zestawie Cy5 TSA
Plus System (Perkin Elmer)

SSC (bufor cytrynianowy) — 0,015 M cytrynian sodu, 0,15 M NaCl (pH 7). Bufor

przygotowywano z gotowego roztworu 20 x SSC, wolnego od DNaz i RNaz (Sigma)
3.2. Zwierzeta
Do przeprowadzenia do§wiadczen do pracy doktorskiej wykorzystano:

e Myszy pozbawione ekspresji genu Fmrl (ang. Fmrl knock-out, Fmrl KO) bedace
genetycznym modelem zespotu lamliwego chromosomu X oraz ich rodzenstwo z tego

samego miotu o genotypie dzikim (ang. wild type, WT). Myszy Fmrl KO
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otrzymali$my w ramach wspotpracy z prof. Claudiag Bagni z Uniwersytetu w Lozannie
w Szwajcarii, ich tlem genetycznym jest szczep FVB, dokladna nazwa to
FVB.129P2(B6)-Fmr1™C9/J (#003024 w laboratorium Jackson).

e Myszy pozbawione ekspresji genu NIgn3 (NIgn3 KO), scharakteryzowane w
publikacji (Varoqueaux et al. 2006 oraz Radyushkin et al. 2008) otrzymano w ramach
wspolpracy z profesorem Nils Brose z Instytutu Medycyny Eksperymentalnej w

Getyndze w Niemczech.

e Myszy pozbawione ekspresji genu Mmp-9 (Mmp-9 KO), scharakteryzowane w
publikacji (Vu et al. 1998) otrzymano w ramach wspolpracy z dr Marzeng Stefaniuk z
Zaktadu Neurobiologii z Instytutu im. Marcela Nenckiego, PAN w Warszawie.

e Oseski PO (ang. postnatal day 0) szczurow Wistar 0 genotypie dzikim.

Hodowla zwierzat byta prowadzona w trybie cigglym z nieograniczonym dostgpem
do wody i konwencjonalnych pasz laboratoryjnych dla myszy oraz z 12 godzinnym
cyklem §wiatla i 12 godzinnym cyklem ciemnos$ci. Myszy byty hodowane w zwierze¢tarni
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, a szczury w zwierzgtarni Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. M. Mossakowksiego, PAN w Warszawie.
Pobieranie tkanek z myszy bylo przeprowadzane po uzyskaniu zezwolenia na
planowanie, usmiercanie i wykonywanie do$wiadczen na zwierzetach oraz zgodnie ze

standardami Lokalnej Komisji Etycznej.

e Myszy o genotypie dzikim stanowity grupe kontrolng, co umozliwito obserwacje

procesow w warunkach fizjologicznych.

e Myszy pozbawione ekspresji genu Fmrl (Fmrl KO) stanowily grupe
eksperymentalng, pozwalajaca na badanie zaburzen molekularnych wystepujacych w

zespole tamliwego chromosomu X.

e Myszy pozbawione ekspresji genu Nlgn3 (NIgn3 KO) zostaty uzyte do identyfikacji
specyficznych prazkow reprezentujgcych przecigte fragmenty NLGN3.
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e Myszy pozbawione ekspresji genu Mmp-9 (Mmp-9 KO) stanowily grupe
eksperymentalng, pozwalajacg na weryfikacje cigcia proteolitycznego neuroligin w

synaptoneurosomach oraz probe identyfikacji proteaz odpowiedzialnych za ten proces.

e Oseski szczurow Wistar o genotypie dzikim zostaty uzyte do zaktadania pierwotnej

hodowli neuroné6w hipokampalnych.

Wszystkie eksperymenty zostaty przeprowadzone z uzyciem wylacznie mtodych
dorostych samcow WT i Fmrl KO w przedziale wiekowym 26-60 dni po urodzeniu (P26-
60). Dwa samce NIgn3 KO uzyte do weryfikacji cigtych prazkow NLGN3 byly w wieku
P30 (Rycina 47). Do eksperymentow z inhibitorami proteaz uzyto samic WT (Rycina 49,
50) oraz samcow Mmp-9 KO (Rycina 52) w wieku 8 miesigcy. Do izolacji
synaptoneurosomow z myszy WT i Mmp-9 KO bedacych rodzenstwem uzyto samcow W
wieku 5 miesiecy (Rycina 51). Przedziat wiekowy myszy uzytych do poszczegolnych
eksperymentow byt zawezony tak by myszy byly jak najbardziej zblizone wiekiem, z
r6znicag maksymalnie 10 dni w eksperymentach, w ktorych wymagana byta duza grupa

myszy.
3.3. Genotypowanie

Przed uzyciem do eksperymentow myszy byly genotypowane zgodnie z
protokotem z laboratorium Jackson. W tym celu koncéwki ogondw myszy w wieku okoto
3 tygodni zostaty poddane lizie w buforze do lizy (0,5 % SDS, 100 mM NacCl, 100 mM
bufor Tris-HCI, 1 mM EDTA, proteinaza K w stosunku 1:10 (#03115828001, Roche)
przez 5-6 godzin w 55 C, po czym proteinaze K dezaktywowano przez 10 minut w 98°C.
Probki po lizie rozcienczano w buforze TE (10 mM bufor Tris-HCI, 1 mM EDTA) w
stosunku 1:40. Reakcja tancuchowa polimerazy zawierata 2 pl rozcienczonego DNA,
9,25 wl wody MiliQ, 2,5 ul 10x buforu do PCR (Invitrogen), 2 pul 50 mM MgCI2
(Invitrogen), 5 ul 5x buforu Qiagen Q Solution (Qiagen), 1 ul ANTP (Qiagen), 0,25 pul
polimerazy Taq (Invitrogen) 1 po 1 pl starterow o sekwencjach zamieszczonych w tabeli
4. Amplifikacja DNA przebiegata w nastgpujacych warunkach PCR: 94°C przez 3
minuty; 94°C przez 30 sekund, 62°C przez 30 sekund, 72°C przez 1 minute przez 38
cykli; oraz 72°C przez 10 minut. Do produktow reakcji tahcuchowej polimerazy dodano

6-krotnie stezony bufor obcigzajacy i w ten sposob otrzymane probki poddano
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elektroforezie DNA w 1,5% zelu agarozowym obok kontroli pozytywnej (probki WT i
Fmrl KO) i negatywnej (reakcja PCR z 2 pl wody zamiast DNA) oraz markera wielkosci
DNA. Elektroforez¢ DNA prowadzono przez 30 minut przy napigciu 100 V. Prazek o
wielkosci 131 par zasad wskazywal na mysz o genotypie dzikim, prazek o wielkosci 400
par zasad odpowiadal myszy pozbawionej ekspresji genu Fmrl, a obecnos$¢ obu prazkow

w jednej studzience oznaczata mysz o genotypie heterozygoty.

Starter Sekwencja nukleotydowa 5°-3’
Forward — genotyp Fmrl KO CACGAGACTAGTGAGAGGTG
Forward — genotyp dziki WT TGTGATAGAATATGCAGCATGTGA
Reverse CTTCTGGCACCTCCAGCTT

Tabela 4. Sekwencja nukleotydowa starterow uzytych do genotypowania myszy.
3.4. Izolacja synaptoneurosomow z hipokampa i kory mozgu myszy

Synaptoneurosomy izolowano z samcéw myszy WT i Fmrl KO w wieku P26-P60
za pomoca filtracji przez membrany o zmniejszajacej $rednicy poréw jak opisano
wczesniej przez nas i inne grupy badawcze (Kuzniewska et al. 2018; Chmielewska et al.
2019; Janusz et al. 2013; Hollingsworth et al. 1985). Z obu potkul mézgu wyizolowano
hipokampy wraz przylegla czgsciag kory moézgowej (w celu zachowania korowo-
hipokampalnych potaczen synaptycznych). Izolacj¢ tkanek przeprowadzano na szklanej
szalce wypetnionej lodem. Wszystkie etapy izolacji odbywaty si¢ z wykorzystaniem
schtodzonych uprzednio materiatow. Tkanke z jednej potkuli mézgu homogenizowano
recznie (12-14 pociagniec¢ ciasnym tloczkiem) w szklanym homogenizatorze Pottera w
1,5 ml lodowatego buforu do homogenizacji (HB) zawierajacego (w mM) 118,5 NaCl,
1,18 MgS04, 1,18 KH2PO4, 2,5 CaCl,, 3,8 MgCl, 212,7 glukozy, 24,9 NaHCOs0 pH 7,4
ustawionym za pomocg naprzemiennego nasycania dwutlenkiem wegla i napowietrzania.
Bufor do homogenizacji zawsze byl uzupeliony koktajlem inhibitorow proteaz
cOmplete wolnych od EDTA (Roche), a w przypadku izolacji RNA dodatkowo zawierat
120 U/ml inhibitorow RNaz RiboLock (#E00381, Thermo Scientific). Homogenat
rozcienczano do koncowej objetosci 10 ml HB na jeden moézg, a nastepnie w chtodni
przeprowadzano filtracj¢ w celu oddzielenia pozostato$ci niezhomogenizowanej tkanki i

jader komoérkowych. Homegenat przesaczano przez seri¢ nylonowych filtrow

74



siateczkowych (Merck Millipore) o $rednicy poréw kolejno: 100 um, 60 pm, 30 pm i 10
um, ktére umieszczono w przeznaczonych do tego adpatorach Swinnex Filter Holder 25
mm (Merck Millipore). Kolumne do filtracji grawitacyjnej stanowita strzykawka
potaczona z adaptorem. Filtrat wirowano przy predkosci 1000 rcf przez 15 min w 4°C.
Osad zawierajgcy preparat synaptoneurosoméw delikatnie roztwarzano w 5 ml HB za
pomoca pipety automatycznej na objetosé 5 ml, wirowano jak poprzednio i zawieszano
W odpowiedniej objetosci HB, ktérg dzielono na rowne porcje. Przyktadowo do
doswiadczen zaprezentowanych na Rycinach 32, 38, 43 uzyto 2 myszy na genotyp,
Synaptoneurosomy zawieszono w 1 ml HB i podzielono na pig¢ porcji po 200 pl.
Wzbogacenie frakcji synaptoneurosomalnej w biatka synaptyczne w poréwnaniu do
homogenatéw z tych samych struktur mézgu myszy WT weryfikowano za pomoca

metody Western blot jak opisano ponize;.
3.5. Stymulacja receptorow NMDA in vitro na synaptoneurosomach

Protokoét stymulacji receptorow NMDA in vitro na synaptoneurosomach opisano
wczesniej (Kuzniewska et al. 2018; Dziembowska et al. 2012; Scheetz, Nairn, and
Constantine-Paton 2000). Probki $wiezo izolowanych synaptoneurosomow 0grzewano
wstepnie przez 3 minuty w 37°C z wytrzasaniem 1000 rpm. Jonotropowe receptory dla
glutaminianu NMDA stymulowano poprzez dodanie agonistow tych receptorow: NMDA
(stezenie koncowe 50 uM, Sigma-Aldrich) i glutaminianu (stezenie koncowe 10 uM,
Sigma-Aldrich) na czas inkubacji przez 30 sekund w 37°C z wytrzgsaniem 1000 rpm.
Stymulacje przerywano poprzez dodanie antagonisty receptorow NMDA — APV (kwasu
DL-2-amino-5-fosfonowalerianowego, stezenie koncowe 120 uM, Sigma-Aldrich).
Inkubacje¢ tak stymulowanych probek prowadzono przez 2.5, 5, 10 1 20 minut w 37°C z
wytrzasaniem 1000 rpm, by umozliwi¢ w tym czasie aktywacje¢ szlakow biochemicznych
prowadzacych m.in. do lokalnej syntezy biatka. Po tym czasie probki przenoszono na 16d.
Probki niestymulowane (poziom podstawowy, P) byly w tym czasie inkubowane na
lodzie.

3.6. Inkubacja synaptoneurosomow z inhibitorami proteaz

Przed stymulacja receptorow NMDA, synaptoneurosomy izolowane z mozgu
myszy WT i Mmp-9 KO inkubowano przez 10 minut na lodzie z inhibitorem | MMP-9/-
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13i (stgzenie koncowe 5 um lub 1 um; #444252, CAS no 204140-01-2, Calbiochem) lub
inhibitorem GM6001 (stgzenie koncowe 1 um lub 100 nM; #2983, CAS no 142880-36-
2, batch 5, Tocris Bioscience). W tym celu proszek zawierajacy inhibitory proteaz
rozpuszczono w 100% DMSO 1 rozcienczono w HB do odpowiedniego stezenia. Po
stymulacji receptoréw NMDA w synaptoneurosomach, inkubacj¢ probek prowadzono

przez 2.5 lub 10 minut w 37°C z wytrzgsaniem 1000 rpm.
3.7. Pomiar stezenia bialka

Po 20-krotnym rozcienczeniu probki synaptoneurosomow wodg mierzono st¢zenie
biatka za pomocg testu BCA Pierce (Thermo Scientific) W dwdch powtdrzeniach dla
kazdej probki na ptytkach 96-dotkowych stosujac si¢ do zalecen producenta. Wynik
pomiaru odczytywano przy uzyciu spektrofotometru w czytniku ptytek Syngery H1
(BioTek) przy dhugosci fali 562 nm. W przypadku testu Bradforda (Bio-rad) st¢zenie
biatka w probce mierzono w kuwetach za pomocg Spektorfotometru D30 (Eppendorf)
wedlug instrukcji producenta. Wyniki pomiaréw absorbancji przeliczano na stgzenie

biatka w probce uzywajac krzywej standardowe;j.
3.8. Wspolwytracanie RNA

Wspotwytracanie RNA z przeciwciatem anty-FMRP  przeprowadzono jak
opublikowano we wczesniejszych pracach zespotu (Janusz et al. 2013; Jasinska et al.
2016). W tym przypadku stezenie biatka mierzono za pomocg testu Bradforda (Bio-rad).
Nastepnie, 1,6 mg catkowitego bialka ze $wiezo izolowanych synaptoneurosomow z
hipokampow i przyleglej czgséci kory mozgowej samcow P26-33 myszy WT i Fmrl KO
lizowano w 1200 pl buforu do precypitacji (10 mM HEPES o pH 7,4, 200 mM NacCl, 30
mM EDTA, 0,5% Triton X-100) z koktajlem inhibitoréw proteaz cOmplete (Roche) i 80
U / ml RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific). Wstepne taczenie ekstraktu
przeprowadzono przez 4 godziny z 120 ul (3,6 mg) przeptukanych dwukrotnie Kulek
magnetycznych Dynabeads ™ Protein A (Invitrogen) z obracaniem. Bufor do ptukania
kulek Dynabeads ™ Protein A zawieral 0,1 M fosforan sodu, 0,01% Tween 20 (pH 8,2).
Nastepnie 100 pl z kazdego supernatantu pobrano jako frakcje wejsciowa (ang. input) w
celu przeprowadzenia analizy Western blot z przeciwcialem anty-FMRP do okreslenia

wydajnosci tego etapu procedury. Wstepnie oczyszczone probki wytrgcano przez noc w
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4°C podczas obracania z 120 pl kulek Dynabeads Protein A zwigzanych uprzednio z
przeciwcialem anty-FMRP (7G1-1, Developmental Studies Hybridoma Bank) lub
kontrolnym mysim przeciwciatem anty-1gG (#sc-2025, Santa Cruz Biotechnology) —
immunoglobulinami G wyizolowanymi z myszy nie poddanych immunizacji. Nastepnie,
odebrano frakcje 1/5 objgtosci probki immunoprecypitatdéw (ang. immunoprecypitate,
IP), ktora przeptukano i zdenaturowano w 98°C w buforze Laemmli’ego na potrzeby
analizy Western blot potwierdzajacej specyficzno$¢ reakcji. Z pozostatej 4/5 objetosci
probki po uprzednim przeptukaniu wyizolowano catkowity RNA za pomocg odczynnika
TRIzol (Ambion) stosujac si¢ do instrukcji producenta. Oceny iloSciowej i1 jakoSciowej
wyizolowanego RNA przeprowadzano metoda spektrofotometryczng za pomoca
spektrofotometru DS-11 (DeNovix). Czysto§¢ RNA oceniano na podstawie stosunku
absorbancji przy dtugosci fali 260/280 nm (>1,8) oraz 260/230 nm (>1,8).

3.9. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription) przeprowadzono z
uzyciem 1 pg RNA do porownan mRNA pomigdzy genotypami (Rycina 23) lub 74 pg
RNA po wspotwytracaniu RNA z przeciwciatlem anty-FMRP lub anty-1gG (Rycina 25).
Stosowano odwrotng transkryptaze SuperScript IV (Thermo Scientific) wedtug instrukcji
producenta (#18090010, Thermo Scientific). W pierwszym kroku do RNA dodawano 1
pl 10 mM mieszaniny dNTP (#71004-3, Sigma-Aldrich), 200 ng (0,5 ul) mieszaniny
losowych starterow (ang. random hexamer primers N6, #S300, GeneON) i wode do
objetosci 13,5 pl. Po wymieszaniu przez pipetowanie mieszaning ogrzewano w
termocyklerze przez 5 minut w 65°C, chtodzono na lodzie przez 1 minute a nastgpnie
dodawano nastepujace skladniki mieszaniny reakcyjnej: 4 pl 5 x stezonego buforu
reakcyjnego (Thermo Scientific), 1 ul 100 mM DTT (Thermo Scientific), 0,5 pl inhibitora
RNaz Ribolock (40 U / ul) i 1 ul enzymu odwrotnej transkryptazy (200 U / ul) do
koncowej objetosci 20 pl. Po wymieszaniu i odwirowaniu probki poddano inkubacji w
termocyklerze (Bio-rad) z zastosowaniem programu zamieszczonego w tabeli 5.

Uzyskane w ten sposob cDNA przechowywano w -80°C.
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Temp [°C] czas
25 5 min
55 60 min
70 15 min

Tabela 5. Program reakcji odwrotnej transkrypcji w termocyklerze Bio-rad.

3.10. Ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym

Reakcje ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR) przeprowadzono w trzech powtérzeniach dla
kazdej probki przy uzyciu termocyklera Light Cycler 480 (Roche). W koncowej objetosci
15 pl reakcji znajdowato si¢: 2,5 ul cDNA1 12,5 pul Light Cycler 480 Master Mix (Roche)
zawierajacego 7,5 ul 2 x stezonego buforu TagMan, 0,75 pl odpowiedniej sondy TagMan
uzupetnionego wodg do objetosci 12,5 pl. Nazwy komercyjnie dostgpnych mieszanin
starterow 1 sond TagMan (Thermo Scientific) wykorzystanych w niniejszej pracy zawarto
w tabeli 6. Reakcja byta prowadzona w 96-dotkowej ptytce FrameStar 480/96 (#4ti-0953,
4titude) zaklejonej folig (#4ti-0560, 4titude). Po wymieszaniu i odwirowaniu probki
poddano inkubacji w termocyklerze Light Cycler 480 (Roche) stosujac program

zamieszczony w tabeli 7.

Nazwa genu Nazwa sondy TagMan
Nigni Mm02344307_m1
Nign2 MmO01703404_m1
Nign3 Mm01225951_m1
Gapdh Mm99999915 g1
Psd-95 MmO00492193 m1

LSm At02174020 g1

Tabela 6. Nazwy komercyjnie dostepnych sond TagMan (Roche) uzytych do reakcji
gRT-PCR.

Krok Temp [°C] Czas
Inkubacja wstepna 95 10 min
Amplifikacja 95 10 sek
(x 45 cykli) 60 50 sek

72 1 sek

Chtodzenie 40 30 sek

Tabela 7. Program reakcji ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym w termocyklerze
Roche.
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Obliczenia wykonano metodg 2 (-ddCt). W przypadku ryciny 23 catkowity RNA
wyizolowano z synaptoneurosoméw samcow myszy WT i Fmrl KO w wieku P30-40
uzywajac odczynnika TRIzol (Ambion). Reakcje odwrotnej transkrypcji oraz qRT-PCR
zostaly przeprowadzone jak opisano powyzej uzywajac sond TagMan dla genow Nlgnl,
NIgn2, Nlgn3, Gapdh i Psd-95. Wartos$ci zostaty obliczone za pomocg metody 2 (-ddCt)
uzywajac gen Gapdh do normalizacji danych. Porownania migdzy genotypami w ramach
analizy statystycznej przeprowadzono przy uzyciu dwustronnego niesparowanego testu t
Studenta w programie GraphPad Prism wersji 7.03, n=6 myszy/genotyp (Rycina 23). W
przypadku ryciny 25 analize statystyczng z 3-4 niezaleznych eksperymentow (n=3-4, 1
mysz/genotyp na jeden eksperyment) przeprowadzono przy uzyciu jednokierunkowego
testu ANOVA wielokrotnych poréwnan Sidak w programie GraphPad Prism wersji 7.03
(Rycina 25).

3.11. Pierwotne hodowle neuronow hipokampalnych

Pierwotne hodowle neuronéw hipokampalnych zaktadano ze §wiezo urodzonych
oseskow myszy PO WT i Fmrl KO, a takze szczuréw PO WT Wistar obu pici. Okoto 120
000 zdysocjowanych neurondéw umieszczano na szkietkach nakrywkowych pokrytych 50
pg / ml poli-D-lizyny (Sigma-Aldrich) i 2,5 pg / ml lamininy (Roche) na 12-dotkowych
plastikowych ptytkach hodowlanych. Pozywke hodowlang sktadajaca si¢ z: Neurobasal
A (Gibco) suplementu B-27 (Gibco), 1% penicyliny-streptomycyny (Sigma-Aldrich), 0,5
mM L-glutaminy (Sigma-Aldrich) i 12,5 uM glutaminianu (Sigma- Aldrich)
zastepowano 1 ml $wiezej pozywki w DIV1 (1 dniu in vitro) i hodowle prowadzono w
inkubatorze z 5% CO2 w 37°C. W DIV10, DIV14 1 DIV18 dodawano po 300 pl / dotek
pozywki bez glutaminianu w celu uzupetnienia sktadnikow odzywczych w hodowli.
Hodowle neuronow mysich wykorzystywane byty do sieciowania biatek (DIV19) i/lub
analizy Western blot (DIV21) w celu porownania ekspresji biatek NLGN w stanie
podstawowym. W tym celu komérki lizowano w buforze Laemmli’ego zawierajagcym 5%
2-merkaptoetanol. Wyniki podstawowego poziomu biatek NLGN w mysich hodowlach
neuronow hipokampalnych zostaly obliczone na podstawie n=5-9 myszy/genotyp.
Hodowle  neuronéw  szczurzych  wykorzystywane  byly do  barwien

immunofluorescencyjnych oraz obrazowania. W tym celu w DIV21 utrwalano je w 4%
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paraformaldehydzie / 4% sacharozie w PBS przez 7 minut, a nastgpnie plukano trzy raz

w PBS i przechowywano w 4°C do czasu dalszych analiz.
3.12. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ i barwienia immunofluorescencyjne

W celu wizualizacji RNA neuroligin w neuronach za pomocg fluorescencyjne;j
hybrydyzacji in situ (FISH) zaprojektowano antysensowne i sensowne (kontrolne) sondy
oligonukleotydowe do fragmentu sekwencji kodujacej i 3° UTR szczurzego cDNA
Nlgnl, NIgn2, Nign3. Sekwencje amplifikowano za pomoca metody PCR, stosujac

startery o sekwencjach zawartych w tabeli 8.

Gen Starter przedni (forward) Starter wsteczny (reverse)

NIgnl | 55CACTCGAACTTTGGCTCACCS' | 5GGAAAGGCTGATGTGACTGG'

NIgn2 | 5TCCGCCAGACACAGATATCC3' | 55CCCAAAGGCAATGTGGTAGCS3

NIgn3 | 5’AGCTCTACCTTCACATCGGG3' | 55GACCCAACTGTAATGCTGCC3

Tabela 8. Sekwencje nukleotydowe starterow uzytych do stworzenia antysensownych i
sensownych sond oligonukleotydowych do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.

Powielone fragmenty zostaty wklonowane do plazmidu pCR II przy uzyciu zestawu
TA Cloning Kit (Invitrogen) wedtug instrukcji producenta. Linearyzowane plazmidy
stuzyty jako matryce do transkrypcji in vitro przy uzyciu polimeraz RNA 5°-3” SP6/T7
(Roche) oraz fluoresceiny do znakowania RNA. Wyznakowanych fluoresceing sond
uzyto do hybrydyzacji na utrwalonych szczurzych hodowlach hipokampalnych jak
opisano w publikacji (Janusz et al. 2013). W skrocie, utrwalone komorki neuronow
hipokampalnych przemyto za pomoca 1 ml PBS, potraktowano 1 ml H2O: i acetylowano.
Prehybrydyzacje prowadzono w roztworze z 50% formamidem (Sigma-Aldrich) przez 3
godziny, po czym zastapiono go roztworem do hybrydyzacji (Sigma-Aldrich) z
antysensownymi lub sensownymi sondami w celu inkubacji przez noc w 67,5°C.
Nastepnie komorki przemyto trzykrotnie 0,5 x stezonym buforem soli fizjologicznej z
cytrynianem sodu (bufor SSC) w 65°C, trzykrotnie 0,2 x stgzonym buforem SSC w 60°C,
dwukrotnie 0,2 x st¢zonym buforem SSC w temperaturze pokojowej (ang. RT) 1
trzykrotnie PBS-Tween 0,1% (PBST) w RT. Nastepnie niespecyficzne wigzanie
blokowano uzywajac 10% NGS w roztworze blokujacym TNB (TSA Plus System;

PerkinElmer) przez 1 godzing w RT. Komorki inkubowano z owczymi przeciwciatami
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anty-fluoresceinowymi-POD (1:200 w TNB, #11426346910, Roche) i kroliczymi
przeciwciatami anty-FMRP (1:200 w TNB, #7104S, Cell Signaling) w nawilzanej
komorze przez noc w 4°C, przemyto PBST i1 inkubowano z drugorzedowym
przeciwciatem przeciw kréliczym IgG skoniugowanym z fluoroforem Alexa 488 (1:1000,
Invitrogen). Sygnat hybrydyzacji zostat wzmocniony za pomocg systemu TSA Cy3
System (PerkinElmer). Sygnat dodatni dla mRNA NIgnl, Nign2, Nlign3
wspotwystepujacy z dodatnim sygnatem dla biatka FMRP wizualizowano na dlugosci 50
um dendrytu w minimalnej odlegtosci 20 um od ciata neuronu za pomocg mikroskopu
konfokalnego LSM 700, Axio Imager Z2 (Zeiss). W celu wizualizacji czerwonego
sygnatu odpowiadajagcego RNA NIgn wykorzystano fluorofor Alexa 555, a zeby
uwidoczni¢ zielony sygnat pochodzacy od biatka FMRP zastosowano fluorofor Alexa
488. Obrazowanie przeprowadzano w skrawkach o przekroju Z o grubosci 0,4 um,
stosujgc obiektyw 40x z immersjg olejowa (1,3 NA). Na rycinie 27 i 28 przedstawiono
zdjecia uzyskane z pojedynczej sekcji o grubosci 0,4 pum przy wspotczynniku
powiekszenia 1,2 x stosujac rozmiar ramki 1024 x 1024, wiec rozmiar piksela wynosi

0,13 um.

3.13. Chemiczne sieciowanie bialek powierzchniowych z uzyciem BS® w

synaptoneurosomach i hodowlach neuronow hipokampalnych

Synaptoneurosomy wyizolowane z samcow myszy WT i Fmrl KO w wieku P40-
50 w stanie podstawowym (P) oraz (2,5, 5, 10 i 20 minut) po stymulacji receptorow
NMDA zostaty poddane sieciowaniu biatek powierzchniowych przy uzyciu 2 mM BS?®
(#21580, Thermo Scientific). BS® jest nieprzepuszczalnym dla blony komoérkowe;
chemicznym odczynnikiem sieciujgcym, ktory taczy biatka ulegajace ekspresji na
powierzchni komorki (Boudreau et al. 2012). BS® rozpuszczono w $wiezo
przygotowanym 5 mM buforze cytrynianu sodu o pH 5,0. Reakcja sieciowania zostata
przeprowadzona przez 30 minut na lodzie, a proces zatrzymano przez dodanie 100 mM
glicyny na czas 10 minut. Nastepnie probki szybko zamrozono na suchym lodzie i
przechowywano w - 80°C przed analiza Western blot. Wyniki eksperymentu
przeprowadzonego na synaptoneurosomach obliczono z szeSciu niezaleznych
eksperymentow (n=6 eksperymentow; 2 myszy na genotyp na kazdy eksperyment, rycina

32, 38, 43).
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W celu sieciowania bialek powierzchniowych w mysich hodowlach neuronow
hipokampalnych (DIV19), komorki przeptukano dwukrotnie buforem chelatujagcym jony
dwuwartosciowe (1 mM EDTA w HBSS), aby nie zaktocaé zaleznych od jonéw Ca?*
interakcji NLGN-NRXN (Poulopoulos et al. 2012; Ichtchenko et al. 1995). Komorki
inkubowano z 2 mM BS® w HBSS przez 30 minut na lodzie, po czym dodano 100 mM
glicyny na czas 10 minut (Boudreau et al. 2012). Komorki poddano lizie w 1% SDS, 50
mM Tris-HCI i 150 mM NaCl z koktajlem inhibitorow proteaz (Roche), a nastepnie
sonikowano przy uzyciu sonikatora Bioruptor Plus (2 x 5 sek. / 30 sek. przerwy),
wirowano przy 20000 rcf przez 10 min w 4°C i zachowywano nadsacz z ekstraktow SDS.
Przed analiza Western blot mierzono stezenie biatka za pomoca testu BCA Pierce
(Thermo Scientific). Wyniki sieciowania prezentowane na rycinie 33 i 39 zostaty
obliczone na podstawie 12 powtorzen biologicznych dla kazdego genotypu uzyskanych
z czterech niezaleznych hodowli neuronalnych (n=12 dotkéw hodowlanych/genotyp, po

3 doftki z kazdej z czterech hodowli/genotyp).
3.14. Biotynylacja bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach

Swiezo izolowane synaptoneurosomy z mézgéow myszy WT i Fmrl KO w wieku
P40-50 inkubowano z 5 mM biotyng (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotyn, #21335, Thermo
Scientific) rozpuszczong w HB o pH 8,0 przez 30 min w 4°C. Nastepnie probki
zwirowano przy 1000 rcf przez 10 minut w 4°C 1 osad synaptoneurosomow
zawierajacych wyznakowane biotyng biatka powierzchniowe przeptukano dwukrotnie
PBS przed liza w 1% TritonX-100 w PBS o pH 7.,4. Nastepnie ekstrakty rozcienczono
50-krotnie buforem do lizy i potaczono z 50 ul (0,5 mg) przeptukanych kulek Dynabeads
MyOne Streptavidin T1 (Invitrogen). Wigzanie kulek z biotynylowanymi biatkami
powierzchniowymi prowadzono przez 2 godziny w 4°C podczas obracania na rotorze.
Potem kulki przemyto trzykrotnie buforem do lizy, dodano buforu Laemmli’ego
zawierajacego 100 mM DTT i 2,5 mM biotyny (Sigma-Aldrich) i zdenaturowano przez
10 min w 98°C. Prébki po elucji analizowano za pomocg metody Western blot.
Przeprowadzono sze$¢ niezaleznych eksperymentow (n=6 eksperymentow; 2 myszy na

genotyp na kazdy eksperyment, rycina 35, 41, 45).
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3.15. Deglikozylacja bialek

Deglikozylacje sieciowanych biatek w celu analizy masy molekularnej biatek przed
1 po tym procesie przeprowadzono z uzyciem glikozydazy EndoH (endoglikozydaza H,
#P0702, New England Biolabs) oraz PNGazy F (peptydowa N-glikozydaza F, #P0704,
New England Biolabs) zgodnie z protokotami producenta (New England Biolabs).

3.16. Elektroforeza bialek SDS-PAGE i Western Blot

Probki inkubowano w 98°C przez 10 minut w denaturujagcym buforze
Laemmli’ego, schtadzano w temperaturze pokojowej, a nastepnie naktadano 20 pg na zel
poliakrylamidowy SDS-PAGE, razem ze standardem wielkosci Page Ruler Plus
Prestained Protein Ladder (10-300 kDa, Thermo Scientific). Podczas elektroforezy w
warunkach denaturujagcych SDS-PAGE ta sama ilo$¢ biatka (z poszczegolnych probek o
réznym stezeniu) byta poddana rozdziatowi w 7,5% zelu (biatka sieciowane okoto 300
kDa), 12% zelu (aby obserwowa¢ mate odcigte fragmenty C-koncowe NLGN — cNLGN
CTF okoto 25 kDa) lub 10% zelu (wszystkie inne analizy) poliakrylamidowym TGX
Stain-Free (Bio-Rad). Nastepnie prowadzono elektryczny transfer bialek na 0,45 pum
membrang PVDF (Immobilon-P, Merck Millipore). Membrana PVDF zostata uprzednio
aktywowana w metanolu przez 30 sekund, a nast¢pnie przetozona do buforu do transferu.
Membrang umieszczono na warstwie 5 mm bibuty Whatman nasgczonej buforem do
transferu, nastepnie polozono zel 1 przykryto warstwg nawilzonej bibuty. Bialka
sieciowane poddawano transferowi przez 1 godzing 30 min przy napigciu 25 V w
potsuchej komorze Trans-Blot (Bio-Rad) w buforze do transferu o sktadzie: 300 mM Tris,
298 mM glicyna, 3,5 mM SDS, 20% etanol. Pozostate biatka transferowano przez 5 min
lub 7 min przy uzyciu 25 V w komorze Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) w buforze do
transferu zawierajacym: 25 mM Tris, 192 mM glicyng¢ 1 20% etanol. Za kazdym razem
prowadzono kontrolg rownej iloéci biatka natozonego na Zel oraz wydajnosci transferu
obrazujac zel przed 1 po transferze bialek za pomocg systemu do wizualizacji zeli Gel
Doc XR+ (Bio-Rad). Membrang blokowano w 5% BSA i 3% normalnej surowicy krwi
koziej (NGS) w PBST przez 1 h w temperaturze pokojowej. Lista uzytych do
doswiadczen przeciwcial pierwszorzedowych oraz ich rozcienczen zostata przedstawiona
w tabeli 9. Inkubacje z przeciwciatami pierwszorzedowymi prowadzono przez noc w 4°C

z delikatnym wstrzgsaniem.
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Ekspresje biatek bedacych markerami synaps pobudzajacych (PSD-95, VGLUTZ,
NLGNI1, NLGN3) i hamujacych (GEFRYNA, VGAT, NLGN2) analizowano w
homogenatach i synaptoneurosomach pochodzacych od myszy o genotypie dzikim w
wieku P30-40. W celu dodatkowej kontroli ilo$ci biatka natozonego na zel za kazdym
razem sprawdzano poziom GAPDH w synaptoneurosomach oraz biatka f3-TUBULINY
w pierwotnych hodowlach hipokampalnych.

Nazwa i domena wykrywanego | Rozcienczenie Numer katalogowy i
bialka przeciwciala nazwa producenta
pierwszorzedowego

NLGN1 domena zewnatrzkomorkowa | 1:1000 #129111, Synaptic
Systems

NLGN1 domena cytoplazmatyczna 1:1000 #129013, Synaptic
Systems

NLGN2 domena cytoplazmatyczna 1:1000 #129511, Synaptic
Systems

NLGN3 domena cytoplazmatyczna 1:2000 #129113, Synaptic
Systems

B3-TUBULINA 1:1000 #4466, Cell
Signaling

FMRP 1:1000 #7104S, Cell
Signaling

PSD-95 1:500 #MAB1598, Merck
Millipore

VGLUT2 1:5000 #135403, Synaptic
Systems

GEFRYNA 1:1000 #147111, Synaptic
Systems

VGAT 1:1250 #131011, Synaptic
Systems

GAPDH 1:1000 #MAB374, Merck
Millipore

Tabela 9. Lista uzytych do do$wiadczen przeciwciat pierwszorzedowych wraz z ich
rozcienczeniem, numerem katalogowym i nazwa producenta.

Po trzykrotnym przeplukaniu membran w PBST inkubowano je z odpowiednio
dobranymi drugorzedowymi przeciwcialami znakowanymi peroksydazg (Vector
Laboratories) rozcienczonymi 1:10 000 w 5% BSA w PBST przez 1 godzing w
temperaturze pokojowej, po czym ponownie przeptukano je trzykrotnie w PBST. Biatka

zostaly zwizualizowane metoda wzmocnionej chemiluminescencji uzywajac odczynnika
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do detekcji Amersham ECL Prime (GE Healthcare) i urzadzenia Amersham Imager 600
(GE Healthcare). Niektore membrany inkubowano przez 20 minut w RT z buforem do
strippingu o pH 3,0 zawierajacym 0,1 M glicyne, 2% SDS. Nastgpnie te membrany
przeptukano trzykrotnie w PBST 1 traktowano jak opisano powyzej uzywajac
przeciwciala pierwszorzedowego wyprodukowanego w innym gospodarzu niz
poprzednio uzyte przeciwcialo pierwszorzgdowe. Intensywno$¢ pikseli w
zwizualizowanym prazku odpowiadajaca poziomowi ekspresji analizowanego biatka
zostala okreslona ilosciowo przy uzyciu oprogramowania Imagel, odejmujac tto dla
kazdego prazka na membranie. W doswiadczeniach, w ktérych poréwnywano poziom
biatka pomiedzy genotypami, wartosci dla genotypu Fmrl KO zostaly zrelatywizowane
do warto$ci genotypu WT. W przypadku eksperymentéw ze stymulacjg synaptyczng
wszystkie obliczone densytometrycznie warto$ci intensywnosci prazkow zostaty
zrelatywizowane do warto$ci genotypu WT w stanie podstawowym (WT P) (Rycina 32,
38, 43). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu dwustronnego
niesparowanego testu t Studenta dla poréwnan migdzy genotypami i sparowanego testu t

Studenta dla porownan w obrebie genotypu w programie GraphPad Prism wersji 7.03.
3.17. Profilowanie polirybosoméw, izolacja RNA, qRT-PCR i obliczenia

Frakcjonowanie polirybosoméw przeprowadzono zgodnie z opublikowanym
niedawno przez nasz zespot badawczy szczegotowym protokotem (Kuzniewska et al.
2020). Synaptoneurosomy wyizolowane z hipokampow i przyleglej czesci kory
mozgowej samcoOw myszy P60 WT i Fmrl KO stymulowano przez 20 minut jak opisano
powyzej i lizowano w buforze A (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 125 mM NaCl, 10 mM MgCls,
2mM DTT, 200 ug / ml cykloheksymidu, 120 U / ml RiboLock RNase Inhibitor i koktajl
inhibitoréw proteaz) zawierajacym 1,5% IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich). Struktury
bloniaste usunigto przez wirowanie przy 20 000 x g przez 15 minut w 4°C. Supernatant
zatadowano na 10-50% wag./wag. liniowy gradient sacharozy przygotowany w buforze
A i wirowano przy 38 000 rpm przez 2 godziny w rotorze TH641 w wiréwce Sorvall WX
Ultra Series (Thermo Scientific). Kazdy gradient zostat podzielony na dwadziescia trzy
frakcje (po 500 pul), ktore zostaly polaczone w trzy frakcje (kompleksy
rybonukleoproteinowe [ang. messenger ribonucleoprotein complexes, mRNP] i

monosomy, lekkie polisomy 1 cigezkie polisomy) zgodnie z profilem absorbancji
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polirybosoméw monitorowanym przy dtugosci fali 254 nm przy uzyciu ISCO UA-6 UV
/ Detektor VIS. Kazdg frakcj¢ uzupetniono liniowym akryloamidem (do 20 pg / ml) i 10
ng transkrybowanego in vitro fragmentu genu LSm Arabidopsis thaliana jako
wewnetrznej kontroli. Nast¢pnie caltkowity RNA ekstrahowano w temperaturze -80°C
przez noc poprzez dodanie 1:10 objetosci 3 M octanu sodu o pH 5,2, 40 ug glikogenu
jako wzmacniacza wytracania i jednej objetosci izopropanolu. Po odwirowaniu osad
rozpuszczono w buforze do trawienia proteinaza K (0,5% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI o pH 7,4) i dodano enzym proteinaze K (koncowe stezenie 100 ug / ml) w celu
inkubacji przez 20 min w 42°C z wytrzgsaniem. Nast¢pnie RNA wyekstrahowano
dwiema objetosciami roztworu fenolu/chloroformu/alkoholu izoamylowego (25: 24: 1,
Sigma-Aldrich) w probowkach Phase lock Gel Heavy 2 ml (5 Prime). RNA z fazy wodnej
ponownie wyekstrahowano jedng objetoscig chloroformu i wytragcono przez noc z 2,5
objetosci 96% etanolu 1 1:10 objgtosci 3 M octanu sodu o pH 5,2 w -80°C. Po
odwirowaniu osad przeplukano dwukrotnie w 70% etanolu, raz w 96% etanolu, suszono
pod wyciagiem przez okoto 7 minut i rozpuszczono w 30 pl wody wolnej od RNaz.
Stezenie 1 jako$¢ wyizolowanego RNA sprawdzono za pomocg spektrofotometru DS-11
(DeNovix). RNA poddano odwrotnej transkrypcji przy uzyciu losowych starterow
(GeneON) i odwrotnej transkryptazy SuperScript [V (Thermo Scientific). Ilo§ciowy qRT-
PCR przeprowadzono przy uzyciu termocyklera Light Cycler 480 Probes Master Mix
(Roche) oraz mieszanin starterow i sond TagMan dla genow NIgnZ1, NIgn2, NIgn3, Gapdh
i LSm (wymienione w tabeli 6) w koncowej objetosci 15 pl. Wartosci zostaty obliczone
przy uzyciu metody 2 (-ddCt) traktujac LSm jako zewnetrzng kontrole w celu normalizacji
danych. Analizg statystyczng z 4 niezaleznych eksperymentéw (n=4; 2 myszy na genotyp
na kazdy eksperyment; okolo 100 mg tkanki izolowanej dla stanu
podstawowego/stymulacji) przeprowadzono przy uzyciu jednokierunkowego testu
ANOVA (do analiz w obrebie genotypu) i dwukierunkowego testu ANOVA (do

porownan miedzy genotypami) w programie GraphPad Prism wersji 7.03.
3.18. Detekcja nowo zsyntetyzowanych bialek za pomoca chemii Click-iT

Aby wykry¢ synteze biatek de novo uzyto alkinowego analogu puromycyny: O-
propargilopuromycyny (OP-puro, #NU-931-05, Jena Bioscience). OP-puro tworzy

kowalencyjne koniugaty z nowopowstajacymi tancuchami polipeptydowymi, ktore
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mozna wykry¢é w reakcji chemii klik, czyli cykloaddycji azydkowo-alkinowej
katalizowanej przez miedz (I) (ClickiT). Po stymulacji receptorow NMDA w
synaptoneurosomach wyizolowanych z mézgu myszy o genotypie dzikim w wieku P30-
40, inkubacje probek prowadzono przez 20 minut w 37°C z wytrzasaniem 1000 rpm.
Przed zakonczeniem inkubacji dodano digitoning (0,02%) oraz OP-puro do st¢zenia 50
uM i synaptoneurosomy inkubowano dodatkowo w 37°C przez 3 minuty, aby umozliwic¢
wbudowanie OP-puro do nowopowstajgcych biatek. Probki kontrolne inkubowano bez
OP-puro. Nastepnie synaptoneurosomy zawieszono w buforze do lizy (50 mM Tris-HCI,
pH 8,0, 1% SDS) i przeprowadzono reakcje chemiczng ClickiT z azydkiem TAMRA lub
azydkiem biotyny (Invitrogen) zgodnie z instrukcja producenta. Po reakcji z azydkiem
TAMRA biatka wytragcono metanolem, a osad rozpuszczono w buforze Laemmli’ego
zawierajagcym 100 mM DTT 1 denaturowano przez 10 min w 98°C. Probki poddano
elektroforezie biatek SDS-PAGE 1 wizualizowano fluorescencyjnie przy uzyciu
urzadzenia Amersham Imager 600 (GE Healthcare). W przypadku reakcji klik z
azydkiem biotyny biatka wytragcono metanolem, a osad rozpuszczono w 4% SDS i
sonikowano przy uzyciu sonikatora Bioruptor Plus (6 % 15 sek. / 30 sek. przerwy lub do
uzyskania klarownego roztworu). Nastepnie probki rozcienczono PBS do koncowego
stezenia SDS 0,4%. Na tym etapie pobrano 5% na probki wejsciowe (input), ktore
zmieszano z buforem Laemmli’ego z 100 mM DTT, zdenaturowano przez 5 min w 98°C
i przechowywano do czasu elektroforezy SDS-PAGE. Biatka znakowane OP-puro-
biotyng zostaly wzbogacone na kulkach Dynabeads ze streptawidyna (MyOne;
Invitrogen) wstepnie ptukanych w 0,4% SDS w PBS. Probki inkubowano z kulkami
streptawidyny przez 1 godzing w RT, a nastepnie w 4°C przez noc. Nastepnie probki
przemyto roztworami w nastgpujacej kolejnosci: 3 x 0,2% SDS w PBS, 2 x bufor z
mocznikiem (8 M mocznik, 100 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl) i 2 x PBS. Biatka
eluowano w buforze Laemmli’ego zawierajacym 100 mM DTT 1 2,5 mM biotyny przez
10 min w 98°C 1 nowo zsyntetyzowane biatka wizualizowano metodg Western blot z
przeciwcialami wykrywajacymi fragmenty NLGNI1, NLGN2 i NLGN3 (Synaptic
Systems, jak powyzej).
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3.19. Analiza statystyczna

Liczba myszy lub powtorzen biologicznych (w przypadku pierwotnych hodowli
komorek nerwowych) uzytych w kazdym doswiadczeniu 1 branych pod uwage w celu
dokonania obliczen jest wskazana na kazdej rycinie oraz w tekscie. Wszystkie dane na
wykresach podano jako wartosci §rednie + btad standardowy $redniej (ang. standard error
of the mean, SEM) z technicznych powtorzen niezaleznych eksperymentow lub myszy.
Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono w programie GraphPad Prism wersji
7.03 (GraphPad Software Inc). Nazwy testow statystycznych uzytych do analiz sg

wymienione w tekscie pod kazda rycina.
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4. Wyniki

4.1. Charakterystyka zastosowanych modeli badawczych — synaptoneurosoméw i

pierwotnych hodowli neuronow hipokampalnych

Celem mojego projektu doktorskiego byta analiza regulacji ekspresji waznych
biatek synaptycznych — neuroligin, dlatego do badan wykorzystano synaptoneurosomy.
Synaptoneurosomy, zwane tez ,,synapsami in vitro” stanowia izolowana z mozgu frakcje
subkomorkows zawierajacg oderwane kolce dendrytyczne (czes¢ postsynaptyczna) i
zakonczenia aksondw (czes$¢ presynaptyczna). Udowodniono, ze wyizolowane z mozgu
synaptoneurosomy zachowuja w petni swoje funkcje synaptyczne, takie jak zdolnos$¢ do
uwalniania neurotransmiterow, aktywacji receptoréw i odpowiedzi na stymulacj¢
synaptyczng, dzigki czemu syntetyzuja nowe biatka w procesie lokalnej translacji
synaptycznej (Verity, Brown, and Cheung 1980; Gambetti et al. 1972; Kuzniewska et al.
2020; Weiler et al. 1997). Niedawno nasz zespot badawczy opublikowal szczegdtowy
protokoét izolacji synaptoneurosoméw (Kuzniewska et al. 2018).

Synaptoneurosomy do badafh izolowano z obu potkul mozgu ze struktury
hipokampa oraz cze¢sci przylegltej do niego kory moézgowej, zeby zachowaé synaptyczne
potaczenia hipokampalno-korowe (Rycina 1). Analiza ekspresji biatek neuroligin w
synapsie zostala przeprowadzona z uzyciem tej konkretnej cze$ci mozgu, poniewaz
hipokamp jest niezwykle wazng strukturg odpowiedzialng za tak kluczowe procesy jak
uczenie si¢ oraz pami¢é¢ (Yavas, Gonzalez, and Fanselow 2019). Zesp6t tamliwego
chromosomu X charakteryzuje si¢ obnizeniem poziomu intelektualnego réznego stopnia,
co wskazuje, 1z w tej strukturze mdézgu moze wystepowacé nieprawidlowa ekspresja
biatek. Szereg opublikowanych badan potwierdza t¢ tezg (Banerjee et al. 2018).

Najpierw wykonano analiz¢ poréwnawcza wzbogacenia poziomu bialek
synaptycznych w synaptoneurosomach w stosunku do homogenatow wyizolowanych z
hipokampa i przyleglej czesci kory moézgowej myszy o genotypie dzikim. Procedurg
izolacji synaptoneurosomoOw przeprowadzono jak przedstawiono na ponizszym

schemacie (Rycina 16).
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Rycina 16. Schemat izolacji synaptoneurosomow z mozgu myszy.

Nastepnie za pomocg metody Western blot oznaczono poziom biatek ulegajacych
ekspresji w synapsach pobudzajacych (PSD-95 — strukturalne biatko gestosci
postsynaptycznej i VGLUT2 — pecherzykowy transporter glutaminianu) oraz hamujacych
(GEFRYNA - strukturalne biatko gestosci postsynaptycznej, VGAT — pecherzykowy
transporter kwasu GABA). Poziom bialkka GAPDH (dehydrogenazy aldehydu 3-
fosfoglicerynowego uczestniczacej w glikolizie) stanowit kontrolg réwnej ilosci biatka
natozonego na zel. Zaobserwowano, iz w poréwnaniu do homogenatu (H) z méozgu
myszy, synaptoneurosomy (SN) sa frakcja wzbogacong w bialka synaptyczne
charakterystyczne zaréwno dla synaps pobudzajacych jak i hamujacych (Rycina 17).
Ponadto, ten model badawczy jest z powodzeniem stosowany przez nasz zespot
badawczy, o czym $wiadczg opublikowane prace (Dziembowska et al. 2012; Janusz et al.
2013; Jasinska et al. 2016; Kuzniewska et al. 2018; Chmielewska et al. 2019; Kuzniewska

et al. 2020).
H SN

PSD-O5- # s s #8 O5kDa | Markery
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Rycina 17. Charakterystyka izolowanych frakcji — homogenatow i synaptoneurosomow
— za pomocg metody Western blot. W poréwnaniu do homogenatu (H) z mézgu myszy
WT, synaptoneurosomy (SN) sa frakcja wzbogacong w biatka synaptyczne
charakterystyczne dla synaps pobudzajacych (PSD-95, VGLUT2) oraz hamujacych
(GEFRYNA, VGAT). PSD-95 — biatko gestosci postsynaptycznej-95; VGLUT2 —
pecherzykowy transporter glutaminianu 2; GEFRYNA — biatko ggstosci
postsynaptycznej synaps hamujgcych, VGAT — pecherzykowy transporter kwasu GABA;
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GAPDH — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, enzym glikolizy, kontrola
réwnej ilosci biatka w zelu.

Poza synaptoneurosomami, drugim modelem wykorzystywanym w badaniach byty
pierwotne hodowle neuronalne. Hodowle komoérek nerwowych byly zakladane z
hipokampa oseskéw szczurzych o genotypie dzikim oraz oseskow myszy WT i
pozbawionych ekspresji genu Fmrl (Fmrl KO). Hodowle prowadzono przez 19-21 dni
in vitro, a nastepnie dojrzale komorki nerwowe wykorzystywano do oceny poziomu
ekspresji neuroligin. Hodowle neuronow hipokampalnych sa rzetelnym modelem

uzupetniajacym i potwierdzajagcym wyniki uzyskane w synaptoneurosomach.

4.2. Ocena poziomu ekspresji neuroligin w mézgu myszy o genotypie dzikim i Fmrl

KO

W ramach projektu doktorskiego weryfikowano hipoteze badawcza czy biatko
FMRP reguluje translacje mRNA neuroligin. W tym przypadku brak biatka FMRP w
zespole tamliwego chromosomu X skutkowalby podwyzszonym poziomem biatka
neuroligin w synapsach. Powyzsza hipoteza zostata wstgpnie zweryfikowana przez nasz
zespOl badawczy, ktoéry we wspoOlpracy z laboratorium prof. dr hab. Andrzeja
Dziembowskiego przeprowadzit analizy proteomiczne metodg spektrometrii mas majace
na celu ilo$ciowe poréwnanie poziomu biatka neuroliginy 1, 2 i 3 w synaptoneurosomach
pomigdzy genotypami myszy WT i Fmrl KO zaréwno w stanie podstawowym, jak i po
aktywacji synaptycznej (dane nieopublikowane). Zgromadzone dane wskazywaly, ze
poziom ekspresji neuroligin moze by¢ znacznie zaburzony w przypadku braku biatka
FMRP.

Uzyskane wyniki stanowity jedng z kluczowych przestanek do przeprowadzenia
doktadnej analizy poziomu neuroligin w synapsie z uzyciem metod molekularnych, co

stanowi tematyke badan zawartych w niniejszej pracy doktorskie;.
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4.2.1. Poréwnanie poziomu bialka neuroliginy 1, 2 i 3 w synaptoneurosomach

izolowanych z myszy typu dzikiego i Fmrl KO

W celu porownania poziomu biatka neuroligin w synaptoneurosomach myszy o
genotypie dzikim i Fmrl KO zastosowano metode Western blot. W serii niezaleznych
eksperymentow wyizolowano synaptoneurosomy z moézgow myszy WT i Fmrl KO,
zmierzono poziom biatka w kazdej probce za pomoca testu BCA, a nastepnie
przeprowadzono elektroforez¢ biatek SDS-PAGE w 10% zelu poliakrylamidowym. Po
przeniesieniu biatek z zelu na membran¢ PVDF i zablokowaniu miejsc niespecyficznego
wigzania przeciwcial, inkubowano membran¢ z przeciwcialami pierwszorzedowymi,
ptukano i inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi. Poziom biatka dla kazdej z
izoform neuroligin  zwizualizowano za pomoca metody chemiluminescencii.
Intensywno$¢ pikseli w poszczegdlnych prazkach obliczono densytometrycznie
uzywajac programu ImageJ, a otrzymane wartosci wraz z przyktadowymi zdjeciami
obrazujagcymi poziom biatek NLGN1, NLGN2 i NLGN3 przedstawiono na rycinie 18.
Analizy statystyczne wszystkich wynikéw uzyskanych w projekcie doktorskim
przeprowadzano w programie GraphPad Prism.

Dla kazdej analizy Western blot przeprowadzonej w niniejszym projekcie
doktorskim prowadzono kontrolg roéwnej iloSci biatka natozonego na zel oraz wydajnosci
transferu obrazujac zel przed i po przeniesieniu biatek za pomocg systemu do wizualizacji
zeli Gel Doc XR+ (Bio-Rad). Srodkowy panel na rycinie 18 prezentuje wizualizacje zeli
TGX przed przeniesieniem biatek na membrang i detekcjg z uzyciem przeciwciat (Rycina
18).
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Western blot - poziom biatka w synaptoneurosomach z mézgu myszy WT i Fmr1 KO
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Rycina 18. Analiza Western blot, kontrola ilosci natozonego biatka w zelu TGX oraz
obliczenia densytometryczne wykonane na podstawie pomiaru intensywnosci pragzkow
poziomu biatka (A) NLGN1, (B) NLGN2 i (C) NLGN3 w synaptoneurosomach
izolowanych z mozgu myszy WT i Fmrl KO. Ogélny poziom biatka w zelu TGX byt
zwizualizowany przed przeniesieniem biatlek na membrang. Wykresy przedstawiaja
uzyskane wartosci = SEM z obliczen densytometrycznych w programie Imagel, n=6
myszy/genotyp, NLGN1 p=0,0016 (** p < 0,01); NLGN2 p=0,4293 (nieistotne, p >
0,05); NLGN3 p=0,0112; (* p < 0,05) obliczone za pomocg niesparowanego testu t
Studenta.

Ponadto, analizowano poziom biatka f3-TUBULINY, ktory powinien by¢ taki sam
w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO, co stanowito dodatkows kontrolg
eksperymentow (Rycina 19). Tubuliny o i B s3 biatkami tworzacymi mikrotubule, a
izoforma B3-tubuliny jest specyficzna dla neurondéw 1 nie ulega ekspresji w astrocytach.
Po inkubacji z przeciwciatem pojedynczy prazek byt zlokalizowany na wysokos$ci okoto
55 kDa, co jest zgodne z oczekiwang masa molekularng B3-TUBULINY w probkach

synaptoneurosomow.
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Rycina 19. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilosci natozonego biatka w zelu TGX
oraz (C) obliczenia densytometryczne wykonane na podstawie pomiaru intensywnosci
prazkéw poziomu biatka B3-TUBULINY w synaptoneurosomach izolowanych z mézgu
myszy WT i Fmrl KO. Wykres przedstawia uzyskane wartosci = SEM z obliczen
densytometrycznych, n=5 myszy/genotyp, p=0,7223 (nieistotne, p > 0,05) obliczone za
pomocg niesparowanego testu t Studenta.

W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw dowiedziono, ze poziom biatka
NLGNI1 oraz NLGN3 jest podwyzszony w synaptoneurosomach myszy Fmrl KO w
poréwnaniu z synaptoneurosomami myszy o genotypie dzikim (36% wzrost poziomu
biatka NLGN1, p=0,0016, t=4,3, df=10 i 36% wzrost poziomu biatka NLGN3, p=0,0112,
t=3.101, df=10 obliczone za pomoca niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 18).
W powyzszej analizie nie zaobserwowano roznicy w poziomie biatka NLGN2 (p=0,4293,
t=0,824, df=10 obliczone za pomoca niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 18)
oraz kontrolnej B3-TUBULINY (p=0,7223, t=0,3681, df=8 obliczone za pomocg
niesparowanego testu t Studenta, n=5; rycina 19).

W przeprowadzonej metoda Western blot analizie nie wykryto réznic w poziomie
biatka NLGN2 w synaptoneurosomach izolowanych z mézgu myszy WT i Fmrl KO. Jak
wspomniano wczesniej, analizowane biatka NLGN1, NLGN2 i NLGN3 ulegaja ekspresji
zarowno w synapsach pobudzajacych (NLGN1, NLGN3), jak 1 hamujacych (NLGN2,
NLGN3). Postuluje si¢, ze w mysim moézgu jest mniej synaps hamujacych niz
pobudzajagcych (Megias et al. 2001). W celu sprawdzenia czy biatka neuroligin sg
roOwnocennie wzbogacone Ww preparacie synaptoneurosomoéw w stosunku do
homogenatow mozgu myszy przeprowadzono analiz¢ Western blot (Rycina 20). Jak
pokazano na rycinie 20, biatka wszystkich neuroligin s wzbogacone w

synaptoneurosomach w porownaniu do homogenatow mézgu myszy niezaleznie od typu
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synaps, na ktérych wystepuja. Nawet jesli w mozgu myszy jest mniej synaps hamujacych
(zawierajacych NLGN2) to jest ich rdwnie mniej w synaptoneurosomach, co przedstawia

rowniez rycina 20.

H SN

NLGN1- #ss s e 8 -120kDa

NLGN2-{ s s s @ -120kDa

NLGN3- = = s s -120kDa

GAPDH-{ " s s s -38kDa

Rycina 20. Analiza wzbogacenia bialek NLGNI, NLGN2 i NLGN3 w
synaptoneurosomach za pomoca metody Western blot. W poréwnaniu do homogenatu
(H) z mozgu myszy WT, synaptoneurosomy (SN) sg frakcja wzbogacong w biatka
neuroligin, ktére maja mase¢ molekularng okoto 120 kDa. GAPDH -
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego, enzym glikolizy, kontrola rownej ilosci
biatka o masie molekularnej 38 kDa.

4.2.2. Poréwnanie poziomu bialka neuroliginy 1, 2, 3 w pierwotnej hodowli

neuronalnej z myszy typu dzikiego oraz Fmrl KO

Analogiczne analizy przeprowadzono z uzyciem ekstraktow biatkowych
pochodzacych z pierwotnej hodowli neuronow hipokampalnych zatozonej z myszy o
genotypie dzikim oraz Fmrl KO. Hodowle neuronow hipokampalnych byty prowadzone
przez 21 dni in vitro, a nastepnie komorki poddano lizie, pomiarowi biatka za pomoca
testu BCA oraz elektroforezie SDS-PAGE w 10% zelu poliakrylamidowym. Detekcje
bialek neuroligin przeprowadzono z uzyciem specyficznych przeciwcial i metody
chemiluminescencji, a warto$ci otrzymane w wyniku obliczen densytometrycznych w

programie ImagelJ zostaty przedstawione na rycinie 21.
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Western blot - poziom biatka w hodowlach neuronéw hipokampalnych WT i Fmr1 KO
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Rycina 21. Analiza Western blot, kontrola ilosci natozonego biatka w zelu TGX oraz
obliczenia densytometryczne wykonane na podstawie pomiaru intensywnosci prazkow
poziomu biatka (A) NLGNL1, (B) NLGN2, (C) NLGN3 w neuronach hipokampalnych w
21 dniu in vitro pierwotnej hodowli zatozonej z oseskow myszy WT i Fmrl KO. Ogolny
poziom biatka w zelu TGX byt zwizualizowany przed przeniesieniem biatek na
membrang. Wykresy przedstawiaja uzyskane wartosci + SEM z obliczen
densytometrycznych, n=5-9 myszy/genotyp, NLGN1 p=0,0086 (** p < 0,01); NLGN2
p=0,577 (nieistotne, p > 0,05); NLGN3 p=0,0189; (* p < 0,05) obliczone za pomoca
niesparowanego testu t Studenta.

Przedstawiona na rycinie 21 wizualizacja poziomu biatka w zelu TGX przed
przeniesieniem na membrang stanowila kontrole rownej ilosci biatka natozonego na zel.
Dodatkowa kontrolg byta analiza poziomu B3-TUBULINY - specyficznego dla

neuronéw biatka tworzacego mikrotubule (Rycina 22).
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Rycina 22. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilo$ci natozonego biatka w zelu TGX
oraz (C) obliczenia densytometryczne poziomu biatka B3-TUBULINY w neuronach
hipokampalnych w 21 dniu in vitro pierwotnej hodowli zatozonej z mézgoéw myszy WT
I Fmrl KO. Wykres przedstawia warto$ci §rednie = SEM z obliczen densytometrycznych,
n=6 myszy/genotyp, p=0,822 (nieistotne, p > 0,05) obliczone za pomocg niesparowanego
testu t Studenta.

W przypadku hodowli neuronalnych réwniez zaobserwowano zwigkszony poziom
synaptycznych biatek NLGN1 1 NLGN3 w neuronach pochodzacych z myszy Fmrl KO
w porownaniu z WT (22% wzrost poziomu biatka NLGN1, p=0,0086, t=2,992, df=16 i
28% wzrost poziomu biatka NLGN3, p=0,0189, t=2,796, df=10 obliczone za pomoca
niesparowanego testu t Studenta, n=5-9; rycina 21). Ponownie nie wykryto réznic w
poziomie NLGN2 i B3-TUBULINY pomi¢dzy dwoma analizowanymi genotypami
(NLGN2: p=0,5774, t=0,5807, df=8 i B3-TUBULINY: p=0,822, t=0,2309, df=10
obliczone za pomocg niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 21 i 22).

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych analiz wskazywaty, ze poziom biatka
NLGNI1 i NLGN3 jest podwyzszony w synaptoneurosomach i pierwotnych neuronach
hipokampalnych z myszy Fmrl KO w poréwnaniu do myszy o genotypie dzikim.

4.2.3. Porownanie poziomu mRNA Nignl, Nign2, Nlgn3 w synaptoneurosomach z
myszy typu dzikiego oraz Fmrl KO

Nastgpnie porownano poziom mRNA Nlgn w synaptoneurosomach izolowanych z
mozgu myszy typu dzikiego i Fmrl KO. Po izolacji RNA i odwrotnej transkrypcji probki
poddano reakcji ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Przedstawiony na rycinie 23
wynik wskazuje na brak réznic w poziomie mRNA Nignl, Nlgn2 i Nign3 pomig¢dzy
analizowanymi genotypami (NIgnl: p=0,6581, t=0,4561, df=10, Nign2: p=0,2299,
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t=1,279, df=10, NIgn3: p=0,395, t=0,8887, df=10 obliczone za pomoca niesparowanego
testu t Studenta, n=6; rycina 23). Taki sam poziom mRNA w synaptoneurosomach myszy
WT i Fmrl KO wykryto rowniez dla transkryptu Psd-95 i Gapdh (Psd-95: p=0,5109,
t=0,6818, df=10; Gapdh: p=0,3021, t=1,088, df=10 obliczone za pomoca
niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 23).

gRT-PCR - poziom mRNA w synaptoneurosomach

A B C
< 15, Mot < 15, Mon2 < 15, Mon3
z z z e
£ £ £ .
£ i E J2.® o E i
%1.0 e %10 O _%1.0 Bl
Q Q Q
o o [=3
§‘0.5- «;‘ 0.54 é‘ 0.5-
2 2 2
& = =
[ , , [T i [T i
x 0.0 WT Fmr1 KO x 0.0 WT Fmr1 KO @ 0.0 WT Fmr1 KO

D E

< 15- Psd-95 < 15, Gapdh

P _

[ [7a n=6

E . £ Vo

E i L] E 1 0_ L

'8 1.0 + + _g +... _'%_,_

8 ® * 8_ ™

£ 0.5- £ 0.5-

; s

2

T 5

[+ 1] Q

® 0.0-— T FmTro ® 0.0 =T Fmrro

Rycina 23. Porownanie poziomu mRNA (A) Nignl, (B) Nign2, (C) Nign3, (D) Psd-95
(kontrola pozytywna) oraz (E) Gapdh (kontrola negatywna) w synaptoneurosomach z
mozgu myszy WT i Fmrl KO za pomoca ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym.
Wykresy przedstawiaja wartosci $rednie + SEM. Analiza za pomocg niesparowanego
testu t-Studenta nie wykazata roznic, n=6 myszy/genotyp (nieistotne, p > 0,05).

W powyzszych eksperymentach wykryto brak zmian w poziomie mRNA w
synaptoneurosomach izolowanych z mézgu myszy WT i Fmrl KO oraz jednoczesny
podwyzszony poziom biatka neuroligin. Uzyskane dane dowodzg, ze w zespole

tamliwego chromosomu X proces translacji neuroligin jest zaburzony w wyniku braku
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biatka FMRP, co skutkuje podwyzszong lokalng synteza biatka NLGN1 i NLGN3 w

synapsie.
4.3. Ocena oddzialywania bialka FMRP z mRNA neuroligin
4.3.1. Identyfikacja sekwencji tworzacych G-kwartet w mRNA Nlgn1, Nign2, Nign3

FMRP jest biatkiem wigzacym RNA, odpowiedzialnym za regulacj¢ lokalnej
translacji wielu waznych transkryptow synaptycznych. Jak opisano powyzej, biatko
FMRP wiaze si¢ z docelowym RNA za pomocg domeny RGG box. Z kolei RNA musi
zawiera¢ w sekwencji kilka par guaniny (G), ktére sa konieczne do utworzenia
drugorzgdowej struktury tetrad guaninowych (zwanych G-kwartetem lub G-
kwadrupleksem) wigzanej przez biatko FMRP (Darnell et al. 2011; Darnell, Mostovetsky,
and Darnell 2005; Chen and Joseph 2015; Dahlhaus and El-Husseini 2010).

W celu identyfikacji sekwencji, ktore potencjalnie mogg tworzy¢ strukture G-
kwadrupleksu w ludzkich, mysich i szczurzych transkryptach Nignl, Nlgn2, Nlgn3
(pobranych z bazy danych http://www.ensembl.org/index.html) przeprowadzono analiz¢
in silico z uzyciem programu QGRS Mapper
(https://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/analyze.php) (Kikin, D'Antonio, and Bagga
2006). Wyniki wskazaly na wystepowanie wielu takich miejsc w sekwencji transkryptow
trzech neuroligin w trzech analizowanych organizmach: u ludzi, myszy i szczurow.
Przyktadowo, w szczurzej sekwencji transkryptu Nlgnl zidentyfikowano 18 sekwencji
bogatych w G, 32 sekwencje dla NIgn2 oraz 19 sekwencji dla NIgn3 (Tabela 10).

Sekwencje bogate w guaning sa zlokalizowane zaréwno w sekwencjach
regulatorowych 5° UTR, sekwencji kodujacej genu (CDS) oraz 3° UTR transkryptow
neuroligin, co jest zgodne z opublikowanymi wczes$niej badaniami (Darnell et al. 2011).
Rownoczesnie przeprowadzone przyrownanie szczurzej sekwencji do transkryptéw
mysich i ludzkich za pomoca programu Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) ujawnito, ze sekwencje tworzace strukturg
G-kwartetu wystepuja czgsto w miejscach zachowanych w ewolucji pomiedzy
gatunkami, co moze mie¢ znaczenie przy wycigganiu wnioskow z badan i ekstrapolacji

wynikoéw na sekwencje mysie i ludzkie.
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Nazwa Nazwa szczurzego Dhugosc¢ Dhugos¢ Liczba
genu | transkryptu w bazie ensembl | transkryptu biatka sekwencji
(pz) (aa) bogatych w G

Nignl Nlgn1-201 5187 843 18
ENSRNOT00000092660.1

Nign2 Nlgn2-201 3976 834 32
ENSRNOT00000056872.5

Nign3 Nlgn3-201 3221 848 19
ENSRNOT00000005077.5

Tabela 10. Liczba sekwencji bogatych w guanine tworzacych strukture G-kwartetu w
szczurzych transkryptach Nlgnl, Nlgn2, NIgn3 zidentyfikowanych za pomocg programu
QGRS Mapper (https://bioinformatics.ramapo.edu/QGRS/analyze.php). Parametry
wyszukiwania w programie QGRS Mapper: Maksymalna dtugo$¢ QGRS: 30; Minimalna
wielko$¢ zgrupowan G: 2; wielko$¢ petli: 0 do 36. Pz — liczba par zasad (nukleotydow),
aa — sekwencja aminokwasowa.

Podsumowujac, przeprowadzone in silico analizy wskazywaty na wystepowanie w
mRNA NIgnl, Nign2, NIgn3 wielu sekwencji bogatych w guaning, ktore sg zdolne

utworzy¢ drugorzedowa strukture G-kwartetu 1 potencjalnie moga by¢ wigzane przez

biatko FMRP.

4.3.2. Zbadanie oddzialywania bialkka FMRP z mRNA Nlgnl, Nign2, NIgn3 w

synaptoneurosomach izolowanych z mézgu myszy o genotypie dzikim i Fmrl KO

W momencie rozpoczgcia projektu badawczego opublikowane byty jedynie dwie
prace sugerujace oddziatywanie biatka FMRP z transkryptami neuroligin (Dahlhaus and
El-Husseini 2010; Darnell et al. 2011). Niemniej jednak uzyskane dane byly ze soba
sprzeczne. Wyniki doswiadczeh z uzyciem metody wysokoprzepustowego
sekwencjonowania RNA po sieciowaniu promieniami UV i wspoétwytracaniu RNA
(HITS-CLIP) wskazaty, ze wsrod 842 zidentyfikowanych (istotnych statystycznie)
transkryptow biatko FMRP moze oddziatywa¢ z mRNA NlIgn2 i Nign3 (Darnell et al.
2011). Te do$wiadczenia byty przeprowadzone na potaczonych homogenatach z catej
kory moézgowej i mézdzku myszy w wieku P11-P25 (Darnell et al. 2011). Inne
opublikowane badania wskazaty na interakcje biatka FMRP z mRNA NIgnl i Nign2
(Dahlhaus and El-Husseini 2010). Te dane zostaly uzyskane metodg wspotwytrgcania
RNA z ekstraktow calego mozgu dorostych myszy WT i Fmrl KO w wieku 2,5-6

miesi¢cy. W tym przypadku wyniki przedstawiono w postaci prazkow na zelu po reakcji
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odwrotnej transkrypcji i PCR (Dahlhaus and El-Husseini 2010). Biorgc pod uwage
specyfike zaleznosci biologicznych w poszczegélnych cze$ciach mozgu, fakt, iz
powyzsze dane zostaly uzyskane ze wspdlnych ekstraktow kilku struktur moézgu,
zmniejsza wiarygodno$¢ tych wynikow.

Aby zbada¢ oddziatywanie biatka FMRP z mRNA neuroligin w synapsach uzyto
bardziej specyficznego modelu — synaptoneurosomow izolowanych z moézgu myszy WT
i Fmrl KO. W celu zbadania interakcji biatka FMRP z mRNA neuroligin zastosowano
metod¢ wspotwytrgcania RNA z uzyciem przeciwciata anty-FMRP 7G1-1, a nastepnie
przeprowadzono oceng ilosciowg za pomocg PCR w czasie rzeczywistym. Specyficznosé
reakcji potwierdzono uzywajac metody Western blot, Zeby sprawdzi¢ obecnos¢ biatka
FMRP w probkach inkubowanych z przeciwciatem anty-FMRP (FMRP IP) lub z
kontrolnymi IgG (1gG IP) (Rycina 24).

Input FMRP IP IgG IP
WT KO WT KO WT KO

FVRP{mr (g -80kDa

Rycina 24. Analiza Western blot pokazujaca obecno$¢ biatkka FMRP we frakcji
wejsciowej (input) oraz w probkach wspotwytracanych z biatkiem FMRP (FMRP IP)
uzyskanych z synaptoneurosoméw myszy o genotypie dzikim i brak biatka FMRP w
probkach z myszy Fmrl KO (KO). Probki wspotwytracane z 1gG (IgG IP) stanowily
negatywng kontrole eksperymentu i wykazaly obecnosci biatka FMRP. Biatkko FMRP ma
mas¢ czasteczkowa okoto 67-80 kDa.

Na rycinie 24 przedstawiono wynik analizy Western blot, ktora wykazata obecnosé
biatka FMRP w probkach synaptoneurosomow uzyskanych z myszy typu dzikiego, lecz
nie  w synaptoneurosomach myszy Fmrl KO. W kontrolnych probkach
synaptoneurosomow, w ktorych biatka wytragcano z uzyciem przeciwciata anty-1gG (1gG
IP) nie stwierdzono obecnosci biatka FMRP. Biatko FMRP lokalizuje si¢ na wysokosci
67-80 kDa, co jest zgodne z oczekiwang masg czasteczkowa tego biatka (Verheij et al.
1995).

Nastepnie ze wszystkich probek wyizolowano RNA 1 przeprowadzono reakcje
odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA, ktorego uzyto do pomiaru poziomu
mRNA za pomocg ilo§ciowej metody PCR w czasie rzeczywistym (qQRT-PCR) i sond

TagMan. Uzyskane wartosci przeliczono, by przedstawi¢ na wykresie relatywne

101



wzbogacenie mRNA w synaptoneurosomach myszy typu dzikiego ponad poziom mRNA
obecny w synaptoneurosomach myszy Fmrl KO. Probki uzyskane po wytracaniu RNA
z przeciwcialem anty-IgG (IgG IP), stanowigce dodatkowg kontrolg¢ rowniez byty
poddawane reakcji gRT-PCR i analizowane.

Wyniki obliczen z kilku eksperymentow wykazaty, ze dla wszystkich izoform
neuroligin nastepuje wzbogacenie mRNA wspotwytracanego z biatkiem FMRP w
synaptoneurosomach myszy typu dzikiego ponad poziom mMRNA obecny w
synaptoneurosomach myszy Fmrl KO (Rycina 25). Uzyskano nastepujace wyniki dla
Nignl: 2,77-krotny wzrost p=0,0239, t=2,583, df=12; dla NIgn2: 3,2-krotny wzrost,
p=0,0051, t=3,415, df=12; dla Nlgn3: 2-krotny wzrost p=0,0067, t=3,629, df=8 poziomu
MRNA w synaptoneurosomach WT FMRP IP w poréwnaniu do Fmrl KO FMRP IP.
Analiz¢ statystyczng wynikow tych eksperymentéw przeprowadzono za pomocag one-

way ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Sidaka.

Nign1 Nign2 Nign3
2 61 = 2 67 22 < 61 mOWT
£ £ x * % B Fmr1KO
= n=4 '- n=4 & n=3
g 4 g 44 § 44
s o ]
g g g
=3 o K=
5 5 S
o 21 @ 2+ z 2]
[=4 c £
z z :
= k] o}
& (- € 04 € g4
FMRP IP IgG IP FMRP IP IgG IP FMRP IP 1gG IP
Psd-95 Gapdh
S 67 xx 3 81 " wWT
& & B Fmr1KO
(%] L]
c n=4 = n=4
g4 g 4
=] [=2d
3 2
N
2 2 2
c c
3 S
2 2 ..
K] =
€ Q- & Q-
FMRP IP IgG IP FMRP IP 1gG IP

Rycina 25. Poziom wzbogacenia mRNA (A) Nignl, (B) Nlgn2, (C) Nign3, (D) Psd-95
(pozytywna kontrola) i (E) Gapdh (negatywna kontrola) po wspotwytracaniu z
przeciwcialem anty-FMRP 7G1-1 (FMRP IP) oraz kontrolnym przeciwciatem anty-1gG
(IgG IP) zmierzony metoda ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym w
synaptoneurosomach izolowanych z hipokampa oraz kory mézgowej myszy o genotypie
dzikim oraz Fmrl KO. Wykresy przedstawiajag wartosci $rednie + SEM, n=3-4
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eksperymenty, 2 myszy na genotyp na eksperyment, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001 obliczone za pomocg one-way ANOVA z testem wielokrotnych poréwnan Sidaka.

Jako pozytywnej kontroli eksperymentu uzyto transkryptu Psd-95, ktorego
oddziatywanie z biatkiem FMRP jest potwierdzone publikacjami (Zalfa et al. 2007;
Muddashetty et al. 2007). Analiza wykazata 3,51-krotny wzrost poziomu mRNA Psd-95
w synaptoneurosomach myszy WT w pordwnaniu z ekstraktami uzyskanymi z myszy
Fmrl KO; p < 0,0001, t=8,413, df=12, n=4 (Rycina 25D). Pomiar poziomu mRNA
Gapdh, stanowigcego negatywng kontrole doswiadczenia, nie ujawnit réznic pomiedzy
ekstraktami z myszy WT i Fmrl KO (Rycina 25E).

W wyniku powyzszych doswiadczen wykazano, ze biatko FMRP oddziatuje z
mRNA Nlgn1, Nlgn2, NIgn3 specyficznie w synaptoneurosomach.

4.3.3. Zbadanie wspolwystepowania biatka FMRP z mRNA Nlgn1, Nign2, Nign3 w

pierwotnej szczurzej hodowli neuronalnej

Przeprowadzone eksperymenty z uzyciem metody wspotwytracania RNA
wykazaly, ze biatko FMRP oddzialuje =z transkryptami neuroligin w
synaptoneurosomach. Aby dodatkowo potwierdzi¢ interakcj¢ mRNA Nlgnl, Nign2 i
Nlgn3 z biatkiem FMRP w dendrytach, przeprowadzono obrazowanie ich
wspotwystepowania w hodowli neuronalnej (Rycina 27). W tym celu z oseskow
szczurzych zaktadano pierwotne hodowle komorek hipokampa oraz hodowano je do 21
dnia in vitro (DIV21). Wizualizacja badanych czasteczek opierala si¢ na metodzie
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) w celu uwidocznienia mRNA neuroligin
potaczonej z réwnoczesnym barwieniem fluorescencyjnym i immunodetekcja biatka
FMRP w neuronach.

Zeby osiggnaé zamierzony cel badawczy najpierw zaprojektowano oraz
zsyntetyzowano sondy antysensowne oraz sensowne (kontrolne) do metody FISH. Sondy
o diugosci ponad 500 nukleotydéw zostaty zaprojektowane do koncowego fragmentu
sekwencji kodujacej (CDS) gendéw NIgns oraz poczatkowej czesci 3° UTR sekwencji
szczurzej, poniewaz przeprowadzone przeze mnie analizy in silico wskazywaty na
wystepowanie w tym regionie miejsc potencjalnej interakcji biatka FMRP z mRNA
wszystkich neuroligin (Rycina 26). Dtugo$¢ poszczegdlnych sond do FISH wynosita:
NIgnl 527 pz, Nlgn2 562 pz i Nlgn3 507 pz.
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Po przeprowadzeniu procedury fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ wraz z
barwieniem immunofluorescencyjnym preparaty obrazowano z uzyciem mikroskopu
konfokalnego. Zaobserwowano, ze wizualizowane na czerwono endogenne mRNA
Nignl, Nlgn2 i NIgn3 zlokalizowane byto w jadrze i ciele neuronu oraz w dendrytach.
Podobny wzor ekspresji w neuronach wykazywato wyznakowane przeciwciatem biatko
FMRP (kolor zielony), co wiadomo rowniez z poprzednich doniesien (Devys et al. 1993;
Feng, Gutekunst, et al. 1997).

Obserwacja komoérek nerwowych przy powigkszeniu na drugorzedowe dendryty
ujawnita, ze sygnal pozytywny dla kazdej izoformy mRNA NIgns wykazuje czesciowe
wspotwystepowanie z biatkiem FMRP, co zostato przedstawione w postaci zolttego
sygnatu na natozonych kanatach na dolnym zdj¢ciu ryciny 27. Kolokalizacja sygnatow
pochodzacych od biatka FMRP i mRNA Nignl, NIgn2, NIgn3 zostala roéwniez
przedstawiona w postaci wykresu intensywnosci fluorescencji (dolny panel ryciny 27).

Analogicznie przeprowadzone eksperymenty z wuzyciem kontrolnych sond
sensownych wykazaty brak specyficznego sygnatu dla mRNA Nlignl, Nign2 i Nign3
(Rycina 28). Sondy sensowne zostaty zaprojektowane do tej samej sekwencji co sondy
antysensowne i miaty te sama dhugos¢. Sondy Ssensowne nie wizualizujg granul RNA,
lecz mogg jedynie tworzy¢ niespecyficzne skupienia barwnika, dlatego zostaly uzyte jako

kontrola eksperymentu.
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A Sekwencja sondy NLGN1 z zaznaczonymi sekwencjami bogatymi w G (527 pz)

C TRTIGCCTTTIT ATCATCRTIG CC LGN CAhGTTUCAG CTTGGECTGA TGCRGCTCAT GGGGATGAGG

GGTAZATCTC TGGTTGGAEC

LLC RGRCRTCACT CTCRGRCCTR CRAGGERRLLL

TGCCATC

TTICCRCTCCR GICRCE

pozycja w sondzie

NLGN1 do FISH dlugos¢ | sekwencja bogata w G ranga

GGGGATGAGGTTCCCTATGTATTGG 8
381 23 GGTAAATCTCTGGTTGGAGCTGG 14

B Sekwencja sondy NLGN2 z zaznaczonymi sekwencjami bogatymi w G (562 pz)

v GTCATGCTIGT TTCTRCACGE CGGCTCCTAC ATGGRGGGCR CCGGGRACRAT GITCERACGGEC
CG TCTTGGGGTG CTCGGCTTTC TCAGCACTGG TusCC GGCT GCRLRRGGCR

TCCECCRGRC ACRGRTATCC
TCRGTCCIGE CIGCCTATGG
ACTRCGGGCT CCTGGRCCRAG X
TGCGGGGGECC TCCTGTGTCA A 5 £

TCTGETCRACT ACCRGCCECT C hquChua- ele] 5 e
LRETCTTCCCE GGRGCTRAGIR GRACCRGGRIG TCChGCCTUC z ATTCCC ITG GG

ARTTGECCCACT

pozycja w  sondzie dlugosé | sekwencja bogata w G

NLGN2 do FISH

62 24 GGCTCCTACATGGAGGGCACCGGG 14
155 26 GGGGTGCTCGGCTTTCTCAGCACTGG 8

187 29 GGCTGCAAAAGGCAACTACGGGCTCCTGG 19
294 15 GGTCTGGTGCGGGGG 19

C Sekwencja sondy NLGN3 z zaznaczonymi sekwencjami bogatymi w G (507 pz)

LRECTICTRCCT TCRCATCGEGEG CTGRRACCARR GEEITCGTGR TCATTRCCGR GCCRCRRAGE TRGCCTITIG GARGCACCTG GTRCCCCATC TGTACRRCCT
GCRTGRCATE TTICCRCIRTIR - CRCGRALGTE CCGCCGCCGE A CRCCCR TRGCTCCCRC RTCRCCCGTR GGCCCRACGEE CRA

LECRCCRAGE GGCCRGCCHE CTGCC TRCRGCARTG AGRATGCICC TEGGTICCTGG ARTGGGERACT RGGATGECAGE GCCRCTCCIG GT
CTCGRGACTR CTCCACTGRR TTARRGTGICA CCATCGCTGT TGGGECCTICT CTCCTIGITTIC TCRATGIGIT GGCCTITGCT GCTCTCTATT ACCGTRRGE.
CRRACGGCGC CRGGAGCCCC TGRGGTRGCC TRAGCCCCCAR RAGGGGRRCTG GTGECCCCARGR ATTGGGRARCT GCTCCRGRGG AGGRGCTGGT AGCATTRCEG
TTIGGGETIC

pozycja w sondzie

dlugosé sekwencja bogata w G ranga
NLGN3 do FISH
253 21 GGTCCTGGAATGGGGACCAGG 20
398 28 GGACAAACGGCGCCAGGAGCCCCTGAGG 17
465 25 GGAACTGCTCCAGAGGAGGAGCTGG 10

Rycina 26. Wyniki analiz in silico przeprowadzonych za pomoca programu QGRS
Mapper w celu wyszukania sekwencji bogatych w G. Zaznaczono sekwencje bogate w
guanine tworzace strukture G-kwartetu w regionie szczurzej sekwencji kodujacej genu
(CDS) i 3° UTR transkryptow (A) Nlgnl, (B) Nlgn2, (C) NIgn3 uzytych do
zaprojektowania sond do FISH. Parametry wyszukiwania w programie QGRS Mapper:
Maksymalna dtugo$s¢ QGRS: 30; Minimalna wielko$¢ zgrupowan G: 2; wielko$¢ petli: 0
do 36.
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Rycina 27. Fluorescencyjna in situ hybrydyzacja z uzyciem antysensownych sond dla (A) Nignl, (B) NiIgn2, (C) NIgn3 mRNA oraz
immunofluorescencyjne barwienie biatka FMRP wykazuje czesciowe wspotwystepowanie (oznaczono biatg gwiazdkg) mRNA wszystkich
neuroligin (sygnal w postaci czerwonych granul) z biatkiem FMRP (sygnat w postaci zielonych granul) w dendrytach szczurzych neuronoéw
hipokampalnych w 21 dniu in vitro pierwotnej hodowli. Na wykresie ponizej wspolnie przedstawiono intensywno$¢ fluorescencji dla sygnatow

pochodzacych od biatka FMRP i mRNA Nlgn1, Nign2, Nign3. Skala 5 pum.
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A Nign1 B Nign2

FMRP
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naftozone
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Rycina 28. Fluorescencyjna in situ hybrydyzacja z uzyciem sensownych (kontrolnych) sond dla (A) Nlgnl, (B) Nlgn2, (C) Nlgn3 mRNA oraz
immunofluorescencyjne barwienie biatka FMRP prezentuje brak specyficznego sygnatu dla mRNA neuroligin w dendrytach szczurzych neuronow
hipokampalnych w 21 dniu in vitro pierwotnej hodowli. Sonda sens nie uwidacznia granul RNA, lecz moze tworzy¢ niespecyficzne skupienia

barwnika. Skala 5 pm.
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Podsumowujac, Wyniki powyzszych doswiadczen wskazywaly, ze biatko FMRP
moze oddziatywa¢ z mRNA NlIgnl, NIgn2 i NIgn3 zaréwno w synaptoneurosomach jak i
w dendrytach, co sugerowato, ze biatko FMRP moze regulowaé translacic mMRNA

neuroligin, a zatem réwniez poziom tych biatek w synapsie.

4.4. Charakterystyka zaleznej od aktywnoSci dystrybucji neuroligin w synapsie —
wzmozone kierowanie bialek NLGN1 i NLGN3 na blone¢ postsynaptyczna myszy
Fmrl KO

Neuroliginy funkcjonujg na blonie postsynaptycznej zard6wno jako homodimery jak
I heterodimery (Poulopoulos et al. 2012). Proces dimeryzacji neuroligin nastepuje w
systemie pecherzykow przed ich kierowaniem na powierzchni¢ komoérki (Comoletti et al.
2003; Budreck and Scheiffele 2007). W poprzednich eksperymentach zaobserwowano
podwyzszony poziom catkowitej ilosci bialek NLGN1 1 NLGN3 w synapsie myszy Fmrl
KO w poréwnaniu z synapsami myszy WT. Na tym etapie badan pojawito si¢ pytanie: w
jakiej czesci synapsy poziom NLGN jest podwyzszony? Na powierzchni blony
postsynaptycznej czy wewnatrz synapsy?

Zeby odpowiedzie¢ na to pytanie badawcze przeprowadzono charakterystyke
zaleznej od aktywnos$ci synaptycznej lokalizacji neuroligin w synapsie. Uzyto
chemicznego sieciowania bialek zewnatrzkomoérkowych — metody pozwalajacej na
utrwalenie bialek, ktore wystepuja w btonie bardzo blisko siebie na przyktad tworzac
dimery.  Najpierw, przeprowadzono stymulacje¢ receptorow NMDA w
synaptoneurosomach z myszy WT i Fmrl KO za pomocg opisanego wczesniej protokotu
stymulacji (Kuzniewska et al. 2020; Dziembowska et al. 2012; Scheetz, Nairn, and
Constantine-Paton  2000). Schemat postgpowania prowadzacy do aktywacji

synaptycznych receptorow NMDA w synaptoneurosomach przedstawiono na rycinie 29.

schemat stymulacji receptordw NMDA w synaptoneurosomach

3 mim I3-I]I B kl

3T t ' ' i
T T 2.5min 5min 10 min 20 min
preinkubacja

APV

NMDA
glutaminian

Rycina 29. Schemat stymulacji receptorow NMDA w synaptoneurosomach stosowanej
w celu wywolania aktywacji synaptyczne;.
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Swiezo izolowane synaptoneurosomy byly wstepnie ogrzewane w 37°C przez 3
minuty z wytrzasaniem. Nastgpnie dodawano NMDA (st¢zenie koncowe 50 puM) i
glutaminian (stezenie koncowe 10 uM) na 30 sekund, po czym stymulacj¢ receptorow
NMDA przerywano za pomoca inhibitora NMDA — APV (kwas DL-2-amino-5-
fosfonowalerianowy, stezenie koncowe 120 uM). Inkubacje tak stymulowanych probek
prowadzono przez 2,5, 5, 10 1 20 minut w 37°C z wytrzasaniem 1000 rpm, by umozliwi¢
w tym czasie aktywacje szlakow biochemicznych prowadzacych m.in. do lokalne;j
syntezy biatka. Po tym czasie probki przenoszono na l6d. Réwnoczesnie probka
niestymulowana byta inkubowana na lodzie w celu analizy podstawowego poziomu
biatek neuroligin w obu genotypach.

By potwierdzi¢ aktywacje receptorow NMDA w nastepstwie powyzszej stymulacji
synaptoneurosomow przeprowadzono analize poziomu fosforylacji biatek ERK1 i ERK2
(kinaz regulowanych przez sygnaly zewnatrzkomorkowe) w tych samych probkach za
pomocg metody Western blot. Bialka ERK1 i ERK2 naleza do rodziny kinaz
aktywowanych mitogenami o aktywnosci serynowo-treoninowej, ktore propaguja sygnat
zewnetrzny poprzez kaskade fosforylacji w celu generowania skoordynowanej
odpowiedzi komorki na bodziec ze §rodowiska. Kinaza ERK1/2 jest odpowiedzialna za
fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych c-fos, c-myc, Elk-1 oraz kinaz biatkowych
MNK (MAPK signal interacting kinase), MSK (mitogen and stress-activated protein
kinase) i RSK (ribosomal S6 kinase), co oznacza aktywacj¢ S$ciezek sygnatowych
prowadzacych do syntezy biatek (Raman, Chen, and Cobb 2007).

Jak zaprezentowano na rycinie 30, w synaptoneurosomach obu genotypow poziom
fosforylowanych biatek ERK1 (okoto 44 kDa) i ERK2 (okoto 42 kDa) przej$ciowo
wzrost w czasie 2,5 minut po stymulacji (2,5°) w poréwnaniu do poziomu podstawowego
tych biatek (P). Na rycinie 30 przedstawiono tez zalezny od aktywnoS$ci synaptycznej
catkowity poziom biatek ERK1 1 ERK2 oraz kontrole ilosci biatka w postaci GAPDH,
bedacego enzymem glikolizy.
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Rycina 30. Analiza poziomu zaleznej od aktywnos$ci synaptycznej fosforylacji biatek
ERK1 (44 kDa) i ERK2 (42 kDa) w synaptoneurosomach z moézgu myszy WT i Fmrl
KO. P — stan podstawowy; 2,5°, 5°, 10°, 20’ — czas po stymulacji receptorow NMDA w
minutach. Analizowano tez catkowity poziom biatek ERK1 i ERK2 oraz kontrolnego
biatka GAPDH, enzymu glikolizy (38 kDa).

Aby utrwali¢ biatka, ktore w warunkach fizjologicznych wystepuja w btonie w
bardzo niewielkiej odlegtosci i tworzg dimery stymulowane synaptoneurosomy poddano
chemicznemu sieciowaniu in situ biatek powierzchniowych za pomoca odczynnika BS®,
Proces zostatl zatrzymany poprzez dodanie glicyny, a ekstrakty biatkowe uzyskano za
pomocy lizy komodrek. To podejécie zostalo opracowane przez inng grupe badawcza
(Poulopoulos et al. 2012) w celu zbadania homodimerow i heterodimeréw tworzonych
przez poszczegélne izoformy neuroligin w pierwotnych hodowlach neuronow.
Przygotowane probki poddano elektroforezie bialek SDS-PAGE w 10% zelu
poliakrylamidowym. Nastepnie przeprowadzono analize Western blot w celu detekcji
bialek reprezentujacych zewnatrzkomorkowe (dimery) lub wewnatrzkomoérkowe
(monomery) formy neuroligin. Analiza réznicowa i poréwnanie ilosci poszczegdlnych
form neuroligin byto mozliwe dzigki r6znej masie molekularnej dimerow (okoto 300
kDa) i monomerow (okoto 120 kDa).

W wyniku tego eksperymentu udato si¢ uwidoczni¢ na jednym blocie dwie formy
neuroligin, o roéznej lokalizacji komdrkowej w tak niewielkiej czg$ci komorki jaka jest
synapsa. Podstawowy poziom (P) zewnatrzkomérkowych (zakotwiczone w btonie biatka
powierzchniowe) i wewnatrzkomérkowych — neuroligin ~ analizowano  w
niestymulowanych synaptoneurosomach oraz w neuronach z pierwotnych hodowli
hipokampalnych. Co wiecej, obserwowano tez zmiany w dystrybucji i ekspresji
zewnatrzkomorkowych dimeréw neuroligin 1 wewnatrzkomorkowych monomerow

neuroligin po pobudzeniu neuronalnym prowadzacym do lokalnej syntezy bialka.
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Uzywajac tej metody uwidoczniono dynamike zmian lokalizacji neuroligin wywotang
przez aktywacj¢ receptorow NMDA.

Przeprowadzone eksperymenty miaty na celu poznanie zaleznej od aktywnosci
synaptycznej lokalizacji neuroligin w warunkach fizjologicznych (myszy o genotypie
dzikim) oraz w zespole famliwego chromosomu X (myszy Fmrl KO) oraz poréwnanie
przebiegu tego procesu pomigdzy analizowanymi genotypami. Powyzej opisang
charakterystyke przeprowadzono osobno dla kazdej izoformy neuroligin: NLGNI,
NLGN2 oraz NLGNS.

4.4.1. Neuroligina 1
4.4.1.1. Sieciowanie bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach

Na schemacie prezentujacym lokalng synteze, kierowanie na blong
postsynaptyczng i cigcie proteolityczne biatka NLGN1 w odpowiedzi na pobudzenie
neuronalne przedstawiono formy NLGNI1 wizualizowane metodag Western blot po
stymulacji i sieciowaniu biatek w synaptoneurosomach: zewnatrzkomorkowa NLGN1,

wewnatrzkomorkowa NLGN1 i odciety N-koncowy fragment NLGN1 (Rycina 31)
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Rycina 31. Schemat prezentujacy lokalng synteze, kierowanie na btong postsynaptyczng
i cigcie proteolityczne biatka NLGN1 w odpowiedzi na aktywacj¢ sSynaptyczna.
Przedstawiono formy NLGN1 wykrywane metoda Western blot po sieciowaniu bialek na
powierzchni synaptoneurosomow: zewnatrzkomorkowa, wewnatrzkomorkowa i odciety
N-koncowy fragment biatka NLGNI.

W wyniku przeprowadzonego eksperymentu na jednym blocie zobrazowano

poziom NLGN1 w stanie podstawowym (P) i w czasie 2,5, 5, 10, 20 minut po stymulacji
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receptorow NMDA w synaptoneurosomach myszy WT oraz Fmrl KO (Rycina 32A). Z
przeprowadzonej analizy wynika, ze sieciowane zewnatrzkomorkowe dimery
zawierajace  NLGN1 (zNLGN1) maja mas¢ molekularng okoto 300 kDa, a
wewnatrzkomorkowe monomery NLGN1 (WNLGN1) majg mas¢ molekularng okoto 120
kDa. Dolny panel przedstawia obraz zelu TGX, ktoérego uzyto do detekcji biatka NLGN1
metoda Western blot, co stanowito kontrole rownej ilosci natozonego biatka (Rycina
32B).
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A sieciowanie powierzchniowej NLGN1
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Rycina 32. (A) Poréwnanie zaleznego od aktywno$ci synaptycznej poziomu
zewnatrzkomorkowej 1 wewnatrzkomorkowej NLGN1 w synaptoneurosomach myszy
WT i Fmrl KO za pomocg analizy Western blot z przeciwcialem rozpoznajacym
zewnatrzkomorkowg domeng biatka NLGN1. Sieciowane zewnatrzkomorkowe dimery
NLGNI1 (zNLGNT1) obecne w btonie postsynaptycznej majg mase okoto 300kDa (homo-
i heterodimery zawierajace NLGNI1), wewnatrzkomorkowe monomery NLGNI1
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(WNLGNI1) majg mase 120kDa, a odcigte N-koncowe fragmenty NLGN1 (cNLGN1
NTF) maja mas¢ okoto 95kDa. (B) Kontrola poziomu biatka w zelu TGX, ktorego uzyto
do detekcji biatka NLGNI1. (C) Zalezny od aktywacji sSynaptycznej poziom
zewnatrzkomérkowej NLGN1 (zNLGN1), (D) wewnatrzkomorkowej NLGN1
(WNLGN1) i (E) odcigtego N-koncowego fragmentu biatka NLGN1 (CNLGN1 CTF) w
synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO po sieciowaniu biatek powierzchniowych i
analizie Western blot. Obliczenia densytometryczne wykonano na podstawie pomiaru
intensywnosci  prazkéw. Wykresy przedstawiaja S$rednie  wartosci + SEM
zrelatywizowane do poziomu podstawowego WT P, n=6 eksperymentow, 2 myszy na
genotyp na eksperyment, * p < 0,05, ** p < 0,01 obliczone za pomoca niesparowanego
testu t-Studenta dla poréwnan pomigdzy genotypami i sparowanego testu t-Studenta dla
porownan w obrgbie genotypu.

Przedstawione na Rycinie 32C-E, obliczenia densytometryczne wykonane na
podstawie pomiaru intensywno$ci prazkéw z szeéciu niezaleznych eksperymentow
wykazaly podwyzszony podstawowy poziom zewnatrzkomoérkowych dimerow
zawierajacych NLGN1 w synaptoneurosomach myszy Fmrl KO w poréwnaniu do myszy
WT (26% wzrost poziomu zNLGN1, p=0,0136, t=2,988, df=10 wedtug niesparowanego
testu t Studenta, n=6; rycina 32C).

Poziom wewnatrzkomoérkowych monomeréw NLGN1 (WNLGN1) nie réznit sie
migdzy genotypami w stanie podstawowym (p=0,5824, t=0,5651, df=12 wedlug
niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 32D).

Co ciekawe, po stymulacji receptoréw NMDA w synaptoneurosomach zaréwno
myszy o genotypie dzikim, jak i Fmrl KO zaobserwowano pojawienie si¢ dodatkowego
prazka (odpowiadajacego masie molekularnej okoto 95 kDa, rycina 32A). Przeciwcialo
uzyte do immunodetekcji w tym eksperymencie rozpoznaje zewnatrzkomorkowa domeng
NLGNI1, co wskazywato, ze te prazki odpowiadaja odcigtemu N-koncowemu
fragmentowi NLGN1 (¢cNLGNI1 NTF okoto 95 kDa), jak opisano we wczesniejszych
publikacjach (Peixoto et al. 2012; Suzuki et al. 2012). Uchwyconemu procesowi
proteolizy towarzyszyt znaczny spadek poziomu zewnatrzkomérkowej NLGNI1, ktory
wykrywalny byl juz w ciggu 2,5 minut po stymulacji receptorow NMDA, co istotne dla
obu genotypow myszy WT i Fmrl KO (* p < 0,05, ** p < 0,01 wedtug sparowanego testu
t Studenta; rycina 32C, E). Powyzsza obserwacja potwierdza indukowane za pomoca
aktywno$ci synaptycznej cigcie proteolityczne zewnatrzkomorkowych dimeréw NLGNI.

Jednocze$nie poziom wewnatrzkomorkowej NLGN1 réwniez ulegat zmniejszeniu
po stymulacji receptorow NMDA przez 2,5 minuty w przypadku obu genotypow myszy.

Ta zalezno$¢ wystepowata prawdopodobnie ze wzgledu na indukcje procesu kierowania
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wewnatrzkomoérkowych form NLGN1 na powierzchni¢ synapsy oraz jej inkorporacj¢ do
gestosci blony postsynaptycznej (* p < 0,05, ** p < 0,01 wedlug sparowanego testu t
Studenta; rycina 32D). Co wazne, nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w
intensywnosci cigcia proteolitycznego NLGN1 pomigdzy synaptoneurosomami myszy
WT i Fmrl KO (Rycina 32E).

Uwidocznione zmiany w proporcjach zewnatrzkomoérkowej i
wewnatrzkomorkowej NLGNI1 reprezentuja dynamike kierowania biatek NLGNI1 z
wnetrza synapsy (Systemu transportu pecherzykowego) do btony postsynaptycznej. Jak
wykazaly przeprowadzone dos$wiadczenia zmiany wewnatrzkomorkowego i
zewnatrzkomoérkowego poziomu NLGNI1 sg zalezne od dwoch czynnikow: aktywnosci

synaptycznej oraz cigcia proteolitycznego.

4.4.1.2. Sieciowanie bialek powierzchniowych na komérkach nerwowych w

pierwotnych hodowlach hipokampalnych

Aby potwierdzi¢ powyzsza obserwacj¢ w innym modelu badawczym niz
synaptoneurosomy przeprowadzono sieciowanie bialek powierzchniowych na
komorkach nerwowych w pierwotnych hodowlach hipokampalnych zatozonych z
oseskow myszy WT i Fmrl KO. Hodowle neuronalne prowadzone byly przez 19 dni in
vitro, a nastgpnie poddane chemicznemu sieciowaniu biatek powierzchniowych z
uzyciem odczynnika BS®. Proces zostal zatrzymany poprzez dodanie glicyny, a ekstrakty
biatkowe uzyskano poprzez lizg¢ komoérek. Po zmierzeniu ilosci biatka przy uzyciu testu
BCA biatka poddano elektroforezie SDS-PAGE w 10% zelu poliakrylamidowym,
przeniesieniu na membran¢ PVDF i detekcji poziomu zewnatrzkomorkowej NLGNL1 i

wewnatrzkomorkowej NLGN1 za pomoca metody Western blot (Rycina 33A, B).
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sieciowanie powierzchniowej NLGN1 w hodowlach neuronéw hipokampalnych
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Rycina 33. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilo$ci natozonego biatka w zelu TGX
i obliczenia densytometryczne wykonane na podstawie pomiaru intensywnosci prazkow
poziomu (C) zewnatrzkomorkowych sieciowanych dimeréw NLGN1 (zNLGN1) i (D)
wewnatrzkomérkowych monomerow NLGN1 (WNLGN1) w 19 dniu in vitro pierwotnej
hodowli neuronéw hipokampalnych z myszy WT i Fmrl KO, n=12 dotkéw z 4 ré6znych
hodowli neuronalnych. Wykresy przedstawiaja wartosci + SEM zrelatywizowane do
poziomu WT; * p < 0,05, *** p < 0,001 obliczone za pomocg niesparowanego testu t-
Studenta.

W wyniku tego eksperymentu réwniez zaobserwowano podwyzszony poziom
powierzchniowych biatek NLGN1 (zNLGN1) w hodowlach komoérek nerwowych
uzyskanych z myszy Fmrl KO w poréwnaniu z genotypem dzikim WT (49% wzrost
poziomu zNLGNI1, p <0,0001, t=11,45, df=22 wedtug niesparowanego testu t Studenta,
n=12; rycina 33C). W tym przypadku wykryto tez zwigkszony poziom
wewnatrzkomorkowej NLGN1 (WNLGN1) w hodowlach neuronéw z myszy Fmrl KO
(16% wzrost poziomu wNLGN1, p=0,0398, t=2,185, df=22 wedtug niesparowanego testu
t Studenta, n=12; rycina 33D).

4.4.1.3. Biotynylacja bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach

Aby potwierdzi¢ uzyskane wyniki wskazujace na zwigkszony poziom NLGNI1 na
powierzchni btony synaptycznej uzyto dodatkowo metody biotynylacji bialek
powierzchniowych za pomoca innego przeciwciala rozpoznajacego domeneg
cytoplazmatyczng NLGN1. W tym celu wykorzystano znane powinowactwo biotyny do
streptawidyny (Dundas, Demonte, and Park 2013). W skrocie, §wiezo wyizolowane
synaptoneurosomy myszy WT i Fmrl KO inkubowano z biotyng przez 30 minut w 4°C,

a nastgpnie przez 2 godziny w 4°C wigzano wyznakowane biotyng biatka
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powierzchniowe do kulek magnetycznych pokrytych streptawidyng. W koncowym etapie
eksperymentu przeprowadzono analize¢ Western blot w celu detekcji poziomu

powierzchniowej NLGNL1 (Rycina 34).
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Rycina 34. Schemat eksperymentu biotynylacji bialek powierzchniowych w
synaptoneurosomach oraz detekcji poziomu zewngtrzkomorkowych NLGN1 metoda
Western blot.

Jak przedstawiono na rycinie 35, analiza Western blot oraz wyniki obliczen
densytometrycznych wykonane na podstawie pomiaru intensywnos$ci prazkow z szesciu
niezaleznych eksperymentow potwierdzity zwigkszony poziom powierzchniowych
dimeréw NLGNI1 w stanie podstawowym w synaptoneurosomach myszy Fmrl KO w
porownaniu do myszy WT (wzrost o 25%, p=0,0331, t=3,88, df=10 wedlug
niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 35).
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Rycina 35. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilosci natozonego biatka w zelu TGX
I (C) obliczenia densytometryczne na podstawie pomiaru intensywnosci prazkow
poziomu zewnatrzkomorkowej NLGN1 (zNLGN1) w synaptoneurosomach myszy WT i
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Fmrl KO po biotynylacji biatek powierzchniowych. Wykres przedstawia otrzymane
warto$ci £ SEM zrelatywizowane do poziomu WT, ** p < 0,01, n=6 eksperymentow,
obliczone za pomocg niesparowanego testu t-Studenta.

Podsumowujac powyzsze wyniki dla NLGNI1, w przeprowadzonych
eksperymentach wykazano, ze podstawowy poziom zewngtrzkomorkowej NLGNI jest
podwyzszony na synapsie myszy Fmrl KO w poréwnaniu do myszy WT. Te¢ zaleznos¢
potwierdzono uzywajac dwoch niezaleznych metod — sieciowania i biotynylacji biatek
powierzchniowych w dwoch modelach badawczych — synaptoneurosomach i
pierwotnych hodowlach komoérek hipokampalnych. Ponadto, analizujac zalezng od
aktywnosci synaptycznej dystrybucje NLGN1 wykryto, ze poziom zewngtrzkomorkowe;j
NLGNL1 znacznie zmniejsza si¢ juz w ciggu 2,5 minut po stymulacji receptorow NMDA.
Ta obserwacja wynika z cigcia proteolitycznego NLGN1, ktére skutkuje pojawieniem si¢
prazka reprezentujacego N-koncowy fragment odcigtej NLGN1 0 masie molekularnej
okoto 95 kDa. Co istotne, analiza densytometryczna wykonana na podstawie pomiaru
intensywnosci prazkow nie wykazata roznicy w intensywnosci cigcia proteolitycznego
NLGN1 u myszy WT i Fmrl KO. Ponadto, okazalo si¢, ze poziom wewnatrzkomorkowe;j
NLGNI zmniejsza si¢ W 2,5 minuty po pobudzeniu neuronalnym, a nastepnie zwigksza

si¢ prawdopodobnie w wyniku lokalnej syntezy biatka NLGN1 w synapsie.
4.4.1.4. Deglikozylacja bialek neuroligin w synaptoneurosomach

Uwidocznione na zelu prazki odpowiadajace sieciowanym dimerom neuroligin
lokalizowaty si¢ na wyzszej masie molekularnej niz oczekiwana (okoto 300 kDa zamiast
okoto 240 kDa). Prawdopodobng przyczyna takiego wyniku jest fakt, iz neuroliginy
podlegaja procesowi glikozylacji, ktéra znacznie zwigksza mas¢ molekularng biatka.
Hipoteza ta zostala zweryfikowana przy uzyciu enzymdéw usuwajacych N-zwigzane
reszty sacharydowe (Rycina 36). Przeprowadzona analiza Western blot wykazata, ze
inkubacja z enzymem endoglikozydazy H (Endo H) wusuwajacym reszty
wysokomannozowe i hybrydowe N-glikany wewnatrz biatka nie wplyngta na obnizenie
masy czasteczkowej NLGNs, co sugeruje, ze te bialka nie podlegaja glikozylacji tych
reszt sacharydowych (Trimble and Tarentino 1991). Z kolei traktowanie enzymem N-
glikozydazy F (PNGaza F) zmniejszytlo mas¢ molekularng monomeréw NLGNI,
NLGN2 i NLGN3, nie wptywajac jednak na mas¢ molekularng dimeréw NLGNs, co
swiadczy o tym, ze biatka NLGNs ulegajg procesowi N-glikozylacji przy samej
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asparaginie zlokalizowanej blisko C-konca biatka (Plummer, Phelan, and Tarentino

1987).
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NLGN1 NLGN2 NLGN3
8 . 8 . 08 .
S vz 8T g§ &z g
s 2 8 s 22 5 22
W [a w w Ll [a W w [a ]
ZNLGN- " - -300kDa
SIS L R LT v
-
-
WNLGN - e & |120kDa

Rycina 36. Analiza masy molekularnej zewnatrzkomoérkowych NLGN1, NLGN2,
NLGN3 (zNLGN) i wewnatrzkomorkowych NLGN1, NLGN2, NLGN3 (WNLGN)
metoda Western blot po deglikozylacji sieciowanych biatek z uzyciem enzyméw N-
glikozydazy F (PNGazy F) i endoglikozydazy H (Endo H).
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4.4.2. Neuroligina 3
4.4.2.1. Sieciowanie bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach

Zalezng od aktywnosci synaptycznej dynamike rozmieszczenia NLGN3 w synapsie
myszy WT i Fmrl KO zbadano przy uzyciu takich samych metod jak dla NLGNI.
Przeprowadzono stymulacj¢ receptorow NMDA i sieciowanie biatek powierzchniowych

w synaptoneurosomach, a nastepnie analiz¢ Western blot (Rycina 37).
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Rycina 37. Schemat prezentujacy lokalng synteze, kierowanie na btone postsynaptyczng
1 przypuszczalne cigcie proteolityczne biatka NLGN3 w odpowiedzi na aktywnos¢
synaptyczng. Wskazano fragmenty NLGN3 wykrywane metoda Western blot po
stymulacji 1 sieciowaniu bialek na synaptoneurosomach: zewnatrzkomorkowa i
wewnatrzkomorkowa.

Tym razem ze wzgledu na brak dostepnego przeciwciata wykrywajacego domene
zewnatrzkomorkowa  NLGN3  uzyto przeciwciala rozpoznajacego  domeng
cytoplazmatyczng NLGN3. Rycina 38 przedstawia poziom NLGN3 w stanie
podstawowym (P) 1 w czasie 2,5, 5, 10, 20 minut po stymulacji receptorow NMDA w
synaptoneurosomach myszy WT oraz Fmrl KO (rycina 38A) oraz kontrol¢ poziomu
biatka w zelu TGX (rycina 38B).
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A sieciowanie powierzchniowej NLGN3
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7Rycina 38. (A) Porownanie zaleznego od aktywnosci synaptycznej poziomu
zewnatrzkomorkowej 1 wewnatrzkomorkowej NLGN3 w synaptoneurosomach myszy
WT i Fmrl KO za pomoca analizy Western blot z przeciwcialem rozpoznajagcym
wewnatrzkomorkowa domeng biatka NLGN3. Sieciowane zewnatrzkomoérkowe dimery
NLGN3 (zNLGN3) obecne w blonie postsynaptycznej majg mase okoto 300kDa (homo-
i heterodimery zawierajagce NLGN3), a wewnatrzkomérkowe monomery NLGN3
(WNLGN3) maja mase 120kDa. (B) Kontrola ilosci natozonego biatka w zelu TGX,
ktorego uzyto do detekcji biatka NLGN3. (C) Zalezny od aktywacji synaptycznej poziom
zewnatrzkomorkowej NLGN3 (zNLGN3) i (D) wewnatrzkomorkowej NLGN3
(WNLGN3) w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO po sieciowaniu biatek
powierzchniowych i analizie Western blot. Obliczenia densytometryczne wykonano na
podstawie pomiaru intensywnosci prazkow. Wykresy przedstawiajg srednie warto$ci +
SEM zrelatywizowane do poziomu podstawowego WT P, n=6 eksperymentow, 2 myszy
na genotyp na eksperyment, * p < 0,05, ** p <0,01 obliczone za pomocga niesparowanego
testu t-Studenta dla poréwnan pomiedzy genotypami i sparowanego testu t-Studenta dla
poréwnan w obrebie genotypu.
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Na podstawie analizy densytometrycznej intensywno$ci otrzymanych prazkoéw
wykryto, ze podstawowy poziom zewngtrzkomorkowych dimeréw zawierajacych
NLGN3 (zZNLGN3 okoto 300 kDa) jest znacznie podwyzszony w synaptoneurosomach
izolowanych z myszy Fmrl KO w poréwnaniu do WT (wzrost o 41%, p=0,0016,
t=24,274, df=10 wedlug niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 38C).

Poziom wewnatrzkomorkowej NLGN3 (WNLGN3 okoto 120 kDa) réwniez byt
zwigkszony w stanie podstawowym w synaptoneurosomach myszy Fmrl KO (wzrost o
19%, p=0,00457, t=2,2281, df=10 wedtug niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina
38D).

Analizujac zalezne od aktywnosci synaptycznej zmiany w dystrybucji NLGN3,
podobnie jak w przypadku NLGN1, zaobserwowano spadek poziomu powierzchniowych
dimeréw NLGN3, ktory nastepowat w ciggu 2,5 minut po pobudzeniu neuronalnym (* p
< 0,05, ** p < 0,01 wedlug sparowanego testu t Studenta; rycina 38C). Powyzsza
zalezno$¢ ponownie wystapita dla obu analizowanych genotypéow WT i Fmrl KO. Ten
wynik wskazuje, ze NLGN3 jest rowniez cigta pod wptywem stymulacji, tym bardziej,
ze NLGN3 moze wystepowac na btonie postsynaptycznej w postaci dimeru z NLGNI1.

Poziom wewnatrzkomoérkowej formy NLGN3 rowniez wykazywat tendencje
spadkowg po stymulacji receptorow NMDA (rycina 38D). Co ciekawe, w przypadku
synaptoneurosoméw izolowanych z myszy Fmrl KO zaobserwowano znacznie szybsze
odzyskiwanie wewnatrzkomoérkowej puli NLGN3 do poziomu podstawowego, co moze
wynika¢ z ich zwiekszonej translacji synaptycznej (* p < 0,05 wedlug niesparowanego
testu t Studenta, n=6; rycina 38D).

4.4.2.2. Sieciowanie bialek powierzchniowych w pierwotnej hodowli neuronéw

hipokampalnych

Uzyskane wyniki, wskazujace na podwyzszony poziom NLGN3 w rejonie
zewnatrzkomoérkowym oraz wewnatrzkomorkowym w synapsie myszy Fmrl KO zostaty
dodatkowo potwierdzone w pierwotnych hodowlach neuronéw hipokampalnych. W tym
modelu badawczym réwniez zaobserwowano wieksza ilo§¢ zewnatrzkomorkowych i
wewnatrzkomorkowych biatek NLGN3 w stanie podstawowym w przypadku myszy
Fmrl KO w poréwnaniu do WT (43% wzrost poziomu zNLGN3, p < 0,0001, t=5,154,
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df=22 1 24% wzrost poziomu wNLGN3, p=0,0085, t=2,888, df=22 wedhg

niesparowanego testu t Studenta, n=12; rycina 39).

sieciowanie powierzchniowej NLGN3 w hodowlach neuronéw hipokampalnych
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Rycina 39. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilo$ci natozonego biatka w zelu TGX
i obliczenia densytometryczne wykonane na podstawie pomiaru intensywnos$ci prgzkow
poziomu (C) zewnatrzkomorkowych sieciowanych dimeréw NLGN3 (zNLGN3) i (D)
wewnatrzkomérkowych monomerow NLGN3 (WNLGN3) w 19 dniu in vitro pierwotnej
hodowli neuronéw hipokampalnych z myszy WT i Fmrl KO, n=12 dotkéw z 4 ré6znych
hodowli neuronalnych. Wykresy przedstawiaja uzyskane wartosci + SEM
zrelatywizowane do poziomu WT; ** p < 0,01, *** p < 0,001 obliczone za pomocg
niesparowanego testu t-Studenta.

4.4.2.3. Biotynylacja bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach
Poziom zewnatrzkomorkowych bialek NLGN3 pomiedzy genotypami poréwnano

tez za pomocg metody biotynylacji bialek powierzchniowych oraz detekcji metoda

Western blot. Schemat eksperymentu przedstawiono na rycinie 40.

biotynylacja
dimerow biotyna biotyna
zewnatrzkomorkowej
NLGN3
NLGN3 NLGN3 wzbogacenie
na kulkach
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E— —® z przeciwciatami
| anty-NLGN3
btona
postsynaptyczna kel PSD-95
stargazyna

Rycina 40. Schemat eksperymentu biotynylacji biatek powierzchniowych w
synaptoneurosomach oraz detekcji poziomu zewnatrzkomérkowych NLGN3 metoda
Western blot.
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Analiza poréwnawcza ilo$ci biotynylowanej powierzchniowej NLGN3 w stanie
podstawowym potwierdzita, ze poziom NLGN3 na blonie postsynaptycznej jest znaczaco
podwyzszony W synaptoneurosomach myszy Fmrl KO w poréwnaniu do WT (34%
wzrost z NLGN3, p=0,0287, t=2,55, df=10 wedtug niesparowanego testu t Studenta, n=6;
rycina 41).

biotynylacja powierzchniowej NLGN3

A WT Fmrl KO C
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Rycina 41. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilo$ci nalozonego biatka w zelu TGX
i (C) obliczenia densytometryczne na podstawie pomiaru intensywnosci prazkow
poziomu zewnatrzkomérkowej NLGN3 (zZNLGN3) w synaptoneurosomach myszy WT i
Fmrl KO po biotynylacji bialek powierzchniowych. Wykres przedstawia uzyskane
warto$ci = SEM zrelatywizowane do poziomu WT, * p < 0,05, n=6 eksperymentow,
obliczone za pomoca niesparowanego testu t-Studenta.

Podsumowujac, zgromadzone dane dla NLGN3 wskazuja, ze poziom
zewnatrzkomoérkowej i wewnatrzkomoérkowej formy NLGN3 jest znacznie podwyzszony
w stanie podstawowym na synapsie myszy Fmrl KO, co udowodniono metodami
sieciowania oraz biotynylacji biatek powierzchniowych. W przypadku obu genotypow
zaobserwowano znaczny spadek zewnatrzkomorkowej NLGN3 po pobudzeniu
neuronalnym, co wskazuje, ze NLGN3, podobnie jak NLGN1 ulega cigciu
proteolitycznemu. Ponadto, u myszy Fmrl KO zauwazono szybsze przywracanie
poziomu wewnatrzkoméorkowej formy NLGN3, prawdopodobnie ze wzgledu na

podwyzszony proces translacji tego biatka w synapsach myszy Fmrl KO.
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4.4.3. Neuroligina 2
4.4.3.1. Sieciowanie bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach

Do$wiadczenia dla NLGN2 przeprowadzono w sposob analogiczny jak w
przypadku analizy biatek NLGN1 i NLGN3 (Rycina 42).

sieciowany dimer

dimer zewnatrzkomdrkowej NLGN2 zewngtrzkom. NLGN2
X
X
stymulacja chemiczne sieciowanie | ¥
GABA4R NMDA + glutaminian biatek zewnatrzkom. | A
E— _—
btona M. kolibistyna |
postsynaptyczna gefryna = \
)‘ kierowanie ’_\
na btone
postsynaptyczng
dimer dimer
WNLGN2 WNLGN2
dimer
wewngtrzkomorkowej lokalna synteza biatek lokalna synteza biatek
NLGN2

Rycina 42. Schemat sieciowania dimeréw NLGN2 oraz stymulacji receptorow NMDA
prowadzacej do lokalnej syntezy biatka NLGN2 i kierowania NLGN2 na blong
postsynaptyczng. Wskazano fragmenty NLGN2 wykrywane przeciwciatem.

Sieciowanie biatek powierzchniowych na synaptoneurosmach in situ, a nast¢pnie
analiza Western blot z przeciwciatem rozpoznajagcym domeng cytoplazmatyczng NLGN2
nie ujawnila roéznicy w podstawowym poziomie zewnatrzkomodrkowej i
wewnatrzkomorkowej NLGN2 pomiedzy synaptoneurosomami myszy WT i Fmrl KO
(rycina 43).

Analiza dynamiki zmian lokalizacji NLGN2 po indukcji synaptycznej wykazata, ze
w ciagu 2,5 minuty po stymulacji receptorow NMDA nastepuje znaczny spadek poziomu
powierzchniowych dimeréw zawierajacych NLGN2 (zNLGN2) (* p < 0,05 wedlug
sparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 43C). Powyzszg zalezno$¢ ponownie
zaobserwowano w synaptoneurosomach obu genotypéw myszy WT i Fmrl KO,
podobnie jak w przypadku biatek NLGN1 i NLGN3. Otrzymany wynik sugeruje, ze
NLGN2 rowniez moze podlega¢ cigciu proteolitycznemu na synapsie, co nie zostalo
jeszcze udokumentowane przez zadng inng grupe badawcza.

Poziom wewnatrzkomérkowych biatek NLGN2 nie zmieniat si¢ znaczaco w ciggu

2,5 minuty w odpowiedzi na stymulacj¢ synaptoneurosomow obu genotypow myszy WT
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I Fmrl KO (p > 0,05, wedlug sparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 43D). Jednakze,
w przypadku synaptoneurosomow myszy Fmrl KO zaobserwowano znaczny wzrost
wewnagtrzkomoérkowej NLGN2 (WNLGN2) w poréwnaniu do myszy WT w 20 minut po
stymulacji receptorow NMDA w synaptoneurosomach (* p < 0,05 wedhug

niesparowanego testu t Studenta, n=6; rycina 43D).
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A sieciowanie powierzchniowej NLGN2
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Rycina 43. (A) Poréwnanie =zaleznego od aktywno$ci Synaptycznej poziomu
zewnatrzkomorkowej 1 wewnatrzkomorkowej NLGN2 w synaptoneurosomach myszy
WT i Fmrl KO za pomoca analizy Western blot z przeciwcialem rozpoznajagcym
wewnatrzkomorkowa domeng biatka NLGN2. Sieciowane zewnatrzkomorkowe dimery
NLGN2 (zZNLGN2) obecne w btonie postsynaptycznej maja mase okoto 300kDa (homo-
1 heterodimery zawierajace NLGN2), a wewnatrzkomorkowe monomery NLGN2
(WNLGN2) majg mase 120kDa. (B) Kontrola ilo$ci natozonego biatka w zelu TGX,
ktorego uzyto do detekcji biatka NLGN2. (C) Zalezny od aktywacji Synaptycznej poziom
zewnatrzkomorkowej NLGN2 (zNLGN2) i (D) wewnatrzkomorkowej NLGN2
(WNLGN2) w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO po sieciowaniu biatek
powierzchniowych i analizie Western blot. Obliczenia densytometryczne wykonano na
podstawie pomiaru intensywnos$ci prazkow. Wykresy przedstawiaja Srednie wartosci +
SEM zrelatywizowane do poziomu podstawowego WT P, n=6 eksperymentow, 2 myszy
na genotyp na eksperyment, * p < 0,05 obliczone za pomoca niesparowanego testu t-
Studenta dla porownan pomigdzy genotypami i sparowanego testu t-Studenta dla
poréwnan w obrebie genotypu.
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4.4.3.2. Biotynylacja bialek powierzchniowych w synaptoneurosomach

Powyzszy wynik zostal nastgpnie potwierdzony za pomocg metody biotynylacji

biatek zewngtrzkomorkowych. Schemat eksperymentu przedstawiono na rycinie 44.
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na kulkach
ze streptawidyna Western blot

——; przeciwciatami
anty-NLGN2

gefryna

Rycina 44. Schemat eksperymentu biotynylacji biatek powierzchniowych w
synaptoneurosomach oraz detekcji poziomu zewnatrzkomérkowych NLGN2 metoda
Western blot.

Obliczenia densytometryczne wykonane na podstawie pomiaru intensywnosci
prazkow zZNLGN?2 z szeéciu niezaleznych eksperymentéw wskazaty na ten sam poziom
zewnatrzkomorkowych biatek NLGN2 w synaptoneurosomach izolowanych z myszy
WT i Fmrl KO w stanie podstawowym (p=0,2593, t=1,2, df=10 wedtug niesparowanego

testu t Studenta, n=6; rycina 45).
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Rycina 45. (A) Analiza Western blot, (B) kontrola ilo$ci natozonego biatka w zelu TGX
i (C) obliczenia densytometryczne na podstawie pomiaru intensywno$ci prazkow
poziomu zewnatrzkomdrkowej NLGN2 (zZNLGN2) w synaptoneurosomach myszy WT i
Fmrl KO po biotynylacji bialek powierzchniowych. Wykres przedstawia uzyskane
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wartosci £ SEM zrelatywizowane do poziomu WT, nieistotne, p > 0,05, n=6
eksperymentow, obliczone za pomocg niesparowanego testu t-Studenta.

Podsumowujac, powyzsze wyniki nie ujawnily roéznic w poziomie
zewnatrzkomorkowej 1 wewnatrzkomérkowej NLGN2 w stanie podstawowym na
synapsie myszy WT i Fmrl KO. Co istotne, podobnie jak dla NLGN1 i NLGN3
zaobserwowano spadek poziomu zewnatrzkomoérkowej NLGN2 w ciggu 2,5 minuty po
pobudzeniu neuronalnym, co moze by¢ wynikiem obrobki proteolitycznej NLGNZ2.
Dodatkowo, analiza porownawcza zaleznej od aktywnos$ci synaptycznej dystrybucji
NLGN2 ujawnita szybsze odzyskiwanie wewnatrzkomoérkowej puli NLGN2 u myszy

Fmrl KO, przypuszczalnie w wyniku zwickszonej translacji tych biatek.
4.5. Charakterystyka ciecia proteolitycznego neuroligin

W niniejszym rozdziale przedstawiam wstepne analizy dotyczace obrobki
proteolitycznej neuroligin w warunkach fizjologicznych, w synapsach uzyskanych z
myszy pozbawionych ekspresji genu Fmrl oraz genu Mmp-9. Nalezy podkresli¢, ze
prezentowane w tym rozdziale niniejszej pracy doktorskiej wyniki sg wstepne i badania

nad tym aspektem regulacji poziomu neuroligin na synapsie beda kontynuowane.

45.1. Zbadanie zaleznego od aktywnosci synaptycznej cigecia proteolitycznego

neuroligin w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO

Obrobka proteolityczna synaptycznych biatek adhezyjnych jest bardzo istotnym,
cho¢ jeszcze nie do konca poznanym procesem, ktory umozliwia przebudowe kolcow
dendrytycznych 1 plastyczno$¢ synaps. Po stymulacji receptorow NMDA w
synaptoneurosomach obu genotypoéw myszy WT i Fmrl KO zaobserwowano pojawienie
si¢ prazka odpowiadajacego przecigtemu N-koncowemu fragmentowi NLGN1 (okoto 95
kDa) raz réwnoczesne obnizenie poziomu powierzchniowej NLGNI1. Spadek
zewnatrzkomérkowych form po pobudzeniu neuronalnym zostat réwniez wykryty dla
biatlek NLGN3 oraz NLGN2. Wyniki przeprowadzonych eksperymentow sugerowaty, ze
poziom ekspresji neuroligin na synapsie, poza regulacja etapu translacji przez biatko
FMRP, moze by¢ rowniez kontrolowany przez proces cigcia proteolitycznego.

Zeby zweryfikowa¢ postawiong hipoteze badawcza zaplanowano za pomoca
metody Western blot i przeciwciat rozpoznajacych domeng wewnatrzkomorkowa NLGN

wykry¢ krotki C-koncowy fragment (ang. C-terminal fragment, CTF), ktory pozostaje w
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blonie postsynaptycznej po przecigciu biatek neuroligin. Pojawienie si¢ C-koncowego
fragmentu NLGN1 po aktywacji synaptycznej zasugerowano we wcze$niejszych
doniesieniach (Suzuki et al. 2012; Peixoto et al. 2012). Ze wzgledu na brak dostgpnych
przeciwcial rozpoznajacych domeng zewnatrzkomorkowa biatka NLGN2 1 NLGN3 byta
to jedyna mozliwos¢ zbadania tego procesu metoda Western blot. W tym celu
wyizolowane z synaptoneurosomow myszy WT i Fmrl KO ekstrakty biatkowe w stanie
podstawowym oraz po stymulacji receptorow NMDA (2,5, 5, 10 i 20 minut) poddano
elektroforezie SDS-PAGE w zelu o wyzszej procentowos$ci niz standardowo — 12%. To
umozliwilo zatrzymanie w zelu fragmentow biatka o spodziewanej niskiej masie
molekularnej, rzedu okoto 20-30 kDa. Nastgpnie do detekcji metoda Western blot uzyto
przeciwcial rozpoznajacych domen¢ cytoplazmatyczng poszczegdlnych izoform
neuroligin.

Dla kazdej przeprowadzonej analizy Western blot wykonywano kontrole rowne;j
ilosci biatka nalozonego na zel oraz wydajnosci transferu obrazujac zel przed i po
przeniesieniu biatek na membrang za pomocg systemu do wizualizacji zeli Gel Doc XR+
(Bio-Rad). Ponizej na rycinie 46 wizualizacja zeli TGX przed przeniesieniem biatek na
membrang i detekcja z uzyciem przeciwciat.

Jak przedstawiono na rycinie 46, zaobserwowano pojawienie si¢ C-koncowego
produktu cigcia proteolitycznego dla wszystkich form neuronalnych NLGN1, NLGNZ2 i
NLGN3 (ang. cleaved NLGN C-terminal fragment, cNLGNs CTF) w 2,5, 5, 10 i 20 minut
po stymulacji receptorow NMDA w synaptoneurosomach (Rycina 46). Uzyskany wynik
pozwolil na okreslenie wielkosci odcigtego fragmentu dla kazdej izoformy neuroligin.
Powstajacy prazek wskazywat na mase¢ molekularng NLGN1 okoto 26 kDa (¢cNLGNI
CTF) oraz NLGN2 okoto 20 kDa (cNLGN2 CTF). W przypadku NLGN3
zaobserwowano obecnos¢ trzech prazkoéw o masie molekularnej 34 kDa, 30 kDa i 26 kDa.

W wyniku tych eksperymentow wykazano, ze w warunkach fizjologicznych w
synapsie wszystkie izoformy neuroligin podlegaja obrobce proteolitycznej, co stanowi
oryginalne opracowanie tego tematu, gdyz nie zostato jeszcze w petni udokumentowane
przez inne grupy badawcze. Proces proteolizy nastgpuje bardzo szybko, gdyz jest
wykrywalny juz w 2,5 minuty po pobudzeniu neuronalnym dla kazdej z izoform
neuroligin (Rycina 46). Zainicjowany proces trwa dtugo, gdyz produkty cigcia tych biatek
sa z wykrywalne nawet w ciagu 20 minut od aktywnosci synaptycznej. Proces ten
prawdopodobnie stanowi niezwykle istotny aspekt regulacji poziomu neuroligin na

synapsie.
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Co istotne udowodniono, ze proces cigcia neuroligin wystepuje nie tylko w
warunkach fizjologicznych, ale tez w synapsach myszy Fmrl KO. W tym przypadku
proteolizie rowniez ulegaja wszystkie izoformy neuroligin: NLGN1, NLGN2 i NLGN3.
Zgromadzone dane dowodzg, ze analizowany proces zachodzi podobnie i nie jest

zaburzony w zespole tamliwego chromosomu X.
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Zalezne od aktywnosci ciecie NLGN w synaptoneurosomach z mézgu myszy WT i Fmr1 KO

A NLGN1 B NLGN2 C NLGN3
w1 Frorl KO wT Fmri KO wr Fmri KO
P 25 5 10° 200 P 25 5 10° 20’ stym NMDAR P 25" 5 10' 200 P 25 5 10' 20’ stym NMDAR P 25 5 10° 20 P 25 5 10° 20’ stym NMDAR
NLGNlFL----:--..-'HOkDa NIVEEL S pmpp——— ) L IT,0 NLGN3 FL W S S S S S S S B | 120KDa
cNLGN1 NTF LN . M| 95kDa

CNLGN3 CTF -26kDa

cNLGN1 CTF{ —— . — - — — |»26kDa cNLGN2CI'F~| L e —— S e s d—|-20kDa - ... . a . . I _ [34KkDa

Rycina 46. Analiza Western blot prezentujaca zalezny od aktywnoSci synaptycznej poziom cigcia proteolitycznego (A) NLGNL1, (B) NLGN2, (C)
NLGN3 w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO w stanie podstawowym (P) i w czasie 2,5 min, 5 min, 10 min, 20 min po stymulacji
receptorow NMDA. Prazki na wysokosci 120kDa wskazuja na ilo$¢ petnej dtugosci NLGN1, NLGN2, NLGN3 (NLGN FL). Odcigte N-koncowe
zewnatrzkomoérkowe fragmenty NLGN1 maja mas¢ molekularng okoto 95kDa (¢cNLGNI1 NTF). Odcigte C-koncowe wewnatrzkomérkowe
fragmenty NLGN (¢cNLGN CTF) wskazujg na mase¢ molekularng: NLGN1 okoto 26kDa, NLGN2 okoto 20kDa i NLGN3 okoto 26kDa. Ponizej
kontrola ilosci natozonego biatka w zelu TGX przed przeniesieniem bialek na membrang: panel gorny — zele 10%, panel dolny — zele 12%.
Przedstawiono reprezentatywne zdjecia z sze$ciu niezaleznych eksperymentow.
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4.5.2. Weryfikacja specyficzno$ci przecietych fragmentow NLGN3 z uzyciem myszy
Nlgn3 KO

W przypadku analizy cigcia NLGN3 zaobserwowano obecnos¢ trzech prazkéw na
wysokosci okoto 34 kDa, 30 kDa i 26 kDa, powstajacych po stymulacji receptorow
NMDA w synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO. Od prof. Nils Brose z Instytutu
Maksa Plancka w Getyndze w Niemczech uzyskano myszy pozbawione ekspresji genu
NIgn3, opisane po raz pierwszy w publikacji (Varoqueaux et al. 2006). Myszy NIgn3 KO
zostaly uzyte w celu weryfikacji masy molekularnej odcigtego C-koncowego fragmentu
NLGN3. Po stymulacji synaptycznej synaptoneurosomow myszy WT i NIgn3 KO probki
poddano analizie Western blot i detekcji NLGN3 z uzyciem przeciwciata rozpoznajacego
domene wewnatrzkomoérkowa NLGN3.

Brak prazka na wysokosci okoto 120 kDa (NLGN3 FL) potwierdzit brak ekspresji
genu NIgn3 u myszy Nign3 KO. Jak wida¢ na rycinie 47, u myszy Nlgn3 KO w czasie
2,5 minuty po stymulacji synaptoneurosomOéw nie jest obecny dolny prazek
odpowiadajacy masie molekularnej okoto 26 kDa, podczas gdy jest on widoczny u myszy
WT jako cNLGN3 CTF (Rycina 47).

WT Nign3KO
NLGN3 = .

WT NIgn3KO
2.5’ 25' = ey

NLGN3 FL{ te-— -120kDa

CNLGN3 CTF{ == -26kDa

Rycina 47. Analiza Western blot majaca na celu weryfikacje specyficznosci prazkow
reprezentujagcych odciety C-koncowy fragment NLGN3 (cNLGN3 CTF) z uzyciem
synaptoneurosomow WT i Nlgn3 KO w czasie 2,5 minut po aktywacji synaptycznej.
Prazek widoczny w stymulowanych synaptoneurosomach WT, a nieobecny w probkach
z myszy NIgn3 KO wskazuje, ze cNLGN3 CTF ma mas¢ molekularng okoto 26 kDa.

Przeprowadzona analiza potwierdza, ze fragment o masie molekularnej okoto 26

kDa jest specyficznym produktem cigcia NLGN3. Widoczne w tym samym panelu dwa
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gorne prazki (na wysokosci okoto 30 kDa i 34 kDa) sg niespecyficzne i prawdopodobnie

stanowig tto pochodzace od uzytego przeciwciala.

45.3. Proba identyfikacji proteaz odpowiedzialnych za ciecie proteolityczne

neuroligin
4.5.3.1. Analiza cigcia proteolitycznego neuroligin in silico

W jedynych dotychczas badaniach analizujgcych udzial proteaz w cigciu NLGN1
zasugerowano, ze NLGNI1 podlega cigciu przez dwie synaptyczne proteazy: MMP-9
(Peixoto et al 2012) oraz ADAMI10 (Suzuki et al 2012). Dodatkowo, w serii
eksperymentéw z uzyciem inhibitoréw proteaz wykazano, ze C-koncowy fragment
NLGNI jest ciety przez preseniling/y-sekretaze (Suzuki et al 2012). Nastgpnie pojawily
si¢ pierwsze doniesienia na temat istotnej roli proteolizy NLGN1 i posredniego wptywu
tego procesu na komunikacj¢ i1 przekazanie sygnatu pomiedzy komoérkami nerwowymi
(Gjorlund et al 2017, Korshunova et al 2015).

Uzyskane przeze mnie wyniki stanowity dowod, ze NLGN2 i NLGN3 rowniez
ulegaja cieciu proteolitycznemu na synapsie, co zaobserwowano W synaptoneurosomach
stymulowanych NMDA i glutaminianem w czasie 2,5, 5, 10 oraz 20 minut po stymulacji.
W momencie prowadzenia tych doswiadczen nie wskazano jeszcze proteaz
odpowiedzialnych za ten proces u NLGN2 i NLGN3. Zas dla NLGN1 potwierdzono
doswiadczalnie poprzez mutagenezg, ze NLGNI podlega cigciu przez enzym MMP-9 w
obrgbie 672-695aa znajdujacych si¢ w domenie kotwiczacej (636-695aa) tego biatka
(Peixoto et al 2012). W celu wstepnej identyfikacji enzymow proteolitycznych, ktore
moga cia¢ sekwencj¢ mysich biatek neuroligin przeprowadzono przyrownanie tej
sekwencji NLGN1 do sekwencji NLGN2 i NLGN3 za pomocg programu Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalo/toolform.ebi) , a nastgpnie analizg in
silico za pomocg serwera PROSPERous (https://prosperous.erc.monash.edu/). Program
PROSPERous jest dostgpnym on-line narzedziem sluzacym do przewidywania
przypuszczalnych miejsc cigecia przez wskazane proteazy w dostarczonej sekwencji
aminokwasowej (Song et al. 2018).

Przeprowadzona analiza wskazata na obecnos$¢ kilku potencjalnych miejsc cigcia
przez enzym MMP-9 (z wysoka klasyfikacja) w obrgbie mysiej sekwencji domeny
kotwiczacej] NLGN2 (4 miejsca) 1 NLGN3 (8 miejsc) przyrownanych do tej domeny
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NLGNL1 (Tabela 11 i Rycina 48). Przypuszczalne miejsca cigcia przez MMP-9 w obrebie
sekwencji potwierdzonej eksperymentalnie dla NLGN1 (672-695aa) zaznaczono w tabeli
11 pogrubionym drukiem.

Analiza in silico sekwencji aminokwasowej biatek neuroligin potwierdzita
obecno$¢ potencjalnych miejsc ciecia przez proteazg MMP-9. Niemniej jednak analizy
przeprowadzone dla innych synaptycznych enzymow, takich jak na przyktad MMP-2,
MMP-7, MMP-13, ADAM10, ADAMI17 réwniez wskazywaty na obecno$¢ miejsc cigcia

(o r6znej klasyfikacji) w obrebie catych sekwencji mysich biatek neuroligin.

Nazwa Nazwa mysiego Dhugos¢ | Dlugosc¢ Przypuszczalne
genu transkryptu w bazie transkryptu | biatka miejsca cigcia przez
ensembl (p2) (aa) MMP9
(wedlug rangi
PROSPEROouS)
Nignl Nign1-201 4359 843 686, 663, 638, 689,
ENSMUST00000075054.9 684, 640, 646
Nign2 Nlgn2-201 5003 836 640, 662, 674, 670,
ENSMUST00000056484.9
NIgn3 Nign3-201 8465 825 641, 632, 615, 680,
ENSMUST00000065858.2 631, 621, 682, 623

Tabela 11. Przypuszczalne miegjsca cigcia mysiej sekwencji aminokwasowej NLGNI1,
NLGN2 i NLGN3 przez enzym MMP-9 w obrebie domeny kotwiczacej, w ktorej
potwierdzono miejsce cigcia NLGN1 przez MMP-9 w sekwencji 636aa-695aa. Wskazano
przypuszczalne miejsca cigcia zidentyfikowane przez serwer PROPSERous z najwyzsza
uzyskanag klasyfikacja ponizej 40.

135



Domena:  AChE-podobna dimeryzacji ~ kotwiczaca transblonowa C-koncowa

NLGN2 610aa KFNSKEKQYLHIGLKPRVRDNYRANKVAFWLELVPHLHNLHTELFTT--TTRLPPYATRWPP---RTPGPGTSGTRRPPPPATLPPES---DIDLGPRAYDRFPGDSRDYSTE 76aa

NLGN3 612aa KYNPRDQLYLHIG LKPRVRDHYRATKVAFWKHLVPHLYNLHDMFHYTSTTTKVPPPDTT éSHITRRF'NGI(TNSTKRPAISPAYSNENAPGSNNGDQDAGPL LVENPRDYSTE 62424

f... *!***I‘**** *#2 L2 R ***2* ** * **f* ****

Rycina 48. Przyrownanie sekwencji domen kotwiczacych NLGN1, NLNG2 i NLGN3 za pomoca serwera Clustal Omega. Potwierdzono poprzez
mutageneze, ze NLGN1 podlega cigciu w obrebie 672-695aa zaznaczonych na zotto w ramce (Peixoto et al 2012). Strzatkami wskazano
przypuszczalne miejsca cigcia NLGN1, a takze NLGN2 i NLGN3 przez MMP-9, ktore zostaty okreslone przez serwer PROPSERouUs w wyniku
analiz in silico.
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4.5.3.2. Analiza cie¢cia proteolitycznego neuroligin w synaptoneurosomach WT w

obecnosci inhibitora GM60001 lub MMP-9/13

Wstepne dane na temat proteaz odpowiedzialnych za cigcie proteolityczne
neuroligin zgromadzone z analiz in silico poddano weryfikacji in vitro z uzyciem modelu
synaptoneurosomOow oraz inhibitorow proteaz. W tym celu $wiezo wyizolowane
synaptoneurosomy z myszy WT i Fmrl KO poddano stymulacji receptorow NMDA
wedlug protokolu aktywacji synaptycznej opisanego powyzej (Rycina 29 i 30).
Dodatkowo, kilka probek synaptoneurosoméw inkubowano z  inhibitorami
synaptycznych proteaz przez 10 minut na lodzie zanim poddano je stymulacji receptorow
NMDA. Inhibitory proteaz, z ktorymi przeprowadzono dotychczasowe wstepne analizy
to: GM6001 (ogolny inhibitor metaloproteinaz MMP, #2983, Tocris Bioscience) oraz
MMP-9/13i inhibitor I (hamujacy aktywnos$¢ enzymow MMP-9 i MMP-13, #444252,
Calbiochem). Zastosowano 1 pm i 100 nM stezenie inhibitora GM6001 oraz stezenie 5
pm i1 um w przypadku inhibitora MMP-9/13i. Do analiz wybrano czas 2,5 oraz 10 minut
po aktywacji synaptycznej. Probka kontrolna majaca na celu oceng¢ stanu podstawowego
(P) przed stymulacja byla przez caly czas inkubowana na lodzie. Nastepnie, probki
poddano elektroforezie biatek SDS-PAGE w 12% zelu poliakrylamidowym i detekcji
poziomu petnej dtugosci biatka (NLGN FL) i odcietego C-koncowego fragmentu NLGN
(CNLGN CTF) metodg Western blot.

Ze wzgledu na doniesienia o istotnej roli odcigtego fragmentu NLGN3 w rozwoju
nowotworow mozgu (Venkatesh et al. 2017; Venkatesh et al. 2015) najpierw
postanowiono zbada¢ mechanizm proteolizy NLGN3. Na rycinie 49 przedstawiono
wynik dla poziomu NLGN3 pelnej dlugosci (NLGN3 FL), i odcietych C-koncowych
fragmentow NLGN3 (¢cNLGN3 CTF) z synaptoneurosomoéw zZ myszy o0 genotypie dzikim
inkubowanych w obecnosci lub bez inhibitorow GM6001 lub MMP-9/13i, a nastgpnie
stymulowanych oraz analizowanych za pomocg metody Western blot (Rycina 49).

Jak przedstawiono na rycinie 49, inkubacja z inhibitorem MMP-9/13i w stezeniu 5
UM przed stymulacjg receptorow NMDA w synaptoneurosomach myszy WT catkowicie
zapobiega cigciu proteolitycznemu NLGN3, co skutkuje brakiem obecnosci przecigtego
prazka na wysokos$ci okoto 26 kDa zaré6wno dla czasu 2,5 oraz 10 minut po stymulacji.

W przypadku czasu 2,5 minut inkubacja z inhibitorem MMP-9/13i w stgzeniu 1 uM oraz
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inhibitorem GM6001 w obu stezeniach powodowata zmniejszenie intensywnosci
przecigtego prazka cNLGN3 CTF. W przypadku czasu 10 minut inkubacja z inhibitorem
GM6001 w obu stezeniach nie byta efektywna w hamowaniu procesu cigcia NLGN3.

NLGN3
WT
§ 3 MMP-9/13i GM6001 MMP-9/13i GM6001
S5uM 1uM S5uM 1pM 1uM 100nM S5uM 1pM  1uM 100nM
P P P 2525252525 10' 10' 10" 10' 10'

NLGN3 FL{ WD S5 Sm 50 S S8 S0 s #9% Sw s s s |- 120kDa

-34kDa

-— . - -
cNLGN3 CTF/ —_ = o &5 &8 26kn:

np |
mrTom

-
-
-
-
-
-
<
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Rycina 49. Analiza Western blot poziomu NLGN3 o pelnej dtugosci (NLGN3 FL) oraz
odcictego C-koncowego fragmentu NLGN3 (cNLGN3 CTF) w synaptoneurosomach
myszy WT w stanie podstawowym (P), 2,5 minuty po aktywacji synaptycznej (2,5’) oraz
10 minut po aktywacji synaptycznej (10’). Nad czasem wskazano inhibitor proteaz oraz
stezenie uzyte do 10 minutowej inkubacji z synaptoneurosomami na lodzie przed
aktywacja synaptyczng. Sprawdzano dziatanie inhibitora proteaz MMP-9/13i
(Calbiochem) w stezeniu 5 uM i 1 puM oraz inhibitora proteaz GM6001 (Tocris
Bioscience) w stezeniu 1 pM i 100 nM. Ponizej wizualizacja poziomu biatka w zelu TGX.
Przedstawiono reprezentatywne zdjecie z trzech niezaleznie przeprowadzonych
eksperymentow.

Na podstawie powyzszej analizy mozna wysnu¢ wniosek, ze w warunkach
fizjologicznych NLGN3 podlega cigciu przez synaptyczne proteazy MMP-9 i/lub MMP-

13. Ponizej przedstawiono analiz¢ cigcia proteolitycznego wszystkich izoform neuroligin
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w czasie 2,5 minuty po stymulacji poprzedzonej inkubacjg z inhibitorem MMP-9/13i w
stezeniu 5 uM (Rycina 50). Zamieszczono tez wizualizacje zeli TGX w celu kontroli

ilosci natozonego biatka.

A NLGN1 B NLGN2 C NLGN3
P 2.5 2.5%inh P 2.5 2.5%inh P 2.5 2.5%nh
NLGN1 FL-IE‘-lZOkDa NLGN2 FL. e s o |-120kDa NLGN3 FL{ s #o% # |-120kDa
ovenicre| MR R26koa cNLGNZCTF{II-ZOkDa -
cNLGN3 CTF - - -26kDa
EEE =] ==
1 1 b 11
Somlt G :'.' “".‘
' i = —_——— =
e - . _ 1 R "
]

Rycina 50. Analiza Western blot poziomu biatka neuroligin petnej dtugosci (NLGN FL)
oraz odcietego C-koncowego fragmentu (c(NLGN CTF) dla (A) NLGN1, (B) NLGNZ2,
(C) NLGN3 w synaptoneurosomach myszy WT w stanie podstawowym (P), 2,5 minuty
po aktywacji synaptycznej (2.5’) oraz 2,5 minuty po aktywacji synaptycznej
poprzedzonej 10 minutows inkubacjg synaptoneurosomow z inhibitorem proteaz MMP-
9/13i (Calbiochem) w stezeniu 5 uM (2.5’+inh). Ponizej kontrola ilo$ci natozonego
biatka w zelu TGX przed przeniesieniem biatek na membrane i detekcja poziomu
NLGN1, NLGN2, NLGN3 metoda Western blot. Przedstawiono przyktadowe zdjgcia z
trzech niezaleznych eksperymentow.

Jak wida¢ na rycinie 50, inkubacja z inhibitorem MMP-9/13i w stezeniu 5 uM przed
stymulacjg catkowicie zapobiega powstaniu odcigtego fragmentu (cNLGN CTF) na
wysokosci 26 kDa dla NLGNI, 20 kDa dla NLGN2 i 26 kDa dla NLGN3. Ponadto,
poziom petnej dtugosci biatka (NLGN FL okoto 120 kDa) po inkubacji z inhibitorem jest
zblizony do poziomu intensywnosci prazka dla stanu podstawowego (P).

Na podstawie uzyskanych wynikdow mozna niejednoznacznie stwierdzi¢, ze
proteaza MMP-9 i/lub MMP-13 ma udziat w cigciu wszystkich izoform neuroligin po

aktywacji synaptycznej u myszy o genotypie dzikim.
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4.5.3.3. Zbadanie zaleznego od aktywnoS$ci synaptycznej ci¢cia proteolitycznego

neuroligin w synaptoneurosomach myszy WT i Mmp-9 KO

Zeby potwierdzi¢ lub wykluczyé udziat proteazy MMP-9 w procesie ciecia biatek
NLGN1, NLGN2 i NLGN3 do badan wykorzystano myszy pozbawione ekspresji genu
Mmp-9 i tym samym aktywnosci tej proteazy (Mmp-9 KO) (Vu et al. 1998). Myszy Mmp-
9 KO otrzymano od dr Marzeny Stefaniuk w ramach wspotpracy z Zaktadem
Neurobiologii z Instytutu im. Marcela Nenckiego w Warszawie.

W tym celu wyizolowano synaptoneurosomy z myszy WT i Mmp-9 KO, a ekstrakty
biatkowe w stanie podstawowym oraz po stymulacji receptorow NMDA (2,5, 5, 101 20
minut) poddano elektroforezie SDS-PAGE w 12% zelu poliakrylamidowym. Nastepnie,
do detekcji metoda Western blot uzyto przeciwcial rozpoznajacych domeng
cytoplazmatyczng poszczegolnych izoform neuroligin, zeby wykry¢ biatko pelnej
dhugosci (NLGN FL) oraz kroétki C-koncowy fragment (CNLGN CTF), ktory pozostaje w
blonie postsynaptycznej po przecigciu biatek neuroligin. Uzyskane wyniki analiz Western
blot wraz kontrolg ilo$ci biatka natozonego na zel TGX przedstawiono na rycinie 51.

Jak przedstawiono na rycinie 51, zaobserwowano spadek intensywnosci prazka
reprezentujgcego NLGN pelnej dlugosci (NLGN FL) w 2,5 minuty po stymulacji
receptorow NMDA w synaptoneurosomach zaréwno myszy WT jak i Mmp-9 KO.
Ponadto, w przypadku NLGN1 uwidoczniono pojawienie si¢ N-koncowego produktu
cigcia NLGN1 (cNLGN1 NTF) o masie molekularnej okoto 95 kDa w czasie 2,5, 5, 10 i
20 minut po stymulacji receptorow NMDA, rowniez w przypadku obu analizowanych
genotypow (Rycina 51). Co wiecej, potwierdzono obecno$¢ C-koncowego produktu
cigcia proteolitycznego dla wszystkich izoform neuroligin (c(NLGNs CTF): NLGN1 (26
kDa), NLGN2 (20 kDa) i NLGN3 (26 kDa) w 2,5, 5, 10 i 20 minut po stymulacji
receptorow NMDA w synaptoneurosomach myszy WT oraz Mmp-9 KO (Rycina 51).

W wyniku przeprowadzonej analizy udato si¢ ustali¢, Ze u myszy pozbawionych
aktywno$ci proteazy Mmp-9 zachodzi cigcie proteolityczne wszystkich izoform
neuroligin: NLGN1, NLGN2 oraz NLGN3. Ten wynik sugeruje, ze w obrobce

proteolitycznej neuroligin poza enzymem MMP-9 bierze udziat inna proteaza.
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Zalezne od aktywnosci ciecie NLGN w synaptoneurosomach z mézgu myszy WT i Mmp-9 KO

A NLGN1 B NLGN2 C NLGN3
wT Mmp-9 KO wT Mmp-9 KO wT Mmp-9 KO
P 25 5 10’ 20° P 25 5 10’ 20’ stym NMDAR P 25 5 10° 200 P 25 5 10' 20’ stym NMDAR P 25 5 10 20 P 25 5 10’ 20’ stym NMDAR
NG FL | - S .- ;gggna NLGN2 FL W s o - - o s — o |-120kDa NLGN3 FL| W S S S S e o o s @ |120kDa
CNLGN1 NTF a
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- - — 4 l26kDa
CcNLGN3CTF
B B B -
N N . | | B O B

— et s e s it

R IR
L

L
i
T
)

3

i3

i

Rycina 51. Analiza Western blot prezentujgca zalezny od aktywnos$ci synaptycznej poziom cigcia proteolitycznego (A) NLGN1, (B) NLGN2, (C)
NLGN3 w synaptoneurosomach myszy WT i Mmp-9 KO w stanie podstawowym (P) i w czasie 2,5 min, 5 min, 10 min, 20 min po stymulacji
receptoréw NMDA. Prazki na wysokosci 120kDa wskazuja na ilos¢ pelnej dlugosci NLGN1, NLGN2, NLGN3 (NLGN FL). Odciete N-koncowe
zewnatrzkomorkowe fragmenty NLGN1 maja mas¢ molekularng okoto 95kDa (cNLGN1 NTF). Odciete C-koncowe wewnatrzkomoérkowe
fragmenty NLGN (cNLGN CTF) wskazuja na mase molekularng: NLGN1 okoto 26kDa, NLGN2 okoto 20kDa i NLGN3 okoto 26kDa. Ponizej
kontrola ilo$ci natozonego biatka w Zzelu TGX przed przeniesieniem biatek na membrang i detekcjg poziomu NLGN1, NLGN2, NLGN3 metodg
Western blot. Przedstawiono reprezentatywne zdjgcia z czterech niezaleznych eksperymentow.

141



4.5.3.4. Analiza cigcia proteolitycznego neuroliginy 3 w synaptoneurosomach Mmp-
9 KO w obecnosci inhibitora GM6001 lub MMP-9/13

Analizy in silico przeprowadzone za pomocg serwera PROSPERous
(https://prosperous.erc.monash.edu/) wykazaty obecnos¢ potencjalnych miejsc cigcia w
obrebie domeny kotwiczacej NLGN3 miedzy innymi przez proteaze MMP-13. W celu
weryfikacji udzialu proteaz z grupy metaloproteinaz, a zwlaszcza enzymu MMP-13 w
procesie ciecia NLGN3 przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem inhibitorow
analogiczne do przedstawionych na rycinie 49. Tym razem dzigki uprzejmosci dr
Marzeny Stefaniuk z Zaktadu Neurobiologii z Instytutu im. Marcela Nenckiego w
Warszawie do doswiadczen wykorzystano myszy Mmp-9 KO (Rycina 52).

Synaptoneurosomy myszy Mmp-9 KO inkubowano na lodzie przez 10 minut z
inhibitorem GM6001 (#2983, Tocris Bioscience) w stezeniu 1 pum i 100 nM lub
inhibitorem MMP-9/13i (#444252, Calbiochem) w st¢zeniu 5 um i 1 um. Nastepnie
synaptoneurosomy poddano stymulacji receptoréw NMDA 1 inkubacji w 37°C z
wytrzasaniem przez 2,5 lub 10 minut. W celu oceny stanu podstawowego (P) probka
kontrolna byta inkubowana caty czas na lodzie. Nastepnie, probki poddano elektroforezie
biatek SDS-PAGE w 12% zelu poliakrylamidowym i detekcji poziomu peinej dtugosci
biatka NLGN3 (NLGN3 FL) i odcigctego C-koncowego fragmentu NLGN3 (CNLGN3
CTF) metodg Western blot (Rycina 52).

Jak pokazano na rycinie 52, inkubacja z inhibitorem MMP-9/13i w st¢zeniu 5 uM
przed stymulacja receptorow NMDA w synaptoneurosomach myszy Mmp-9 KO
skutecznie zapobiega cigciu proteolitycznemu NLGN3, co skutkuje brakiem obecnosci
przecietego prazka na wysokosci okoto 26 kDa zarowno dla czasu 2,5 oraz 10 minut po
stymulacji. Inkubacja z inhibitorem MMP-9/13i w stezeniu 1 pM oraz inhibitorem
GM6001 w stezeniu 1 uM powodowata zmniejszenie intensywnosci przecigtego prazka
cNLGN3 CTF w obu analizowanych jednostkach czasowych. Z kolei, inkubacja z
inhibitorem GM6001 w st¢zeniu 100 nM nie skutkowata zahamowaniem procesu ci¢cia
NLGN3 w czasach 2,5 minuty oraz 10 minut po stymulacji receptorow NMDA (Rycina
52).

W  powyzszej analizie potwierdzono, ze w synaptoneurosomach myszy

pozbawionych aktywnos$ci proteazy Mmp-9 zachodzi cigcie NLGN3, co dowodzi, iz
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NLGN3 musi by¢ cieta przez inny enzym. Po pierwsze, zaobserwowano, ze inkubacja z
inhibitorem GM6001 w stezeniu 1 pM cze¢sciowo hamuje proces ciecia NLGN3. Po
drugie, wykazano, ze inkubacja z inhibitorem MMP-9/13i1 prowadzi do catkowitego
zahamowania procesu cigcia NLGN3, co wskazuje na znaczacy udzial proteazy MMP-

13 w obrdbcee proteolitycznej NLGN3.
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Rycina 52. Analiza Western blot poziomu NLGN3 o pelnej dtugosci (NLGN3 FL) oraz
odcictego C-koncowego fragmentu NLGN3 (cNLGN3 CTF) w synaptoneurosomach
myszy Mmp-9 KO w stanie podstawowym (P), 2,5 minuty po aktywacji synaptycznej
(2,5%) oraz 10 minut po aktywacji synaptycznej (10’). Nad czasem wskazano inhibitor
proteaz oraz st¢zenie uzyte do 10 minutowej inkubacji z synaptoneurosomami na lodzie
przed aktywacja synaptyczng. Sprawdzano dzialtanie inhibitora proteaz MMP-9/13i
(Calbiochem) w stezeniu 5 uM i 1 uM oraz inhibitora proteaz GM6001 (Tocris
Bioscience) w stezeniu 1 pM 1 100 nM. Ponizej wizualizacja poziomu biatka w Zzelu TGX.
Przedstawiono reprezentatywne zdjecie z trzech niezaleznie przeprowadzonych
eksperymentow.
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4.6. Podsumowanie uzyskanych wynikéw

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie molekularnych
mechanizmow regulujgcych poziom neuroligin w synapsie w warunkach fizjologicznych
1 w zespole tamliwego chromosomu X.

Pierwszym celem badan byla ocena poziomu ekspresji neuroligin (mRNA oraz
biatka) w synaptoneurosomach myszy o genotypie dzikim i Fmrl KO. Ocen¢ poziomu
biatka neuroligin przeprowadzono rowniez w pierwotnych hodowlach neuronalnych.
Udowodniono, ze poziom biatka NLGN1 i NLGN3 jest podwyzszony W Synapsie myszy
Fmrl KO, podczas gdy poziom mRNA si¢ nie r6zni. To zadanie bylto kluczowe, gdyz
pozwolito sformutowac teze, ze podwyzszony poziom neuroligin jest wynikiem
zwigkszonej translacji synaptycznej tych biatek u myszy Fmrl KO. Kolejnym celem
badan byto zbadanie interakcji biatka FMRP z mRNA neuroliginy 1, 2 1 3. Za pomoca
metody wspotwytracania RNA oraz fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ wykazano, ze
biatko FMRP oddzialuje z mRNA wszystkich izoform neuroligin — 1, 2, 3. Nast¢pnie
uzywajac metody chemicznego sieciowania biatek powierzchniowych przeprowadzono
charakterystyke zaleznej od aktywno$ci synaptycznej dystrybucji neuroliginy 1, 2 oraz 3
w czeSci wewnatrzkomoérkowej 1 zewnatrzkomorkowej synapsy. Te badania wykazaty,
ze brak FMRP w zespole tamliwego chromosomu X prowadzi do zwickszonej
inkorporacji neuroliginy 1 oraz 3 do btony postsynaptycznej. Ponadto, dowiedziono, iz
wszystkie izoformy neuroligin ulegaja cigciu proteolitycznemu na synapsie w warunkach
fizjologicznych. Proces obrobki proteolitycznej neuroligin jest zalezny od aktywacji
synaptycznej 1 nastepuje juz w ciggu 2,5 minut po pobudzeniu neuronalnym. Co wigcej,
wykazano, ze cigcie proteolityczne wystepuje tez u myszy Fmrl KO, co sugeruje, ze ten
proces nie jest zaburzony w zespole tamliwego chromosomu X. W koncowym etapie
badan podjeto probe wyjasnienia mechanizméw regulujacych poziom neuroligin w
synapsie. W tym celu przeprowadzono wstepng identyfikacje proteaz odpowiedzialnych
za cigcie neuroligin w synaptoneurosomach. Wyniki tych eksperymentow wskazujg na
udziat proteazy MMP-13 w obrdbcee proteolitycznej bialek neuroligin.

Na rycinie 53, schematycznie przedstawiono model podsumowujacy najwazniejsze
wyniki uzyskane podczas realizacji projektu doktorskiego. W synapsach pobudzajacych
w warunkach fizjologicznych biatko FMRP oddzialuje z mRNA neuroliginy 1, 2, 3 1
reguluje ich lokalng translacj¢ w synapsie. Pod wptywem aktywacji synaptycznej biatko
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Rycina 53. Schemat przedstawiajacy zalezng od aktywnosci dystrybucje NLGNI i
NLGN3 w synapsach glutaminergicznych myszy WT i Fmrl KO. Model przedstawia
lokalng synteze bialek NLGN1 1 NLGN3, transport na btong postsynaptyczng i cigcie
proteolityczne na synapsie w odpowiedzi na aktywacj¢ synaptyczna. Brak FMRP u
myszy Fmrl KO prowadzi do zwigkszonego kierowania NLGN1 i NLGN3 na btong
postsynaptyczng.  Stymulacja  synaptyczna prowadzi do szybkiego ciecia
proteolitycznego NLGN1 i NLGN3 zaréwno w synapsach WT, jak i Fmrl KO.

FMRP oddysocjowuje od mRNA neuroligin 1 umozliwia syntez¢ ich biatka w kolcu
dendrytycznym. W pecherzykach synaptycznych nastepuje dimeryzacja neuroligin, a
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nastgpnie kierowanie dimeréw NLGN1 i NLGN3 (NLGN1/NLGN1, NLGN3/NLGN3,
NLGN1/NLGN3) na bton¢ postsynaptyczng. W wyniku pobudzenia neuronalnego w
bardzo krétkim czasie nastgpuje cigcie proteolityczne neuroligin  skutkujace
powstawaniem krétkiego C-koncowego fragmentu biatka w blonie oraz jednego lub
wigcej N-koncowych fragmentow zewnatrzkomérkowych. W zespole tamliwego
chromosomu X, brak biatka FMRP skutkuje brakiem regulacji translacji neuroligin w
synapsie, co prowadzi do podwyzszonej produkcji biatek NLGN1 i NLGN3 oraz ich
zwiekszonej inkorporacji do btony postsynaptycznej. Niemniej jednak, w synapsach
myszy Fmrl KO proces cigcia neuroligin nie jest zaburzony, dzigki czemu mozliwa jest
regulacja ich poziomu oraz plastycznos¢ synaptyczna (Rycina 53) (Chmielewska et al.
2019).

Wyniki mojej pracy doktorskiej poszerzaja wiedz¢ na temat funkcjonowania
synapsy w warunkach fizjologicznych. Wnoszac wktad do dotychczasowej wiedzy o
regulacji ekspresji neuroligin na poziomie molekularnym przez biatko FMRP oraz cigcie
proteolityczne, moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia podtoza zespotu tamliwego
chromosomu X, autyzmu, innych choréb zwigzanych z dysfunkcja synaps, a nawet
nowotworow moézgu. Ponadto, w przysztosci w potaczeniu z wynikami innych grup
badawczych rezultaty tych badan mogg stanowié¢ czg¢$¢ sktadowsa do opracowania
strategii terapeutycznych.
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5. Dyskusja

Pomimo wielu lat badan nad podlozem zespotu tamliwego chromosomu X wcigz
nie zostal poznany molekularny mechanizm zmian zachodzacych na poziomie
komoérkowym pozwalajgcy na zaproponowanie odpowiedniej strategii terapeutycznej i
efektywnego leczenia (Berry-Kravis et al. 2018; Salcedo-Arellano, Hagerman, and
Martinez-Cerdeno 2020; Thomson et al. 2017). Przeprowadzone w Stanach
Zjednoczonych badania kliniczne nie przyniosty pozytywnych rezultatéw pozwalajacych
na wprowadzenie terapii dla pacjentow z FXS (Jacquemont et al. 2014). Poniewaz
nieprawidtowa ekspresja neuroligin jest przyczyna zaburzen ze spektrum autyzmu (Cao
and Tabuchi 2017), celem mojego projektu doktorskiego byto zbadanie wptywu braku
biatka FMRP na poziom neuroligin.

Zaburzenia w regulacji poziomu biatek synaptycznych moga prowadzi¢ do
dysfunkcji synaps (Ramocki and Zoghbi 2008). Neuroliginy sg niezwykle waznymi
biatkami adhezyjnymi zapewniajacymi potaczenie pomigdzy komodrkami nerwowymi
(Craig and Kang 2007). Badania ostatnich lat wskazujg réwniez na kluczowa funkcje
neuroligin w przekazywaniu sygnatu (Jang, Lee, and Kim 2017). Wykazano, ze mutacje
w genach neuroligin koreluja z wystgpowaniem zaburzen ze spektrum autyzmu
(Laumonnier et al. 2004; Jamain et al. 2003; Cao and Tabuchi 2017). Badania na
poziomie molekularnym wykazaly, ze odkryte mutacje upos$ledzaja synaptyczng
lokalizacje¢ neuroliginy oraz skutkuja nieprawidlowym przewodnictwem synaptycznym
(Chih et al. 2004; Chanda et al. 2016; Zhang et al. 2009; De Jaco et al. 2006; Tabuchi et
al. 2007; Etherton, Tabuchi, et al. 2011; Cao and Tabuchi 2017; Comoletti et al. 2004).

Co wigcej, niedawno pojawily si¢ doniesienia na temat procesu cigcia
proteolitycznego neuroligin, ktory moze by¢ czynnikiem regulujacym poziom neuroligin
na synapsie (Venkatesh et al. 2017; Bemben et al. 2019). Dotychczas wykazano, ze
NLGNI1 ulega cigciu przez dwie proteazy synaptyczne: MMP-9 oraz ADAM-10 (Suzuki
et al. 2012; Peixoto et al. 2012). Ponadto, dowiedziono, ze przecigty fragment NLGN3
jest mitogenem stymulujacym wzrost nowotworow mozgu (Venkatesh et al. 2015).
Niemniej jednak doktadny mechanizm obrobki proteolitycznej neuroligin pozostawat
nieznany, tak samo jak proteazy uczestniczace w procesie cigcia innych izoform

neuroligin.
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W $wietle powyzszych danych, uzyskanie wiedzy na temat molekularnych podstaw
regulacji ekspresji neuroligin — genow zwigzanych zarowno z autyzmem jak i
nowotworami — w synapsie wydawato si¢ niezwykle istotne.

Myszy z nadekspresja NLGN1 wykazujg istotne deficyty w zapamigtywaniu
informacji, maja zmieniong morfologi¢ kolcow dendrytycznych i zaburzong indukcje
dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP) w hipokampie (Dahlhaus et al. 2010).
Z drugiej strony, niektére mutacje w genach Nlgn zwigzane z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu prowadzg do retencji neuroligin wewnatrz synapsy (Chih et al. 2004; Chanda et
al. 2016; Comoletti et al. 2004; Cao and Tabuchi 2017). Z kolei, myszy pozbawione
ekspresji genu Nignl wykazuja uposledzenie przestrzennego uczenia si¢, pamigci oraz
zaburzenia w dlugotrwalym wzmocnieniu synaptycznym w hipokampie i stosunku
receptorow NMDA do AMPA w synapsach zapewniajacych potaczenie pomigdzy kora
moézgowa a pragzkowiem (Blundell et al. 2010). Po utworzeniu synapsy pobudzajace;j,
oddziatywanie biatek NLGN i NRXN prowadzi do rekrutacji PSD-95 oraz posrednio do
rekrutacji receptorow NMDA i AMPA do ggstosci postsynaptycznej (Krueger et al.
2012). Zatem poziom neuroligin na synapsie musi by¢ $cisle i precyzyjnie regulowany,
co jest istotne dla zapewnienia integralnosci synaps, zwlaszcza ze wzgledu na ich role w
rekrutacji receptorow dla glutaminianu w synapsach pobudzajacych (Mondin et al. 2011,
Chanda et al. 2016; Etherton, Tabuchi, et al. 2011; Krueger et al. 2012). Przyktadowo,
oddziatywanie NLGNI1 z receptorem NMDA udowodniono dla nastepujacych rejonow
mysiego mozgu: hipokamp (Budreck et al. 2013; Blundell et al. 2010; Jiang et al. 2017,
Shipman and Nicoll 2012; Shipman et al. 2011; Jedlicka et al. 2015), kora mézgowa
(Kwon et al. 2012), prazkowie (Espinosa et al. 2015), ciato migdatowate (Jung et al. 2010)
i moézdzek (Zhang and Sudhof 2016). Ostatnio sugeruje si¢ rowniez bezposrednie
oddziatywanie NLGN z receptorami dla glutaminianu NMDA i AMPA (Jang, Lee, and
Kim 2017). Coraz wigcej doniesien wskazuje, ze uliniowanie biatek pre- |
postsynaptycznych, w tym receptorow AMPA przez NLGN1 bezposrednio wplywa na
wydajnos¢ transmisji synaptycznej (Haas et al. 2018, Chamma et al. 2016). Powyzsze
dane dowodza, Ze oddziatywanie biatek adhezyjnych takich jak neuroliginy z receptorami
ma kluczowe znaczenie dla stabilno$ci catego kompleksu biatek synaptycznych i kontroli

sity przewodnictwa synaptycznego (Jang, Lee, and Kim 2017; Krueger et al. 2012).
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W powyzszym kontekscie, odkryty w badaniach zwigkszony poziom biatek
NLGN1 i NLGN3 w synapsach myszy Fmrl KO jest kolejnym molekularnym
mechanizmem przyczyniajagcym si¢ do fenotypu zespotu tamliwego chromosomu X.
Jednak nie mozna wykluczy¢, ze zwigkszona inkorporacja synaptyczna NLGNI1 i
NLGN3 u myszy Fmrl KO moze réwniez wynika¢ z rozregulowanej ekspresji biatek

kontrolujacych transport synaptyczny neuroligin w kierunku synaps.

5.1. Ocena poziomu ekspresji neuroligin w m6zgu myszy o genotypie dzikim i Fmrl

KO

Poza uzyskaniem wiedzy na temat funkcjonowania synapsy w warunkach
fizjologicznych badano réwniez molekularne podtoze zespotu tamliwego chromosomu
X. Dlatego modelem badawczym byty myszy pozbawione ekspresji genu Fmrl (Fmrl
KO). Myszy Fmrl KO sg bardzo dobrze opisanym modelem rekapitulujgcym symptomy
ludzkiej choroby (Leung and Jia 2016; Kazdoba et al. 2014; Krueger et al. 2011).

Wazna cz¢$cig mojego projektu byto sprawdzenie czy neuroliginy ulegaja lokalne;j
translacji w synapsie oraz czy ten proces jest regulowany przez biatko FMRP.
Sprawdzonym modelem do§wiadczalnym do badania procesu synaptycznej translacji sg
synaptoneurosomy, czyli wzbogacona w biatka synaptyczne frakcja potaczonych ze sobg
pecherzykow pre- i postsynaptycznych izolowanych z mozgu myszy (Kuzniewska et al.
2018). Synaptoneurosomy stanowig model ,,wyizolowanej synapsy”, ktory byt z
powodzeniem wykorzystywany we wczesniejszych badaniach prowadzonych przez nasz
zespol badawczy (Dziembowska et al. 2012; Janusz et al. 2013; Jasinska et al. 2016;
Kuzniewska et al. 2018; Chmielewska et al. 2019; Kuzniewska et al. 2020).
Synaptoneurosomy byly izolowane z hipokampa oraz cze¢sci przyleglej kory mézgowe;j z
obu potkul moézgu myszy. Te struktury zostaty wybrane celowo by zachowa¢ kluczowe
potaczenia korowo-hipokampalne oraz ze wzgledu na role, jaka petni hipokamp w
procesie uczenia si¢ 1 zapamietywania.

Uzyskane w projekcie wyniki analiz przeprowadzonych z uzyciem
synaptoneurosomow i pierwotnych hodowli neuronéw hipokampalnych wskazuja na
podwyzszony poziom synaptycznych biatek NLGN1 i NLGN3 u myszy Fmrl KO w
warunkach podstawowych. Na podstawie powyzszych odkry¢ postuluje, ze przyczyna

tego dotychczas nieudokumentowanego fenotypu molekularnego zespotu tamliwego
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chromosomu X jest brak biatka FMRP i zaburzona regulacja syntezy biatek neuroligin.
Do tej pory poziom neuroligin analizowano tylko w catkowitych ekstraktach z r6znych
regiondw moézgu myszy i1 wykazano, ze jest obnizony w hipokampie 1 mozdzku dla
NLGNL1, podczas gdy nie stwierdzono zmian w poziomach NLGN2 i NLGN3 u myszy
Fmrl KO (Dahlhaus and EIl-Husseini 2010). Jednak podwyzszony poziom biatek
NLGNI1, NLGN2, NLGN3 i NLGN4 zostal wykryty w innych genetycznych modelach
rozregulowania translacji. U myszy pozbawionych ekspresji genu ST-
elF4E (eukariotyczny czynnik inicjacji translacji) lub genu 4E-BP2 (biatka wigzacego 2
eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E) zaobserwowano wzmozong zalezng od
czynnika eIF4E translacjc mRNA wszystkich transkryptoéw NIlgns w hipokampalnych
frakcjach synaptosomalnych (Gkogkas et al. 2013). Wykazano réwniez, ze ekspresja
NLGNL1 jest regulowana na etapie inicjacji translacji przez 4E-BP1 (biatko wigzace 1
eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E) w synapsach rdzenia krggowego
(Khoutorsky et al. 2015). Powyzsze dane dowodza, ze synteza biatek neuroligin jest
regulowana w synapsie na poziomie postranskrypcyjnym przez biatko FMRP i inicjacje
translacji.

Nie wykryto podwyzszonego poziomu biatka NLGN2 w synaptoneurosomach i
pierwotnych hodowlach hipokampalnych z myszy Fmrl KO, cho¢ wykazano, ze biatko
FMRP oddzialuje z mRNA Nignl, Nlgn2, Nign3 w celu regulacji ich synaptycznej
translacji. Ta zmienno$¢ moze wynika¢ z faktu, iz poziom mRNA NIgns byt badany za
pomoca niezwykle czulej metody ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym. Do detekcji
biatka NLGNs zastosowano metod¢ Western blot, ktora jest mniej czulg technikg niz
gRT-PCR. Rozbiezno$¢ ta moze by¢ rowniez zwigzana ze specyficzng ekspresjg NLGN2
w synapsach hamujacych, ktore sa mniej liczne w neuronach korowych i hipokampalnych
gryzoni (Gulyas et al. 1999; Chen et al. 2012; Megias et al. 2001). Wykazano, ze
synaptoneurosomy zawierajg zaro0wno synapsy pobudzajace, jak 1 hamujace, oraz ze
podczas procedury preparatywnej sg one podobnie wzbogacane (Rycina 17 i 20). Frakcja
synaps hamujacych zawierajacych NLGN2 w synaptoneurosomach moze by¢ zbyt mata,
aby moc ilosciowo wykry¢ rdznice w ekspresji NLGN2 pomigdzy synaptoneurosomami
myszy WT i Fmrl KO. Nie mozna réwniez wykluczy¢ mozliwosci, ze biatko NLGN2

ulega specyficznej lub szybszej degradacji niz biatka NLGN1 1 NLGN3. Jednakze na
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obecng chwile niewiele wiadomo na temat regulacji lokalnej degradacji biatek w
synapsie.

Pomimo, iz synaptoneurosomy wydaja si¢ by¢ optymalnym preparatem do badania
procesu synaptycznej translacji to nie ma gwarancji, ze analizujagc poziom bialek
neuroligin w synaptoneurosomach uzyskano obraz specyficzny wylgcznie dla neuronow
(Gulyassy et al. 2020). Jak wiadomo, wedtug teorii synapsy trojdzielnej, integralng czgsc¢
synapsy stanowig wypustki astrocytow (Perea, Navarrete, and Araque 2009; Hasan and
Singh 2019). Niedawno udowodniono, ze komorki glejowe jak na przyktad astrocyty
réwniez zawieraja neuroliginy (Stogsdill et al. 2017; Sakers and Eroglu 2019). Nie mozna
wiec wykluczy¢, iz jaki§ procent prezentowanego poziomu neuroligin W
synaptoneurosomach stanowig neuroliginy pochodzace z astrocytow (Zhang et al. 2014;
Zhang et al. 2016). Powyzsze zastrzezenie dotyczy rowniez poziomu biatek neuroligin,
ktory analizowany byt w pierwotnych hodowlach hipokampalnych. Pomimo, iz w
pierwszych dniach hodowli dodawany byl odczynnik AraC, ktéry ma zapobiegaé
»przero$nieciu” hodowli neuronéw komorkami glejowymi to w tym przypadku jest
pewne, ze neuronom w hodowli in vitro towarzyszyly astrocyty (Araque et al. 1999;
Singh et al. 2016).

5.4. Ocena oddzialywania bialka FMRP z mRNA neuroligin

We wczesniejszych badaniach wykorzystujacych metody wysokoprzepustowego
sekwencjonowania RNA 1 techniki proteomiczne zidentyfikowano duza liczbe
transkryptow, ktorych translacja jest regulowana przez biatko FMRP w moézgu myszy
(Darnell et al. 2011; Liao et al. 2008). Wsrdéd nich mozna wyrézni¢ wiele biatek
nalezacych do grupy tzw. kluczowych organizatoréw synaps, takich jak neuroliginy, ale
takze neureksyny, protokadheryny, kadheryny, kontaktyny czy biatka SHANK (Shahar
and Schuman 2020). Powyzsze biatka s3 odpowiedzialne m.in. za utworzenie i
utrzymanie funkcjonalnej synapsy (Dorrbaum et al. 2020; Thoumine et al. 2008).
Opublikowane dane wskazujg, ze biatkko FMRP kontroluje translacje catej grupy
transkryptow uznawanych za niezbedne do prawidtowego funkcjonowania synaps i
sugeruja, ktore z genow moga by¢ odpowiedzialne za dysfunkcje synaps obserwowane w
zespole tfamliwego chromosomu X (Darnell and Klann 2013; Hooshmandi, Wong, and
Khoutorsky 2020; Bhakar, Dolen, and Bear 2012).
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W trakcie prowadzenia badan opublikowane byly dwa doniesienia wskazujace na
interakcje¢ transkryptow neuroligin z biatkiem FMRP w mozgu myszy. Jedna grupa
badawcza sugerowata, ze biatko FMRP moze oddziatywa¢ z mRNA Nlgn2 i Nign3
(Darnell et al. 2011), a drugi zespot wskazywal na interakcje biatka FMRP z mRNA
Nlignl i Nlgn2 (Dahlhaus and EI-Husseini 2010). Poza tymi dwoma publikacjami nie byto
innych dowodéw potwierdzajacych te interakcjg. Co istotne, nie badano wczesniej
oddziatywania FMRP z mRNA Nlgn specyficznie w synapsie oraz w odpowiedzi na
stymulacje. Ten niezbadany dotad aspekt regulacji ekspresji neuroligin zostal podjety
jako tematyka badawcza niniejszej pracy doktorskiej.

Biatko FMRP zawiera domeng RGG, ktéra wigze sekwencje mMRNA zdolne do
utworzenia drugorzgdowej struktury G-kwartetu (Darnell et al. 2011; Darnell,
Mostovetsky, and Darnell 2005; Chen and Joseph 2015; Dahlhaus and EI-Husseini 2010).
Zeby zidentyfikowac te sekwencje w ludzkich, mysich i szczurzych transkryptach Nign1,
NIgn2, NIgn3 przeprowadzono analize¢ in silico (Kikin, D'Antonio, and Bagga 2006).
Uzyskane wyniki wskazaly na wystgpowanie wielu takich miejsc w sekwencji
transkryptow trzech neuroligin w trzech analizowanych organizmach. Sekwencje bogate
w guaning byly zlokalizowane zaré6wno w sekwencjach regulatorowych 5° UTR,
sekwencji kodujacej genu (CDS) oraz 3’ UTR transkryptéw neuroligin, co jest zgodne z
poprzednimi doniesieniami (Darnell et al. 2011). Uzyskane dane poréwnano ze soba, by
uzyskac jak najpehiejsza informacj¢ na temat sekwencji silnie zachowanych w ewolucji,
do ktérych mogtoby sie wigzaé¢ biatko FMRP. To pozwolito wytypowaé sekwencje
istotne dla wszystkich trzech gatunkow, by moc ekstrapolowa¢ wyniki uzyskane na
modelach mysich 1 szczurzych réwniez na sekwencje ludzkie. Jednakze, warto
zaznaczy¢, iz mysie transkrypty neuroligin maja o wiele dtuzsze sekwencje 3’ UTR niz
transkrypty szczurze czy ludzkie. To moze $wiadczy¢ o tym, iz do regulacji ekspresji
mysich transkryptow neuroligin konieczne jest wigcej sekwencji regulatorowych, ktére
znajdujg si¢ w tym regionie. Jednakze te mechanizmy regulacji ekspresji neuroligin u
myszy nie zostaty jeszcze poznane.

Do fragmentéw transkryptow neuroligin, ktore zawieratly sekwencje zdolne do
utworzenia struktury G-kwartetu wskazane przez program QGRS Mapper
zaprojektowano sondy do fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. Metode FISH potaczono

z barwieniem fluorescencyjnym i immunodetekcja biatka FMRP w celu wizualizacji
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wspotwystepowania mRNA poszczegdlnych neuroligin 1 biatka FMRP w neuronach.
Obrazowanie neuronéw hipokampalnych w szczurzej pierwotnej hodowli wykazato
czesciowe wspotwystepowanie kazdej izoformy mRNA Nigns z biatkiem FMRP w
dendrytach, co wskazuje na ich oddziatywanie. Warto podkresli¢, ze oddziatywanie
mRNA neuroligin z biatkiem FMRP nie zostato jeszcze nigdy udokumentowane, zatem
jesteSmy pierwszymi, ktorzy zwizualizowali wspotwystepowanie tych czasteczek w
hodowlach neuronalnych.

Mam $wiadomos¢, ze doskonalym uzupetnieniem i kontynuacjg tych badan bytoby
przedstawienie dynamiki oddzialywania tych czasteczek w formie ilosciowej. Takie
opracowanie tego tematu pozwolitoby odpowiedzie¢ np. na pytanie czy biatko FMRP
oddysocjowuje od mRNA neuroligin po stymulacji neuronalnej. Wizualizacje tego
procesu mozna by uzyska¢ za pomocg przedstawionych przeze mnie metod potagczonych
z uprzednig stymulacja neuronéw w hodowli. Dodatkowo, wykorzystujac obecnie
dostepne jeszcze nowsze technologie warto bytoby zwizualizowaé transkrypty Nlgn w
neuronach za pomoca wysokorozdzielczej metody detekcji pojedynczych czasteczek
MRNA (single molecule FISH, smi-FISH).

W celu zbadania oddziatywania biatka FMRP z mRNA neuroligin bezposrednio w
synapsach uzyto bardziej specyficznego modelu — synaptoneurosomow izolowanych z
moézgu myszy WT 1 Fmrl KO. Za pomoca metody wspotwytragcania RNA z biatkiem
FMRP w synaptoneurosomach z myszy WT i Fmrl KO potwierdzono obecnos¢ mRNA
NIgnl, NIgn2 i NIgn3 w kompleksie z biatkiem FMRP. Uzyskane wyniki jednoznacznie

wskazywaty, ze biatko FMRP moze regulowac¢ lokalng synaptyczna translacj¢ neuroligin.
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Rycina 54. Bialko FMRP reguluje lokalng translacjc mRNA Nlgnl, Nlgn2 i Nlgn3
zalezng od aktywno$ci synaptycznej. (A) Schemat eksperymentu profilowania
polirybosomow. Synaptoneurosomy z moézgu myszy WT i Fmrl KO w stanie
podstawowym (stan podst) oraz stymulowane (stym NMDAR) zostaty poddane lizie,
wirowane w gradiencie ggstoSci sacharozy i zgodnie z profilem ich absorbancji
podzielone na trzy frakcje: wolne kompleksy rybonukleoproteinowe i monosomy (Bailey
et al.), lekkie polisomy (L-poli) i cigzkie polisomy (H-poli), ktore aktywnie
przeprowadzajg translacje mRNA. Procent mRNA (B) Gapdh (negatywna kontrola), (C)
NIgnl, (D) NIgn2 i (E) NIgn3 obecnych w analizowanych frakcjach w stanie
podstawowym 1 po stymulacji synaptycznej receptorow NMDA w synaptoneurosomach
izolowanych z myszy WT i Fmrl KO zmierzony za pomocg ilo$ciowego PCR w czasie
rzeczywistym. Wykresy przedstawiaja wartosci srednie + SEM, n=4 eksperymenty, * p
<0, 05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001 obliczone za pomocg one-way ANOVA (dla
poréwnan w obrgbie genotypu) oraz two-way ANOVA (dla poréwnan pomigdzy
genotypami) z testem wielokrotnych porownan Sidaka; ns — brak roznic. Na podstawie
(Chmielewska et al. 2019).

Zeby ocenié czy proces translacji neuroligin jest kontrolowany przez FMRP uzyto
metody frakcjonowania polirybosomoéw, ktoéra byla wczesniej z powodzeniem
wykorzystywana przez nasz zespot badawczy (Kuzniewska et al. 2018).
Synaptoneurosomy wyizolowane z mozgu myszy WT i Fmrl KO zostaly poddane
stymulacji receptorow NMDA w celu poréwnania dystrybucji mRNA neuroligin na

polisomach w stanie podstawowym oraz po pobudzeniu neuronalnym. Eksperymenty
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przeprowadzone we wspolpracy z dr Bozeng Kuzniewska i mgr Jackiem Mitkiem
potwierdzity, ze biatko FMRP kontroluje lokalng synaptyczna translacje mRNA Nlgnl,
NIgn2 i Nign3. W przypadku myszy Fmrl KO, frakcja mRNA neuroligin zwigzana z
cigzkimi polisomami odwzorowuje stan po stymulacji u myszy o genotypie dzikim i nie
zmienia si¢ po stymulacji (Chmielewska et al. 2019). Ten wynik dowodzi, ze u myszy
Fmrl KO proces translacji jest zaburzony i prowadzi do zwigkszonej syntezy bialek
neuroligin (Rycina 54). Uzyskane dane sg zgodne z wcze$niejszymi badaniami, w
ktorych wykazano, ze inne transkrypty zalezne od biatka FMRP zachowuja si¢ podobnie
(Muddashetty et al. 2007; Janusz et al. 2013; Jones et al. 2018; Osterweil et al. 2010). Co
istotne, powyzsze wyniki zostaly niedawno potwierdzone przez niezalezny zespot
badawczy, ktoéry za pomoca dopracowanej metody CLIP udowodnit, ze sekwencja
kodujaca transkryptow wszystkich neuroligin Nlgnl, Nlgn2, NIgn3 jest silnie wigzana
przez biatko FMRP w strukturze CA1 hipokampa (Sawicka et al. 2019).

Wiele transkryptéw synaptycznych po transkrypcji w jadrze komorkowym neuronu
nie ulega translacji w ciele komorki, lecz jest transportowane do wypustek
dendrytycznych, gdzie ulega lokalnej syntezie w bezposredniej blisko$ci synapsy w
odpowiedzi na pobudzenie synaptyczne (Bramham and Wells 2007; Holt, Martin, and
Schuman 2019; Hafner et al. 2019). W synapsie znajduje si¢ kompletna maszyneria
translacyjna (Torre and Steward 1992; Kang and Schuman 1996), wiaczajac rybosomy,
tRNA oraz czynniki inicjacji i elongacji translacji (elF2 i EF2) (Tiedge and Brosius
1996), co podkresla znaczenie lokalnej translacji (Kim and Jung 2020). Doswiadczenia
przeprowadzone we wspotpracy z dr Bozeng Kuzniewska potwierdzity, ze translacja
MRNA Nlgn1, NIgn2 i NIgn3 zachodzi lokalnie w synapsie i jest zalezna od aktywnosci
synaptycznej (Rycina 55). Lokalna synteza biatek neuroligin w synaptoneurosomach
zostata zbadana za pomoca znakowania nowopowstatych biatek analogiem puromycyny
— OP-puro (ang. O-propargyl-puromycin), cykloaddycji biotyny w reakcji chemicznej
ClickiT i detekcji NLGN1, NLGN2 i NLGN3 technikg Western blot (Rycina 55).
Uzyskane wyniki sa zgodne z doniesieniami dla wielu innych waznych synaptycznych
biatek, dla ktorych potwierdzono lokalng translacje w synapsie (Kim and Jung 2020;
Hafner et al. 2019; Holt, Martin, and Schuman 2019; Liu-Yesucevitz et al. 2011; Cajigas
et al. 2012). Proces lokalnej translacji w synapsie jest dla neuronéw kluczowy by szybko,

lokalnie i precyzyjnie odpowiedzie¢ na stymulacj¢ synaptyczng (Sutton and Schuman
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2006) i stanowi jeden z gtdéwnych mechanizmow plastycznosci synaptycznej (Biever,

Donlin-Asp, and Schuman 2019).
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Rycina 55. Indukowana aktywno$cig synaptyczng translacja mRNA Nlgnl, Nign2 i
NIgn3 zachodzi lokalnie w synapsie. (A) Schemat wykrywania syntezy biatek de novo w
synaptoneurosomach przy uzyciu znakowania alkinowym analogiem puromycyny (OP-
puro) i reakcji chemicznej ClickiT. (B) Bialka znakowane OP-puro wykrywane za
pomocg reakcji ClickiT z azydkiem TAMRA 1 wizualizowane fluorescencyjnie w zelu
poliakrylamidowym. (C) Detekcja biatek NLGN1, NLGN2 i NLGN3 nowopowstatych
lokalnie w synaptoneurosomach wyizolowanych z moézgu myszy o genotypie dzikim
metoda Western blot. Biatka znakowane OP-puro-biotyna wzbogacono na kulkach ze
streptawidyng. Frakcja wejsciowa (input) stuzyla jako kontrola eksperymentu. Na
podstawie (Chmielewska et al. 2019).

5.5. Charakterystyka zaleznej od aktywnosci dystrybucji neuroligin w synapsie —
wzmozone kierowanie bialek NLGN1 i NLGN3 na blone¢ postsynaptyczna myszy
Fmrl KO

Neuroliginy sa dostarczane na blon¢ postsynaptyczng przez transport
pecherzykowy, gdzie funkcjonujg w postaci homo- lub heterodimeréw (Poulopoulos et
al. 2012). Zeby odrézni¢c i poréwnaé poziom powierzchniowych i
wewnatrzkomoérkowych form neuroligin w synaptoneurosomach, przeprowadzono
chemiczne sieciowanie biatek powierzchniowych za pomocg odczynnika BS®. W wyniku
tej procedury utrwalono biatka, ktore ulegaja ekspresji na btonie postsynaptycznej w
bezposredniej bliskosci. Dzieki przeprowadzonej detekcji biatek za pomoca metody
Western blot uwidoczniono na jednym blocie zewnatrzkomorkowe dimery i

wewnatrzkomoérkowe monomery neuroligin. W rezultacie odkryto podwyzszony poziom
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powierzchniowej NLGN1 i NLGN3 w synapsach myszy Fmrl KO w stanie
podstawowym. Te¢ zalezno$¢ zaobserwowano zarowno w Synaptoneurosomach jak i
pierwotnych hodowlach hipokampalnych. Uzyskany wynik sugeruje zwigkszone
kierowanie biatek NLGN1 i NLGN3 do gestosci postsynaptycznej i blony synaps myszy
Fmrl KO w porownaniu z myszami o genotypie dzikim. Ponadto, przeprowadzone
komplementarne eksperymenty z uzyciem metody biotynylacji biatek powierzchniowych
dodatkowo potwierdzity zwigkszong ekspresje biatek NLGN1 1 NLGN3 na powierzchni
synapsy Fmrl KO.

Zeby zaobserwowa¢ zalezne od aktywnoéci neuronalnej zmiany w synaptyczne;
dystrybucji neuroligin synaptoneurosomy z myszy WT i Fmrl KO poddano analizie w
czasie 2,5, 5, 10 i 20 minut po stymulacji receptorow NMDA. Ten eksperyment
potwierdzil sugerowane wczesniej przez innych autoréOw cigcie proteolityczne
powierzchniowych NLGN1 indukowane w wyniku aktywnos$ci synaptycznej (Suzuki et
al. 2012; Peixoto et al. 2012), co uwidoczniono w postaci prazka na wysokosci okoto 95
kDa reprezentujacego przecigty N-koncowy fragment NLGNI1. Uchwyconemu
procesowi proteolizy towarzyszyt znaczny spadek poziomu zewnatrzkomodrkowej
NLGNI, ktéry wykrywalny byt juz w ciggu 2,5 minut po stymulacji receptorow NMDA.
Co istotne, ta zalezno$¢ byta widoczna w przypadku obu genotypéw myszy WT i Fmrl
KO. Co ciekawe, tym samym czasie nastgpowal spadek poziomu wewnatrzkomorkowe;
NLGNI1, rowniez u obu genotypdw myszy. Powyzsza obserwacja wystepowata
prawdopodobnie ze wzglgdu na uruchomienie lokalnej syntezy biatkka NLGN1, indukcje
procesu kierowania wewnatrzkomorkowych form NLGN1 na powierzchni¢ synapsy oraz
jej inkorporacje do gestosci blony postsynaptycznej. Warto podkresli¢, ze nie
zaobserwowano istotnych statystycznie roznic w intensywnosci cigcia proteolitycznego
NLGNI1 pomigdzy synaptoneurosomami myszy WT 1 Fmrl KO, co sugeruje, ze proces
cigcia NLGNI1 nie jest zaburzony w zespole tamliwego chromosomu X.

W eksperymentach przeprowadzonych dla NLGN3 wykazatam, ze podstawowy
poziom zewnatrzkomorkowej NLGN3 réwniez jest podwyzszony na synapsie myszy
Fmrl KO w poréwnaniu do myszy WT. Tg zalezno$¢ potwierdzono uzywajac dwoch
niezaleznych metod — sieciowania i biotynylacji biatek powierzchniowych w dwoch
modelach  badawczych —  synaptoneurosomach i pierwotnych  hodowlach

hipokampalnych. W przypadku NLGN3 poziom wewnatrzkomorkowej NLGN3 w
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synapsach myszy Fmrl KO réwniez byt podwyzszony. Ponadto, analizujac zalezng od
aktywno$ci  synaptycznej  dystrybucje = NLGN3  wykrylam, ze  poziom
zewnatrzkomorkowej NLGN3 znacznie si¢ zmniejsza juz w ciggu 2,5 minut po
stymulacji receptorow NMDA, w przypadku obu genotypow. Ta zbiezna z wynikiem dla
NLGNI1 obserwacja sugerowata cigcie proteolityczne NLGN3 pod wptywem stymulacji.
Taki scenariusz wydawat si¢ by¢ prawdopodobny, tym bardziej, ze NLGN3 wystepuje w
blonie postsynaptycznej w postaci heterodimeru z NLGN1. Jednak za wzgledu na brak
dostgpnego komercyjnie przeciwciala wykrywajacego domene zewnatrzkomorkowa
NLGN3 nie byta mozliwa wizualizacja N-koncowego produktu cigcia NLGN3. U myszy
Fmrl KO zaobserwowano tez znacznie szybsze odzyskiwanie wewnatrzkomorkowej puli
NLGN3 do poziomu podstawowego, prawdopodobnie w wyniku uruchomienia lokalnej
syntezy biatka, co moze wynika¢ ze zwigkszonej translacji synaptycznej w synapsach
Fmrl KO.

Charakterystyka przeprowadzona dla NLGN2 nie ujawnita r6znic w poziomie
zewnatrzkomoérkowej 1 wewnatrzkomorkowej NLGN2 pomiedzy synapsami myszy WT
i Fmrl KO w stanie podstawowym. Co istotne, podobnie jak dla NLGN1 i NLGN3
zaobserwowano spadek poziomu zewnatrzkomoérkowej NLGN2 w ciggu 2,5 minuty po
stymulacji neuronalnej, co moze by¢ wynikiem obrobki proteolitycznej NLGNZ2.
Dodatkowo, analiza porownawcza zaleznej od aktywnosci synaptycznej dystrybucji
NLGN2 wujawnita szybsze odzyskiwanie wewnatrzkomorkowej puli NLGN2,
prawdopodobnie w wyniku podwyzszonej translacji tych biatek w mézgu myszy Fmrl
KO.

Podsumowujac ten rozdzial, przeprowadzone eksperymenty i uzyskane wyniki
stanowig oryginalne opracowanie przedstawiajace charakterystyke zaleznego od
aktywnosci neuronalnej rozmieszczenia biatek neuroligin w synapsie. W wyniku
przeprowadzonych badan zwizualizowano zmniejszenie poziomu powierzchniowych
dimerow zawierajagcych NLGN1, NLGN2 1 NLGN3, ze wzgledu na ich szybkie cigcie
proteolityczne indukowane aktywnos$cig synaptyczng. Jednocze$nie w tym samym czasie
nastepowato przywrocenie wewnatrzkomorkowej puli neuroligin, prawdopodobnie z
powodu aktywacji ich translacji synaptycznej, po ktérej lokalnie zsyntetyzowane biatka

byly kierowane z wnetrza synapsy do blony postsynaptycznej. Postuluje, ze ten
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dynamiczny proces jest niezbedny do utrzymania kluczowych funkcji synaps i
umozliwienia plastycznosci strukturalnej kolcow dendrytycznych.

Podczas analizy Western blot okazato si¢, ze prazki reprezentujace dimery
neuroligin sg zlokalizowane na wysoko$ci wskazujacej mase¢ molekularng ponizej 300
kDa. Skoro monomer neuroligin ma mas¢ 120 kDa, to oczekiwano prazka
reprezentujagcego dimer na wysokosci okoto 240 kDa. Wielce prawdopodobnym
wyjasnieniem uzyskanego wyniku jest fakt, ze biatka neuroligin sg glikozylowane, co
znacznie zwigksza ich mas¢ molekularng. W celu sprawdzenia tego aspektu
przeprowadzono analize wysokosci prazkoéw neuroligin po traktowaniu enzymami
usuwajacymi reszty sacharydowe przylaczone do glikozylowanego biatka. Wybrane
deglikozylazy to Endo H (usuwajgca reszty wysokomannozowe i hybrydowe N-glikany
wewnatrz bialka) 1 PNGaza F (usuwajaca reszty cukrowe z asparaginy zlokalizowanej
blisko C-konca biatka) (Trimble and Tarentino 1991; Plummer, Phelan, and Tarentino
1987). Niemniej jednak okazalo si¢, ze masa molekularna usieciowanych dimerow
neuroligin w tym doswiadczeniu wcale nie zblizyla si¢ do spodziewanej warto$ci okoto
240 kDa jaka powinien posiada¢ dimer neuroligin. ObnizZenie masy molekularnej biatek
nastgpito tylko w przypadku monomeréw neuroligin. Skoro proces dimeryzacji
uniemozliwia obnizenie masy molekularnej neuroligin to otrzymany wynik moze
wskazywac, ze miejsca glikozylacji neuroligin znajdujg si¢ w domenie odpowiedzialnej
za dimeryzacje¢ tych biatek, przez co dostgp enzymo6w deglikolizujacych jest niemozliwy.
Kolejnym wyjasnieniem dla uzyskanego wyniku moze by¢ niewlasciwy wybor
zastosowanych deglikozylaz. Prawdopodobnie w celu zmniejszenia masy molekularnej
dimer6éw neuroligin nalezaloby inkubowa¢ synaptoneurosomy z wigksza iloscig innych
enzymoOw usuwajacych reszty cukrowe. Co wigcej, nie jest wykluczone, ze neuroliginy
podlegaja tez jeszcze innym modyfikacjom postranslacyjnym, ktéore wplywaja na
zwigkszenie masy zewnatrzkomorkowych dimerdw tych biatek i nie byty analizowane w
niniejszym opracowaniu tego tematu. Ponadto, dimery neuroligin analizowane w
preparacie synaptoneurosomow (zawierajacym cze$¢ pre- i postsynaptyczna) mogty by¢
polaczone z neureksynami, co uniemozliwito usunigcie reszt cukrowych od strony N-
konca 1 domeny zewnatrzkomorkowej tych biatek. Nie mozna tez wykluczy¢, ze

zaobserwowana znacznie wyzsza masa molekularna dimeréw neuroligin wynikata
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wlasnie ze specyfiki tego doswiadczenia i utrwalenia interakcji neuroligin z fragmentem
ich presynaptycznych ligandow — neureksyn.

Charakterystyczng cecha neuroanatomiczng zwigzang z zespotem tamliwego
chromosomu X jest zmieniona morfologia kolcow dendrytycznych. Kolce dendrytyczne
u ludzi oraz myszy Fmrl KO sg wydtluzone, cienkie i ksztaltem przypominaja filopodia
tak jak w przypadku niedojrzatych synaps (Bilousova et al. 2009; Purpura 1974). Od
morfologii kolcow dendrytycznych zalezy charakter kontaktu na synapsach
pobudzajacych. Postuluje si¢, ze ciensze kolce dendrytyczne charakterystyczne dla
zespolu tamliwego chromosomu X zawieraja mniej receptorow oraz bialek w czesci
postsynaptycznej (Bear, Huber, and Warren 2004). W prowadzonych badaniach
nieoczekiwanie odkrytam, ze synapsy myszy Fmrl KO zawieraja wigcej biatek NLGNI1
1 NLGN3 w blonie postsynaptycznej niz synapsy myszy WT. Ta zalezno$¢ zostala
potwierdzona w dwodch modelach badawczych — synaptoneurosomach i pierwotnych
hodowlach neuronalnych. Zaobserwowana zwigkszona inkorporacja biatek NLGN1 i
NLGN3 do blony postsynaptycznej nie wynika ze zwigkszonej liczby kolcow
dendrytycznych i synaps, poniewaz gesto$¢ kolcow dendrytycznych nie rdzni sie
pomigdzy mozgiem myszy WT i Fmrl KO (Bilousova et al. 2009; Pop et al. 2014; Cruz-
Martin, Crespo, and Portera-Cailliau 2010). Uzyskane przeze mnie wyniki jednoznacznie
wskazuja, ze podwyzszony poziom neuroligin w synapsach myszy Fmrl KO wynika z
braku regulacji ich translacji przez biatko FMRP. Z otrzymanymi wynikami zgodne sa
niedawne doniesienia, ze wlasciwy poziom NLGNI1 na blonie postsynaptycznej jest

kluczowy dla procesu dojrzewania kolcow dendrytycznych (Moretto et al. 2019).
5.6. Analiza cigcia proteolitycznego neuroligin

Ciecie proteolityczne biatek stanowi jeden =z kluczowych procesow
odpowiedzialnych za obrobke, kierowanie do miejsca docelowego jak i regulacje
aktywno$ci oraz poziomu ekspresji biatek (Lee, Tsang, and Birch 2008). Biatka
adhezyjne na synapsie s3 poddawane obrobce proteolitycznej przez synaptyczne
proteazy. Ten zlozony i1 wcigz analizowany dla wielu bialek proces zapewnia
plastycznos$¢ synaptyczng przez mozliwo$¢ modyfikacji ksztaltu kolcow dendrytycznych

(Conant, Allen, and Lim 2015).
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W toku przeprowadzonych badan dowiodlam, ze wszystkie izoformy biatek
neuroligin (NLGN1, NLGN2, NLGN3) podlegaja cigciu proteolitycznemu w warunkach
fizjologicznych. Ten aspekt zbadano dzigki zaprojektowaniu doswiadczen w sposob
umozliwiajacy wykrycie krotkiego C-koncowego fragmentu, ktéry zostaje w blonie
postsynaptycznej po przecigciu biatek neuroligin. To rozwigzanie zostalo réwniez
zaproponowane ze wzgledu na brak komercyjnie dostgpnych przeciwcial rozpoznajacych
domeng¢ zewnatrzkomorkowg NLGN2 i1 NLGN3, co uniemozliwiato detekcje dluzszego
N-koncowego fragmentu potencjalnie powstajagcego w wyniku proteolizy tych biatek.
Istotny element nowosci stanowi w tym przypadku nieopisane dotychczas cigcie NLGN2
I NLGN3 oraz wglad w szczegdty molekularne tego procesu. Moje wyniki pokazuja, ze
cigcie proteolityczne neuroligin jest zalezne od pobudzenia neuronalnego i nastepuje w
bardzo krotkim czasie — w ciggu 2,5 minut po indukcji aktywnosci synaptycznej in vitro
(anawet w ciggu 1 minuty; dane niepublikowane). Zainicjowany proces jest dlugotrwaty,
gdyz produkty cigcia tych biatek sg widoczne nawet po 20 minutach od indukcji
aktywnos$ci synaptycznej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze krotkotrwala aktywacja
receptorow NMDA jest wystarczajgca by zainicjowal proces cigcia neuroligin w
synaptoneurosomach. Zwlaszcza w kontekscie dotychczas dostgpnych doniesien
raportujacych obecnos¢ przecigtych fragmentéw NLGN1 w pozywce z nad szczurzych
neurondéw korowych po 15 minutach inkubacji z glutaminianem lub NMDA (Suzuki et
al. 2012).

Zgromadzone wyniki potwierdzaja, zZe poziom neuroligin w  blonie
postsynaptycznej oraz proces ich cigcia jest $cisle zwigzany z aktywacja synaptyczng
receptorow, co ma nastepnie znaczenie funkcjonalne dla procesu przekazywania sygnatu
(Korshunova et al. 2015; Gjorlund et al. 2017). Przyktadowo, wykryto, ze odcicty
zewnatrzkomorkowy fragment NLGNI1 oddziatuje z metabotropowym receptorem
glutaminianu 2 (MGIuR2) zlokalizowanym w blonie presynaptycznej hamujac
wydzielanie glutaminianu z pecherzykéw presynaptycznych i tym samym zmniejszajac
aktywno$¢ synaptyczng (Gjorlund et al 2017). Wiadomo tez, ze fragment NLGN1
oddziatuje z podjednostka NR1 receptora NMDA skutkujac jego fosforylacja, co jest
Kluczowe dla procesu dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego i zapamigtywania

(Korshunova et al. 2015).
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Co wazne, przeprowadzone doswiadczenia umozliwity wskazanie masy
molekularnej powstajacych krotkich odcigtych fragmentow. Dla poszczegdlnych izoform
neuroligin masa molekularna wynosi: NLGN1 okoto 26 kDa, NLGN2 okoto 20 kDa oraz
NLGN3 okoto 26 kDa. Uzyskane niejednoznaczne wyniki proteolizy dla biatka NLGN3
poddano konsultacji z profesorem Nils Brose, ktorego zespot badawczy skonstruowat
myszy NIgn3 KO. Dzi¢ki zainicjowanej wspotpracy uzyskano myszy NIgn3 KO, ktérych
uzycie umozliwito poprawng weryfikacj¢ masy molekularnej odcigtego krotkiego
fragmentu NLGNS.

Co wigcej, poréwnujac warunki fizjologiczne ze stanem w zespole lamliwego
chromosomu X wstepnie ustalitam, Ze proces cigcia proteolitycznego wszystkich izoform
neuroligin wystepuje i nie jest znaczaco odmienny w tej chorobie. Uzyskanie tych danych
bytlo kluczowe zwlaszcza ze wzgledu na doniesienia o podwyzszonej aktywnos$ci
proteazy MMP-9 na synapsie w FXS (Janusz et al. 2013; Dziembowska et al. 2013). Moje
obserwacje nie wykazaly bardziej intensywnego procesu ci¢cia bialek neuroligin w
synaptoneurosomach z myszy Fmrl KO, co moze posrednio $wiadczy¢, ze MMP-9 nie
jest jedyna proteaza zaangazowang w ciecie bialek neuroligin.

Na podstawie powyzszych wynikéw podjeto probe identyfikacji proteaz
odpowiedzialnych za cigcie neuroligin na synapsie. Warto podkresli¢, ze ten aspekt
regulacji poziomu bialek neuroligin na synapsie nie zostat jeszcze szczegdlowo zbadany.
Dotychczasowe doniesienia sugeruja udziat proteazy MMP-9 (Peixoto et al. 2012) oraz
ADAM10 (Suzuki et al. 2012; Prinzen et al. 2009) w obrébce enzymatycznej NLGNL1.
Niedawno przeprowadzone badania proteomiczne dodatkowo potwierdzity role enzymu
ADAM10 w procesie cigcia NLGN1 (Kuhn et al. 2016). Po przecigciu, powstalty diuzszy
N-koncowy fragment NLGN1 jest wydzielany do przestrzeni synaptycznej.
Dowiedziono, ze w przypadku NLGN1 krotszy C-koncowy fragment zakotwiczony w
blonie postsynaptycznej jest nastepnie ciety przez preseniling/y-sekretaze (Suzuki et al.
2012). Postuluje sig, ze powstate krotkie fragmenty NLGN1 wplywajg na plastycznosé
synaptyczng i dynamike przebudowy kolcow dendrytycznych poprzez reorganizacje
aktyny zwigzang z biatlkami LIMK1/kofiling (Liu et al. 2016). Co ciekawe, domena
AChE, homologiczna do domeny zewnatrzkomoérkowej neuroligin réwniez podlega

cieciu proteolitycznemu, co ma znaczenie dla apoptozy komorek (Xie et al. 2011).
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Proteoliza NLGN2 nie zostata jeszcze wyjasniona, dlatego moje wyniki stanowig
pionierskie opracowanie tego tematu. Z poprzednich doswiadczen wiadomo jedynie, ze
NLGNZ2 nie jest substratem proteazy ADAM10 (Suzuki et al. 2012; Prinzen et al. 2009),
co wydaje si¢ by¢ logiczne w konteks$cie obecnosci enzymu ADAMI10 na synapsach
glutamatergicznych (Marcello et al. 2007), podczas gdy NLGN2 wystepuje na synapsach
GABAergicznych (Graf et al. 2004). Inni autorzy, ktérzy analizowali zmiany po
aktywacji $ciezki sygnatowej kinazy biatkowej C zakomunikowali brak produktéw cigcia
NLGN2 w pozywce z nad komorek HEK293 transfekowanych konstruktem NLGN2
(Bemben et al. 2019). Zas w modelu Drosophila melanogaster wykazano, ze zanim
NLGN2 zostanie skierowana na btong postsynaptyczng podlega obrobcee proteolitycznej
w systemie pgcherzykow, jednak autorzy pracy nie wskazali proteaz uczestniczacych w
tym procesie (Tu et al. 2017).

W czasie trwania niniejszych badan pojawity si¢ pierwsze doniesienia na temat
cigcia NLGN3 (Venkatesh et al. 2015). Co niezwykle wazne, udowodniono, ze przecigty
fragment NLGN3 wydzielany w wyniku aktywno$ci neuronalnej przyczynia si¢ do
wzrostu nowotworéw mozgu — glejakoéw, co odbywa si¢ poprzez §ciezke PI3K—-mTOR
(Venkatesh et al. 2015). Autorzy dotychczas przeprowadzonych analiz proteaz
uczestniczacych w tym procesie wstgpnie zasugerowali udziat metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej jak np. MMP-9/13 (Venkatesh et al. 2017) oraz proteazy ADAM10
(Venkatesh et al. 2017). Niezalezne badania proteomiczne rowniez wskazaty na role
enzymu ADAMI10 w cigciu NLGN3 (Kuhn et al. 2016). Niedawno opublikowane wyniki
z uzyciem czterech komercyjnie dostepnych inhibitorow posrednio sugerujg, ze w cigciu
NLGN3 nie bierze udziatu proteaza MMP-2, ale moze uczestniczy¢ MMP-3 i MMP-9
(Bemben et al. 2019). W tych badaniach autorzy analizowali proces cigcia NLGN3
indukowany przez Sciezke sygnatowa kinazy biatkowej C oraz odkryli, Ze ten proces jest
specyficzny wylacznie dla izoformy NLGN3 i powoduje znaczacy spadek sity synapsy.
Dodatkowo zasugerowano, ze moze nastegpowac cigcie NLGN3 w stanie podstawowym,
w ktorym posredniczy enzym ADAM10 (Bemben et al. 2019). Z kolei badania sekretomu
komorek nerwowych wykazaty obecnos¢ przecigtych fragmentow NLGN1, NLGN2 i
NLGN3, ktorych ilos¢ byta regulowana przez p-sekretaze BACE1 (Kuhn et al. 2012).
BACEIl jest proteazg aspartylowg bedaca kluczowym celem lekow w chorobie

Alzheimera, gdyz posredniczy w uwalnianiu biatka prekursorowego amyloidu (APP) i
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katalizuje pierwszy etap w tworzeniu patogennego peptydu AP (Vassar et al. 2009). Zas
w modelu Drosophila melanogaster wykazano obrobke proteolityczng NLGN3 do
dojrzatej formy, co stanowi odmienny mechanizm do konwencjonalnego cigcia NLGN
zakotwiczonych w blonie postsynaptycznej. Udowodniono, ze ten proces nast¢puje W
aparacie Golgiego i jest niezbedny do poprawnej aktywnosci lokomotorycznej muszki
owocowej (Wu et al. 2018). Pokazano, ze W tym niezaleznym od aktywnosci
synaptycznej procesie uczestniczy proteaza TACE (enzym konwertujgcy czynnik
martwicy nowotworu TNFa), ktora generuje powstanie dluzszego N-koncowego
fragmentu i krotkiego C-koncowego btonowego fragmentu.

W celu doktadniejszego zbadania tej tematyki i ustalenia udziatu proteazy MMP-9
w procesie cigcia neuroligin przeprowadzono badania z komercyjnie dostepnymi
inhibitorami. Za wzgledu na fakt, iz badania sa obecnie kontynuowane nie wszystkie
wyniki zawarte w niniejszej pracy doktorskiej sg przedstawione w wersji koncowe;j.
Stezenia inhibitorow zostaty dobrane na podstawie danych literaturowych. W czasie 2,5
minuty po stymulacji receptora NMDA zaobserwowano zmniejszenie proteolizy NLGN3
przy uzyciu zaro6wno inhibitora metaloproteinaz o szerokim spektrum dziatania GM6001
jak rowniez specyficznego inhibitora MMP-9/13i. Przy uzyciu inhibitora MMP-9/13i w
stezeniu 5 UM nastgpowato catkowite zahamowanie procesu cigcia wszystkich izoform
neuroligin, co niejednoznacznie wskazywalo na role proteazy MMP-9 i/lub MMP-13 w
tym procesie.

Zeby oceni¢ udziat proteazy MMP-13 w procesie zaleznego od pobudzenia
neuronalnego ci¢cia neuroligin uzyskano myszy pozbawione ekspresji oraz aktywnosci
proteazy MMP-9 (Vu et al. 1998). Fakt, ze w stymulowanych synaptoneurosomach
myszy Mmp-9 KO zaobserwowano obecno$¢ prazkéw reprezentujacych krotkie C-
koncowe fragmenty Stanowi niezbity dowdd, ze w proces cigcia wszystkich neuroligin,
w tym NLGN2 i NLGNS3 jest zaangazowana réwniez inna proteaza niz MMP-9. Co
wiecej, uzyskany z trzech niezaleznych eksperymentow wynik catkowitego
zahamowania cigcia i braku prazka o masie 26 kDa po inkubacji z inhibitorem MMP-
9/13i w synaptoneurosomach z myszy Mmp-9 KO jednoznacznie wskazuje na znaczacy
udzial proteazy MMP-13 u obrobce proteolitycznej biatka NLGN3. Enzym MMP-13
moze pethié te role bezposrednio lub posrednio, gdyz wiadomo, ze MMP-13 reguluje
aktywno$¢ innych proteaz, np. sekretazy BACELl, MT1-MMP, MMP-2 czy MMP-9,
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poprzez odcigecie domeny proenzymu oraz ich aktywacje¢ (Leeman, Curran, and Murray
2002). Z kolei aktywno$¢ MMP-13 jest zalezna od aktywacji przez MMP3 i MMP-2.
Ponadto, kolagenaza MMP-13 jest znana z przebudowy macierzy zewnatrzkomoérkowej,
funkcji w mineralizacji kosci i nowotworzenia (Young, Barter, and Wilkinson 2019), a
od niedawna postuluje si¢ jej role w rozwoju choroby Alzheimera (Paumier and
Thinakaran 2019; Young, Barter, and Wilkinson 2019) oraz zapaleniu kos$ci i stawow (Li,
Wang, Yuan, et al. 2017).

Prezentowane studium proteaz uczestniczgcych w cieciu biatek neuroligin wymaga
kontynuacji i doktadniejszej weryfikacji udziatu innych proteaz (Fields 2019). Poza
enzymami z grupy metaloproteinaz gruntowna analiz¢ warto tez przeprowadzi¢ dla
proteaz z grupy ADAM, co nie zostato ujete w tym opracowaniu. Istniejg doniesienia
sugerujace udziatl proteazy ADAM-10 w cigciu NLGN1 i NLGN3 (Kuhn et al. 2016;
Bemben et al. 2019), zatem naturalng kontynuacjag wydaje si¢ by¢ potwierdzenie lub
wykluczenie roli tego enzymu w cigciu NLGN2. Co wigcej, na podstawie konfrontacji
uzyskanych wynikow z danymi literaturowymi zaktadam scenariusz, ze w procesie cigcia
poszczegolnych izoform neuroligin uczestniczy wigcej niz jeden enzym proteolityczny.
Dos¢ prawdopodobna jest tez mozliwos¢, ze udzial poszczegdlnych synaptycznych
proteaz zalezy od rodzaju stymulacji i aktywacji $ciezki sygnalowej, ktora doprowadzita
do tego procesu.

Reasumujac, potranslacyjne cigcie biatek jest kluczowym procesem dla funkcji
wielu bialek, w tym neuroligin. Dalsza identyfikacja proteaz i mechanizmow
odpowiedzialnych za proces cigcia na réznych typach synaps jest kluczowa by uzyskaé
informacje na temat kontroli proteolitycznej neuroligin, jak rowniez innych

synaptycznych bialek adhezyjnych.

Podsumowujac, wyniki zgromadzone w niniejszej pracy doktorskiej dostarczaja
dowodow, ze poziom ekspresji neuroligin na synapsie jest zalezny od dwoch aspektow:
kontroli etapu translacji mRNA neuroligin przez biatko FMRP oraz regulacji przez proces
cigcia proteolitycznego bialek neuroligin. Powyzsze wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat
funkcji synapsy w warunkach fizjologicznych na poziomie molekularnym. Ponadto,
prezentuja mechanizm, za pomocg ktorego brak biatka FMRP moze przyczynia¢ si¢ do

nieprawidlowego poziomu biatek zwigzanych z zaburzeniami ze spektrum autyzmu. Co
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wigcej, uzyskane dane moga wskazaé $ciezki do opracowania nowych strategii

terapeutycznych w przysztosci.
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6. Whnioski

1.  Poziom biatek NLGN1 i NLGN3 jest podwyzszony w mozgu myszy Fmrl KO
podczas gdy nie ma rdéznic w poziomie mRNA Nlignl, Nign2, Nlgn3 w
synaptoneurosomach myszy WT i Fmrl KO co sugeruje, ze biatko FMRP
reguluje lokalng synteze biatek NLGN1, NLGN2 i NLGN3 w synapsie.

2.  Biatko FMRP wspotwystepuje z mRNA Nignl, Nign2, Nlgn3 w neuronach.

3. Biatko FMRP oddzialuje z mRNA NlIgn1l, Nlgn2, Nlgn3 w synaptoneurosomach
izolowanych z moézgu myszy o genotypie dzikim.

4.  Podstawowy poziom bialek NLGN1 i NLGN3 jest podwyzszony w btonie
postsynaptycznej myszy Fmrl KO i poziom wszystkich neuroligin obniza si¢ po
pobudzeniu neuronalnym w obu genotypach.

5.  Biatka NLGNI, NLGN2 i NLGN3 ulegaja zaleznemu od aktywno$ci
synaptycznej cieciu proteolitycznemu na synapsie.

6.  Proces cigcia biatek neuroligin na synapsie wystgpuje w warunkach
fizjologicznych, ale réwniez w mozgu myszy pozbawionych ekspresji genu Fmrl
i Mmp-9.
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