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Lista skrotow

5-HT — (ang. 5-hydroxytryptamine) serotonina

5-HT7R — (ang. 5-hydroxytryptamine receptor 7) receptor serotoninowy 7

AAYV — (ang. adeno-associated virus) wektor wirusa zwigzanego z adenowirusami
AGH-194 — specyficzny agonista 5-HT-R

APS — (ang. ammonium persulfate) nadsiarczan amonu

BSA — (ang. bovine serum albumin) albumina surowicy bydlece;j

CALl — (tac. Cornu ammonis 1) pole 1 rogu Amona hipokampu

CA3 — (tac. Cornu ammonis 3) pole 3 rogu Amona hipokampu

CAMP — (ang. cyclic adenosine monophosphate) cykliczny adenozyno-3',5'-
monofosforan

Cdc42 — (ang. cel division cycle 42) biatko 42 cyklu komorkowego

CFP — (ang. cyan fluorescent protein) biatko niebieskiej fluorescenciji

Dil — nadchloran 1,10-dioktadecylo-3,3,3,30-tetrametyloindokarbocyjaniny

DIV — (ang. day in vitro) dzien hodowli in vitro

DG — (fac. Gyrus dentatus) zakret zebaty hipokampu

DMEM - (ang. Dulbecco’s modified Eadle medium) podtoze do hodowli komoérkowych
DMSO - (ang. dimethyl sulfoxide) dimetylosulfotlenek

DQ-zelatyna — (ang. dye-quenched gelatin) fluorescencyjny substrat MMP-2 oraz
MMP-9

ECM - (ang. extracellular matrix) macierz zewnatrzkomoérkowa

EDTA — (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas etylenosiaminotetraoctowy
FBS — (ang. fetal bovine serum) ptodowa surowica bydleca

FITC — (ang. fluorescein isothiocyanate) fluoresceina izotiocyjanianowa

FLIM — (ang. Fluorescence Lifetime Imaging) mikroskopia obrazowania czasu zycia
fluorescencji



FRET — (ang. Forster Resonance Energy Transfer) Forsterowski rezonansowy transfer
energii

GAP — (ang. GTPase-Activating Protein) biatko aktywujace GTPaz¢

GAPDH - (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego

GEF — (ang. Guanine Nucleotide Exchange Factor) czynnik wymiany nukleotydow
guaninowych

GFP — (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

GPCR - (ang. G protein-couples receptors) receptory sprz¢zone z biatkami G
HBSS — (ang. Hanks’ balanced salt solution) buforowany roztwor soli Hanksa
HEPES - 2-(4-hydroksyetylo)piperyzyn-1-yl)etanol

HRP — (ang. horseradish peroxidase) peroksydaza chrzanowa

KTR — grupa kontrolna

LP-211 — specyficzny agonista 5-HT7R

MMP — (ang. matrix metalloproteinases) metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej

MMP-2 — (ang. matrix metalloproteinases 2) metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomoérkowej 2

MMP-9 — (ang. matrix metalloproteinases 9) metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomoérkowej 9

OCT - (ang. Optimum Cutting Temperature Compound) medium wykorzystywane
do ciecia na kriostacie

P — (ang. postnatal day) dzien po urodzeniu

P/S — (ang. Penicilin-Streptomycin) antybiotyki penicylina i streptomycyna stosowane
w hodowlach komoérkowych

PDL — (ang. Poly-D-Lysine) poli-D-lizyna

PBS — (ang. phosphate buffered saline) buforowana sol fizjologiczna
PFA — (ang. paraformaldehyde) paraformaldehyd

PLL — (ang. Poly-L-Lysine) poli-L-lizyna

PVDF — (ang. polyvinylidene difluoride membrane) membrana z poliflorku winylidenu

10



RFP — (ang. red fluorescent protein) biatko czerwonej fluorescencji

RhoA — (ang. Ras homolog gene family, member A) biatko A rodziny biatek
homologicznych do Ras

RNA — (ang. ribonucleic acid) kwas rybonukleinowy
SB — (ang. sample buffer) bufor obcigzajacy do SDS-PAGE
SDS - (ang. sodium dodecyl sulfate) dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - (ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
elektroforeza na zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych

SEM - (ang. standard error of the mean) btad standardowy $redniej
ShRNA — (ang. short hairpin RNA) sekwencja RNA tworzaca strukture spinki
SPT — (ang. sucrose preference test) test preferencji sacharozy

SSRIs — (ang. selective serotonine reuptake inhibitors) selektywne inhibitory zwrotnego
wychwytu serotoniny

TEMED - (ang. tetramethylethylenediamine) N’N’N’N’-tetrametylenodiamina
Tris — 2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol
TST — (ang. test suspension test) test zawieszenia za ogon

YFP — (ang. yellow fluorescent protein) biatko zottej fluorescencji
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Streszczenie

Swiatowa Organizacja Zdrowia szacuje, ze ok. 5% dorostych na catym $wiecie
cierpi na depresj¢. Najwazniejsze objawy depresji to uczucie smutku, irytacji, pustki,
utrata zainteresowan i szczeScia, niska samoocena oraz chroniczne zmeczenie. Nie
zawsze sg one zauwazane, a 0soby cierpigce na depresj¢ czesto potrafig je dobrze
ukrywacé. W skrajnych przypadkach nieleczona lub nieskutecznie leczona depresja moze

prowadzi¢ do mysli samobojczych, a nawet do prob samobdjczych.

Gltowne badania zwigzane z tym zagadnieniem opierajg si¢ na zrozumieniu
mechanizmow molekularnych prowadzacych do depresji. Wsrod wielu zaangazowanych
W to zaburzenie receptoréw serotoninowych, od pewnego czasu receptor serotoninowy 7

(5-HT7R) wzbudza duze zainteresowanie.

Obecnie uwaza si¢, ze depresja wynika ze zmian strukturalnych w okreslonych
obszarach mozgu. Liczne choroby neurologiczne i neuropsychiatryczne (w tym depresja)
przyczyniajg si¢ do anomalii w gestosci 1 ksztatcie kolcow dendrytycznych, czyli matych
wypuktosci dendrytow niektorych neurondéw. Ksztatt kolcéw dendrytycznych zwykle
koreluje z ich funkcjg 1 fizjologiczng sila polaczenia synaptycznego. Odkrycie
doktadnych mechanizméw modulujacych ksztatt kolcow jest niezwykle wazne 1 moze

stanowi¢ przetom w leczeniu depres;ji.

Analiza morfometryczna kolcow dendrytycznych wykazata, ze stymulacja
5-HT7R prowadzi do wydluzenia kolcow dendrytycznych w polu CAl hipokampu,
podczas gdy w zakrecie zebatym (podregion DG) zaobserwowano dojrzewanie kolcow.
Wykazano réwniez, ze zmiany te s3 przemijajace. Korzystajac z kombinacji metod
biochemicznych i biofizycznych, przeprowadzono szczegdtowe badanie mechanizmow
lezacych u podstaw roznic w plastycznos$ci strukturalnej specyficznych dla CA1 1 DG
po stymulacji 5-HT7R. W podregionach hipokampu zbadano profile aktywacji
kluczowych regulatorow cytoszkieletu aktynowego, jakim sg biatka Cdc42 oraz RhoA.
Wykazano zréznicowany wpltyw agonistow 5-HT7R na ksztatt 1 ggstos¢ kolcow
dendrytycznych, jak rowniez na zachowanie zwierzat. Przeprowadzone badania
potwierdzaja kluczowy i wielowymiarowy udziat aktywacji 5-HT7R w modulowaniu

plastycznosci strukturalnej w hipokampie.
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Abstract

The World Health Organization estimates that 5% of adults all over the world
suffer from major depression disorder (MDD). The most important symptoms of MDD
are feeling sadness, irritation, emptiness, loss of interest and happiness, low self-esteem
and chronic fatigue. They are not very always noticed and people suffering from
depression can often hide them well. In extreme cases, untreated or ineffectively treated
depression can lead to suicidal thoughts or even suicide attempts.

The main studies related to this issue are based on understanding of the molecular
mechanisms leading to depression. Among multiple serotonin receptors involved in this
disorder, serotonin receptor 7 (5-HT+R) has recently raised considerable interest.

Depression is now thought to result from structural changes in specific areas of the
brain. Numerous neurological and neuropsychiatric diseases (including depression)
contribute to abnormalities in the density and shape of small protuberances on the
dendrites (dendritic spines). The shape of dendritic spines usually correlates with their
function and the physiological strength of the synaptic connection. The discovery of the
exact mechanisms modulating spines shape is extremely important and may represent
a breakthrough in the treatment of depression.

Morphometric analysis of dendritic spines has shown that activation of 5-HT7R
leads to the elongation of dendritic spines in CAL, while spines maturation was observed
in the DG subregion. These changes were also shown to be transient. Using
a combination of biochemical and biophysical methods, a detailed investigation of the
mechanisms underlying CA1- and DG-specific differences in structural plasticity
following 5-HT7R stimulation was conducted. The activation profiles of the key
regulators of the actin cytoskeleton, the Cdc42 and RhoA proteins, were examined
in hippocampal subregions. Differential effects of 5-HT;R agonists on the shape and
density of dendritic spines, as well as on animal behaviour, have been demonstrated. This
study confirms the crucial and multidimensional involvement of 5-HT7R activation
in modulating structural plasticity in the hippocampus.
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1. Wstep

1.1. Neuronalna plastyczno$¢ synaptyczna

Plastyczno$¢ neuronalna stanowi jedna 2z najistotniejszych 1 zarazem
fundamentalnych cech osrodkowego uktadu nerwowego. Odnosi si¢ do zdolnosci uktadu
nerwowego do reorganizacji potaczen synaptycznych w odpowiedzi na zmieniajgce si¢
warunki srodowiskowe lub uszkodzenia, co pozwala na adaptacj¢ oraz naprawe funkcji
[Konorski, 1948]. Koncepcje plastyczno$ci synaptycznej wprowadzit w 1948 roku polski
naukowiec Jerzy Konorski, ktory jako pierwszy opisal ten mechanizm i jego kluczowe
znaczenie dla funkcjonowania organizmu. Neuroplastycznos¢ jest procesem trwajacym
cale zycie organizmu, obejmujacym zmiany zachodzgce zar6wno w pojedynczych
komoérkach nerwowych, jak 1 w szeroko zakrojonych sieciach neuronalnych.
Fundamentem tego zjawiska jest modyfikacja sity polaczen synaptycznych migdzy
neuronami [Pascual-Leone i wsp., 2005; Rakic, 2002]. Plastyczno$¢ neuronalna przejawia
si¢ w procesach takich jak tworzenie i eliminacja polaczen synaptycznych, a takze
modyfikacje struktury dendrytow iaksondéw. Na podstawie wieloletnich badan
neuroplastyczno$¢ zostala podzielona na rozne typy, w tym plastyczno$¢ rozwojowa
[Berardi i wsp., 2000], naprawcza [Murphy i Corbett, 2009], zwigzang z uczeniem si¢
[Mayford i wsp., 2012], fizjologiczng [Holtmaat i Svoboda, 2009] i patologiczna [Martin
i Huntsman, 2012; Penzes i wsp., 2011]. Jednakze wcigz najwazniejszym aspektem

plastycznosci neuronalnej pozostaje plastycznos$¢ synaptyczna.

Podstawa plastycznosci synaptycznej jest modyfikacja sity i liczby potaczen
synaptycznych miedzy komorkami nerwowymi. Zjawisko to moze przejawia si¢
W postaci dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP), ktére po raz pierwszy
opisali Bliss i Lomo w 1973 roku lub dtugotrwatego ostabienia synaptycznego (LTD).
Oba mechanizmy byty przedmiotem licznych badan w kolejnych latach [Magee
i Johnston, 1997; Bi i Poo, 1998; Sjostrom i wsp., 2001; Graupner i Brunel, 2012].
W ramach plastycznosci synaptycznej obecnie wyrdznia si¢ dwie $cisle powigzane
sktadowe: zmiany strukturalne i funkcjonalne synaps [Noguchi i wsp., 2011; Sala i Segal,
2014]. Plastyczno$¢ strukturalna obejmuje zmiany liczby oraz budowy synaps [Engert
i Bonhoeffer, 1999; Holtmaat i Svoboda, 2009], podczas gdy plastycznos$¢ funkcjonalna

dotyczy modyfikacji liczby receptorow na btonie postsynaptycznej oraz regulacji ilosci

14



I prawdopodobienstwa uwalniania neuroprzekaznikbw w czgSci presynaptycznej
[Weisskopf i Nicoll., 1995; Matsuzaki i wsp., 2004].

Komoérka nerwowa (neuron) jest podstawowa jednostka funkcjonalng uktadu
nerwowego. Neuron zbudowany jest z ciata komorki (perikarionu) oraz dwéch rodzajow
neurytow, z ktorych wyrdzniamy akson oraz dendryt (Ryc. 1.). Akson jest strukturg
cienszg niz dendryty, majaca nawet do 1 m dhugosci. Jego podstawowa funkcja jest
przekazywanie informacji do innych neurondéw. Natomiast dendryty, mogace posiadaé
na swojej powierzchni liczne wypustki, nazwane kolcami dendrytycznymi, odbierajg
informacje przekazywane od innych komoérek nerwowych. Informacja w postaci impulsu
nerwowego jest przesylana miedzy neuronami za pomoca Synaps [Harris i Weinberg,
2012].

DENDRYTY

JADRO AKSON

CIALO KOMORKI
ZAKONCZENIA
AKSONALNE

PRZEWEZENIE OTOCZKA
RANVIERA MIELINOWA

Ryc. 1. Schemat budowy komérki nerwowej. Utworzono w programie BioRender.com.

Synapsy mozna podzieli¢ na synapsy elektryczne, w ktéorych informacja
przekazywana jest bezposrednio miedzy neuronami oraz Synapsy chemiczne, ktore
charakteryzujg sie przekazywaniem informacji pomiedzy komorkami nerwowymi
za posrednictwem neuroprzekaznikow. Neuroprzekaznikami mogg by¢ zardwno
stosunkowo male czgsteczki monoamin (np. dopamina, serotonina) i aminokwasow
(np. glicyna), jak iwigksze czasteczki, takie jak neuropeptydy (np. cholecystokinina,
oksytocyna). W zalezno$ci od receptora, z ktorym si¢ wigza, neuroprzekazniki moga
wywolywacé efekty pobudzajace lub hamujace. Czasteczki neuroprzekaznikow wigzace
si¢ z receptorami metabotropowymi powoduja aktywacj¢ biatek G. Inicjuje to szlaki
sygnalowe prowadzace do uwolnienia wtérnych przekaznikéw wewnatrzkomérkowych.
Natomiast zwigzanie neuroprzekaznika z receptorem jonotropowym wywoluje
natychmiastowe otwarcie kanatu jonowego. Pierwotnie uwazano, ze synapsa chemiczna

sktada si¢ jedynie z czeSci presynaptycznej na aksonie oraz czeSci postsynaptycznej,
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na dendrycie za$ pomiedzy tymi elementami wystepuje szczelina synaptyczna. Jednakze
w 1999 roku zauwazono, ze istotng role w przekazywaniu informacji przez synapse
odgrywaja rowniez komorki glejowe -astrocyty [Ventura iHarris, 1999]. Odkrycie
to doprowadzito do powstania pojecia potrdjnej synapsy [Araque i wsp., 1999].
Wykazano, ze astrocyty petnig funkcje kontrolujaca przekazywanie sygnatow, zaréwno
poprzez uwalnianie czasteczek chemicznych, m. in. ATP, glutaminianu i D-Seryny, ale
réwniez eliminacj¢ neuroprzekaznikdw ze szczeliny synaptycznej [Chung i wsp., 2015].
Kolejne badania wykazaly jednak, ze koncepcja potrdjnej synapsy jest niepetna. Macierz
zewnatrzkomorkowa (ECM) zostata wskazana jako element niezbedny do prawidtowego
funkcjonowania synapsy, dajac poczatek koncepcji poczwodrnej synapsy (Ryc. 2.)
[Dityatev i wsp., 2006; Dityatev Rusakov i wsp., 2011; Song i Dityatev, 2018]. ECM
sktada si¢ z bialek 1 glikanow, syntetyzowanych przez komorki nerwowe 1 komorki
glejowe, a nast¢pnie uwalnianych do szczeliny synaptycznej, gdzie wchodza w interakcje
z receptorami napowierzchni komorek [Song i Dityatev, 2018]. ECM wplywa
na regulacje procesOw neurogenezy, migracji komorek nerwowych, ich réznicowania,
a takze wzrost aksonow w trakcie rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego [Bandtlow
i Zimmermann, 2000]. Oprocz tego ECM rowniez stabilizuje istniejace polaczenia
synaptyczne 1 kontroluje mechanizmy plastycznosci [Dityatev 1 Schachner, 2003;
Witodarczyk i wsp., 2011].

NEURON

—
& ASTROCYT

r RECEPTORY AMPA, NMDA

GLUTAMINIAN

MACIERZ )
ZEWNATRZKOMORKOWA

Ryc. 2. Schemat ilustrujacy budowe poczwoérnej synapsy (Dityatev i wsp., 2011).
Utworzono w programie BioRender.com.
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Pierwszy opis kolcow dendrytycznych pochodzi od Ramona y Cajala, ktory
odkryt je w 1888 roku. Kolce dendrytyczne zbudowane sg z gtowki o objetosci od 0,02
do 0,3 pm?® oraz szyjki o $rednicy od 0,09 do 0,5 pm i dtugosci od 0,1 do 3 um [Harris
i Stevens, 1989; Arellano i wsp., 2007]. Klasyfikacja kolcoéw dendrytycznych opiera si¢
na ich ksztatcie. Wérod najczesciej wystepujacych wyroznia si¢ kolce grzybkowate, kolce
przysadziste, kolce cienkie, kolce filopodialne, tzw. kolce SHP (ang. spine head
protrusion), a takze kolce rozgatgzione (Ryc. 3) [Harris i wsp., 1992; Harris i Kater,
1994; Fiala i wsp., 1998; Hering i Sheng, 2001; Jasinska i wsp., 2006; Verbich i wsp.,
2012; Szepesi i wsp., 2013]. Ksztalt kolcow dendrytycznych zostat powigzany z petniong
przez nie funkcja [Kasai i wsp., 2003; Noguchi i wsp., 2011]. Okoto 65% kolcow
dendrytycznych w dojrzalym moézgu ma ksztalt grzybkowaty, 20% to kolce cienkie,
a pozostate 15% nalezy do innych typow [Zuo i wsp., 2005; Roo i wsp., 2008]. Kolce
cienkie 1 kolce filopodialne wyrdzniajg si¢ niewielkg glowka, ktora jest stabo
wyodrebniona od szyjki. Kolce te sag formami niedojrzalymi i niestabilnymi. Wykazuja
duzy potencjat do zmian plastycznych. Uwaza si¢, ze s3a prekursorami kolcow
grzybkowatych, okre§lanych rowniez jako kolce dojrzate [Ziv 1 Smith, 1996; Bourne
i Harris, 2007; Kayser i wsp., 2008].

Ryc. 3. Schemat przestawiajacy fragment dendrytu z najczeSciej wystepujacymi
typami kolcow dendrytycznych: (A) grzybkowaty, (B) przysadzisty, (C) SHP, (D)
filopodialny, (E) cienki, (F) rozgaleziony. Utworzono czesciowo W programie
BioRender.com.

Powszechnie uwaza si¢, ze kolce grzybkowate sa kolcami dojrzatymi,
odpowiedzialnymi za pami¢¢ [Bourne i Harris, 2007]. Duza gléwka kolca osadzona jest

na cienkiej szyjce. Kolce dendrytyczne, bedace niewielkimi, ruchomymi wypustkami



btonowymi neurondéw, stanowia miejsce lokalizacji wigkszosci synaps pobudzajacych
[Bourne i Harris, 2008]. Strukturg znajdujaca si¢ pod btong postsynaptyczna,
a odgrywajaca kluczowa role we wspomnianych synapsach pobudzajacych jest gestos$¢
postsynaptyczna (ang. postsynaptic density, PSD). Zawiera ona mi¢dzy innymi receptory,
kanaly jonowe, biatka sygnatowe, bialka cytoszkieletu oraz biatka adhezji komorkowej
[Sheng i Kim, 2011; Harris i Weinberg, 2012]. Rozmiar gtowki kolca odpowiada liczbie
receptorow  AMPA (kwas amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopopionowy) oraz
NMDA (kwas N-metylo-D-asparaginowy) [Matsuzaki i wsp., 2001; Zito i wsp., 2009].
Liczne badania in vivo wskazaly na nawet wiclomiesigczng stabilno$¢ kolcow
dendrytycznych nalezacych do tego typu [Grutzendler i wsp., 2002; Holtmaat i wsp.,
2005].

Mimo szeroko opisanej klasyfikacji typow ksztattow kolcéw dendrytycznych,
nalezy pamietac, ze charakteryzuja si¢ one dynamiczng zmiennos$cig swojej struktury
[Yuste i Bonhoeffer, 2004; Ruszczycki i wsp., 2012; Pchitskaya i Bezprozvanny, 2020].
Szkielet kolcow dendrytycznych ztozony jest przede wszystkim z aktyny [Penzes
i Rafalovich, 2012]. Kluczowym mechanizmem tych zmian jest reorganizacja
cytoszkieletu aktynowego, ktory pelni fundamentalng role w tworzeniu, zmianach
ksztaltu, stabilizacji oraz eliminacji kolcow dendrytycznych. Modyfikacje dynamiki
aktyny, budujacej cytoszkielet, powodujg zmiany w ksztalcie kolcéw dendrytycznych,
co wplywa na sit¢ potaczen synaptycznych [Hlushchenko i wsp., 2016]. Zmiany ksztattu
i wielkosci kolcoéw dendrytycznych mogg zachodzi¢ spontanicznie lub w odpowiedzi
na informacje naptywajace do uktadu nerwowego. Zmiany obserwuje si¢ zardwno
w warunkach fizjologicznych, takich jak procesy uczenia si¢, jak 1 W stanach
patologicznych, zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi
i neuropsychiatrycznymi [Fiala i wsp., 2002; Yang i wsp., 2009; Chidambaram i wsp.,
2019; Baczynska i wsp., 2021]. Dynamiczne zmiany zachodza nieustannie i mogg by¢
obecne rowniez w zyciu dorostym [Holtmaat 1 wsp., 2005; Trachtenberg 1 wsp., 2002].
Znaczace zroznicowanie strukturalne kolcéw dendrytycznych jest $cisle powigzane z sitg
i funkcja ich polaczen synaptycznych [Nimchinsky i wsp., 2002; Rochefort i Konnerth,
2012].

18



1.2. Receptory serotoninowe

5-hydroksytryptamina, znana powszechnie jako serotonina (5-HT) jest jednym
Z najstarszych, a rownoczes$nie najczesciej wystepujacych neurotransmiterow w mozgu
[Dahlstrom i Fuxe, 1964; Steinbusch, 1981; Lesch i Waider, 2012]. Wykazuje wysokie
powinowactwo do tzw. receptorow serotoninowych, z ktorymi wigzac si¢ wplywa
na plastyczno$¢ synaptyczng. Podejrzewa si¢, ze pierwsze receptory serotoninowe
powstaty nawet 700 milionow lat temu [Peroutka i Howell, 1994; Kroeze i Roth, 1998].

Klasyfikacja receptorow serotoninowych opiera si¢ obecnie na ich budowie
molekularnej, szlakach sygnalowych, ktore reguluja, a takze wlasciwosciach
farmakologicznych. Wyr6znia si¢ siedem klas receptorow serotoninowych, a receptory
5-HT,, 5-HT, 5-HTs oraz 5-HTs sg dodatkowo podzielone na podtypy (Ryc. 4).
Receptory 5-HT sa bardzo heterogenng grupg, a roznice opierajg si¢ nie tylko
na odmiennej lokalizacji i funkcjach, ale rowniez powinowactwie do serotoniny [Hoyer
i wsp., 2002]. Receptory serotoninowe rozmieszczone s w calym organizmie, zarowno
w uktadzie nerwowym osrodkowym 1 obwodowym, ale rowniez m. in. w przewodzie
pokarmowym. Najwicksze wystgpowanie wykazano w osrodkowym uktadzie nerwowym,
przede wszystkim w hipokampie, korze czotowej, ciele migdatowatym, podwzgorzu
i prazkowiu [McCorvy i Roth, 2015; Millan i wsp., 2008; Olivier, 2015]. Receptory 5-HT
poprzez regulacje serotoninowych szlakéw sygnalowych ogrywaja wazna rolg
W procesach  autonomicznych, zdolnosciach  poznawczych, regulacji  emoc;i,
przetwarzaniu sensorycznym oraz reakcjach motorycznych. Wykazano, ze choroby
neuropsychiatryczne oraz  neurodegeneracyjne, takie jak depresja, autyzm
czy schizofrenia, zwigzane s3 z zaburzonym funkcjonowaniem receptorow
serotoninowych [McCorvy i Roth, 2015; Olivier, 2015].
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5-HT:pR 5-HTxcR 5-HTscR

5-HT+eR 5-HT3R

5-HT:R 5-HTsR

Ryc. 4. Klasyfikacja receptoréw serotoninowych na podstawie ekspresji genow.
Utworzono w programie BioRender.com.

Receptory serotoninowe nalezg do rodziny receptorow sprz¢zonych z biatkiem G
(GPCR), z wyjatkiem receptora 5-HTs, ktory jest kanatem jonowym selektywnym
dla kationow Na*, K* i Ca?" [Angers i wsp., 2002; Berger i wsp., 2009]. Strukturalng
podstawa GPCR jest pojedynczy tancuch polipeptydowy, ktory
przechodzi siedmiokrotnie przez dwuwarstwe lipidowa btony komorkowej. Obecne
hydrofobowe domeny transbtonowe w formie a-helis sg potaczone szeScioma petlami,
rozmieszczonymi symetrycznie po obu stronach btony komorkowej. Na zewnetrznej
stronie btony komoérkowej znajduje si¢ tzw. N-koniec tancucha biatkowego, zawierajacy
wolng grup¢ aminowg, natomiast po wewngtrznej stronie umieszczony jest C-koniec
Zz wolng grupg karboksylowa. Stabilizacja struktury GPCR w btonie komorkowej jest
mozliwa dzigki obecnosci wigzan wodorowych pomig¢dzy a-helisami oraz specyficznemu
rozmieszczeniu ~ aminokwaséw - hydrofilowych  na powierzchni  receptora
i hydrofobowych w blonie lipidowej [Warne iwsp., 2008; Park iwsp., 2008; Scheer
i wsp., 2008; Rosenbaum i wsp., 2007; Rasmussen i wsp., 2007].

Stymulacja GPCR prowadzi do aktywacji bialek wiazacych nukleotydy
guaninowe (tzw. biatek G), ktore sg heterotrimerycznymi kompleksami sktadajacymi sie
z podjednostek o, B i y [Kobilka, 2007]. Po zwigzaniu GTP, podjednostka o ulega
dysocjacji od podjednostek P iy, co pozwala jej oddziatywa¢ z wewnatrzkomorkowymi
biatkami sygnatlowymi lub funkcjonalnymi. Typ podjednostki o (Gas, Gain, Gogat,

Gouzi3) determinuje jej specyficzny wplyw na szlaki sygnatowe. Jednocze$nie
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podjednostki B i Y moga oddzialywac niezaleznie na efektory sygnalowe, wspolnie
modulujac aktywnos¢ biatek inicjujacych komoérkowe szlaki sygnatowe [Woehler i wsp.,
2009].

Okoto 3-5% Iludzkiego genomu stanowig geny kodujace receptory GPCR,
co podkresla ich kluczowa role w procesach biologicznych [Takeda i wsp., 2002].
Ich wszechobecno$¢ w  kluczowych szlakach sygnatlowych czyni je jednym
z najwazniejszych celow w badaniach biomedycznych. Obecnie okoto 50%
nowoczesnych lekow jest ukierunkowana na modulowanie aktywnosci bialek z rodziny
GPCR [George i wsp., 2002; Horn i wsp., 2003].

Receptory serotoninowe z rodziny 5-HT: wykazuja wysokie powinowactwo
do Gaio, co skutkuje hamowaniem cyklazy adenylowej i prowadzi do obnizenia st¢zenia
cyklicznego monofosforanu adenozyny (cAMP). W przeciwienstwie do receptoréw
5-HT,, receptory 5-HTa, 5-HTe oraz 5-HT7 wigza si¢ z biatkiem Gas, CO prowadzi
do zwigkszenia syntezy cCAMP poprzez aktywacj¢ cyklazy adenylowej. Z kolei receptory
5-HT2 wiazg sie¢ z Gogu1, €0 skutkuje aktywacjg fosfolipazy C (PLC), ktéra katalizuje
hydrolize fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2) do inozytolo-1,4,5-trisfosforanu
(IP3) oraz diacyloglicerolu (DAG). IP3 powoduje uwolnienie jonow wapniowych (Ca?")
Z retikulum endoplazmatycznego, przyczyniajac si¢ do wzrostu poziomu cytozolowego
tego kationu. Natomiast DAG inicjuje aktywacje kinazy biatkowe; C (PKC),
co umozliwia fosforylacje poszczegolnych biatek i uruchomia kolejne etapy szlaku
sygnatowych [Hoyer 1 wsp., 2002]. Dodatkowo wykazano, ze 5-HT7R moze laczy¢ si¢
z Gaz, a 5-HT4R z Gaus. Biatka Gouz oraz Gous regulujg aktywnos¢ biatek z rodziny

matych GTPaz [Kvachnina i wsp., 2005; Ponimaskin i wsp., 2002].

Aktywno$¢ receptorow 5-HT jest rowniez regulowana poprzez modyfikacje
potranslacyjne biatek, takie jak palmitoilacja, fosforylacja oraz glikozylacja [Millan
i wsp., 2008]. Przyktadowo, palmitoilacja 5-HTiaR umozliwia wigzanie si¢ tego
receptora z biatkiem Gai, a sam proces palmitoilacji tego receptora jest nieodwracalny
i niezalezny od agonisty [Kobe i wsp., 2008; Papoucheva i wsp., 2004; Woehler i wsp.,
2009]. Palmitoilacja 5-HT4R oraz 5-HTR stabilizuje je w formie nieaktywnej i jest
procesem dynamicznym, odwracalnym oraz zaleznym od agonisty. 5-HTsR i 5-HT7R
w formie niepalmitoilowanej wykazuja zwigkszong konstytutywng aktywnos$¢ szlaku

zaleznego od Gos niezaleznie od agonistow, podczas gdy w przypadku 5-HT7R
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aktywacja szlaku zaleznego od Gouiz pozostaje niezmieniona [Ponimaskin i wsp., 2001,
Kvachnina i wsp., 2009; Guseva i wsp., 2014]. Proces glikozylacji odgrywa istotng role
w transporcie oraz lokalizacji blonowej 5-HTsaR [Dutton iwsp., 2008]. Przewlekta
stymulacja receptorow 5-HT moze powodowac ich fosforylacje poprzez kinazg biatkowa
A, kinazg biatkowg C, a takze kinazy GRK (ang. G protein-coupled receptor kinases),
co prowadzi do desensytyzacji, a takze zmienia sygnalizacj¢ na niezalezng od biatek G
poprzez promowanie wigzania [-arrestyny [Freedman i Lefkowitz, 1996; Krupnick
i Benovic, 1998; Ferguson, 2001; Gehret i Hinkle, 2010].

1.2.1. Receptor 5-HT>

5-HT7R jest najpdzniej odkrytym receptorem serotoninowym. Po raz pierwszy
zostal opisany w 1993 roku, rownoczesnie przez trzy niezalezne grupy [Bard 1 wsp. 1993;
Lovenberg 1 wsp., 1993; Ruat 1 wsp., 1993]. Analiza strukturalna wykazata istnienie
pieciu izoform 5-HT7R, z ktérych u ludzi wystepuja izoformy: 5-HT7aR, 5-HT7gR,
5-HT7pR, natomiast u szczuréw dodatkowo 5-HT7cR i 5-HT7eR. Izoformy te powstaja
na drodze alternatywnego sktadania eksonow irdznig si¢ one pod wzgledem dlugosci
konca C, a takze wykazuja odmienng ekspresje w réznych tkankach [Heidmann i wsp.,
1998; Krobert i wsp., 2001; Liu i wsp., 2001]. 5-HT7pR rézni si¢ od innych izoform
sposobem wigzania ligandéw 1 mechanizmami przekazywania sygnatow [Guthrie 1 wsp.,
2005; Heidmann i wsp., 1998; Krobert i wsp., 2001].

5-HT+R jest sprzezony zaréwno z biatkiem Gas, jak | Gauz [Guseva i wsp., 2014;
Wirth 1 wsp., 2017]. Juz w 1993 roku wykazano, ze zalezna od 5-HT7R aktywacja Gos
prowadzi do wzrostu poziomu cAMP poprzez aktywacje cyklazy adenylowe;,
co nastepnie skutkuje aktywacjg kinazy biatkowej A (PKA) [Shen 1 wsp., 1993, Norum
i wsp., 2003]. PKA z kolei fosforyluje rozne biatka, modulujac kaskady sygnatowe, takie
jak szlaki kinazy regulowanej sygnatem zewnatrzkomérkowym (ang. Extracellular
Signal-Regulated Kinases, ERK) oraz kinazy biatkowej B (ang. Protein Kinase B, PKB)
[Errico i wsp., 2001; Guseva i wsp., 2014; Johnson-Farley i wsp., 2005; Volpicelli i wsp.,
2014]. Co istotne, aktywacja ERK za posrednictwem biatka Gas moze by¢ zaréwno
zalezna, jak 1 niezalezna od PKA. W tym drugim przypadku proces ten opiera si¢
na aktywacji czynnikow wymiany nukleotydow guaninowych cAMP, takich jak Epacl
i Epac2 (ang. Exchange proteins directly activated by CAMP) [Bonsi i wsp., 2007; Chapin
i Andrade, 2001; Lin i wsp., 2003].
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Dodatkowo 5-HT7R jest sprzgzony z biatkiem Gauz, ktore aktywuje mate Rho
GTPazy, takie jak Cdc42 oraz RhoA, wpltywajac na procesy zwigzane z cytoszkieletem
komoérkowym [Kobe 1 wsp., 2012; Kvachnina i wsp., 2005]. Wykazano, ze Gag, Ga2
I Gauiz sg  kluczowymi mediatorami sygnalizacji GPCR, poprzez bezposrednie
oddziatywanie z biatkami RhoGEF (ang. Rho guanine nucleotide exchange factors), ktore
zawieraja domeng regulatora sygnalizacji biatek G (ang. regulator of G protein signaling,
RGS) [Hiley i wsp., 2006]. Gau2 powigzane zostato rowniez funkcjonalnie z biatkami
kotwiczacymi kinazy A (AKAP-Lbc) [Diviani i wsp., 2007] i biatkiem szoku cieplnego
90 (Hsp90) [Waheed i Jones, 2002]. Stymulacja 5-HT7R poprzez aktywacj¢ biatka Gaa2
promuje synaptogenezg, co skutkuje zwiekszong spontaniczng aktywnos$cig synaptyczng
[Kobe 1 wsp., 2012]. Warto zauwazy¢, ze aktywacja szlaku 5-HT7R prowadzi réwniez
do wzrostu neurytdow w neuronach kory i prazkowia, co jest zalezne od kinazy ERK
i kinazy cyklinozaleznej 5 (ang. cyclin-dependent kinase 5, Cdkb5) [Speranza i wsp.,
2013]. 5-HT7R, oprocz aktywacji biatek G, inicjuje takze alternatywne szlaki sygnatowe,
W tym szlak B-arestyny. Stwierdzono, ze B-arestyna takze odgrywa kluczowa role
w procesie aktywacji ERK [El Khamlichi i wsp., 2022]. Oprocz tego wykazano,
ze po stymulacji receptora, C-koniec GPCR moze sta¢ si¢ substratem do fosforylacji
przez kinazy receptorowe sprzezone z biatkiem G [Gehret 1 Hinkle, 2010]. Fosforylowane
receptory wykazujg wysokie powinowactwo do B-arestyny, ktora utrudnia interakcje
miedzy receptorem a heterotrimerycznym biatkiem G. Prowadzi to do desensytyzacji

I thumienia sygnalizacji zaleznych od biatka G [Perry i wsp., 2002].

Warto zauwazy¢, ze ligandy o wiasciwosciach odwrotnego agonisty 5-HT7R
moga prowadzi¢ do heterologicznej desensytyzacji innych rodzin receptorow
sprzezonych z biatkiem G [Krobert 1 wsp., 2006]. Stwierdzono réwniez,
ze konstytutywna aktywno$¢ 5-HT7R podlega regulacji poprzez palmitoilacje. Proces ten
dotyczy reszt cysteinowych 404, 438 oraz 441, w C-koncowej domenie receptora
i zachodzi w sposob zalezny od agonisty [Guseva i wsp., 2014; Kvachnina i wsp., 2009].

W warunkach in vitro, w pierwotnych hodowlach neuronalnych uzyskanych
zkomorek  hipokampalnych, wykazano aktywacje szlaku  sygnatowego
5-HT7R/MMP-9/CD44/Cdc42. Stymulacja 5-HT7R indukuje aktywacje MMP-9, ktora
jest odpowiedzialna za proteolize biatka transblonowego CD44. W wyniku tego dochodzi
do aktywacji biatka Cdc42, co skutkuje wydhuizeniem kolcow dendrytycznych (Ryc. 5)
[Bijata i wsp., 2017]. Natomiast badania in vivo wykazaty, ze ten szlak sygnalowy jest
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aktywowany w odpowiedzi na przewlekly stres. Podanie agonisty 5-HT7R indukuje
zachowania depresyjno-podobne. Co wigcej, wyciszenie ekspresji genu kodujgcego
receptor 5-HT7R w podregionie CA1 hipokampu zapobiegato wystepowaniu zachowan
anhedonicznych u myszy poddanych chronicznemu stresowi, €O sugeruje jego
potencjalny udziat w patogenezie zaburzen depresyjnych [Bijata i wsp., 2022].

if &
i RECEPTOR 5-HT,

o) SEROTONINA

MACIERZ

o ) ZEWNATRZKOMORKOWA
‘ @  NIEAKTYWNE MMP-9
<}
@  AKTYWNEMMP9
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NIEAKTYWNE Cdc42

AKTYWNE Cdc42

Ryc. 5. Schemat szlaku sygnalowego zaleznego od 5-HT-R. Stymulacja 5-HT7R
inicjuje aktywacje MMP-9, ktora powoduje proteolize¢ CD44. W efekcie nastepuje wzrost
aktywnosci biatka Cdc42, co poprzez wplyw na cytoszkielet aktynowy skutkuje
wydtuzaniem kolcow dendrytycznych (Bijata i wsp., 2017).

5-HT7R wulega najwickszej ekspresji w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Najwigksza koncentracje tego receptora wykryto w rdzeniu kregowym, wzgoérzu oraz
hipokampie [Gustafson i wsp., 1996], a takze jadrach szwu i podwzgdrzu
(w szczegblnosci w jadrze nadskrzyzowaniowym) [Monti i wsp., 2006; Leopoldo i wsp.,
2011]. Natomiast kora mdézgowa, jadro migdatowate, mézdzek, jadro ogoniaste i1 skorupa
wykazuja stosunkowo niski poziom 5-HT;R [Barnes i Sharp, 1999; Horisawa i wsp.,
2013]. Stwierdzono, ze oprécz osrodkowego uktadu nerwowego, 5-HT7R wystepuje
rowniez W przewodzie pokarmowym (przede wszystkim w jelitach), gdzie zaangazowany
jest w regulacje perystaltyki [Tuladhar i wsp., 2003], a takze w komorkach migsni
gladkich naczyn krwiono$nych [Schoeffter i wsp., 1996]. 5-HT7R zwigzany jest
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Z licznymi  reakcjami  fizjologicznymi oraz  patologicznymi. Opréocz  wpltywu
na wymieniong wczesniej perystaltyke czy komorki migéni gladkich naczyn
krwiono$nych, obejmuje takze regulacje rytmu okotodobowego, zaréwno poprzez
indukowane serotoning przesunigcie fazy rytmu okotodobowego [Lovenberg i wsp.,
1993]. 5 HT7R istotnie wptywa na procesy pamieci [Cifariello i wsp., 2008], emocje
[Stiedl i wsp., 2015], a takze aktywno$¢ lokomotoryczng i eksploracyjng [Liu i Jordan,
2005; Takeda i wsp., 2005]. Potwierdzono réwniez role tego receptora w patofizjologii
chorob neurologicznych, takich jak bdl neuropatyczny [Viguier i wsp., 2013; Santello
i wsp., 2017] oraz epilepsja [Perici¢ i Svob Strac, 2007; Yang i wsp., 2012]. Wiele
dowodoéw wskazujen na zaangazowanie 5-HT7R w chorobach neuropsychiatrycznych,
jakimi sg depresja, zaburzenia lgkowe oraz schizofrenia [Hedlund, 2009; Gellynck 1 wsp.,
2013; Okubo 1 wsp., 2021]. Narazenie zwierzat na chroniczny stres powoduje aktywacje
5-HT7R i Sciezki sygnatowej Cdc42/MMP-9, co prowadzi do zachowan
przypominajacych depresje, charakteryzujacych si¢ anhedonia i1 podwyzszonym
poziomem Kkortykosteronu [Bijata i wsp., 2022]. Zahamowanie ekspresji genu htr7
w podregionie CAl, ktéry koduje 5-HT7R, przeciwdziatalo powstawaniu zachowan
depresyjno-podobnych  u zwierzat, wywotywanych w procedurze chronicznego
nieprzewidywalnego stresu [Bijata i wsp., 2022]. Farmakologiczne zablokowanie 5-HT7R
za pomoca selektywnego odwrotnego agonisty skutkuje dziataniem przeciwdepresyjnym
u zwierzat, co wykazano Ww tescie zawieszenia za ogon [Hedlund i wsp., 2005;
Bonaventure 1 wsp., 2007; Wesolowska 1 wsp., 2006] oraz tescie wymuszonego pltywania
[Hedlund i wsp., 2005; Wesolowska i wsp., 2006; Wesolowska i wsp., 2008].
Antagonista tego receptora poprawial rowniez pami¢¢ odniesienia oraz funkcje
poznawcze W do$wiadczeniu wykorzystujagcym labirynt [Gasbarri i wsp., 2008]. Obecne
na rynku leki przeciwdepresyjne i przeciwpsychotyczne opierajg si¢ mi¢dzy innymi
na blokowaniu 5-HT7R. Wsrdd nich warto zwrdci¢ uwage na amisulpryd [Abbas i wsp.,
2009], lurazydon [Fukuyama i wsp., 2022] i wortioksetyne [Sanchez i wsp., 2015].

1.3. Rodzina malych Rho GTPaz

Biatka nalezace do rodziny matych Rho GTPaz sa monomerami o niskiej masie
czasteczkowej, wynoszacej 20-30 kDa. Zazwyczaj sktadajg si¢ z maksymalnie 250 reszt
aminokwasowych 1 zawieraja krotkie sekwencje zarowno na C-koncu, jak i1 N-koncu.
Ich cecha charakterystyczng jest obecno$¢ domeny GTPazowej, ktora umozliwia

wigzanie  oraz  hydroliz¢ = nukleotydow  guaninowych, takich jak  GTP
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(guanozynotrifosforan) oraz GDP (guanozynodifosforan). Wigzanie GTP wprowadza
biatko w stan aktywny, wywotujac zmiany konformacyjne w jego strukturze. Zmiany
te umozliwiaja interakcje z okreslonymi efektorami lub ligandami. Z kolei przylaczenie
GDP prowadzi do inaktywacji biatka. Proces przej$cia pomiedzy stanem aktywnym
I nicaktywnym jest kontrolowany przez bialka regulatorowe. Kluczowa role w tym
procesie odgrywaja trzy grupy biatek regulatorowych: GDI (ang. Guanine nucleotide
Dissociation Inhibitor), GEF (ang. Guanine nucleotide Exchange Factor) oraz GAP
(ang. GTPase-Activating Protein). Biatka GDI, ktore w stanie nieaktywnym wigza si¢
z GTPazami, zapobiegaja wymianie GDP na GTP i1 tym samym stabilizujg forme
nieaktywng biatka. Biatka GEF utatwiaja odiaczenie biatek GDI od GTPaz, umozliwiajac
wymiang GDP na GTP. Proces ten prowadzi do aktywacji GTPazy i jest kluczowy
dla modulowania kierunku aktywacji szlakow sygnatowych aktywowanych przez Rho
GTPazy. Natomiast biatka GAP inicjuja hydrolize¢ GTP do GDP, co skutkuje przej$ciem
GTPaz w stan nieaktywny. W ten sposob GAP regulujg czas trwania aktywnosci biatka.
Regulacja aktywnos$ci Rho GTPaz przez te biatka pozwala na precyzyjne kontrolowanie
proceséOw sygnalowych w komorce, co ma kluczowe znaczenie dla wielu aspektow jej
funkcjonowania [Jaffe i Hall, 2005].

Rho GTPazy zaliczane sg do nadrodziny matych biatek G. W obrebie rodziny
biatek Rho wystepuje sze$¢ podrodzin: Cdc42 (ang. Cell division control protein 42),
RhoA (ang. Ras homologous A), Rac (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate),
Rnd (ang. Resistance-Nodulation-Cell Division), RhoBTB (ang. Rho-related BTB domain
containing) oraz Miro (ang. Mitochondrial Rho GTPase). Podzial ten opiera si¢
na podobienstwach strukturalnych i funkcjonalnych pomiedzy biatkami. Obecnie znanych
jest ponad 100 biatek nalezacych do rodziny Rho GTPaz, ktore odgrywaja role
w prawidlowym rozwoju i funkcjonowaniu organizmow eukariotycznych. Mate Rho
GTPazy uczestnicza w wielu kluczowych procesach komoérkowych, takich jak kontrola
cyklu komoérkowego [Olson i wsp., 1995], regulacja transkrypcji genoéw [Hill i wsp.,
1995] oraz procesy zwigzane z przezyciem i $miercig komorki [Heasman i Ridley, 2008;
Linseman i Loucks, 2008].

Biatka nalezace do rodziny matych Rho GTPaz sa niezbedne dla wlasciwego
funkcjonowania uktadu nerwowego. Ich zdolnos¢ do regulacji cytoszkieletu aktynowego
i organizacji mikrotubul stanowi fundament wielu procesoéw, ktore wptywaja na strukture

i funkcje komorek nerwowych. Rho GTPazy odgrywaja istotna role w synaptogenezie
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[Jontes i Smith, 2000] oraz przebudowie kolcéw dendrytycznych [Tashiro i wsp., 2000;
Tashiro i Yuste, 2004; Murakoshi i wsp., 2011; Bijata i wsp., 2017; Schill i wsp., 2020].
Badania wykazaly silng zalezno$¢ migdzy aktywnoscig biatka RhoA a gestoscia kolcow
dendrytycznych. Konstytutywnie aktywna forma RhoA, wprowadzona do komorek
nerwowych w pierwotnej hodowli, powoduje redukcje gestosci kolcow dendrytycznych
[Tashiro i wsp., 2000; Nakayama i wsp., 2000; Pilpel i Segal, 2004]. Natomiast
zahamowanie aktywno$ci RhoA przy uzyciu transferazy C3 pochodzacej z bakterii
Clostridium botulinum, skutkuje wzrostem gestosci kolcow dendrytycznych w neuronach
kory mozgowej 1 hipokampu [Tashiro 1 wsp., 2000]. Ponadto w badaniach przyzyciowych
skrawkow mozgu wykazano, ze miejscowe uwolnienie glutaminianu, wywolane
wzbudzeniem dwufotonowym, stymuluje pojedynczy kolec dendrytyczny, prowadzac
do szybkiej i silnej aktywacji biatek RhoA i Cdc42. Proces ten wigze si¢ z wyraznym
zwigkszeniem objetosci kolca dendrytycznego. W miarge uplywu czasu wszystkie trzy
zmiany — zwigkszona aktywno$¢ obu Rho GTPaz oraz powigkszona objetos¢ kolca —
stopniowo wracajg do stanu sprzed stymulacji. Co ciekawe, aktywno$¢ biatka Cdc42
ogranicza si¢ tylko do glowki stymulowanego kolca dendrytycznego, podczas
gdy aktywnos$¢ biatka RhoA moze rozprzestrzenia¢ si¢ nawet na odleglos¢ 4,5 pum
od miejsca stymulacji, obejmujgc zaréwno dendryt, jak i sgsiednie kolce dendrytyczne.
Biatka Cdc42 i RhoA dziataja komplementarnie wzgledem siebie. Wykazano, ze biatko
RhoA jest niezbedne do zainicjowania wzrostu kolca dendrytycznego, natomiast biatko
Cdc42 jest Kkluczowe do utrzymania powstalych zmian morfologicznych [Yasuda
i Murakoshi, 2011; Murakoshi i wsp., 2011]. Biatka Cdc42, RhoA oraz Rac wplywaja
rowniez na strukture kolcow dendrytycznych w sposob posredni, kontrolujac aktywnos¢
innych biatek. Na przyklad, RhoA aktywuje kinaze¢ ROCK (ang. Rho-associated
coiled-coil kinase), natomiast Cdc42 kinaz¢ PAK (ang. p2l-activated kinase). Oba te
enzymy fosforylujg kinazy LIM (LIMK, ang. LIM kinase), co prowadzi do ich aktywacji.
Aktywne LIMK fosforyluja kofiling, co prowadzi do jej inaktywacji. W wyniku tego
procesu zmniejsza si¢ zdolno$¢ kofiliny do depolimeryzacji filamentow aktynowych,
co stabilizuje istniejace struktury aktynowe. Ten mechanizm jest kluczowy dla regulacji
dynamiki polimeryzacji aktyny, co bezposrednio wptywa na ksztaltt i struktur¢ kolcow

dendrytycznych [Ponimaskin i wsp., 2007; Woolfrey i Srivastava, 2016].

Wptyw biatek z rodziny Rho GTPaz na liczne procesy fizjologiczne, zwlaszcza
te zwigzane z funkcjonowaniem ukladu nerwowego, stat si¢ przedmiotem wielu badan

majacych na celu zrozumienie roli zaburzen ich aktywnosci w rozwoju patologii i chorob.
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Dysfunkcje przekaznictwa regulowanego przez Cdc42 s3 zwigzane m.in. Z choroba
Alzheimera [Ma i wsp., 2008], epilepsja [Xiao i wsp., 2008] oraz schizofrenig [Ide
I Lewis, 2010]. W kontekscie zaburzen zwigzanych ze stresem zauwazono, ze zarowno
obnizona ekspresja genu kodujgcego biatko Cdc42, prowadzgca do zmniejszenia jego
ilosci [Hanin i wsp., 2014], jak i nadmierna aktywacja tego biatka [Bhattacharya i wsp.,
1995], moga prowadzi¢ do zaburzen nastroju. Z kolei, zaburzenia w sygnalizacji RhoA
odgrywaja kluczowa role w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Parkinsona, choroba Alzheimera, choroba Huntingtona, stwardnienie zanikowe boczne
[Schmidt 1 wsp. 2022]. RhoA jest rowniez zaangazowane w patogeneze zaburzen

neuropsychiatrycznych, takich jak autyzm [Lin i wsp., 2015; Krey i wsp., 2013].
1.4. Struktura i funkcje hipokampu

Hipokamp od dawna stanowi przedmiot intensywnych badan naukowych, ktore
nie tracg na znaczeniu w mi¢dzynarodowym $rodowisku badawczym. Jest to struktura
moézgu znajdujaca si¢ w placie limbicznym, w zakrecie intralimbicznym, a doktadnie
W przysrodkowej czesci potkuli mozgu, gdzie oddzielona jest od kory mozgowej
szczeling limbiczng (Duvernoy, 2005; Nieuwenhuys i wsp., 2007; Paxinos i Franklin,
2008). Nazwa ,hipokamp” wywodzi si¢ z laciny, pierwotnie oznaczajac ,konika

morskiego” — odniesienie to nawigzuje do charakterystycznego ksztattu tej struktury.

Hipokamp przypomina tuk, z rozszerzonym segmentem przednim i wezszym
segmentem tylnym. Zbudowany jest z dwoch zazgbiajacych sie blaszek kory
heterotypowej: zakrgtu zgbatego (ang. Dentate Gyrus, DG) oraz rogu Amona (tac. Cornu
Ammonis, CA), ktore zawini¢te sa wzgledem siebie (Duvernoy, 2005) (Ryc. 6). Rog
Amona dzieli si¢ na kilka podregionéw. U gryzoni sg to: CAl, CA2 i CA3, natomiast
U ludzi wyrdznia si¢ takze podregion CA4 (Hao i wsp., 2023). Podzial na podregiony

oparty jest na ro6znicach w morfologii neurondw.
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CA2

CA3

Ryc. 6. Schemat przekroju cze$ci grzbietowej hipokampu gryzoni z zaznaczonymi
podregionami. Utworzono w programie BioRender.com.

Hipokamp jest ztozong strukturg neuronalna, sktadajacg si¢ z roznorodnych typow
komorek, ktore wspdlnie warunkujg jego szerokie spektrum funkcji. Neurony
piramidowe, obecne w wigkszosci struktur przodomozgowia, takich jak hipokamp, kora
moézgowa 1 ciatlo migdatowate, odgrywaja kluczowa role w realizacji zaawansowanych
procesow poznawczych [Sancho-Balsells A i wsp., 2023]. W hipokampie neurony
piramidowe pelig funkcje glownych neurondéw projekcyjnych, szczegodlnie
dominujacych w podregionach CA. Sg one charakterystyczne ze wzgledu na swoj
trojkatny ksztalt ciata komorki oraz rozbudowane drzewo dendrytyczne, obejmujace
wierzchotkowe (ang. apical) i podstawne (ang. basal) dendryty. Pojedynczy akson
kazdego neuronu piramidowego wychodzi z podstawy ciata komorki 1 rozgatezia sig,
tworzac wiele pobudzajacych glutaminergicznych kontaktow synaptycznych na calej
swojej dhugosci. Dendryty podstawne odchodza od podstawnej czesci ciata neuronu,
charakteryzuja si¢ kilkoma stosunkowo krotkimi dendrytami podstawnymi. Natomiast
I-rzedowy dendryt wierzchotkowy odchodzi od wierzchotka somy 1rozdziela sig
na mniejsze, dendryty ll-rzedowe, ktore roéwniez mogg si¢ rozwidla¢ na dendryty
I1l-rzedowe [Bannister i Larkman, 1995; Ito 1 wsp., 1998; DeFelipe i Farinas, 1992].
Morfologia neuronéw piramidowych rézni si¢ miedzy regionami, ale takze gatunkami.
W CA3 hipokampu dendryty wierzchotkowe rozgateziaja si¢ blisko ciata komorki
i tworza skupiska duzych kolcéw, podczas gdy neurony piramidowe CA1l maja bardziej
wydhuzone glowne dendryty wierzchotkowe. Neurony CA2, cho¢ podobne do CA3,
charakteryzuja si¢ mniejszymi cialami i1 prostszymi rozgalezieniami dendrytycznymi
[Benavides-Piccione i wsp., 2020; Fitch i wsp., 1989; Piskorowski i Vivien Chevaleyre,
2011].
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Aktywno$¢ neuronéw piramidowych jest modulowana przez réznorodne
interneurony hamujace, ktore odgrywaja kluczowa rolg w zachowaniu rownowagi migdzy
pobudzeniem ahamowaniem, a takze w precyzyjnej regulacji aktywnosci sieci
neuronalnych. Ws$rod tych interneurondw szczegdlng uwage zwracaja komorki
koszyczkowe, ktore, pomimo ich stosunkowo niskiej liczebnosci, maja kluczowe
znaczenie dla precyzji i efektywnos$ci przetwarzania informacji w hipokampie [Booker
i Vida, 2018; Lapray i wsp., 2012]. Aktywacja 5-HT7Rs, ktore zostaty zlokalizowane
na interneuronach, powoduje zwigkszenie uwalniania GABA (kwasu y-aminomastowego)
[Tokarski i wsp., 2011].

Zakret zebaty hipokampu sktada si¢ z trzech warstw. Pierwsza z nich jest warstwa
drobinowa (molekularna), w ktérej znajdujg si¢ dendryty komorek ziarnistych, widkna
pochodzace z kory srédwechowej, a takze niewielka liczba interneurondéw. Centralng
czes¢ zakretu zebatego stanowi warstwa komorek ziarnistych, bedaca jego glowna
warstwg. Trzecig warstwg jest warstwa polimorficzna, otaczajgca warstwe ziarnista.
Charakteryzuje si¢ ona obecnoscig roznorodnych typoéw komorek, sposrdd ktorych
najbardziej charakterystyczne sga komoérki mszyste (ang. mossy cells). Na granicy
warstwy ziarnistej 1 polimorficznej zlokalizowane sg m.in. ciata komoérek piramidowych

zakretu zebatego.

Gtownymi komorkami zakrgtu zgbatego sa wspomniane wczesniej komorki
ziarniste, ktore znajduja si¢ gtownie w warstwie ziarnistej, o grubosci do 8 rzedoéw
komorek (Ramon y Cajal, 1911; Laatsch i Cowan, 1966; Lorente de No, 1934). Komorki
te charakteryzuja si¢ malym okraglym cialem, okraglym jadrem o $rednicy okoto
10-12 um 1 cienkg otoczka cytoplazmy okotokomoérkowej. Tworzg zarowno symetryczne,
jak i asymetryczne synapsy aksosomatyczne (Lubbers i Frotscher, 1987; Seress i Ribak,
1985). Akson komorki ziarnistej odchodzi od bieguna gérnego ciata komorki ziarnistej
(Ramon y Cajal, 1911), ale takze moze wywodzi¢ si¢ z dendrytu wierzchotkowego (Yan
i wsp., 2001). Wierzchotkowe dendryty komorek ziarnistych przechodzg przez warstwe
zlarnista, si¢gajac warstwy drobinowej, a W niektorych przypadkach nawet warstwy
polimorficznej. Dendryty wierzchotkowe posiadaja liczne kolce dendrytyczne, ktore
najczesciej lokalizujg si¢ w warstwie drobinowej (Blackstad, 1963; Laatsch 1 Cowan,
1966). Charakterystyczna budowa komorek ziarnistych pozwala na fatwe odrdznienie ich

od innych typow komorek wystepujacych w hipokampie.

30



Hipokamp jest jednym =z kluczowych obszarow mozgu, zaangazowanym
W procesy poznawcze i regulacyjne. Struktura ta odgrywa centralng role w integracji
réznorodnych informacji: przestrzennych, czasowych oraz pojeciowych, umozliwiajac
tworzenie spojnych reprezentacji pamieci epizodycznej [Underwood, 1969; Eichenbaum
i Cohen, 2004]. Szczegélnie w trakcie snu w hipokampie zachodzg reaktywacje
neuronalne powigzane z pamigcig epizodyczng, ktére inicjuja proces konsolidacji
systemowej. Podczas tego procesu wzmacniane sg polaczenia synaptyczne w korze
moézgowej, co prowadzi do trwalego zapisania wspomnien jako pamigci dlugotrwatej
[Diekelmann i Born, 2010].

Zmiany w hipokampie sg powigzane z licznymi chorobami neurodegeneracyjnymi
oraz neuropsychiatrycznymi. W chorobie Alzheimera biatka f-amyloidu moga hamowac
LTP w hipokampie, ktére jest niezbedne w procesie tworzenia pamiegci [Walsh 1 wsp.,
2002]. W chorobie Parkinsona dysfunkcje wystepujace w roéznych podregionach
hipokampu wptywaja na problemy poznawcze i pamigciowe w pdznych stadiach
choroby. Odkladanie cial Lewy'ego jest najbardziej widoczne w podregionach CA2
i CA3, ale wystepuje rowniez w CA1 [Dickson iwsp., 1991, Dickson i wsp., 1994,
Churchyard 1 Lees 1997]. Dodatkowo badania z zastosowaniem MRI wykazaty,
ze zmniejszenie objetosci  hipokampu jest skorelowane z pogorszeniem funkcji
poznawczych. Pierwsze zmiany obserwowane sg w CAl, a wraz z rozwojem choroby
dotycza réwniez pozostatych podregiondow [Foo 1 wsp., 2017]. Zmniejszenie objetosci
hipokampu zauwazono rowniez w schizofrenii [Nelson i wsp., 1998]. Hipokamp odgrywa
takze istotng rol¢ w regulacji stanow lekowych [Bannerman iwsp., 2004; Kjelstrup
i wsp., 2002]. Odkryto, ze W depresji zmiany w hipokampie mogg powstawa¢ na wielu
ptaszczyznach. Przewlekly stres, wigzacy si¢ z rozwojem depresji, ostabia pamie¢ zalezng
od hipokampu [Fanselow i Dong, 2010]. Poza tym zauwazono znaczgce zmniejszenie
objetosci hipokampu u pacjentow cierpigcych na depresje [Chan iwsp., 2016].
Kluczowym mechanizmem patofizjologicznym depresji jest uposledzenie neurogenezy
w hipokampie [Jacobs i wsp., 2000; Petrik i wsp., 2012], szczegélnie w podregionie DG
[Gould i wsp., 1997].
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2. Cele pracy

Dotychczas wykazano, ze 5-HT7R odgrywa wazng role w ukladzie
serotoninergicznym, ktérego dysfunkcja jest zwigzana =z rozwojem zaburzen
depresyjnych. Jednym z potencjalnych mechanizméw lezgcych u podstaw tych zaburzen
sa zmiany w kolcach dendrytycznych — strukturach kluczowych w plastycznosci
synaptycznej, ktore wptywaja na funkcjonowanie sieci neuronalnych odpowiedzialnych
za regulacje nastroju. Zaburzenia w morfologii i funkcji kolcow dendrytycznych moga
prowadzi¢ do deficytow poznawczych, zmniejszonej zdolnosci adaptacji oraz trwatych
zmian w strukturze neuronalnej, charakterystycznych dla depresji. Celem niniejszej
rozprawy doktorskiej bylo szczegdtowe zbadanie molekularnych mechanizmoéw dziatania
szlaku zaleznego od 5-HT7R oraz jego wpltywu na zmiany w morfologii i funkcji kolcow

dendrytycznych.
Cele szczegotowe:

% sprawdzenie, czy stymulacja 5-HT7R in vivo powoduje zmiany ksztattu i gestosci

kolcéw dendrytycznych w hipokampie;

% Zzbadanie mechanizmu aktywacji MMP-9 i okreSlenie, czy jest on =zalezny
od biatek Gas lub Gauio;

¢ Zbadanie profilu aktywnosci biatek RhoA oraz Cdc42 w poszczegdlnych
podregionach hipokampu po stymulacji 5-HT7R.
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3. Materialy i metody

3.1. Stosowane roztwory i odczynniki chemiczne

Lista i sktad roztworow uzytych w eksperymentach opisanych w niniejszej pracy

doktorskiej zostala zawarta w ponizszej tabeli (Tab. 1). Do przygotowania wszelkich

roztworow zostala wykorzystana woda oczyszczona poprzez odwrdcong 0SmMozg

oraz ultrafiltracje przez filtry Mili-Q Plus (Milipore).

Tab. 1. Sklad najczesciej uzywanych roztworow.

Nazwa roztworu

Skiad

10 x bufor do elektroforezy bialek

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

10x TBS 0,5M Tris pH 7,5; 1,5 M NaCl

0,25 M Tris pH 6,8; 40% glycerol; 8% SDS;
4 x SB 20% P-merkaptoetanol; 0,0125%  blekit

bromofenolowy

0,056 M Tris pH 7,5 015 M NaCl;
TBS-T

0,1% Tween 20

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM
PBS

Na;HPOg4; 1,8 mM KH2POq; pH 7,4

Bufor do transferu

0,025 M Tris Base;

20% methanol

0,192 M glicyna;

Roztwor czerwieni Ponceau S

5% kwas octowy; 0,2% czerwien Ponceau S

Bufor do blokowania wolnych miejsc

wigzania biatek na blonie

nitrocelulozowej

10% mleko odtluszczone (lub 5% BSA)
w 1x TBS-T
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Bufor do wywotywania zymografii

0,05 M Tris pH 7,5; 0,2 M NaCl; 5 mM
CaClz; 0,0066% Brij 35; 0,001 mM ZnCly;
0,02% NaNs3

Bufor do
(bufor WB)

homogenizacji

tkanki

50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl;
5 mM CaCl2; 1% Triton X-100; 0,02% NaNs3

Bufor Ringera

0,119 M NaCl; 5 mM KCI; 2 mM CaCly;
2 mM MgCly; 0,025 M HEPES; pH 7,3

Roztwor utrwalajacy

4% PFA w PBS

Roztwor enzymatyczny

2 mg cysteiny; 10 ml DMEM; 0,1 ml 100 mM
CaCl; 0,1 ml 50 mM EDTA,; 250 U papainy

25 mg BSA; 25 mg inhibitora trypsyny

Roztwor inaktywujacy z bialka jaja kurzego; 10 ml pozywki DMEM
+ 10% FBS + 1% antybiotykéw P/S
Neurobasal-A; 20 mM GlutaMAX suplement;
Pozywka hodowlana

2% B-27 suplement; 1% P/S

W ponizszej tabeli (Tab. 2.) wymieniono najczesciej stosowane odczynniki

chemiczne.

Tab. 2. Lista podstawowych odczynnikéw chemicznych.

Nazwa odczynni

ka

Producent i numer

katalogowy

Akrylamid/bis-akrylamid, 30% roztwor

Sigma, A3699

Albumina surowicy bydlecej (BSA)

Sigma, A7030-10G

Alkohol etylowy 96,6%

POCh, 396420420
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Alkohol etylowy bezwodny 99,8%

POCh, 396480427

Alkohol metylowy

POCh, 621990426

B-merkaptoetanol

Sigma, M6250

Blekit bromofenolowy

Carl Rock, T116

Brij 35

Sigma, 101894

Bufor do strippingu

Thermo  Fischer  Scientific,

46430

Chlorek magnezu (MgCly)

Sigma, M8266

Chlorek potas (KCI)

Chempur, 363-117397402

Chlorek sodu (NaCl)

Chempur, 363-117941206

Chlorek wapnia (CaCl.)

Sigma, C1016

Cysteina

Sigma-Aldrich, W326-305

Czerwien Ponceau S

Lab Empire, PON0O1

Dimetylosulfotlenek (DMSO)

Sigma, 67-68-5

Dodecylosiarczan (V1) sodu (SDS)

Lab Empire, SDS9999

Glicerol

POCh, 44332013

Glicyna

Lab Empire, GLN002

GlutaMAX suplement

Gibco, 35050-061

Inhibitor trypsyny z biatka kurzego

Sigma, 10109878001

Izopropanol

Chempur, 363-117515002
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Kwas azotowy 65%

Chempur, 363-325296031

Kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)

Sigma, E6758-500G

Kwas octowy

Chempur, 363-115687330

Lipofectamine 2000

Invitrogen, 101668019

LP-211 (LP) Sigma, SML1561-5MG
Monolurynian polioksyetylenosorbitolu (Tween 20) Sigma, P9416
N,N,N’,N’-tetrametylo-1,2-diamina (TEMED) Sigma, T9281
Nadtlenosiarczan diamonu (APS) Sigma, A3678

Papaina

Worthington, 9001-73-4

Paraformaldehyd 4% w PBS (PFA)

Santa Cruz, sc-281692

Tris-(hydroksymetylo)-aminometan (Tris)

PoCh, 853470115

Triton X-100 Sigma, T8787

Thermo  Fischer  Scientific,
Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej, pH 7,4 (PBS)

18912014

3.2. Zwierzeta

Dwumiesigczne samce myszy szczepu C57BL/6J o fenotypie dzikim (Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie, Instytut Farmakologii
im.J. Maja PAN w Krakowie) zostaly wykorzystane do wykonania badan
behawioralnych, analiz kolcéw dendrytycznych oraz analiz biochemicznych. Procedury
na zwierzetach zostaly przeprowadzone z uwzglednieniem wytycznych Krajowej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczef na Zwierzetach oraz po otrzymaniu zgody tejze Komisji
na przeprowadzenie poszczegdlnych eksperymentéw (zgoda 927/2019 wydana przez

| Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Do$wiadczen na Zwierzetach w Warszawie). Zwierzeta
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miaty nieograniczony dostep do wody oraz paszy, z wyjatkiem eksperymentow, ktorych
procedury tego wymagaly. Zwierzeta znajdowaly sie pokojach Zwierzetarni,
w kontrolowanych warunkach: wilgotno$¢ 50-60%, temperatura 21-23°C, 10-15 wymian

powietrza na godzing, §ciotka z widkna drzewnego topoli (Lignocel Select).
3.3. Dootrzewnowe iniekcje u myszy

W celu stymulacji 5-HT7R myszy 8 - 10 tygodniowe otrzymaly iniekcje
dootrzewnowsg roztworu agonisty 5-HT7R — LP-211 lub AGH-194. Zarowno LP-211,
jak i AGH-194 byly podawane wdawce 10 mg/kg. LP-211 zostal uprzednio
rozpuszczony w 3,4% dimetylosulfotlenku (DMSO) w soli fizjologicznej, a grupe
kontrolng stanowity myszy, ktére podczas iniekcji dootrzewnowej otrzymaty roztwor
soli fizjologicznej z 3,4% DMSO. Natomiast w przypadku myszy otrzymujacych
AGH-194 kontrole stanowily myszy, ktore otrzymaly iniekcje z roztworu soli
fizjologicznej. Grupy kontrolne zapewnialy wykluczenie efektu wynikajacego z samej

iniekcji dootrzewnowej.

Przed wykonaniem iniekcji dootrzewnowych myszy zostaly wprowadzone
W narkoze za pomocg izofluranu. Po 30 minutach od podania iniekcji przeprowadzono
badania behawioralne lub dokonano eutanazji poprzez przerwanie rdzenia krggowego.
Po eutanazji izolowano modzgi myszy, ktore utrwalano w celu obrazowania kolcow
dendrytycznych lub przeprowadzano dysekcje hipokampu, a otrzymane tkanki
poddawano homogenizacji ioczyszczaniu, po czym przeprowadzano analizy
biochemiczne.

3.4. Operacje stereotaktyczne

Dwumiesigczne samce myszy szczepu C57BL/6 o fenotypie dzikim zostaly
poddane chirurgii stereotaktycznej. Myszy zostaty przeniesione w pojedynczych klatkach
do pokoju przedoperacyjnego na godzing przed rozpoczgciem procedury. Operacje
odbywaty si¢ w specjalnie przeznaczonej do tego sali, wysterylizowanej przy pomocy
UV. Na sali operacyjnej myszy zostaly poddane wstepnej anestezji ogdlnej za pomoca
3% izofluranu. Nastepnie podano dootrzewnowo iniekcj¢ ze srodkiem przeciwbolowym -
butorfanolem (Butomidor), aw celu zapobiegania stanom zapalnym i infekcjom,
dootrzewnowo podano iniekcje z enrofloksacyng (Baytril) oraz podskornie iniekcje
z kwasem toflenamowym (Tolfedine). Myszy byly umieszczane i stabilizowane w ramie
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stereotaktycznej. Operacje przeprowadzane byly w znieczuleniu ogdélnym (1,5%
izofluranu), a oddech myszy byt stale monitorowany. W celu podtrzymania odpowiedniej
temperatury organizmu, zwierzgta w czasie operacji znajdowaty si¢ na macie grzewczej.
W celu ograniczenia wysychania rogéwek, uzyto masci do oczu z witaming A (Vita-Pos).
Powierzchnie glowy oczyszczono $rodkiem antyseptycznym (Octeniseptem), nastepnie
siers¢ ogolono, ponownie oczyszczono skore glowy przy uzyciu jodyny 3%, a nastgpnie
miejscowo znieczulono 2% lidokaing w zelu (Lignocainum Jelfa typu A). Na tak
przygotowanej skorze glowy wykonano skalpelem ok. 0,5cm nacigcie, a nastgpnie
delikatnie oczyszczono powierzchni¢ czaszki celem usunigcia okostnej. Zlokalizowano
punkt bregmy, bedacy miejscem, gdzie spotykaja si¢ trzy szwy czaszkowe: szew
czolowy, szew wiencowy 1 szew strzatkowy. W odniesieniu do punktu bregmy zostaty
wyznaczone koordynaty okreslajace hipokamp czotowy (CA1l oraz DG). Koordynaty
te zostaly okre$lone na podstawie zdje¢ anatomicznych z atlasu [Paxinos i Franklin,

2008] i wynosity odpowiednio:
e wspoélrzedne przod/tyt: - 1,90 mm,
e wspoOtrzedne lewo/prawo (boczne): +/- 1,50 mm,
e wspotrzedne wzdtuzne (glebokosc): - 1,65 mm (Ryc. 7A-B).

Oproécz tego zlokalizowano punkt lambdy, czyli miejsce, gdzie spotykaja si¢ szew
strzatkowy 1 szew weglowy. PorownujaC czy punkty bregmy i lambdy lezg w jednej
plaszczyznie mozna okre$li¢, czy glowa myszy znajduje si¢ w odpowiedniej pozycji
do operacji. W celu wykonania Kkraniotomii uzyto wiertla dentystycznego.
Do otrzymanego 1-2 mm otworu powoli wprowadzono strzykawke Nanofil z precyzyjna
igla (Nanofil 33g BVLD Needle 2PK). Strzykawka zawierala zawiesing no$nikow
wirusow zwiazanych z adenowirusami (AAV). W niniejszej pracy wykorzystywane byty
AAYV niosace sekwencje ShRNA wyciszajace ekspresje genow kodujacych biatka Gas lub
Goauz, a takze AAV niosace sekwencje kodujace biosensory aktywnosci RhoA lub Cdc42
zawierajace rowniez biatko niebieskiej (CFP) i zottej (YFP) fluorescencji. Kontrolnie
uzyto AAV shRNA scramble zawierajacego sekwencje nukleotydow nie wyciszajaca
ekspresji zadnego genu. Nastgpnie uzywajac pompy infuzyjnej, dokonano wstrzyknigcia
300 nl wyzej opisanej zawiesiny do hipokampu z predkoscig 100 nl/min. Odczekano
8 minut, aby wstrzykniety wirus zdazyt ulec absorpcji do tkanek hipokampu. Bardzo

delikatnie usuni¢to igle z moézgu, zwilzono skorg glowy sola fizjologiczna, zszyto rang
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niémi chirurgicznymi niewchlanialnymi (Amifil 3/0 CE-3 16 mm), a ran¢ posmarowano
ponownie zelem znieczulajacym miejscowo (Lignocainum Jelfa typu A). Po skonczeniu
40-minutowej operacji, myszy byly przenoszone z powrotem do sali przedoperacyjnej
I umieszczane pojedynczo w klatkach znajdujacych si¢ na poduszce grzewczej na okoto

1 godzing.

Ryc. 7. Schemat moézgu myszy z zaznaczonymi (A) miejscami iniekcji,
(B) hipokampem. Utworzono w programie BioRender.com.

Przez kolejne dni zwierzeta byly regularnie monitorowane w celu szybkiego
wykrycia ewentualnej infekcji, zlego gojenia si¢ ran, nietypowego zachowania,
czy ogbdlnego pogorszenia si¢ stanu zdrowia. Rekonwalescencja wynosita 3 tygodnie,
co zapewniato mozliwo$¢ ekspresji wektorow wirusowych wprowadzonych do tkanki
hipokampu. Po uptywie tego czasu myszy otrzymywaly iniekcje dootrzewnowe
Z agonistag 5-HT7R lub odpowiednig kontrola (opisane w podrozdziale 3.3), a nast¢pnie

przeprowadzano dysekcje hipokampdow.
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3.5. Testy behawioralne

3.5.1. Test preferencji sacharozy (SPT)

Do badania zostaly wykorzystane dziewigciotygodniowe samce myszy szczepu
C57BL/6J, ktore przez 7 dni przed wykonaniem badania byly przyzwyczajane
do odwroconego cyklu dobowego. Test wykonywany byt w fazie ciemnej. W pierwszym
dniu badania myszy otrzymaty dwie identyczne butelki — jedng z wodg, natomiast druga
Z przygotowanym wczesniej 1% roztworem sacharozy. Po uptywie 24 godzin butelki
zostaly zamienione miejscami w celu uniknigcia preferencji stron. Po kolejnych
24 godzinach obie butelki zostaly zabrane. Po okoto 14 godzinach wykonano iniekcje
dootrzewnowe. Myszy kontrolne otrzymaty iniekcje dootrzewnowe z solg fizjologiczna.
Natomiast pozostale myszy otrzymaly iniekcje dootrzewnowe z wcze$niej
przygotowanym roztworem agonisty AGH-194. Po 30 minutach od wykonania iniekcji
myszy otrzymaty z powrotem butelki z woda oraz 1% roztworem sacharozy na kolejne
2 godziny (po 1 godzinie butelki byly zamieniane miejscami). Kazda butelka zostata
zwazona zarowno przed jak i po uptywie 2 godzin (eksperyment wiasciwy), dzieki czemu
mozliwe bylo oszacowanie spozycia kazdego roztworu, wskazanie preferencji oraz ocena

stanu anhedonicznego danego zwierzecia.

Test preferencji sacharozy zostal rowniez wykorzystany do oceny wptywu
chronicznego (14-dniowego) podawania AGH-194 myszom. Zwierzeta kontrolne
otrzymywaty iniekcje z roztworem soli fizjologicznej. Do badania zostaly wykorzystane
o$miotygodniowe samce myszy szczepu C57BL/6J, ktore przez 7 dni przed wykonaniem
badania byly przyzwyczajane do odwroconego cyklu dobowego. Test wykonywany byt
zawsze W fazie ciemnej. Przez kolejne 7 dni zwierzeta poddawane byty tzw. handlingowi,
czyli byly przyzwyczajane do dotyku i obecno$ci eksperymentatora. Przed badaniem
wilasciwym zostal wykonany pretest, czyli podanie zwierzetom 2,5% roztworu sacharozy
w celu oswojenia ich z nowym smakiem. Kolejnego dnia (SPTo) kazdej myszy podano
butelke¢ z wodg i butelke zawierajaca 1% roztwor sacharozy na kolejne 8 godzin, przy
czym po uplywie 4 godzin butelki byly zamieniane miejscami w celu uniknigcia
wystapienia preferencji stron. Zaré6wno przed, jak i po badaniu kazda butelka byta
wazona. Przez kolejne 14 dni kazda mysz otrzymywata iniekcje dootrzewnowe
z roztworem agonisty lub substancja kontrolng. Kolejne testy preferencji sacharozy byty
przeprowadzane po 9 godzinach od pierwszej iniekcji (SPT1) - butelki zostaty podane
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po 1 godzinie od wykonania iniekcji, oraz po 14 dniach od pierwszej iniekcji (SPT2).
Nastepnie przerwano podawanie iniekcji dootrzewnowych, a myszy zostalty poddane

rekonwalescencji.

3.5.1. Test zawieszenia za ogon (TST)

Dziewigciotygodniowe samce myszy szczepu C57BL/6J, ktore przez 7 dni
przed wykonaniem badania byly przyzwyczajane do odwrdoconego cyklu dobowego,
otrzymaty iniekcje dootrzewnows z wczesniej przygotowanym roztworem agonisty
AGH-194. Myszy kontrolne otrzymaty iniekcje dootrzewnowe z sola fizjologiczna.
Test wykonywany byt w fazie ciemnej. Po 30 minutach od wykonania iniekcji myszy
zostaly powieszone za ogon za pomocg tasmy samoprzylepnej jednostronnej. Myszy
zostaly przymocowane w taki sposob, aby nie mogly upasé, podciagnaé si¢ ani uciec.
Zapomoca kamery rejestrowano zachowanie zwierzat przez kolejne 6 minut. Zapis
Z kamery zostal poddany ocenie retrospektywnej polegajacej na doktadnym pomiarze
czasu bezruchu, przy pomocy stopera, kazdej z badanych myszy. Test zawieszenia
za ogon mial na celu zbadanie wptywu podanej dootrzewnowo substancji na zwierze,

poprzez ocen¢ zachowan anhedonicznych (apatia, bezruch).

3.5.2. Badanie lokomotoryczne

Dziewigciotygodniowe samce myszy szczepu C57BL/6J, ktore przez 7 dni przed
wykonaniem badania byty przyzwyczajane do odwroconego cyklu dobowego, otrzymaty
iniekcje  dootrzewnowe  z wczesniej  przygotowanym  agonistg = AGH-194.
Test wykonywany byl w fazie ciemnej, w odwrdéconym cyklu dnia 1 nocy. Myszy
kontrolne otrzymaty iniekcje dootrzewnowe z solg fizjologiczng. Po 30 minutach
od wykonania iniekcji myszy zostaly umieszczone pojedynczo w przezroczystej komorze
wykonanej z tworzywa sztucznego o wymiarach 27 cm X 27 cm. Pomiary byly
prowadzone przez kolejne 6 minut w aktometrze Opto-Varimex 4. Czujniki ruchu
rejestrowaty aktywnos¢ zwierzat (przede wszystkim catkowita przebyta droge [mml]),
a nastepnie zgromadzone dane zostaly poddane ocenie retrospektywnej w programie
Opto-Varimex 4 AutoTrack System 4.41. Badanie lokomotoryczne miato na celu oceng

wplywu podanej dootrzewnowo substancji na podstawowa ruchliwosc¢.
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3.6. Techniki biochemiczne

3.6.1. Oczyszczanie zelatynaz

Tkanka hipokampalna pozyskana z myszy zostata zhomogenizowana w szklanym
homogenizatorze w zimnym buforze WB z dodatkiem tabletki inhibitorow proteaz
(Roche Complete EDTA-free). Otrzymane homogenaty odwirowano przez 15 minut
przy przyspieszeniu 14000 g w temperaturze 4°C. Supernatant przeniesiono do nowych
probowek jednorazowych. Przy uzyciu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific) przeprowadzono oznaczenie st¢zenia biatka, wykonujac trzy
powtorzenia dlakazdej probki. Na podstawie uzyskanych wynikow dokonano
odpowiednich rozcienczen buforem WB. W celu oczyszczenia supernatantoéw oraz
izolacji MMP-2 i MMP-9, majacych zdolno$¢ do wigzania si¢ z zelatyng, wykorzystano
ztoze Gelatin Sepharose 4B (Amersham Biosciences). Ztoze zostatlo uprzednio stosownie
przygotowane poprzez trzykrotne przeptukanie w buforze WB w proporcjach 1 : 1
I wirowaniu przez 3 minuty przy przyspieszeniu 6000 g w temperaturze 4°C. Po ostatnim
wirowaniu supernatant usuni¢to, a ztoze zawieszono w buforze WB w stosunku 1 : 1,
otrzymujac 50% stezenie kulek zelatynowych. Takie przygotowanie ztoza miato na celu
usunigcie potencjalnych zanieczyszczen oraz rownowazenie ztoza w buforze roboczym.
Do 300 ul rozcienczonych probek dodano po 100 ul przygotowanej wczesniej zawiesiny
ztoza. Wszystkie probki umieszczono na noc (ok. 16 godzin) na rotorze w temperaturze
4°C. Kolejnego dnia probki wirowano przy przyspieszeniu 8000 g w temperaturze 4°C
przez 3 minuty, usuni¢to supernatant, a pozostate ztoze przeptukano dwukrotnie buforem
WB. Przy kazdym plukaniu probki byly wirowane jak powyzej. Po catkowitym
odciggnieciu roztworu znad ztoza, do ztoza dodano 90 pl buforu WB z 10% DMSO.
W celu elucji probki wytrzgsano przez 3 godziny przy przyspieszeniu 1500 rpm
w temperaturze 4°C.

3.6.2. Elektroforeza bialek w Zelu denaturujacym

Do rozdzialu bialek wykorzystano elektroforeze bialek w zelu denaturujacym
(SDS-PAGE). Procedura ta zostata po raz pierwszy opisana w 1970 roku przez Ulricha
Laemmliego. Do tego celu wykorzystano system do elektroforezy pionowej Mini-Protean
Tetra Cell (Bio-Rad). Dla zapewnienia dobrej polimeryzacji, dzien wczesniej

przygotowano dwuwarstwowe zele poliakrylamidowe o wymiarach 68 mm x 86 mm x 1
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mm. Dolng warstwe stanowil Zel rozdzielajacy o stgzeniu 8-12% mieszaniny
akrylami/bis-akrylamid (29:1), 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,05% APS, 0,1%
TEMED. Goérna warstwa, bedaca zelem zageszczajacym, sktadata si¢ z 5% mieszaniny
akrylami/bis-akrylamid (29:1), 0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 0,05% APS oraz
0,1% TEMED. Do wczes$niej przygotowanych probek, przed natozeniem na Zzel
poliakrylamidowy, dodano 4x stezony bufor obcigzajacy (SB) z 20%
B-merkaptoetanolem. Nastgpnie probki wymieszano i poddano denaturacji w 95°C przez
5 minut. Probki naktadano do odpowiednich studzienek w zelu poliakrylamidowym.
Rozdziat elektroforetyczny byt prowadzony w temperaturze 4°C przy napieciu 50 V przy
zageszczaniu probek, anastgpnie 120 V podczas rozdzielania bialek. Biatka byly
rozdzielane na podstawie ich mas czgsteczkowych. Do identyfikacji biatek wykorzystano
standardy mas czasteczkowych, ktore umozliwily poréwnanie ich migracji z prazkami

biatek o znanych masach czasteczkowych (nr kat. 26616, Thermo Scientific).

3.6.3. Zymografia zelowa

Probki uzyskane w wyniku homogenizacji i oczyszczania zelatynaz na ztozu
zmieszano z buforem 4x SB (bez B-merkaptoetanolu). W celu zapewnienia dobrej
polimeryzacji, dzien wczesniej przygotowano dwuwarstwowe zele poliakrylamidowe
w rozmiarze 68 mm x 86 mm X 1 mm. Dolng warstw¢ stanowil zel rozdzielajacy
0 stezeniu 8% mieszaniny akrylamid/bis-akrylamid (29:1). Na kazde 5 ml Zelu
rozdzielajagcego dodawano 50 ul zelatyny sprzezonej z fluoresceing iziotiocyjanianowsg
(FITC) w stezeniu 20 mg/ml, otrzymujac stezenie koncowe zelatyny w zelu 0,2 mg/ml.
Niskie stezenie zelatyny-FITC w zelu zwigkszalo czuto§¢ metody, umozliwiajac
uwidocznienie nawet niewielkich stezen badanych zelatynaz. Goérng warstwe zelu
stanowit zel zagegszczajacy w niezmienionej postaci. Rozdziat biatek zostat wykonany jak
opisano w rozdziale 3.6.2. zatytulowanym Elektroforeza biatek w Zelu denaturujgcym.
Po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego, zel umieszczono w 2,5% Triton
X-100 na 30 minut w temperaturze pokojowej, wytrzasano przy okoto 600 rpm.
Procedure powtdérzono dwukrotnie. Zel umieszczono w buforze wywotujacym
i inkubowano w temperaturze 37°C przy delikatnym wytrzasaniu (okoto 200 — 300 rpm)
przez noc, czyli okolo 16 godzin. Kolejnego dnia zel obrazowano przy uzyciu aparatu
G:Box.
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3.6.4. Western blot

Po =zakonczonej elektroforezie w zelu denaturujacym (rozdziat 3.6.2.
Elektroforeza biatek w Zelu denaturujgcym) dokonano przeniesienia biatek z zZelu
na blong membrane¢ z polifluorku winylidenu (PVDF Immobilon P, Milipore) poprzez
mokry elektrotransfer w buforze do transferu (bufor Towbin’a). W tym celu
wykorzystano system Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad). Elektrotransfer byt prowadzony
w temperaturze 4°C, przez 1 godzing, przy pradzie o stalym natezeniu 350 mA.
Wydajnos¢ transferu oceniono barwigc membrang PVDF roztworem Ponceau S. Blong
wyptukano w buforze TBS-T, anastepnie blokowano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej, uzywajac buforu blokujacego (5% BSA w TBS-T lub 10% mleko w TBS-T).
Membrang inkubowano z odpowiednio rozcienczonym przeciwciatem I-rzgdowym
(3% BSA w TBS-T Ilub 5% mleko w TBS-T) przez noc (ok.16 godzin)
w temperaturze 4°C.

Tab. 3. Spis uzywanych przeciwcial I-rzedowych i ich rozcienczenie.

Rozpoznawany Firma,
Rozcienczenie Bufor blokujacy
antygen numer katalogowy

Santa Cruz, 3% BSA

Gas 1:500
sc-1359 w TBST
Santa Cruz, 3% BSA

Gauz 1:500
sc-515445 w TBST
Milipore, 5% mleko

GAPDH 1:5000
MAB374 w TBST
Cell Signaling, 3% BSA

RhoA 1:500
2117 w TBST
Cell Signaling, 3% BSA

Cdc42 1:500
2466 w TBST

Kolejnego dnia membrane ptukano przez 15-minut buforem TBS-T. Btong¢ PVDF
ze zwigzanym przeciwciatem I-rzedowym inkubowano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej, z odpowiednio dobranym przeciwcialem Il-rzgdowym, ze steZeniem
dobranym indywidualnie do kazdego przeciwciala. PVDF ptukano trzykrotnie
po 15 minut buforem TBS-T. Kazde przeciwciato II-rzgdowe byto sprzezone z enzymem

peroksydaza chrzanowa (HRP), co =zostalo wykorzystane w detekcji reakcji
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immunologicznej. W tym celu uzyto gotowych zestawdéw  odczynnikow
do chemiluminescencji (m.in. SuperSignal West Femto Meximum Sensitivity Substrate,
Thermo Scientific). Biatka na membranie obrazowano przy uzyciu aparatu G:Box.

3.6.5. Test aktywnosci RhoA/Cdc42

Dziesigciotygodniowym samcom myszy zostaly podane dootrzewnowo iniekcje
z agonistg 5-HT7R LP-211 lub roztworem 3,4% DMSO w soli fizjologicznej (jak opisano
w rozdziale 3.3. Dootrzewnowe iniekcje u myszy). Po przeprowadzeniu eutanazji,
wyizolowano moézg, anastgpnie podregiony CAl oraz DG hipokampu. Nastepnie
dokonano homogenizacji tkanki w roztworze lizujagcym Assay/Lysis Buffer zawartym
w zestawie RhoA Pulldown Activation Assay Biochem Kit (New East Bio) lub Cdc42
Activation Assay (Cell Biolabs, Inc.). Probki wirowano w temperaturze 4°C przy
przyspieszeniu 12000 g przez 10 minut. Przeprowadzono oznaczenia zawartosci biatka
w probkach przy uzyciu zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific).
Wyrdéwnano stezenia bialek w otrzymanych homogenatach, rozcienczajac je odpowiednio
buforem lizujagcym. Czg$¢ otrzymanych lizatow wykorzystano do analizy catkowitej
ekspresji biatka RhoA lub Cdc42 metodg western blot. Pozostate probki inkubowano
ze ztozem specyficznie wigzacym jedynie aktywne formy badanych bialek. Do badania
RhoA wykorzystano mysie przeciwciato monoklonalne specyficzne dla RhoA-GTP.
Natomiast do badania Cdc42 zastosowano biatko fuzyjne GST-PAK-PBD.

Zarowno oczyszczone aktywne formy RhoA i Cdc42, jak i probki zawierajgce
calkowitg pule bialek RhoA i Cdc42, najpierw poddano elektroforezie w zelu
poliakrylamidowym, (rozdziat 3.6.2. Elektroforeza w Zelu denaturujgcym), a nast¢pnie
analizowano z uzyciem techniki western blot (rozdzial 3.6.4. Western blot)

I odpowiednich specyficznych przeciwciat.

3.7. Badanie struktury kolcow dendrytycznych

3.7.1. Znakowanie neuronéw

Do znakowania neurondw wykorzystano barwnik fluorescencyjny, nadchloran
1,1’-dioktadecylo-3,3,3’,3’-tetrametoindokarbocyjaniny (Dil, Invitrogen). Fluorofor ten,
dzigki swoim wiasciwosciom lipofilowym, wbudowuje si¢ do bton komorkowych.

Zawiesina Dil w mieszaninie dichlorometanu i metanolu postuzyta do przygotowania
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tzw. nabojéw do dziata genowego. Jako nosnik barwnika wykorzystano kulki
wolframowe (Tungsten M-20, 1,3 uM Biorad), z ktoérych na szkietku podstawowym
stworzono monowarstwe, nastgpnie trzykrotnie polewano ja zawiesing Dil.
Po catkowitym wyschnigciu, kulki zawieszono w wodzie destylowanej i poddano
30-minutowej sonifikacji. W tym czasie rurke do przygotowania naboi (Tefzel Tubing,
Biorad) oczyszczono 99,8% alkoholem etylowym. Rurke pokryto roztworem
poliwinylopirolidonu (PVP, roztwér wodny 20 mg/ml) w etanolu w stosunku 1:200,
a nastepnie osuszono. Wypelniono rurke zsonifikowang zawiesing Dil i mieszano przez
25 minut, wstrzymujac mieszanie co 3 minuty, w celu lepszego pokrycia $cianek rurki
zawiesing Dil. Po tym czasie delikatnie usuni¢to roztwor, a rurke suszono przez 30 minut
azotem o przeptywie 0,1 LPM AIR, a nast¢pnie przez 1 godzing azotem, a przeptywie
0,4 LPM AIR. Po zakonczonej procedurze rurke do przygotowania naboi pocieto
gilotyng, tworzac naboje o dhlugosci 1 cm. Otrzymane naboje przechowywano

zabezpieczone przed dostepem $wiatta, w temperaturze pokojowe;j.

Zwierzeta po dootrzewnowej iniekcji agonistg lub roztworem 3,4% DMSO w soli
fizjologicznej 1 wykonanym weczesniej badaniu, zostaly poddane eutanazji z uzyciem
perfuzji 4% PFA w PBS. Po wyizolowaniu mézgow, zostaly one przeplukane w PBS,
a nastepnie umieszczone w 4% PFA. Nastepnie mozgi zostaty pokrojone na wibratomie
(Leica) na skrawki o grubosci 140 um, w PBS w temperaturze 4°C. Pozostawiono je
w PBS w temperaturze pokojowej przez kolejng 1 godzing w celu umozliwienia
regeneracji tkanek po krojeniu. Tak przygotowane skrawki zawierajace struktury
hipokampu oraz kory przedczotowej znakowano z uzyciem wczesniej przygotowanych
naboi z barwnikiem Dil. W celu bombardowania dziatem genowym (Helios,
GeneGunSystem, Bio-Rad) wykorzystuje si¢ nagly wzrost ci$nienia helu do 100 psi.
Wystrzelone w ten sposob kulki wolframowe z naboju zapewniajg penetracje komoérek
barwnikiem Dil. Po wykonaniu tej procedury tkanki pozostawiono na 12 godzin
w temperaturze 4°C, umozliwiajac Dil dyfuzje w btonach komoérkowych. Kolejnego dnia
utrwalono skrawki w 1,5% PFA w PBS przez 1 godzing w temperaturze pokojowej,
a nastepnie usunig¢to pozostatosci PFA za pomoca trzykrotnego 10-minutowego ptukania
w PBS. Skrawki ulozono na szkietkach podstawowych 1 zamykano szkietkiem
nakrywkowym w odczynniku  Fluoromount-G  (Invitrogen), przystosowanym
do obrazowania z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej i konfokalne;.
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3.7.2. Obrazowanie kolcéw dendrytycznych

Obrazowanie kolcow dendrytycznych w skrawkach mézgu wybarwionych Dil
(rozdzial 3.7.1. Znakowanie neuronow) zostalo wykonane z uzyciem mikroskopu
konfokalnego Zeiss LSM800 Airyscan. Szczegdlng uwage poswiecono podregionom
hipokampu CA1, CA3 i zakretowi zebatemu (DG) oraz korze przedczotowej. Zdjecia
obejmowaty drugo- i trzeciorzgdowe dendryty neuronow. W celu wzbudzenia fluoroforu
Dil zastosowano $wiatto lasera o dlugosci 561 nm. Obrazowanie polegato na zbieraniu
serii obrazéw w osi Z, w odstepach co 0,4 um. Rozdzielczos¢ obrazu wynosita
1024 x 1024 pikseli. Dodatkowo zastosowano 2-krotne powigkszenie. Parametry
te pozwolity uzyska¢ wielkos¢ piksela 0,07 um x 0,07 pum. Uzyto obiektywu
immersyjnego o powigkszeniu 63x iaperturze numerycznej 1,4 NA. Wszystkie obrazy
uzyskane w ten sposob zostaty nastgpnie przetworzone za pomocg programu Imagel
(U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA), z wykorzystaniem

techniki maksymalnej projekcji intensywnosci.
3.7.3. Analiza kolcéw dendrytycznych

Szczegdtowq analiz¢ kolcoOw dendrytycznych na obrazach uzyskanych za pomoca
mikroskopu  konfokalnego  przeprowadzono przy uzyciu  oprogramowania
bioinformatycznego SpineMagick (patent nr WO/2013/021001) (Ryc. 8). Analiza byta
potautomatyczna 1 obejmowata pomiary takich parametréw jak: dlugos¢ kolca, szerokos¢
gtowki, stosunek dlugosci kolca do szerokosci gtowki kolca dendrytycznego, a takze
gestos¢ kolcow na dendrycie. Dhugos$¢ kolcow dendrytycznych wyznaczana byta wzdtuz
osi szkieletu kolca. Szeroko$¢ glowki kolca dendrytycznego wyznaczono w jego
najszerszym miejscu, jednakze powyzej 1/3 dhugosci kolca od jego podstawy. Stosunek
dhugosci kolca do szerokosci glowki  uwzgledniono jako parametr wskazujacy
na kierunek zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych. Nizsze wartosci tego
stosunku moga sugerowac obecnos$¢ dojrzalych kolcow, podczas gdy wyzsze wartosci
wskazuja na obecno$¢ dhlugich, cienkich kolcow (niedojrzatych). Gestos¢ kolcow
dendrytycznych obliczono mierzac dtugos¢ dendrytu (SpineMagick) oraz zliczajac liczbe
kolcow na danym dendrycie (Imagel). Analizowane kolce pochodzily z dendrytéw
drugo- i trzeciorzedowych. Miato to na celu wyeliminowanie bledow statystycznych

wynikajacych z roznic ksztattu i wielkosci kolcoéw w poszczegolnych rzgdach.
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Ryc. 8. Reprezentatywne zdjecie po analizie kolcow dendrytycznych metoda
polautomatyczng w programie SpineMagick.

3.8. Pierwotna hodowla neuronalna

Na 48 godzin przed przygotowaniem hodowli komoérek nerwowych, sterylne
szalki ze szklanym dnem o $rednicy 15 mm pokryto mieszaning poli-D-lizyny
(0,05 mg/ml) oraz poli-L-lizyny (0,25 mg/ml) w buforze boranowym. Szalki inkubowano
przez noc w temperaturze pokojowej, a nastepnie czterokrotnie ptukano sterylng woda
destylowang. Nastepnie szklane dno szalek pokrywano roztworem lamininy (0,25 mg/ml)
w PBS z 05 mM MgCl, i1 mM CaCl;, poczym szalki inkubowano przez noc
w temperaturze pokojowej. Kolejnego dnia szalki ptukano delikatnie sterylng woda
destylowang i pozostawiono do wysuszenia.
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Do zalozenia dysocjowanej hodowli hipokampalnej uzyto oseskéw mysich
w wieku PO-P1 dla hodowli komorek piramidowych oraz P4-P5 dla hodowli komorek
ziarnistych. Przez eutanazjg zwierzgta byly schtadzane w lodzie, a nastgpnie poddawane
dekapitacji. Izolacj¢ hipokampdéw prowadzono na lodzie w schtodzonym buforowanym
roztworze soli Hanksa (HBSS), po czym tkanke przeniesiono do probowki typu Falcon
z HBSS. Pousunigciu roztworu HBSS, hipokampy inkubowano w roztworze
zawierajacym papaine  wlazni wodnej, wtemperaturze 37°C przez 20 minut.
Po trawieniu, usuni¢to roztwor enzymatyczny, dodano roztwér inaktywujacy, aby
zahamowa¢ aktywno$¢ papainy iinkubowano5 minut w temperaturze pokojowej.
Nastepnie roztwor usunigto, a tkanke przeptukano 1 ml pozywki DMEM z 10% FBS.
Dodano $§wiezy DMEM z 10% FBS oraz 1% P/S i rozdrabniano tkanke za pomocg pipety
1 ml, a nastepnie zuzyciem pipety o pojemnosci 200 pl. Po kazdym dysocjowaniu
pozwalano tkankom opas¢ na dno, a roztwdr przenoszono do nowej probdwki.
Otrzymang jednorodng zawiesing komorek wysiewano na przygotowane wczesniej szalki,
naktadajac krople o stalej obj¢tosci. Po 1 godzinie do kazdej szalki dodawano po 2 ml
zbuforowanej pozywki hodowlanej. Hodowle komoérek prowadzono w sterylnym
inkubatorze w temperaturze 37°C przy 5% dwutlenku wegla.

W DIV 7 komoérki w hodowli transfekowano plazmidem niosagcym sekwencje
kodujaca GFP pod promotorem synapsyny z uzyciem Lipofectamine 2000. Zaréwno
1,0 ug DNA plazmidowego jak 1 2 pl Lipofectamine 2000 zawieszono w Neurobasal A
bez zadnych dodatkéw. Po 5-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej obie
mieszaniny potgczono iinkubowano 15 minut, rowniez w temperaturze pokojowe;j.
W tym czasie z kazdej szalki odebrano potowe pozywki znad komorek. Nast¢pnie
do pozostatej pozywki podawano kroplami po 100 pl przygotowanej wczesniej
mieszaniny Lipofectamine-DNA. Komorki inkubowano przez godzing w temperaturze
379C. Zebrana wczesniej pozywka zostala zmieszana w stosunku 1 : 1 ze $wiezg
pozywka przygotowang w analogiczny sposob, po czym delikatnie usuni¢to inkubowang
mieszaning znad komodrek 1 zastgpiono ja przygotowang mieszaning pozywek

hodowlanych.
3.9. Obrazowanie przyzyciowe neuronéw hipokampu in vitro

Pierwotng dysocjowang hodowl¢ komorek nerwowych (rozdzial 3.8. Pierwotna
hodowla neuronalna) obrazowano przyzyciowo w 13-16 DIV. Przed obrazowaniem
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zmierzono osmolarno$¢ buforu Ringera oraz pozywki hodowlanej znad komorek.
W przypadku réznic w osmolarnosci, dostosowywano bufor Ringera poprzez dodanie
odpowiedniej ilosci glukozy (przy zbyt niskiej osmolarnosci buforu) lub dodaniu wody
destylowanej (przy zbyt wysokiej osmolarnosci buforu). Za dopuszczalne przyjeto
maksymalne odchylenie +15 mOsm. Pozywke wymieniano na roztwdér Ringera

bezposrednio przed obrazowaniem.

Komoérki obrazowano w temperaturze 30°C. Biatko fluorescencyjne wzbudzano
laserem o dlugosci fali 488 nm. Pomiary wykonywano w odstepach czasowych co
5 minut. Dwa pomiary zostaly dokonane przed stymulacja, a cztery kolejne po stymulacji
10 mM LP-211 lub 3,4% DMSO w przypadku komoérek kontrolnych. Obrazowanie
przyzyciowe kolcéw dendrytycznych =zostato wykonane przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Leica SP8. Obrazowanie polegalo na zbieraniu serii obrazow w osi Z,
W odstepach co 0,4 pm. Rozdzielczo$¢ obrazu wynosita 1024 x 1024 pikseli. Dodatkowo
zastosowano powigkszenie cyfrowe 2,62x. Parametry te pozwolily osiggnaé wielkos$¢
piksela 0,07 pm x 0,07 pum. Uzyto wodnego obiektywu immersyjnego wodnego
0 powigkszeniu 63x i aperturze numerycznej 1,2 NA. Wszystkie obrazy otrzymane w ten

sposob zostaty nastgpnie przeksztatcone programem Leica LAS AF Lite.

Nastgpnie przeprowadzono szczegdélowa analiz¢ morfometryczng kolcow
dendrytycznych, analogicznie do analizy opisanej w rozdziale 3.7.3. (Analiza kolcow
dendrytycznych). Te same kolce dendrytyczne byly oznaczane na obrazach przed,
jak i po stymulacji, anastgpniec poréwnywano oraz liczono wzgledne zmiany
morfometryczne wyrazone przez porownywane parametry. Przy analizie zostaty usunicte

wyniki znaczgco roznigce sie od pozostatych z grupy (Q=1%).

3.10. Obrazowanie i pomiar zmian aktywnosci bialek metoda

FLIM

Technika obrazowania czasu zycia fluorescencji (FLIM) postuzyta do pomiaru

zmian aktywnosci biatek z grup matych Rho-GTPaz — RhoA oraz Cdc42.

Osmiotygodniowe samce myszy poddano operacjom stereotaktycznym z uzyciem
wirusow AAV niosagcych sekwencje kodujace biosensory aktywnosci RhoA lub Cdc42
(rozdzial 3.4. Operacje stereotaktyczne). Po uplywie 3 tygodni wykonano iniekcje
dootrzewnowe (jak opisano w rozdziale 3.3. Dootrzewnowe iniekcje u myszy).
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Po 20 minutach od iniekcji przeprowadzono eutanazj¢ poprzez podanie dootrzewnowe
morbitalu, a nastgpnie perfuzj¢ z uzyciem PBS oraz 4% PFA w PBS. Po wyizolowaniu
mozgoéw, przeplukano je w PBS, anastgpnie umieszczono w 4% PFA w PBS
w temperaturze 4°C na 48 godzin. Mézgi przeptukano w roztworze PBS, a nastepnie
przetozono do 10% roztworu sacharozy w PBS na 1 dobe, po czym do 20% roztworu
sacharozy w PBS na 2 doby, do 30% roztworu sacharozy w PBS na 3 dobry, a nast¢pnie
zamrozono w OCT nasuchym lodzie iprzechowywano w -70°C. Preparaty
mikroskopowe o grubosci 30 um przygotowano z uzyciem Kkriostatu, w temperaturze -
20°C.

Do obrazowania czasu zycia fluorescencji wykorzystano system Picoquant
polaczony z mikroskopem Leica SP8. Pomiary fluorescencji donora CFP
przeprowadzono wzbudzajgc biatko laserem o dtugosci fali 405 nm z czgstotliwoscia
20 MHz, kontrolowang przez impulsowe diody laserowe 8000B. Aby wyeliminowac
wplyw fluorescencji akceptora YFP, emitowane $wiatlo zbierano przy uzyciu kostki
filtrowej, przepuszczajacej fale o dtugosci 467-499 nm. Fotony zliczano przez 30 minut.
Obrazy rejestrowano obiektywem suchym o powigkszeniu 10x i aperturze numerycznej
0,4 NA. Rozdzielczos¢ obrazu wynosita 504 x 250 pikseli, a wielkos¢ piksela
2,31 yumx 2,31 pum. Program SymPhoTime (Picoquant, Niemcy) zostal uzyty
do szczegotowej analizy czasu zycia fluorescencji. Krzywe zaniku intensywnosci
fluorescencji opisano za pomocg funkcji dwuekspotencjalnej, na podstawie ktorej
obliczono $redni czas zycia fluorescencji dla kazdego piksela. Srednia warto$é czasu
zycia fluorescencji wyznaczono na podstawie histogramu dla kazdego podregionu

hipokampu. Jako$¢ dopasowania sprawdzono testem Chi-kwadrat.
3.11. Analiza statystyczna wynikow

Eksperymenty przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej zostaly poddane
analizie statystycznej. Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne badanego
parametru uzyskane ze wszystkich powtérzen, wraz z bledem standardowym $redniej
(SEM). Pierwszym etapem analizy statystycznej byto sprawdzenie normalnosci rozktadu
za pomocg testu Shapiro-Wilka. Nastepnie jednorodno$¢ wariancji oceniono przy uzyciu
testu Fischera. Do oceny istotnosci statystycznej rdznic pomigdzy dwoma grupami
zastosowano test parametryczny t-Studenta dla danych o jednorodnych wariancjach,

a w przypadku nieréwnych wariancji uzyto poprawki Welcha. Dla danych, ktore nie
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spetnialy zatozeh normalnosci rozkladu, zastosowano nieparametryczny test Manna-
Whitneya. Poréwnanie trzech grup dokonano za pomoca testu ANOVA. Poziomy
istotno$ci statystycznej okreslono jako *p < 0,05, **p < 0,01 oraz ***p < 0,001.
Obliczenia oraz wizualizacj¢ wynikoOw przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad

Prism 8.
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4. Wyniki

4.1. Wplyw stymulacji 5-HT7R in vivo na zmiany morfologiczne

kolcow dendrytycznych w podregionach hipokampu

W 2017 roku Bijata i wsp. opisali wydtuzanie kolcow dendrytycznych neuronow
w pierwotnych hodowlach komodrek hipokampu na skutek aktywacji $ciezki sygnatowe;j
5-HT7R/MMP-9/Cdc42 [Bijata i wsp., 2017].

Aby sprawdzi¢ czy podobne zmiany morfologiczne pojawiajg si¢ rowniez in vivo
W moézgu, wykonano iniekcje dootrzewnowe myszy agonista 5-HT7R (roztworem
LP-211), anastepnie przeprowadzono poOtautomatyczng analize struktury kolcow
dendrytycznych w hipokampie. Analiza morfometryczna nie wykazala istotnych roznic
w dtugosci, szerokosci glowki ani stosunku dlugosci do szerokosci glowki pomiedzy
grupg myszy, ktore otrzymaly iniekcj¢ z roztworem agonisty a grupg kontrolng, ktora
otrzymata iniekcj¢ z soli fizjologicznej (Ryc. 9A-C). Przeprowadzono réwniez analizg
gestosci kolcow w hipokampie, ktéra wykazata obnizenie gestosci kolcow u myszy

traktowanych agonistg 5-HT7R w porownaniu do grupy myszy kontrolnych (Ryc. 9D).
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Ryc. 9. Analiza parametrow morfometrycznych kolcow dendrytycznych
w hipokampie po stymulacji 5-HT7R (grupa myszy kontrolnych poddanych iniekcji
solg fizjologiczng (KTR) nmyszy = 4; Ndendrytow = 133; Nkolcow = 20349; grupa myszy
poddanych iniekcji LP-211 Nmyszy = 5; Ndendrytow = 118; Niolcsw = 19979) (A) stosunek
dhugosci do szerokosci gtowki, (B) dlugos¢ kolcow, (C) szerokosé gtowki. (D) Gestosé
kolcéw dendrytycznych wyrazona jako liczba kolcow na 100 um dendrytu (grupa myszy
kontrolnych poddanych iniekcji solg fizjologiczng nmyszy = 4; Ndenarytow = 133; grupa
myszy poddanych iniekcji LP-211 Nmyszy = 5; Ndendrytow = 109). Kazdy punkt na wykresach
przedstawia fragment dendrytu pochodzacy zpojedynczego neuronu. Dane zostaly
przedstawione jako srednie wartosci £ SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

Po ponownej analizie morfologicznej kolcéw dendrytycznych, ktora uwzgledniata
podziat na podregiony hipokampu tj. CA1, CA3 oraz DG, zaobserwowano istotne roznice

w ksztatcie kolcow w poszczegdlnych podregionach (Ryc. 10).
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Ryc. 10. Reprezentatywne obrazy uzyskane za pomoca mikroskopu konfokalnego
przedstawiajace fragmenty dendrytow pochodzacych z podregionéw CA1, CA3 oraz
DG w grupie myszy kontrolnych, poddanych iniekcji sola fizjologiczna (KTR) oraz
myszy poddanych iniekcji LP-211. Skala 2 um. Strzatki wskazuja zmiany
morfologiczne kolcow w stosunku do grupy kontrolnej.

Zaobserwowano wydtuzenie kolcow dendrytycznych w podregionach CAl oraz
CA3, szczegodlnie widoczne w zwigkszonym stosunku dtugosci do szerokosci gtowki
kolca. Natomiast w podregionie DG zauwazono dojrzewanie kolcow dendrytycznych,
ktore manifestuje si¢ zmniejszeniem stosunku dlugosci do szerokosci gltowki kolca

(Ryc. 11A).

Oprécz analizy morfometrycznej przeprowadzono rowniez analize gestosci
kolcow dendrytycznych. Wykazala ona, ze po aktywacji 5-HT7R we wszystkich
badanych podregionach doszlo do istotnego zmniejszenia gestosci  kolcow

dendrytycznych (Ryc. 11D).
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Rye. 11. Analiza parametréow morfometrycznych Kkolcow dendrytycznych
w poszczegolnych podregionach hipokampu (CAL, CA3, DG) po stymulacji 5-HT7R.
(A) Stosunek dlugosci do szerokosci gtowki, (B) dlugosé kolca, (C) szerokosé gtowki.
Dla myszy poddanych iniekcji solg fizjologiczng (KTR) nmyszy = 4; CAL Ndendrytow = 60;
Nkolcow = 7235; CA3 Ngendrytow = 38; Nkoleow = 6601; DG Ndendrytow = 35; Nkolecow = 6513;
dla myszy poddanych iniekcji LP-211 Nmyszy = 5; CAL Ndendrytow = 42; Niolesw = 6175; CA3
Ndendrytow = 33; Nioleow = 6064; DG Ndendrytow = 43; Niolcsw = 7740). (D) Analiza gestosci
kolcow dendrytycznych w poszczegdlnych podregionach hipokampu po stymulacji
5-HT7R (dla myszy poddanych iniekcji solg fizjologiczng nmyszy = 4; CAL Ndendrytow = 61;
CA3 Ndendrytow = 38; DG Ngendrytow = 34; dla myszy poddanych iniekcji LP-211 Nmyszy = 5;
CA1 Ngendrytow = 42; CA3 Ndendrytow = 30; DG Ndendryiow = 37). Kazdy punkt na wykresach
przedstawia fragment dendrytu pochodzacy z pojedynczego neuronu. Dane zostaty
przedstawione jako $rednie warto$ci + SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.
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4.2. Wplyw stymulacji 5-HT7R in vitro na zmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych komorek ziarnistych

hipokampu

Ze wzglegdu na to, ze zaobserwowano istotne roznice w odpowiedzi
morfologicznej kolcéw dendrytycznych w poszczegolnych podregionach hipokampu
po stymulacji 5-HT7R invivo, postanowiono zbada¢, czy analogiczne zmiany bedg
widoczne w warunkach in vitro. W cytowanej wczesniej publikacji Bijata i wsp. (2017)
wykazano, ze stymulacja 5-HT7R prowadzi do wydluzenia kolcow dendrytycznych
w neuronach pochodzacych z podregionéw CAl i CA3. Izolacja hipokampu
we wspomnianym badaniu byta przeprowadzana u noworodkow myszy (PO - P1). Na tak
wczesnym etapie rozwoju zwierzat obszar DG nie jest jeszcze uformowany, a neurony
ziarniste nie s3 obecne. Dlatego tez badania te skupialy si¢ na analizie zmian gidwnie
W neuronach piramidowych. Podregion DG oraz neurony ziarniste pojawiajg si¢ okoto

czwartego dnia po urodzeniu (P4) [Altman i Bayer, 1990].

W  kolejnym doswiadczeniu sprawdzono, czy zmiany zaobserwowane
w podregionie DG po stymulacji 5-HT7R in vivo pojawig si¢ réwniez po stymulacji
5-HT7R w hodowli neuronéw ziarnistych in vitro. W celu uzyskania hodowli neuronow
ziarnistych wyizolowano podregiony DG oseskow w wieku P4 - P5. Neurony ziarniste
z DG sg tatwe do odroznienia od innych neuronéw hipokampu, nawet w przypadku
kontaminacji domieszkg neurondéw z obszaru CA3 podczas izolacji. Charakteryzuja si¢
matym, okragltym ciatem komorkowym oraz drzewkiem dendrytycznym rozgatgziajacym
si¢ tylko w jedng stron¢ [Lubbers i Frotscher, 1987; Seress i Ribak, 1985].

W hodowli pierwotnej neurondéw ziarnistych przeprowadzono obrazowanie
przyzyciowe 1wykonano pomiary morfometryczne przed stymulacja, 10 minut
po stymulacji oraz 20 minut po stymulacji z uzyciem LP-211. Aby zapewnic
miarodajno$¢ wynikéw, przed analizg zmian w czasie zweryfikowano homogennos¢ grup
przed stymulacjg. Mialo to na celu wyeliminowanie potencjalnych roznic, ktére moglyby

znieksztatci¢ wynik analizy (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Analiza parametrow morfometrycznych kolcéw dendrytycznych neuronow
ziarnistych przed stymulacja 5-HT7R (dla komorek, ktéore w kolejnym etapie
eksperymentu byty stymulowane przy pomocy DMSO (KTR) Ndendrytow = 474; Nkolcow =
14428; dla komorek, ktore w kolejnym etapie eksperymentu byly stymulowane przy
pomocy LP-211 Ndendrytow = 597; Niotcow = 19144) (A) Stosunek diugosci do szerokos$ci
gtowki, (B) diugosci, (C) szerokosci gtowki kolca. Dane zostaly przedstawione jako
srednie warto$ci = SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

Postymulacji  5-HT7;R  wykonano  analiz¢ = morfometryczng  kolcOw
dendrytycznych. W tym przypadku analizowany byt kazdy kolec przed, w trakcie
I po stymulacji. Miato to na celu zminimalizowa¢ efekty wynikajace z réznorodnosci
kolcow i spontanicznych fluktuacji ich ksztalttu [Yasamatsu i wsp., 2008]. Te same kolce
zidentyfikowano w roéznych punktach czasowych, a wzgledne zmiany przedstawiono
na wykresie w skali logarytmicznej. Po 10 minutach od stymulacji z uzyciem LP-211
zaobserwowano dojrzewanie kolcéw dendrytycznych (Ryc. 13A i1 14A), objawiajace si¢
zmniejszeniem wartos$ci logarytmu wzglednej zmiany dlugosci do szerokosci glowki
W poréwnaniu z grupg kontrolng. Zmiany te byly wigc analogiczne do zmian

zaobserwowanych w podregionie DG po stymulacji 5-HT7R in vivo (Ryc. 11A).
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Ryc. 13. Poréwnanie kolcéw dendrytycznych, fragmenty dendrytéw komorek
ziarnistych w hodowli dysocjowanej P4-P5 przed stymulacja oraz po 10 i 20
minutach od stymulacji 5-HT7R za pomocg LP-211.
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Ryc. 14. Analiza parametrow morfometrycznych kolcéw dendrytycznych w hodowli
neuronéw ziarnistych po 10 minutach od stymulacji 5-HT7R przedstawiona jako
logarytm wzglednych zmian (dla neuronéw stymulowanych z uzyciem DMSO (KTR)
Ndendryow = 474; Miotcow = 14428; dla komorek stymulowanych LP-211 Ngendrytow = 9597,
Niolesw = 19144) (A) Stosunek dtugosci do szerokosci gtowki, (B) dtugosé, (C) szerokosé
gtowki kolca. Dane zostaly przedstawione jako s$rednie wartosci £ SEM. *p<0,05;
**p <0,01; ***p < 0,001.
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Co ciekawe, po 20 minutach od stymulacji zauwazono odwrotny efekt dziatania
agonisty na ksztalt kolcow neuronéw DG. Bylo to szczegdlnie widoczne w wartos$ciach
logarytmu wzglednej zmiany dhlugosci do szerokosci glowki (p = 0,11, Ryc. 15A).
Rownoczesnie zaobserwowano silny trend (p = 0,08) wskazujacy na zmniejszanie si¢

szerokos$ci gtoéwki kolca w pordwnaniu z grupa kontrolng (Ryc. 15C).

Podsumowujac, badania przeprowadzone w warunkach in vitro potwierdzity,
ze stymulacja 5-HT7R prowadzi do dynamicznych zmian morfologicznych kolcow
dendrytycznych neurondéw ziarnistych, ktére przypominajg obserwacje z eksperymentow
in vivo. Zaobserwowane przejsciowe dojrzewanie kolcow po stymulacji z uzyciem
LP-211 oraz pdzniejszy zanik tego efektu wskazuja na zlozono$¢ mechanizmow

regulacyjnych morfologii dendrytow w odpowiedzi na aktywacje 5-HT7R.
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Ryc. 15. Analiza parametrow morfometrycznych kolcow dendrytycznych w hodowli
neuronow ziarnistych po 20 minutach od stymulacji 5-HT7R przedstawiona jako
logarytm wzglednym zmian (dla neuronow stymulowanych DMSO (KTR) ndendrytow =
474; Niotcow = 14428; dla komorek stymulowanych LP-211 Ngendryow = 997; Nkolecow =
19144) (A) Stosunek dtugosci do szerokosci gtowki, (B) dlugosé, (C) szerokos$¢ gtowki
kolca. Dane zostaly przedstawione jako $rednie wartosci =SEM. *p <0,05; **p <0,01;
***p < 0,001.

4.3. Wplyw wyciszenia bialek Gas oraz Goi2 na aktywnosé
MMP-9

W kazdym z wyzej opisanych eksperymentdw szczegdlnie wida¢ roznice
w zmianach zachodzacych w kolcach dendrytycznych neurondéw zlokalizowanych

w podregionach CAl oraz DG hipokampu. Kolce neurondéw piramidowych
w podregionie CA1 ulegaja wydtuzeniu po stymulacji 5-HT7R z uzyciem LP-211,
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podczas gdy kolce neurondow ziarnistych w podregionie DG hipokampu dojrzewaja,
CO objawia si¢ zmniejszeniem stosunku dlugosci do szerokosci gléwki kolca. Istotne jest
ustalenie przyczyny tej zréznicowanej odpowiedzi rdéznych typow neurondow

na stymulacj¢ 5-HT7R.

Otwarta baza Hippocampus RNA-seq Atlas (https://hipposeq.janelia.org) dostarcza
wielu istotnych informacji na temat ekspresji gendw w populacjach neuronow
piramidowych oraz neuronéw ziarnistych DG. Po przeanalizowaniu danych dostepnych
W tej bazie, szczegdlng uwage zwrocono na ekspresje genow kodujacych biatka Gas oraz
Gauz, ktore sg kluczowymi elementami szlakow sygnatowych zwigzanych z 5-HT7R.
Analiza wykazata, ze geny kodujace biatka Gas i Gaiz majg réozne poziomy ekspresji
w podregionach CAl i DG, przy czym gen kodujacy biatko Gos charakteryzuje sig
znaczaco wyzsza wzgledng ekspresja w podregionie CAl niz w podregionie DG
hipokampu (Ryc. 16). Taobserwacja sugeruje, ze roznice w odpowiedzi kolcow
dendrytycznych na stymulacje 5-HT7R moga wynikaé z preferencyjnej aktywacji $ciezek
zaleznych od biatek Gas lub Gauz, W zaleznosci od ich wzglednej ekspresji. Na przyktad
wysoki poziom biatka Goas moze skutkowa¢ dominacja szlakow sygnalowych
zwigzanych z jego aktywacja, podczas gdy nizsza ekspresja Gas mogtaby sprzyjaé
aktywacji $ciezek zaleznych od biatka Gouio.
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Ryc. 16. Wzgledna ekspresja bialek Gas oraz Gauiz w podregionach hipokampu CA1
oraz DG (Hippocampus RNA-seq Atlas https://hipposeq.janelia.org/). Dane zostaly
przedstawione jako $rednie warto$ci + SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.
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Z danych literaturowych wynika, ze szlak sygnatowy zwigzany z biatkiem Gouz
jest powigzany z aktywacja matych GTPaz takich jak Cdc42 i RhoA, co odgrywa
kluczowa rol¢ w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego. Jak wykazano wczeéniej (Bijata
i wsp. 2017), zaréwno Cdc42, jak i MMP-9 sa niezbgdne do wydtuzania kolcoéw
dendrytycznych po stymulacji 5-HT7R. W przeciwienstwie do dobrze poznanej aktywacji
malych GTPaz, mechanizm aktywacji MMP-9 po stymulacji 5-HT-R pozostaje nieznany.
Dlatego w kolejnym etapie badan postanowiono sprawdzi¢, czy aktywacja MMP-9
indukowana stymulacjg 5-HT7R jest zalezna od biatek Gos i Goo. W tym celu
zaprojektowano wirusy niosace sekwencje wyciszajace ekspresje gendéw kodujacych
biatka Gas lub Gaouo. Przed przystapieniem do eksperymentdw na zwierzetach
przeprowadzono test na pierwotnej hodowli neuronéw, aby sprawdzi¢ czy wyzej opisane
wirusy sa w stanie zainfekowac¢ komorki i selektywnie wyciszy¢ ekspresje wybranych
biatek. Jak pokazano na rycinie 17, wirusy te bardzo efektywnie i specyficznie wyciszaty
ekspresje genéw kodujacych biatka Gas oraz Gauo.
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Ryc. 17. Wyciszenie ekspresji genow kodujacych bialka Gas oraz Gouiz W pierwotnej
hodowli neuronéw. (A) Western blot przedstawiajacy poziom Gos i GAPDH w hodowli
neurondow nieinfekowanych (KTR), infekowanych wirusem AAV niosagcym sekwencje
scramble, sekwencj¢ wyciszajaca ekspresje genu kodujacego biatko Gas oraz sekwencje
wyciszajaca ekspresje genu kodujacego biatko Gaiz. (B) Western blot przedstawiajacy
poziom Goi2 i GAPDH w hodowli neuronéw nieinfekowanych (KTR), infekowanych
wirusem AAV niosagcym sekwencj¢ ShRNA scramble, sekwencje wyciszajaca ekspresje
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genu kodujacego biatko Gas oraz sekwencje¢ wyciszajaca ekspresje genu kodujacego
biatko Gaio. (C, D) Analizy ilosciowe przedstawiajace kwantyfikacje poziomu biatka (C)
Gas oraz (D) Gaiz, wyrazonego jako stosunek sygnatu Gos/GAPDH i Gai/GAPDH,
odpowiednio.

Kolejnym etapem bylo ustalenie odpowiednich koordynatow dla wprowadzenia
roztworoOw zawierajacych czasteczki wirusow do hipokampow myszy. Koordynaty
zostaly ustalone na podstawie atlasu moézgu [Paxinos i Franklin, 2008], a nast¢pnie
potwierdzone eksperymentalnie poprzez wprowadzenie blekitu krezolowego do mozgu

zwierzat podczas operacji stereotaktycznych (Ryc. 18).
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Ryc. 18. Operacje stereotaktyczne myszy. (A) Ilustracja prezentujgca ulozenie myszy
w trakcie operacji stereotaktycznej. Utworzono w programie BioRender.com. (B) Zdjecie
moézgu myszy po operacji stereotaktycznej z widoczng ekspresjg wirusa w hipokampie.

Po upewnieniu si¢, ze koordynaty sg prawidlowe, przystgpiono do wprowadzenia
roztwordw zawierajagcych czasteczki poszczegolnych wirusow do hipokampow
(Ryc. 18A). Nastepnie, po okresie rekonwalescencji, wyizolowano zainfekowane obszary
hipokampoéw (Ryc. 18B), przeprowadzono homogenizacje i wykonano analize western
blot z uzyciem przeciwcial rozpoznajacych biatka Gos i Gouz. Analiza ta wykazata,
ze nastgpito niemal catkowite zmniejszenie poziomu biatka Gas (Ryc. 19A, C) oraz
znaczne zmniejszenie poziomu biatka Gauz (Ryc. 19B, D) w grupie poddanej ekspozycji
na specyficzne shRNA (Gas lub Gauiz2) w poréwnaniu z grupg kontrolng, w ktorej
zastosowano shRNA scramble.

63



scramble Gas scramble Gz
d Gas — 4 Gaou:
. A— < GAPDH — s | <4 GAPDH
C D
2.0 <0001 1.5-
_ p<0.001
1.54 T
5 0104 =
a o
< <
@ 1.0 I o
-g, g 0.5
O 0.5 o
0.0 I === o_o_J
scramble Gas scramble Gau2

Ryc. 19. . Wyciszenie ekspresji genow kodujacych bialka Gas oraz Gai2 w tkankach
zainfekowanych wirusem. (A) Western blot przedstawiajgcy poziom Gas i GAPDH
infekowanych wirusem AAV niosgcym sekwencje scramble, sekwencje wyciszajaca
ekspresje genu kodujacego biatko Gas. (B) Western blot przedstawiajacy poziom Gayz
i GAPDH infekowanych wirusem AAV niosagcym sekwencje scramble, sekwencje
wyciszajacg ekspresje genu kodujacego biatko Gai. (C, D) Analizy ilosciowe
przedstawiajace kwantyfikacje poziomu biatka (C) Gas (dla myszy zainfekowanych
wirusem AAV niosgcym sekwencj¢ scramble nmyszy = 6; sekwencja wyciszajaca Gas
Nmyszy = 7) oraz (D) Gaiz (dla myszy zainfekowanych wirusem AAV niosgcym sekwencje
scramble nmyszy = 10; sekwencje wyciszajgca Goiz Nmyszy = 14), wyrazonego jako stosunek
sygnatu Gas/GAPDH i Ga12/GAPDH, odpowiednio. Dane zostaty przedstawione jako
srednie wartosci £ SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.

W dalszej kolejnosci przystapiono do wilasciwego eksperymentu, ktérego celem
bylo zbadanie czy biatka Gas lub Gouz posrednicza w procesie zaleznej od 5-HT7R
aktywacji MMP-9. W eksperymencie wykorzystano myszy niepoddane operacjom oraz
myszy, ktorym wprowadzone zostaly wirusy niosgce shRNA scramble, shRNA Gas lub
ShRNA Gouz2. Myszy otrzymaty iniekcj¢ LP-211 lub roztworu soli fizjologicznej

(w grupie kontrolnej), anastgpnie po 30 minutach, zostaly poddane eutanazji.

Wyizolowano zainfekowane obszary hipokampoéw, a uzyskane z nich biatka uzyto
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w zymografii zelowej w celu oceny poziomu aktywnosci zelatynaz. W hipokampach
myszy niepoddanych operacjom, ktore otrzymaly iniekcje LP-211, zaobserwowano
wzrost aktywnosci MMP-9 w poréwnaniu do grupy kontrolnej, ktora otrzymala soél
fizjologiczng (Ryc. 20A, E). Natomiast w przypadku myszy z grupy shRNA scramble nie
zaobserwowano roznic w aktywnosci MMP-9 po iniekcji LP-211 w stosunku do grupy
kontrolnej, ktora otrzymata iniekcj¢ z solg fizjologiczna (Ryc. 20B, F). W tej grupie
zaobserwowano duza zmienno$¢ odpowiedzi na stymulacje, jednak nie udalo si¢ ustali¢
przyczyny tej niejednorodnosci. U myszy, ktorym wprowadzono wirusy shRNA Gass, nie
zaobserwowano réznic w aktywnosci MMP-9 po stymulacji zuzyciem LP-211,
W poréwnaniu z grupg kontrolng (Ryc. 20C, G). Natomiast zymografia zelowa tkanek
pochodzacych z myszy zainfekowanych wirusem shRNA Gai2 wykazata wzrost
aktywnosci MMP-9 na poziomie podobnym do wynikoéw uzyskanych u myszy
niepoddanych operacjom w stosunku do myszy, ktore otrzymaty sol fizjologiczng
(Ryc. 20D, H).
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Ryc. 20. Aktywnos¢ MMP-9 jako stosunek do MMP-2 okreslonych na podstawie
zymografii zelowej po 30 minutach od stymulacji 5-HT/R agonista LP-211
w poréwnaniu z grupa kontrolng po iniekcji sola fizjologiczng (KTR). Zymografia
przeprowadzona na tkankach (A) nieinfekowanych, zainfekowanych wirusem (B) shRNA
scramble, (C) wyciszajacym ekspresje biatka Gas, (D) wyciszajacym ekspresje biatka
Gaz. (E-H) Analizy ilosciowe przedstawiajace kwantyfikacje aktywnosci MMP-9 jako
stosunek do MMP-2 dla tkanek (E) nieinfekowanych, zainfekowanych wirusem
(F) shRNA scramble, (G) wyciszajacym ekspresje biatka Gas, (H) wyciszajacym
ekspresj¢ biatka Gouz (dla myszy nieinfekowanych Nmyszy = 6 dla myszy otrzymujacych
iniekcje soli fizjologicznej (KTR) inmyszy = 6 dla myszy otrzymujacych LP-211; dla
myszy infekowanych wirusem shRNA scramble Nmys;y = 5 dla myszy otrzymujacych
iniekcje soli fizjologicznej (KTR) i Nmyszy = 5 dla myszy otrzymujacych LP-211; dla
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myszy infekowanych wirusem wyciszajacym ekspresje biatka Gas Nmyszy = 4 dla myszy
otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) i nmyszy = 4 dla myszy otrzymujacych
LP-211; dla myszy infekowanych wirusem wyciszajacym ekspresj¢ biatka Gouz Nmyszy =
5 dla myszy otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) i nmyszy = 5 dla myszy
otrzymujacych LP-211). Dane zostaly przedstawione jako s$rednie wartosci +SEM.
*p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

Powyzsze wyniki sugeruja, ze biatko Gos moze uczestniczy¢ w zaleznej
od 5-HT7R aktywacji MMP-9. Jednak ze wzgledu na problemy techniczne i duza
zmienno$¢ w grupie shRNA scramble, nie uzyskano jednoznacznych dowodow. Aby
zweryfikowac t¢ hipoteze, przeprowadzono analogiczny eksperyment z uzyciem innego
specyficznego agonisty 5-HT7R, AGH-194. W eksperymencie wykorzystano myszy
niepoddane operacjom oraz myszy, ktorym wprowadzone zostaty wirusy niosagce shRNA

scramble lub shRNA Gas.

W hipokampach myszy niepoddanych operacjom, ktore otrzymaly iniekcje
AGH-194, zaobserwowano wzrost aktywnosci MMP-9 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, ktora otrzymata sol fizjologiczng (Ryc. 21A, D). Na podstawie analizy
zymografii zelowej zaobserwowano Statystycznie istotny wzrost aktywnosci MMP-9
W grupie zwierzat, ktorej hipokampy zostaty zainfekowane wirusem shRNA scramble,
po podaniu dootrzewnowym roztworu AGH-194 w poréownaniu do grupy, ktoéra
otrzymata iniekcje soli fizjologicznej (Ryc. 21B, E). W przypadku myszy, ktorych
hipokampy zainfekowano wirusem shRNA Gas, podanie roztworu AGH-194 nie
wywotato istotnych zmian w aktywnosci MMP-9 w stosunku do grupy zwierzat, ktora
otrzymata dootrzewnowo sol fizjologiczng (Ryc. 21C, F). Wyniki te wskazuja,
ze obecnos¢ biatka Gas moze by¢ kluczowa dla aktywacji MMP-9 indukowanej przez
5-HT7R.
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Ryc. 21. Aktywnos¢ MMP-9 jako stosunek do MMP-2 okreslonych na podstawie
zymografii zZelowej po 30 minutach od stymulacji 5-HT7R agonista AGH-194
w poréwnaniu z grupa kontrolna po iniekcji sola fizjologiczng (KTR). Zymografia
przeprowadzona na tkankach (A) nieinfekowanych, zainfekowanych wirusem (B) shRNA
scramble, (C) wyciszajacym cekspresje biatka Gas. (D-F) Analizy iloSciowe
przedstawiajgce kwantyfikacje aktywnosci MMP-9 jako stosunek do MMP-2 dla tkanek
(D) nieinfekowanych, zainfekowanych wirusem (E) shRNA scramble, (F) wyciszajagcym
ekspresje biatka Gas (dla myszy nieinfekowanych Nmyszy = 5 dla myszy otrzymujacych
iniekcje soli fizjologicznej (KTR) i Nmyszy = 4 dla myszy otrzymujacych AGH-194; dla
myszy infekowanych wirusem shRNA scramble Nmyszy = 3 dla myszy otrzymujacych
iniekcje soli fizjologicznej (KTR) i Nmyszy = 3 dla myszy otrzymujacych AGH-194; dla
myszy infekowanych wirusem wyciszajagcym ekspresje biatka Gos Nmyszy = 3 dla myszy
otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) 1 Nmyszy = 3 dla myszy otrzymujacych
AGH-194). Dane zostaly przedstawione jako S$rednie wartosci = SEM. *p<0,05;
**p <0,01; ***p <0,001. Cze¢s¢ analiz biochemicznych zostato przeprowadzonych
we wspotpracy z mgr. Krystianem Bijatg (Pracownia Biofizyki Komorki, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN).

44. Wplyw stymulacji 5-HT7R na aktywnos¢ MMP-9
W poszczegolnych podregionach hipokampu

Wyniki przedstawione w poprzednim rozdziale wskazuja na zaleznos¢ aktywacji
MMP-9 od Gas. Rodzi si¢ pytanie, czy zroznicowane kierunki zmian morfologii kolcow

dendrytycznych w poszczegdlnych podregionach hipokampu moga by¢ zwigzane

Z r6znicami w poziomie aktywacji MMP-9.
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Aby zweryfikowaé te hipoteze, przeanalizowano zmiany aktywnosci MMP-9
w podregionach hipokampu po iniekcji agonisty 5-HT7R, LP-211, w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Wyizolowano podregiony CAl oraz DG hipokampu, a nastgpnie
przeprowadzono zymografie zelowa. Ze wzgledu na ograniczong ilo$¢ biatka, do badania
zostaly potaczone tkanki pochodzace z odpowiedniego podregionu (CAl lub DG)
uzyskane od trzech zwierzat ztej samej grupy. Analiza wykazala wzrost aktywnosci
MMP-9 w obu badanych podregionach uzwierzat poddanych iniekcji LP-211,
w porownaniu z grupa kontrolng, ktora otrzymata sol fizjologiczng (Ryc. 22A-B).
Zaobserwowany wzrost aktywnosci MMP-9 w obu podregionach hipokampu
po stymulacji 5-HT7R sugeruje, ze MMP-9 moze odgrywac¢ wazng role w modulowaniu
dwoch typow zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych, takich jak ich wydtuzanie

i dojrzewanie.
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Ryc. 22. Aktywnos¢ MMP-9 jako stosunek do MMP-2 okreslonych na podstawie
zymografii Zelowej po 30 minutach od stymulacji 5-HT7R agonista LP-211
W poréwnaniu z grupa Kkontrolna po iniekcji sola fizjologiczng (KTR)
w podregionach hipokampu. (A) Zymografia przeprowadzona na tkankach
nieinfekowanych w podregionie CA1 oraz DG. (B) Analizy ilosciowe przedstawiajace
kwantyfikacj¢ aktywnosci MMP-9 jako stosunek do MMP-2 dla tkanek pochodzacych
z podregionu CA1 oraz DG (dla myszy otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR)
Nmyszy = 5 W CAL i Nmyszy = 5 W DG; dla myszy otrzymujacych LP-211 Nmys;y =5 w CAL
I Nmyszy = 5 W DG). Dane zostaly przedstawione jako $rednie wartosci £ SEM. *p <0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Czgs¢ analiz biochemicznych zostalo przeprowadzonych
we wspolpracy z mgr. Krystianem Bijata (Pracownia Biofizyki Komorki, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN).
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4.5. Wplyw stymulacji 5-HT7R na aktywno$¢ bialek Cdc42

oraz RhoA w poszczegolnych podregionach hipokampu

Bialka Cdc42 oraz RhoA, kluczowe regulatory cytoszkieletu aktynowego,
odgrywaja istotng role w mechanizmach plastyczno$ci synaptycznej takich jak zmiany
morfologiczne kolcéw dendrytycznych (Hall, 1998). Na podstawie wynikow uzyskanych
w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze stymulacja 5-HT7R wplywa na ksztalt
kolcéw dendrytycznych w hipokampie, powodujac wydtuzanie kolcow dendrytycznych
W podregionie CA1 oraz dojrzewanie kolcow w podregionie DG. Dlatego kolejne
eksperymenty zostaly zaprojektowane w celu okreslenia wptywu stymulacji 5-HT7R
na aktywno$¢ biatek Cdc42 oraz RhoA w tych podregionach hipokampu oraz préby
powigzania uzyskanych wynikow z obserwowanymi zmianami morfologicznymi.
Hipoteza badawcza zaktadata, ze stymulacja 5-HT7R moduluje aktywnos$¢ tych biatek
W sposob zalezny od jego lokalizacji w hipokampie, co moze wplywaé na rdznice

w plastycznosci strukturalnej w tych podregionach.

Zwierzetom doswiadczalnym podano dootrzewnowo agoniste S5-HT7R
(tj. LP-211) lub s6l fizjologiczng jako kontrole. Po 30 minutach od podania
przeprowadzono analiz¢ aktywnosci biatek w podregionach CAl oraz DG hipokampu
za pomoca testow biochemicznych (podrozdzial 3.6.5. Test aktywnosci RhoA/Cdc4?2).
Aktywno$¢ biatka Cdc42 oceniano przy uzyciu techniki pull-down, ktéra umozliwia
selektywne wytracanie aktywnych form biatka (Cdc42-GTP). Nastgpnie poziomy
Cdc42-GTP oraz catkowitego biatka Cdc42 analizowano technikg western blot.

Analiza biochemiczna wykazata, ze podanie agonisty LP-211 znaczaco
zwigkszyto poziom aktywowanej formy biatka Cdc42 (stosunek Cdc42-GTP
do catkowitego poziomu Cdc42) w podregionie CA1 hipokampu w stosunku do grupy
kontrolnej (Ryc. 23). W podregionie DG hipokampu nie zaobserwowano istotnych zmian
w poziomie aktywnej GTPazy Cdc42. Wyniki te wskazuja na zr6znicowang modulacje
aktywacji Cdc42 pod wpltywem agonisty 5-HT7R, w zaleznosci od podregionu
hipokampu.
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Ryc. 23. Analiza zmian aktywnoS$ci bialka Cdc42 po 30 minutach od stymulacji
5-HT7R w poréwnaniu z grupa kontrolna po iniekcji sola fizjologiczng (KTR). (A)
Wynik analizy western blot przedstawiajacy poziom Cdc42-GTP oraz catkowity poziom
Cdc42 w podregionach hipokampu (CAl, DG). (B) Kwantyfikacja aktywnosci Cdc42
mierzona jako stosunek Cdc42-GTP do catkowitych poziomow Cdc42 (dla myszy
otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) n =5 w CAl i n = 3 w DG; natomiast
dla myszy otrzymujgcych LP-211 n = 5 w CAl i n = 3 w DG). Dane zostaly
przedstawione jako $rednie warto$ci + SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.
Nastepnie przeprowadzono badanie majgce na celu okreslenie zmian aktywnos$ci
biatka RhoA w podregionach hipokampu. Podobnie jak w poprzednim doswiadczeniu,
zwierzetom doswiadczalnym podano dootrzewnowo agoniste 5-HT7R (tj. LP-211) lub sél
fizjologiczng jako kontrole. Po 30 minutach od podania przeprowadzono analize
aktywnos$ci biatek w podregionach CAl oraz DG hipokampu za pomocag testow
biochemicznych (podrozdziat 3.6.5. Test aktywnosci RhoA/Cdc42). Aktywno$¢ biatka
RhoA oceniano przy uzyciu immunoprecypitacji z przeciwcialem rozpoznajgcym
aktywowang forme¢ RhoA (tj. RnOA-GTP). Nastepnie poziomy RhoA-GTP oraz
catkowitego biatka RhoA analizowano technikg western blot. Stymulacja 5-HT7R
za pomocg agonisty LP-211 doprowadzila do znaczacego wzrostu poziomu aktywnej
formy biatka RhoA (stosunek RhoA-GTP do catkowitego poziomu RhoA) wylacznie
w podregionie CA1 (Ryc. 24), w stosunku do grupy kontrolnej. W podregionie DG
hipokampu aktywno$¢ RhoA pozostata na podobnym poziomie jak w grupie kontrolne;j,
ktéra otrzymala iniekcje dootrzewnowe z solg fizjologiczng. Wyniki przeprowadzonych
badan wykazaty, ze stymulacja 5-HT7R selektywnie wptywa na aktywno$¢ biatek Cdc42
i RhoA w podregionie CA1 hipokampu, powodujac jej znaczacy wzrost, podczas gdy

W podregionie DG nie zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci obu GTPaz.
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Otrzymane dane sugeruja, ze modulacja aktywno$ci tych biatek w sposob zalezny

od lokalizacji moze odgrywa¢ kluczowa role w roznicowaniu plastycznosci strukturalne;j

w hipokampie.
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Ryc. 24. Analiza zmian aktywnoS$ci bialka RhoA po 30 minutach od stymulacji
5-HT7R w poréwnaniu z grupg kontrolna po iniekcji sola fizjologiczng (KTR). A)
Analizy metoda western blot przedstawiajaca poziom RhoA-GTP oraz catkowite RhoA
w podregionach hipokampu (CAL, DG). B) Kwantyfikacja aktywnosci RhoA mierzona
jako stosunek RhoA-GTP do catkowitych pozioméw RhoA (dla myszy otrzymujacych
iniekcje soli fizjologicznej (KTR) n =5 w CAlin =5 w DG; dla myszy otrzymujacych
LP-211 n =5 w CAlin =5 w DG). Dane zostaly przedstawione jako $rednie wartosSci
+SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

W celu uzyskania bardziej szczegoétowych informacji na temat aktywnosci biatek
Cdc42 i RhoA w podregionach hipokampu, zastosowano zaawansowang technike
obrazowania czasu zycia fluorescencji  (FLIM). Przeprowadzono operacje
stereotaktyczne, w trakcie ktorych do hipokampoéw myszy wprowadzono wirusy niosgce
sekwencje kodujace biosensory aktywnosci RhoA lub Cdc42 (Ryc. 25). Nastepnie
wykonano iniekcje dootrzewnowe agonisty 5-HT7R lub soli fizjologicznej (grupa
kontrolna). Po zakonczeniu eksperymentu przeprowadzono perfuzje zwierzat, a nastgpnie
dysekcje mozgow, ktore odpowiednio utrwalono i1 pocigto na skrawki. Wykorzystujac
zjawisko Forsterowskiego rezonansowego transferu energii (FRET) zmierzono czas zycia

donora fluorescencji, co umozliwito ocen¢ poziomu aktywnosci biatek na poziomie

molekularnym.
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Ryc. 25. Schemat dzialania biosensora aktywnosci Rho GTPazy (RhoA lub Cdc42).
Po wymianie GDP na GTP, badana Rho GTPaza (RhoA lub Cdc42) wiaze si¢
z odpowiednim ligandem (PKN dla RhoA lub Pakl dla Cdc42). Proces ten skutkuje
zblizeniem si¢ czgsteczek donora (CFP) 1 akceptora (YFP) fluorescencji, umozliwiajac

przekazanie energii (FRET).

Analiza czasu zycia fluorescencji wykazata brak istotnie statystycznych zmian
w aktywnosci biatek Cdc42 i RhoA w podregionie CA1 hipokampu po iniekcji LP-211
W poréwnaniu z grupg kontrolng, ktoéra otrzymata iniekcje soli fizjologiczne;.
W podregionie DG zaobserwowano jednak istotne statystycznie obnizenie czasu zycia
donora fluorescencji sensora aktywnosci Cdc42, co swiadczy o zwiekszeniu aktywnosci
Cdc42 (Ryc. 26). Wyniki uzyskane za pomocg techniki FLIM i metod biochemicznych
wykazaty rozbiezno$ci w analizie aktywnos$ci biatek Cdc42 1 RhoA w podregionach
hipokampu. FLIM bazowal na biosensorach aktywnosci pod kontrolg promotora
synapsynowego, ktory zapewnial ekspresj¢ biosensora jedynie w neuronach. Z kolei
metody biochemiczne, ktore integruja efekty z catej homogenizowanej tkanki, mogty
uwzglednia¢ globalne zmiany obejmujace rézne typy komorek. Wyniki te wskazujg
na potrzebe dalszych badan nad mechanizmami molekularnymi odpowiedzialnymi

za te zroznicowane efekty w podregionach hipokampu.
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Ryc. 26. Wyniki obrazowania czasu zycia fluorescencji uzyskane metoda FLIM.
(A) Analiza zmian czasu zycia fluorescencji po stymulacji 5-HT7R dla biatka Cdc42
w podregionach hipokampu (CAl, DG) (dla myszy otrzymujgcych iniekcje soli
fizjologicznej (KTR) w CALl n = 16; w DG n = 18; natomiast dla myszy otrzymujacych
LP-211 w CAl n=14; w CAl n = 17). (B) Analiza zmian czasu zycia fluorescencji
po stymulacji 5-HT7R dla biatka RhoA w podregionach hipokampu (C1, DG) (dla myszy
otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) w CA1 n =9; w DG n = 12; natomiast
dla myszy otrzymujacych LP-211 w CA1 n =7; w CAl n = 12). (C, D) Reprezentatywne
obrazy z mikroskopu konfokalnego przedstawiajagce sposob wyboru obszaru
zainteresowania (ROI) do analizy w obszarze (C) CALl oraz (D) DG. Dane zostalty
przedstawione jako $rednie wartosci £ SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

4.6. Wplyw chronicznej stymulacji 5-HT7R nazmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych w podregionach
hipokampu

Do badan nad chroniczng aktywacja 5-HT7R zastosowano specyficznego agoniste
tego receptora, AGH-194, ktory jest rozpuszczalny w wodzie. Wybor tego agonisty byt

podyktowany specyficznym metabolizmem LP-211 oraz koniecznoscig stosowania

rozpuszczalnikow takich jak DMSO, ktore w przypadku wielokrotnego podawania moga
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wywolywa¢ toksyczne dziatanie na badany organizm. Wczedniejsze doswiadczenia
z zastosowaniem LP-211 zaréwno in vivo, jak i in vitro, wykazaty zmiany w morfologii
kolcow dendrytycznych w odpowiedzi na jednorazowa, pojedyncza stymulacje 5-HT7R.
W zwigzku z tym, pierwszym krokiem bylo przeprowadzenie analogicznego
eksperymentu z uzyciem agonisty AGH-194, w celu poréwnania uzyskanych wynikéw
z wynikami otrzymanymi po iniekcjach LP-211.

Do analizy morfologicznej wybrano dwa podregiony hipokampu: CA1 i DG, ktore
W poprzednich badaniach z jednorazowa stymulacjg 5-HT7R wykazywaty najwigksze
zmiany w strukturze kolcow dendrytycznych. Stymulacja AGH-194 spowodowata
wydtuzenie kolcow (Ryc. 27B) oraz wzrost stosunku dlugosci do szerokosci glowki
kolcow (Ryc. 27A) wobu badanych podregionach hipokampu: CAl oraz DG,
W poroOwnaniu z grupg kontrolng poddang iniekcji soli fizjologiczne;. Wyniki
w podregionie CA1l byly zbiezne z wczes$niejszymi obserwacjami uzyskanymi dla
LP-211, gdzie rowniez zaobserwowano wydtuzenie kolcoéw dendrytycznych i1 wzrost
stosunku dtugosci do szerokosci gtowki (Ryc. 10A). Natomiast w podregionie DG wyniki
roznity si¢ — dla LP-211 obserwowano dojrzewanie kolcow dendrytycznych, podczas
gdy stymulacja AGH-194 prowadzita do wydtuzenia kolcow dendrytycznych, podobnie
jak w CAL.

Analiza gestosci  kolcow  dendrytycznych w  podregionach  hipokampu
po zastosowaniu AGH-194, w porownaniu z grupg kontrolng poddang iniekcji soli
fizjologicznej, wykazala brak zmian w podregionie CAl oraz znaczacy wzrost tego
parametru w podregionie DG (Ryc. 27D). Wyniki te roznig si¢ od obserwacji uzyskanych
W badaniu z uzyciem agonisty LP-211, w ktérych odnotowano istotny spadek gestosci
kolcéw dendrytycznych zarowno w podregionie CAl, jak 1 DG (Ryc. 10D). Roéznice
te sugeruja odmienny mechanizm dziatania obu agonistow, wynikajacy prawdopodobnie
Z r6znic w ich metabolizmie oraz z ich stronniczo$ci w aktywacji szlakéw sygnatowych

regulujacych morfogeneze kolcow dendrytycznych.
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Ryc. 27. Analiza parametrow morfometrycznych kolcow dendrytycznych

w poszczegolnych podregionach hipokampu (CAl, DG) po stymulacji 5-HT7R
agonista AGH-194. (A) Stosunek dtugosci do szerokosci gtowki, (B) dlugos¢ kolca, (C)
szeroko$¢ glowki (dla myszy otrzymujgcych iniekcje z solg fizjologiczng (KTR) Nmyszy =
4; dla CAL Ngendrytow = 36; Niolcow = 2232; dla DG Ndendrytow = 18; Nioteow = 1132; dla myszy
otrzymujacych AGH-194 Nmyszy = 4; dla CAL Ndendryow = 45; Nioleow = 2579; dla DG
Ndendrytow = 19; Niolesw = 1828) po jednorazowej stymulacji 5-HT7R agonista AGH-194 lub
solg fizjologiczng. (D) Analiza gg¢sto$ci kolcow dendrytycznych w poszczegdlnych
podregionach (dla myszy otrzymujacych iniekcje z solg fizjologiczng (KTR) Nmyszy = 4;
dla CA1 Ngendrytow = 36; dla DG Ngendryiow = 18; dla myszy otrzymujacych AGH-194 Nyszy
= 4; dla CAL Ndendryow = 46; dla DG Ngendryisw = 19) po jednorazowej stymulacji 5-HT7R
agonista AGH-194. Kazdy punkt nawykresach przedstawia fragment dendrytu
pochodzacy z pojedynczego neuronu. Dane zostaty przedstawione jako $rednie warto$ci
+SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

W celu oceny zmian morfologicznych 1 gestosci kolcow dendrytycznych
po chronicznej aktywacji 5-HT7R, przeprowadzono badania na myszach poddanych
14-dniowym, codziennym iniekcjom dootrzewnowym roztworu agonisty AGH-194 lub
soli fizjologicznej (grupa kontrolna). W podregionie CA1l przeanalizowano kolce
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zlokalizowane zaréwno na dendrytach podstawnych, jak i wierzchotkowych. Jednakze,
zuwagi na brak istotnych réznic w wynikach miedzy tymi typami dendrytow, dane
zostaly potaczone dla koncowej analizy. Przeprowadzona analiza morfologii i gestosci
kolcow dendrytycznych wykazata brak istotnych zmian w odpowiedzi na chroniczng
stymulacj¢ 5-HT7R agonistg AGH-194, ktdre wczesniej zaobserwowano po jednorazowej
aktywacji tego receptora (Ryc. 27A-D). Dotyczylo to zarowno parametréw
morfologicznych kolcéw dendrytycznych takich jak dlugo$¢ oraz stosunek dlugosci
do szerokosci gtowki kolcow (Ryc. 28A-C), jak i ggstosci kolcow dendrytycznych
(Ryc. 28D). Wyniki te sugeruja, ze zmiany w strukturze kolcéw dendrytycznych
zaobserwowane po jednorazowej stymulacji 5-HT7R sg przejsciowe inie utrzymujg si¢
po przewlektej stymulacji in vivo w badanych podregionach hipokampu.

Przeprowadzone badania wskazuja, ze aktywacja 5-HT7R za pomoca
specyficznego agonisty indukuje zmiany morfologiczne w podregionach hipokampu
wylacznie w odpowiedzi na krotkotrwatg, jednorazows stymulacje. Brak trwatych zmian
po przewleklej aktywacji 5-HT7R moze wynikaé =z procesow adaptacyjnych
w osrodkowym uktadzie nerwowym, ktére ograniczaja efekty dlugotrwatej stymulacji
receptora. Wyniki te wskazuja na wplyw dynamiki czasowej stymulacji 5-HT7R
W modulacji plastycznos$ci synaptycznej. Powyzsze wyniki wskazujg na wptyw dynamiki
czasowej stymulacji 5-HT7R na modulacje plastycznosci strukturalnej kolcow
dendrytycznych.
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Ryc. 28. Analiza parametrow morfometrycznych kolcow dendrytycznych
w poszczegolnych podregionach hipokampu (CAL, DG) po chronicznej stymulacji
5-HT7R. (A) stosunek dtugosci do szerokosci gtowki, (B) dlugos¢ kolca, (C)
w podregionach CA1l oraz DG hipokampu (dla myszy otrzymujgcych iniekcje soli
fizjologicznej (KTR) Nmyszy = 6; dla CAL Naendrytow = 74; Nioteow = 5334; dla DG Ndendrytow =
31; Nioleow = 2535; dla myszy otrzymujacych AGH-194 Nmyszy = 5; dla CAL Ndendrytow = 68;
Niolcsw = 47265; dla DG Ngendrytow = 33; Niolesw = 3091) po chronicznej stymulacji 5-HT7R
agonista AGH-194 1ub sola fizjologiczng. (D) Analiza gestosci kolcow dendrytycznych
W poszczegdlnych podregionach (dla myszy otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej
(KTR) Nmyszy = 6; dla CALl Ngendrysw = 75; dla DG Ndenaryow = 31; dla myszy
otrzymujacych AGH-194 Nmyszy = 5; dla CALl Ndendrysw = 68; dla DG Ndendrytow = 33)
po chronicznej stymulacji 5-HT7R agonistg AGH-194. Kazdy punkt na wykresach
przedstawia fragment dendrytu pochodzacy z pojedynczego neuronu. Dane zostaly
przedstawione jako $rednie warto$ci + SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.
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4.7. Wplyw stymulacji 5-HT7R na zmiany behawioralne

W poprzednich badaniach opisanych w niniejszej rozprawie wykazano, ze mimo
iz LP-211, jak i AGH-194 sg wysoce selektywnymi agonistami 5-HT7R, ich wplyw
na morfologi¢ i gestos¢ kolcow dendrytycznych w podregionach hipokampu CAl oraz
DG, r6zni si¢ istotnie. W zwigzku z tym postanowiono zbadaé, czy obserwowane roznice
W dziataniu obu agonistow przekladaja si¢ rowniez na odmienne efekty behawioralne
u zwierzat. Wptyw LP-211 na zachowania behawioralne zostal wczesniej opisany
przez Bijata i wsp. (2022), dlatego w niniejszej pracy skoncentrowano si¢ na analizie

efektow wywolywanych przez AGH-194.

Aby oceni¢ wptyw AGH-194 na zachowania depresyjne, przeprowadzono test
zawieszania za ogon. Po 30 minutach od podania dootrzewnowej iniekcji AGH-194 lub
soli fizjologicznej (grupa kontrolna) wykonano test zawieszania za ogon mierzac czas
bezruchu, co pozwalato na ocen¢ wplywu agonisty 5-HT7R na zachowania depresyjne.
Nastepnie przeprowadzono test lokomotoryczny, w ktorym zmierzono dystans przebyty
przez myszy po podaniu agonisty 5-HT-R lub soli fizjologicznej, w celu oceny jego
wplywu na aktywno$¢ ruchowg zwierzat. W teScie zawieszania za ogon nie
zaobserwowano istotnych réznic pomig¢dzy grupg badang (myszy poddanie iniekcjom
AGH-194) a grupa kontrolng (Ryc. 29A), co sugeruje, ze podanie AGH-194 nie wptywa
na zachowania depresyjne umyszy. Jednak w tescie lokomotorycznym wykazano,
ze zwierzeta, ktore otrzymaly iniekcje AGH-194, charakteryzowaly si¢ znaczgco
mniejszg ruchliwoscig w poréwnaniu z grupg kontrolng (Ryc. 29B). Wyniki te wskazujg
na hamujacy wplyw agonisty AGH-194 na aktywnos$¢ lokomotoryczng.
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Ryc. 29. Wyniki badan behawioralnych po stymulacji 5-HT7R agonista AGH-194.
(A) Czas bezruchu w tescie zawieszania za ogon (TST) po 30 minutach od iniekcji
dootrzewnowej soli fizjologicznej (KTR) Ilub roztworu AGH-194 (dla myszy
otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) nmyszy = 9; dla myszy otrzymujacych
AGH-194 nmyszy = 10). (B) Catkowity przebyty dystans w tescie lokomotorycznym
po 30 min. od iniekcji dootrzewnowej soli fizjologicznej (KTR) lub roztworu agonisty
AGH-194 (dla myszy otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej (KTR) nmyszy = 7; dla
myszy otrzymujacych AGH-194 nmyszy = 7). Dane zostaly przedstawione jako $rednie
warto$ci £ SEM. *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

Ze wzgledu na znaczacy wptyw AGH-194 na aktywno$¢ lokomotoryczng, ktory
mogt zakloci¢ interpretacje wynikow testow opartych na ruchu zwierzat takich jak test
zawieszania za ogon, jednoznaczne okreslenie wplywu agonisty na zachowania
depresyjno-podobne okazato si¢ trudne. W zwigzku z tym, w celu lepszego zrozumienia
potencjalnego dziatania AGH-194 na zachowania depresyjne, przeprowadzono test
preferencji sacharozy (SPT), ktory bada anhedoni¢ i1 jest niezalezny od aktywnosci
ruchowej zwierzat. Zwierz¢tom podawano iniekcje dootrzewnowe roztworu AGH-194
lub soli fizjologicznej (w grupie kontrolnej), anastepnie oceniano spozycie roztworu
sacharozy w odniesieniu do catkowitego spozycia plyndéw. Eksperyment przeprowadzono
badajac jednorazowag stymulacje 5-HT7R, atest SPT przeprowadzono po uptywie
2,5 godziny od podania pojedynczej iniekcji agonisty lub iniekcji soli fizjologicznej
(Ryc. 30A). W drugim doswiadczeniu badano wptyw przewleklej stymulacji 5-HT7R
na preferencj¢ sacharozy, w poréwnaniu z grupa kontrolng otrzymujaca iniekcje soli
fizjologicznej. Zwierzgta otrzymywaly codzienne iniekcje przez 14 dni, a test SPT
wykonano dwukrotnie — 9godzin po podaniu pierwszej iniekcji oraz 24 godziny
po podaniu ostatniej iniekcji (Ryc. 30B). Eksperyment ten zostal zaprojektowany
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analogicznie do badan morfologicznych kolcéw dendrytycznych, przeprowadzonych

w ramach tej rozprawy.

Analiza wynikow SPT po jednorazowej stymulacji 5-HT7R nie wykazata
istotnych statystycznie réznic w preferencji sacharozy miedzy grupa badang a kontrolna.
Jednakze w grupie zwierzat otrzymujacych AGH-194 zaobserwowano nieistotne
statystycznie trendy wskazujace na zwigkszong preferencje sacharozy w stosunku
do wody (Ryc. 30C). Wyniki te sugerujg potencjalny, krotkoterminowy wplyw agonisty

na mechanizmy zwigzane ze wzrostem zachowan anhedonicznych.

Wyniki testu SPT przeprowadzonego po przewleklej, 14-dniowej stymulacji
5-HT7R nie wykazaly zadnych réznic w preferencji sacharozy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 30D). Brak zmian zaobserwowano zaréwno po pierwszej iniekcji
(9 godzin po podaniu), jak i 24 godziny po ostatniej iniekcji, co wskazuje na brak wptywu

przewlektego dzialania AGH-194 na zachowania zwigzane z anhedonig.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze jednorazowe podanie agonisty AGH-194 moze
wywolywaé  krotkoterminowe zmiany w zachowaniach anhedonicznych, cho¢
obserwowane trendy nie osiggnely istotno$ci statystycznej. Natomiast przewlekla
stymulacja 5-HT/R zapomoca AGH-194 nic wywoluje zauwazalnych zmian

w zachowaniach zwigzanych z anhedonig, CO sugeruje przej$ciowy charakter tego efektu.
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Ryc. 30. Badanie preferencji sacharozy myszy po stymulacji 5-HT7R agonista
AGH-194. (A) Schemat badania SPT po 2,5 godz. od pojedynczej iniekcji soli
fizjologicznej lub roztworu agonisty 5-HT7R. (B) Schemat badania SPT po chronicznym
podawaniu iniekcji soli fizjologicznej lub roztworu agonisty 5-HT7R. (C) Preferencja
sacharozy w tescie preferencji sacharozy (SPT) po 30 minutach od pojedynczej iniekcji
soli fizjologicznej (KTR) lub roztworu agonisty 5-HT7R (dla myszy otrzymujacych
iniekcje soli fizjologicznej (KTR) Nmyszy = 10; dla myszy otrzymujacych AGH-194 Nmyszy
= 10). (D) Preferencja sacharozy w tescie preferencji sacharozy (SPT) po 9 godzinach
od pierwszej iniekcji oraz po 24 godzinach od ostatniej (czternastej) iniekcji soli
fizjologicznej (KTR) lub roztworu agonisty 5-HT7R (dla myszy otrzymujacych iniekcje
soli fizjologicznej (KTR) dla SPT po 9 godzinach Nmyszy = 15; dla myszy otrzymujacych
AGH-194 nmyszy = 13; natomiast dla myszy otrzymujacych iniekcje soli fizjologicznej
(KTR) dla SPT po 15 dniach Nmyszy = 25; dla myszy otrzymujacych AGH-194 Nmyszy =
23). Dane zostaly przedstawione jako $rednie wartosci +£SEM. *p<0,05; **p <0,01;
***p < 0,001
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5. Dyskusja

5-HT7R odkryty w 1993 roku [Bard i wsp., 1993; Lovenberg i wsp., 1993; Ruat
I wsp., 1993], od lat budzi zainteresowanie naukowcoéw na catym §wiecie, szczegodlnie
ze wzgledu na swoja role w regulacji licznych procesow fizjologicznych, takich jak
pamig¢, odczuwanie bolu czy rytm dobowy [Ciranna i Catania, 2014]. W kontek$cie
plastycznosci synaptycznej receptor ten odgrywa szczegoélnie wazng role w modulacji
dynamicznych proceséOw strukturalnych, obejmujacych zaro6wno synaptogeneze, jak
i zmiany w morfologii kolcéw dendrytycznych [Kvachnina i wsp., 2005; Kobe i wsp.,
2012]. Liczne badania wskazuja, ze 5-HT7R, dziatajac poprzez zalezne od siebie szlaki
sygnalowe, kontroluje kluczowe procesy molekularne wplywajace na strukture 1 funkcje
synaps. Jednym z najwazniejszych mechanizmow molekularnych aktywowanych przez
5-HT7R jest jego wpltyw na aktywno$¢ bialek, takich jak MMP-9 [Bijata i wsp., 2017]
i Cdc42 [Kvachnina i wsp., 2005]. MMP-9, enzym nalezacy do rodziny metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomorkowej, odgrywa istotng rolg w reorganizacji macierzy
zewnatrzkomorkowej, co jest kluczowe dla procesoOw synaptogenezy i plastycznosci
strukturalnej. W stanie aktywnym MMP-9 umozliwia przebudowg macierzy
zewnatrzkomorkowej, co wspomaga adaptacyjne zmiany morfologiczne kolcow
dendrytycznych w odpowiedzi na bodzce synaptyczne [Stawarski i1wsp., 2014,
Magnowska 1 wsp., 2016]. Jednoczesnie Cdc42, nalezace do rodziny matych GTPaz,
reguluje polimeryzacje aktyny, wptywajac w ten sposdb na synaptogeneze [Jontes
i Smith, 2000] oraz zmiany ksztaltu kolcéw dendrytycznych [Tashiro i wsp., 2000;
Tashiro i Yuste, 2004; Murakoshi i wsp., 2011; Bijata i wsp., 2017; Schill i wsp., 2020].
Mimo licznych odkry¢ dotyczacych 5-HT7R, mechanizmy molekularne zwigzane z jego
dziataniem wcigz nie s3 w petni poznane, co czyni ten obszar szczegdlnie interesujagcym

dla badaczy.

Hipokamp, kluczowy dla proceséw pamigci 1 uczenia sie, jest czesto badany jako
jednolita struktura, szczegdlnie w analizach biochemicznych. Jednak warto zauwazyc,
7e jego poszczegOlne podregiony rdznig si¢ organizacja komorkowa, strukturg sieci
polaczen oraz posiadaja odrebne funkcje. Roznice te obejmuja struktury komorek,
charakter potagczen neuronalnych, wzorce aktywnosci oraz reakcje na réznorodne bodzce
[Knowles, 1992; Booker i Vida, 2018; Cembrowski i Spruston, 2019; Senzai, 2019].
W przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badaniach nad struktura
kolcow dendrytycznych in vivo wykazano, ze aktywacja 5-HT7R moduluje plastycznosé
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strukturalng w sposéb zalezny od podregionu hipokampu. Na dendrytach neuronow
piramidowych w obszarze CA1 zaobserwowano wydtuzanie kolcéw, co odzwierciedlato
si¢ poprzez zwigkszenie stosunku dlugosci do szerokosci gtowki. Wyniki te byly zgodne
Z wezesniejszymi badaniami in vitro, ktore wykazaty, ze stymulacja 5-HT7R prowadzi
do wydtuzania kolcow dendrytycznych w neuronach piramidowych [Bijata i wsp., 2017].
Natomiast na dendrytach neuronéw ziarnistych w podregionie DG kierunek zmian

wskazywal na dojrzewanie kolcoéw, manifestujace si¢ zmniejszeniem tego stosunku.

Aby doktadniej zrozumie¢ mechanizmy plastycznosci w DG zalezne od 5-HT7R,
szczegblng uwagg poswiecono badaniom in vitro w hodowlach pierwotnych neuronow
ziarnistych. Taki model nie tylko pozwolit na kontrolowang analiz¢ zmian w strukturze
kolcéw dendrytycznych pod wplywem stymulacji 5-HT7R, ale réwniez umozliwit
wykorzystanie obrazowania przyzyciowego, co pozwolito na $ledzenie tych zmian
W czasie rzeczywistym. Dzigki tej metodzie mozliwe bylo zarejestrowanie procesow
dojrzewania ireorganizacji kolcow dendrytycznych w precyzyjnie okreslonych
momentach czasowych, co dostarczyto unikalnych danych, niedostepnych w badaniach
invivo. Badania whodowlach pierwotnych neuronéw ziarnistych hipokampu
przeprowadzono analogicznie do eksperymentu opisanego przez Bijata i wsp. w 2017,
wykorzystujgc neurony wyizolowane z podregionu DG mézgow myszy w wieku P3-P5
[Figiel i Kaczmarek, 1997]. Po stymulacji agonistg LP-211 zaobserwowano dojrzewanie
kolcéw dendrytycznych po 10 minutach, co byto zgodne z wynikami uzyskanymi in vivo
po 30 minutach. Jednakze, w przeciwienstwie do wynikéw otrzymanych in vivo,
po kolejnych 10 minutach od stymulacji zaobserwowano cofanie si¢ zmian
morfologicznych w kolcach dendrytycznych badanych w hodowli in vitro, co sugeruje
mozliwg dynamike zmian in vivo w poOzniejszych punktach czasowych, wymagajaca

dalszych badan. Pojawia si¢ wig¢c pytanie, co sprawia, ze zmiany te zanikajg z czasem.

PrzejSciowy charakter zmian obserwowanych w hodowlach in vitro neuronow
ziarnistych moze wynika¢ z ograniczen tego $rodowiska badawczego. Chociaz model
in vitro umozliwia precyzyjna i kontrolowang analiz¢ molekularnych mechanizméw
plastycznosci neuronalnej, nie odzwierciedla w pelni zlozonoSci warunkow
fizjologicznych invivo. Kluczowym ograniczeniem jest brak w pelni rozwinigtych
interakcji miedzy neuronami a astrocytami, ktore w tkankach in vivo odgrywaja
fundamentalng role¢ w utrzymaniu homeostazy synaptycznej [Kim 1 wsp., 2024]. Moze

to znaczaco wptywaé na stabilno§¢ morfologiczng kolcoOw dendrytycznych obserwowang
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w hodowlach. Dodatkowo w warunkach in vitro dostgpnos¢ neurotrofin, takich jak
BDNF, jest prawdopodobnie nizsza w poréwnaniu do naturalnego $rodowiska
neuronalnego, co moze ograniczaé zdolno$¢ neurondéw do utrzymania zmian
plastycznych. Brak interakcji z innymi typami komorek, takimi jak mikroglej, oraz brak
wplywu czynnikéw humoralnych i sygnatéw systemowych rowniez moze przyczyniac si¢
do roznic w dynamice i stabilnoéci proceséw plastycznych migdzy modelami in vitro
ainvivo. Aby jednoznacznie wyjasni¢ te zjawiska, konieczne s3 dalsze badania
obejmujace analize zmian W réznych punktach czasowych zaréwno w modelach in vitro,

jak i in vivo.

Zmiany morfologiczne obserwowane zar6wno w modelach in vitro, jak i in vivo
po stymulacji 5-HT7R wskazuja na odmienny charakter plastycznosci strukturalnej
w podregionach CA1 i DG hipokampu. Wyniki sugeruja, ze mechanizmy molekularne
regulujace plastyczno$¢ w neuronach piramidowych CA1l moga znaczaco rdznié¢ si¢
od tych aktywnych w neuronach ziarnistych DG. Roéznice te mogg wynikaé
z wewngetrznych  wlasciwosci  komorkowych — poszczegdlnych  typow  neurondw,
np. specyficznej ekspresji biatek sygnatowych oraz odmiennych sposobow aktywacji tych
szlakow przez 5-HT7R. Jakie biatka mogg by¢ zaangazowane w te procesy? 5-HT7R
aktywuje cyklaze adenylowg poprzez interakcje z Dbialkiem Gas, €O prowadzi
do zwigkszenia poziomu cAMP [Norum i wsp., 2003]. Dodatkowo 5-HT7R oddziatuje
z biatkiem Gaio, co aktywuje mate Rho GTPazy, takie jak RhoA i Cdc42, kluczowe
w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego [Kobe i wsp., 2012; Kvachnina i wsp., 2005;
Bijata i wsp., 2017]. Analiza danych z Hippocampus RNA-seq Atlas wykazata znaczaco
wyzsza ekspresje genu kodujgcego biatko Gas w regionie CAl w poroéwnaniu z DG,
podczas gdy ekspresja biatka Goi2 pozostawata na podobnym poziomie w obu
podregionach. Wyniki te sugeruja, ze roznice w morfologii kolcow dendrytycznych, takie
jak wydhizanie w CA1 oraz dojrzewanie w DG po aktywacji 5-HT7R, mogltyby wynikac¢
z wigkszej dostgpnosci biatka Gas w CAl, co sprzyja czgstszej aktywacji Sciezek
sygnalowych zaleznych od tego biatka w tym regionie. Istniejg liczne przestanki
wskazujace, ze szlak sygnatowy Gos moze odgrywac kluczowa rolg w aktywacji MMP-9
w odpowiedzi na stymulacje 5-HT7R. W badaniach, w ktérych wykazano aktywacje
MMP-9 po stymulacji 5-HT7R, uzyto agonisty 5-CT [Bijata i wsp., 2017].
W pdzniejszych badaniach wykazano, ze 5-CT dziala jako stronniczy agonista,
preferencyjnie aktywujac szlak zalezny od Gos, a nie od Gogz [El Khamlichi i wsp.,
2022]. Ten wynik wyraznie podkresla potencjalne znaczenie szlaku Gas W regulacji

85



aktywnosci MMP-9 w kontekscie stymulacji 5-HT7R. Badania nad receptorem 5-HT4R,
rowniez zwigzanym z Gos, wykazaly, ze jego aktywacja prowadzi do zwigkszenia
aktywnosci MMP-9 [Hashimoto i wsp., 2012]. W innych badaniach wzrost cAMP
indukowany forskoling skutkowat zwigkszong aktywnos$cia MMP-9 [Szepesi i wsp.,
2013]. Mechanizm ten moze by¢ powigzany z aktywacja kinazy biatkowej A (PKA)
I dalszg fosforylacja ERK1/2, co z kolei stymuluje wzrost ekspresji MMP-9 [Errico
i wsp., 2001; Norum i wsp., 2003]. Jednakze istniejg takze prace sugerujace przeciwny
efekt szlaku Goas na MMP-9. Badania Ernens i wsp. wskazuja, ze wzrost cAMP moze
hamowa¢ ekspresjc MMP-9, co zaobserwowano na przyklad w macierzy mig$nia
sercowego [Ernens i wsp., 2006]. Rodznice te moga by¢é zwigzane z odmiennym
mikrosrodowiskiem tkankowym, specyfika roznych typow komorek lub zréznicowang
aktywnos$cig wspotdziatajacych S$ciezek molekularnych. W zwigzku z powyzszymi
przestankami, w ramach niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe wyjasnienia
mechanizmu aktywacji MMP-9 w hipokampie. W grupach zwierzat, w ktorych
wyciszono ekspresje genu kodujacego biatko Gos nie zaobserwowano wzrostu
aktywnosci MMP-9 w hipokampie po stymulacji 5-HT~R agonistami LP-211 i AGH-194.
Przeciwnie, w grupach, w ktérych wyciszono ekspresje genu Gnal2 kodujgcego biatko
Goi2 oraz w grupach kontrolnych odnotowano znaczacy wzrost aktywnosci MMP-9.
Wyniki te wskazujg na kluczowa rol¢ Gas w inicjacji aktywnosci proteolitycznej MMP-9
w odpowiedzi na stymulacj¢ 5-HT7R w hipokampie. W jednej z grup kontrolnych
(shRNA scramble) stymulacja 5-HT7R agonistag LP-211 nie wywotata spodziewanego
wzrostu aktywnosci MMP-9. Wynik ten moze wskazywaé na potencjalny wplyw
czynnikow biologicznych, takich jak zmienno$¢ odpowiedzi zwierzat na wirusy
lub réznice w warunkach eksperymentalnych. Chociaz obserwacje te byly powtarzalne,
wymagaja dalszych badan, aby wyjasni¢ mechanizmy stojace za tymi niespodziewanymi

rezultatami.

Dane literaturowe wskazuja, ze zwigkszona aktywno$¢ MMP-9 jest zwigzana
Z procesem wydluzania kolcow dendrytycznych, natomiast jej blokowanie sprzyja
dojrzewaniu tych struktur [Michaluk i wsp., 2011; Magnowska i wsp., 2016]. Ponadto,
neurony piramidowe w podregionie CA1 charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja genu Gnas,
kodujacego biatko Gas, ktore odgrywa kluczowa role w aktywacji MMP-9. W zwiazku
Z tym podjeto badania nad poziomem aktywnosci tego enzymu w réznych podregionach
hipokampu po stymulacji 5-HT7R. Analiza biochemiczna, oparta na zymografii zelowe;j,

wykazata znaczaco podwyzszong aktywno$¢ MMP-9 zaré6wno w CAl, jak i w DG, gdzie
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zaobserwowano zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych po stymulacji 5-HT7R,
w porownaniu do grupy kontrolnej. Proces dojrzewania kolcéw dendrytycznych, jak
pokazano w badaniach Magnowskiej i wsp. (2016), jest dwustopniowy. W pierwszym
etapie aktywno$¢ MMP-9 wzrasta, promujac wydhuzanie kolcéw, natomiast w drugim
etapie nastgpuje blokowanie aktywnosci tego enzymu przez inhibitor TIMP1,
co prowadzi do stabilizacji tych struktur w procesie dojrzewania [Magnowska i wsp.,
2016]. Nalezy mie¢ na uwadze, ze badanie przeprowadzone metoda zymografii zelowej
ma swoje ograniczenia, ktére moga wplywaé na interpretacje wynikodw. Analizujac
aktywnos$¢ MMP-9, szczegblnie w podregionie DG, warto rozwazy¢ czy jej podwyzszony
poziom wynika z aktywno$ci MMP-9 w neuronach ziarnistych, czy w pozostatych
komorkach obecnych w tym podregionie. DG jest podregionem o duzej
heterogeniczno$ci komorkowej, obejmujagcym neurony ziarniste, komorki mszyste,
astrocyty i mikroglej. Usredniona analiza aktywnosci enzymu w calej populacji komorek
metoda zymografii zelowej moze maskowaé potencjalny brak zmian, badZz nawet
wskazywa¢ na obnizenie aktywnosci MMP-9 w neuronach ziarnistych. Dodatkowo
blokowanie aktywnosci proteolitycznej przez TIMP1 nie jest wykrywane w tej metodzie,
poniewaz kompleksy MMP-9/TIMP1 ulegaja rozpadowi pod wplywem dziatania SDS,
€0 moze prowadzi¢ do pozornie wyzszej aktywnosci enzymu. Zymografia wskazuje wiec
czy enzym ulegt aktywacji in vivo, ale niec pozwala okresli¢, jaka aktywno$¢ zostataby
wykazana przez t¢ form¢ w obecnosci TIMP1 [Woessner, 1995]. Zymografia zelowa
moze rowniez ujawnia¢ aktywnos$¢ enzymatyczng proformy MMP-9, poniewaz propeptyd
MMP-9 podczas elektroforezy moze ulega¢ zmianom konformacyjnym, nadajgc
enzymowi pewien poziom aktywnosci [Cauwe i Opdenakker, 2010]. Pomimo, ze wyniKi
zymografii nie zawsze odzwierciedlajg rzeczywistg aktywnos$¢ enzymu w warunkach
fizjologicznych, dostarczaja cennych wskazéwek na temat jego potencjalnej aktywnosci.
Aby lepiej zbadaé specyfike aktywnosci MMP-9 w neuronach ziarnistych, nalezatoby
zastosowac¢ bardziej zaawansowane techniki. Przyktadem moze by¢ sensor aktywnosci
MMP-9 oparty na zjawisku FRET, ktory umozliwia monitorowanie aktywnos$ci
enzymatycznej na poziomie pojedynczych komorek, czy nawet kolcow dendrytycznych,
W czasie rzeczywistym [Stawarski i wsp., 2014]. Sensor ten moze by¢ skutecznie
wykorzystywany do badan nad aktywno$ciag MMP-9 zaréwno w hodowlach in vitro oraz
w tkankach moézgowych in vivo. Innym podejsciem mogtaby by¢ izolacja neuronow
ziarnistych za pomocg sortowania komorek aktywowanego fluorescencja (FACS)

i przeprowadzenie analizy biochemicznej wylacznie w tej populacji.
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Aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy regulujace obserwowane zmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych, szczeg6lng uwage zwrdcono réwniez na mate
GTPazy z rodziny Rho, takie jak RhoA oraz Cdc42. Odgrywaja one kluczowa role
W plastycznosci strukturalnej kolcow dendrytycznych w odpowiedzi na stymulacje
5-HT7R. Badania przeprowadzone na liniach komoérkowych NIH3T3 wykazaty,
ze aktywacja receptora 5-HT7R inicjuje dwa odrebne procesy: formowanie filopodiow,
poprzez mechanizm zalezny od biatka Cdc42 oraz zmiang ksztattu komorek na bardziej
kulisty, co jest kontrolowane przez szlak sygnalowy RhoA [Kvachnina i wsp., 2005].
Wyniki te znajduja odzwierciedlenie rowniez w badaniach neuronéw, gdzie wykazano
kluczowa role Cdc42 w generowaniu kolcow filopodialnych [Bijata 1 wsp., 2017].
Jednoczesnie aktywacja RhoA  zostala powigzana =z dojrzewaniem kolcow
dendrytycznych, co zaobserwowano w kontekscie $ciezki sygnatowej 5-HT4R [Schill
i wsp., 2020]. Te przeciwstawne efekty dziatania RhoA i Cdc42 sugeruja, ze szlaki
sygnatlowe Rho GTPaz pehig istotng role w regulacji ksztaltu kolcow dendrytycznych
W odpowiedzi na stymulacj¢ receptorow serotoninowych, w tym 5-HT7R.
W szczeg6lnosci, odpowiedz na stymulacje receptoréw serotoninowych, takich jak
5-HT7R, wydaje si¢ by¢ skoordynowanym procesem, w ktorym oba bialka uczestniczg
W roznych etapach formowania i1 dojrzewania struktur dendrytycznych. Obserwacje
te stanowily podstawe do hipotezy, ze podobne mechanizmy mogg dziata¢ w hipokampie,
szczegblnie w regionach CAl i DG, gdzie dochodzi do zmian w morfologii kolcow

synaptycznych.

Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem testow biochemicznych, oceniajacych
globalng aktywnos$¢ biatek Cdc42 i RhoA w homogenatach uzyskanych z podregionu
CA1l, wykazata wzrost aktywnosci obu biatek w odpowiedzi na stymulacje 5-HT7R.
Wyniki te moga wskazywaé, ze proces wydluzania kolcow dendrytycznych w tym
obszarze jest gléwnie wynikiem aktywnosci biatka Cdc42, ktére wspomaga
polimeryzacje aktyny poprzez aktywacj¢ szlakow zaleznych od WASP oraz Arp2/3.
Prowadzi todo powstawania nowych kolcow oraz wydluzania juz istniejacych,
co potencjalnie moze przygotowywac kolce do dalszego dojrzewania [Saneyoshi
i Hayashi, 2012; Penzes i Rafalovich, 2012]. Z kolei aktywacja RhoA wptywa
destabilizujaco na fibrylarng aktyne, prowadzac nie tylko do wspomnianego wcze$niej
dojrzewania, ale rowniez do eliminacji kolcow dendrytycznych [Saneyoshi i Hayashi,
2012], co moze tlumaczy¢ spadek gestosci kolcow dendrytycznych zaobserwowany

W tym podregionie. Natomiast w DG, mimo ze stymulacja 5-HT7R prowadzita
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do dojrzewania kolcow, nie odnotowano ani spodziewanego wzrostu aktywnosci RhoA,
ani Cdc42.

Poréwnanie wynikéw uzyskanych za pomoca techniki FRET FLIM z wynikami
analizy biochemicznej dostarczyto dodatkowych, interesujacych wnioskow. Sensor FRET
FLIM, specyficzny dla neuronéw dzigki promotorowi synapsynowemu, ujawnit subtelny
wzrost aktywnosci Cdc42 w podregionie DG, ktory roznit si¢ od usrednionych wynikow
uzyskanych w testach biochemicznych. Wyniki te sugeruja, ze to zmiany aktywnos$ci
Cdc42 w DG moga by¢ kluczowe dla zrozumienia mechanizméw molekularnych
lezacych u podstaw dojrzewania kolcéw dendrytycznych w tym podregionie hipokampu.
Tak jak wspomniano powyzej, analiza biochemiczna, polegajaca na izolacji aktywnych
form biatek wigzacych GTP, mierzy globalng aktywnos¢ w homogenatach. Uzyskane
wyniki testow biochemicznych moga odzwierciedla¢ aktywnos¢ biatek Cdc42 1 RhoA
rowniez w innych typach komorek, takich jak astrocyty czy mikroglej, ktore sg licznie
obecne w hipokampie. Komorki te rowniez mogg aktywowac Sciezke sygnalowa zalezng
od 5-HT7R, co moze potencjalnie maskowac¢ zmiany zachodzgce w neuronach, bedacych
glébwnym przedmiotem zainteresowania niniejszej rozprawy. Warto podkreslic,
ze obserwowane zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych moga wynikad
ze ztozonego wspotdziatania roznych mechanizméw molekularnych, obejmujacych
zarowno bezposrednig aktywno$¢ biatek Cdc42 i RhoA w neuronach, jak i posredni
wplyw otaczajacych komorek takich jak astrocyty. Astrocyty, ktore rowniez wykazuja
ekspresje 5-HT7R [Shimizu i wsp, 1996; Hirst i wsp., 1997], odgrywaja istotng role
w modulacji plastycznosci synaptycznej. Przyktadowo, wykazano, ze stymulacja 5-HT4R
prowadzi do aktywacji RhoA w astrocytach, co wptywa na funkcjonalng regulacje
pobudzajgcych obwodow synaptycznych [Miiller i wsp., 2021]. Istnieje roéwniez
mozliwo$¢, ze w podregionie CA1 hipokampu, gdzie zaobserwowano aktywacje zarowno
Cdc42, jak i RhoA, aktywacja tych biatek moze dotyczy¢ roznych populacji komorek,
co sugeruje potencjalne komplementarne role tych populacji w regulacji morfologii
kolcow dendrytycznych. Nie mozna réwniez poming¢, ze przypisywanie RhoA wylacznie
roli w dojrzewaniu i eliminacji kolcéw dendrytycznych, a Cdc42 w ich wydluzaniu,
stanowi duze uproszczenie. Dziatanie tych biatek jest prawdopodobnie bardzo ztozone
i moze obejmowa¢ dodatkowe mechanizmy regulacji przebudowy cytoszkieletu
aktynowego, takie jak interakcje z innymi szlakami molekularnymi lub biatkami
regulatorowymi [Runge 1 wsp., 2020]. Badania wskazuja, ze mate GTPazy z rodziny Rho
czgsto wspotdzialaja w kaskadach sygnalowych, w ktorych ich aktywno$¢ jest
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dynamicznie regulowana. Na przyktad Cdc42 moze aktywowaé Racl, ktory nast¢pnie
aktywuje RhoA [Nobes i Hall, 1995]. Z kolei aktywacja RhoA moze by¢ nasilona przez
Racl i jednoczesnie hamowana przez Cdc42, podczas gdy Racl jest blokowany
w wyniku aktywacji RhoA [Li iwsp., 2002]. Te obserwacje podkreslaja dynamiczny
I kontekstowy charakter tych procesow. Ztozonos¢ tych interakcji sugeruje, ze efekty
aktywacji 5-HT7R mogg by¢ wynikiem wspoétdziatania wielu GTPaz. Wykazano rowniez,
ze RhoA odpowiada za inicjacj¢ wzrostu kolcow dendrytycznych, tworzgc fundament dla
dalszej reorganizacji cytoszkieletu, podczas gdy Cdc42 stabilizuje i utrwala te zmiany
morfologiczne, wspierajac stabilizacje¢ nowych potaczen synaptycznych [Yasuda
I Murakoshi, 2011; Murakoshi i wsp., 2011]. Takie synergistyczne dziatanie obu biatek
pozwala na precyzyjng regulacj¢ procesow plastycznosci strukturalnej, co moze
thumaczy¢ zaobserwowane réznice w odpowiedziach na stymulacje 5-HT7R w rdéznych

podregionach hipokampu.

Zar6éwno technika FIIM, jak 1 testy biochemiczne uzyte w niniejszej rozprawie
dostarczajg istotnych informacji, ale r6znig si¢ pod wzgledem specyficznosci, zakresu
analizy oraz ograniczen. Warto zauwazyc¢, ze FLIM to bardzo zaawansowana technika
obrazowania, ktora wyrdznia si¢ szeregiem istotnych zalet, szczegolnie w kontekscie
precyzyjnych pomiaréw czasu zycia fluorescencji. Czas zycia fluorescencji jest
charakterystyczny dla konkretnych  fluoroforow 1 ich lokalnego Srodowiska
molekularnego, co czyni FLIM niezwykle precyzyjnym narzedziem. Dzigki tej
wlasciwosci FLIM umozliwia wykrywanie subtelnych zmian aktywnos$ci biatek poprzez
biosensory, nawet w bardzo lokalnych obszarach komorek. Jednym z najwazniejszych
aspektow tej metody jest tez jej niezalezno$¢ od intensywnosci $wiatla wzbudzajacego.
Dzi¢ki temu eliminowane sg artefakty wynikajace z nierownomiernego rozlozenia
intensywnosci w probce. Dodatkowo, metoda ta jest niezalezna od st¢zenia barwnika oraz
poziomu jego wypalenia (fotobleaching), a czas zycia fluorescencji pozostaje niezalezny
od tych czynnikéw, co pozwala na prowadzenie diugotrwatych eksperymentow bez
ryzyka utraty jakosci danych. Metoda ta dostarcza ilosciowych danych o wysokiej

precyzji, umozliwiajac wiarygodne pordwnania pomi¢dzy roznymi eksperymentami.

Technika FLIM umozliwia badanie wylacznie komoérek eksprymujacych sensor,
dzigki czemu mozliwe jest wyeliminowanie wptywu sygnatow pochodzacych z innych
typow komorek obecnych w badanym obszarze. Stanowi to istotng przewage

nad metodami biochemicznymi, ktore dostarczaja usrednionych wynikow dla calej
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populacji komoérek wystepujacych w wyizolowanej tkance, co moze maskowaé¢ zmiany
specyficzne dla wybranych typow komorek. Dodatkowg zaleta zastosowania metody
FLIM w opisywanych badaniach, byla mozliwo$¢ przeprowadzenia analizy
w konkretnych skrawkach czeséci grzbietowej hipokampu, co umozliwito szczegdtowa
ocen¢ aktywnosci bialek Cdc42 i RhoA w podregionach tego obszaru. W przeciwienstwie
do FLIM, metody biochemiczne mierzg globalng aktywnos$¢ biatek Cdc42 i RhoA
w wyizolowanych fragmentach tkanek. Dodatkowo precyzyjna izolacja matych
fragmentow tkanki, wolnych od zanieczyszczen pochodzacych z sgsiednich obszardw,
stanowi istotne wyzwanie, zwlaszcza w kontekscie koniecznosci szybkiego zamrozenia

probki w celu zachowania aktywnosci badanych GTPaz.

Jednakze metoda FLIM, pomimo licznych zalet, posiada rowniez istotne
ograniczenia, ktoére ujawniajg si¢ juz na etapie przygotowywania probek. W przypadku
zastosowania metod biochemicznych tkanki izolowano natychmiast po eutanazji zwierzat
1 przenoszono na 16d w celu zachowania aktywnos$ci biatek. Natomiast metoda FLIM
wymaga czasochtonnej perfuzji, co moglo wplywac na aktywno§¢ RhoA 1 Cdc42, ktore
charakteryzuja si¢ przejsciowa aktywnoscig. Uwzgledniajac réwniez przejsciowy
charakter zmian morfologicznych zaobserwowany podczas badan in vitro, czas niezbedny
do przygotowania probek do FLIM mogt negatywnie wplywaé na aktywno$¢ badanych
biatek oraz uzyskane wyniki. Ponadto aktywno$¢ zarowno RhoA, jak i Cdc42 moze by¢
ograniczona do okre$lonych lokalnych obszarow, a nie wystgpowaé w catym
analizowanym rejonie. Ze wzgledu na gegsto rozmieszczone komorki nerwowe oraz
stosunkowo niskg ekspresje sensora, analiza metodg FLIM musiata obejmowac¢ dos¢ duzy
obszar, co mogto prowadzi¢ do usrednienia sygnatu i wprowadza¢ dodatkowe bledy
pomiarowe, ograniczajac mozliwo$¢ uchwycenia subtelnych zmian aktywnosci,
zlokalizowanych na pojedynczych kolcach. Wst¢pne badania in vitro sugerowaty, ze silna
nadekspresja zastosowanego sensora moze patologicznie wptywaé na strukture komoérek
nerwowych, co réwniez moglo znieksztalca¢ uzyskane wyniki. Z tego wzgledu
zastosowano umiarkowany poziom ekspresji sensora, co miato na celu zminimalizowanie
ryzyka wprowadzenia artefaktéw wynikajacych z jego nadmiernej obecnosci
w komorkach. Przy uwzglednieniu specyfiki 1 ograniczen obu zastosowanych metod,
interpretacja wynikow wymaga szczegélnej ostroznosci, zwlaszcza w odniesieniu
do roznic w aktywnosci GTPaz pomiedzy poszczegdlnymi podregionami hipokampu.
Uwzgledniajac powyzsze ograniczenia oraz ztozonos$¢ proceséw regulujacych aktywnosé

GTPaz, szczegbélnie ich dynamiczny i lokalny charakter, konieczne wydaje sig
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zastosowanie dodatkowych podej$¢ badawczych, ktore pozwola lepiej uchwycic¢ subtelne
zmiany czasowe i przestrzenne w badanych podregionach hipokampu. Aby poglebic¢
wiedz¢ na temat dynamiki aktywacji RhoA oraz Cdc42 w podregionach hipokampu,
konieczne byloby przeprowadzenie badan w dodatkowych punktach czasowych. Takie
badania umozliwityby szczegdélowe poznanie profilu aktywnosci badanych bialek.
Poniewaz RhoA oraz Cdc42 sg zwigzanie z dynamicznymi procesami, takimi jak
reorganizacja szkieletu aktynowego czy wydtuzanie kolcow dendrytycznych [Bijata
iwsp.,, 2017], ich aktywno$¢ zazwyczaj ma charakter przejsciowy. Dlatego
wykorzystanie obrazowania przyzyciowego lub analizy w réznych punktach czasowych
mogloby uchwyci¢ ten dynamicznych charakter zmian. Ciekawym rozwigzaniem bytoby
rozszerzenie badan z wykorzystaniem FLIM nahodowle organotypowe, ktore
pozwolityby odzwierciedla¢ dynamiczne i lokalne zmiany w przestrzeni subkomorkowe;.
W  rezultacie umozliwitoby to obserwowanie interakcji molekularnych w czasie
rzeczywistym w zywych komorkach. Dodatkowo warto rozwazy¢ ekspresje sensorow
w innych typach komorek, takich jak astrocyty i mikroglej. Komorki te petnig kluczowe
role w regulacji funkcji synaptycznych i procesach plastycznosci. Interakcje miedzy
komoérkami glejowymi a neuronami mogg istotnie wplywa¢ na dynamike procesow
zwigzanych z reorganizacja kolcow dendrytycznych, co moze dostarczy¢ cennych

informacji na temat roli receptorow 5S-HT7R w regulacji tych mechanizmow.

Kolejnym istothym zagadnieniem badanym w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej byto ustalenie, czy chroniczna stymulacja 5-HT7R moze indukowa¢ zmiany
strukturalne w kolcach dendrytycznych i jak réznig si¢ one od efektow wywotanych
pojedyncza stymulacjag. W celu oceny wptywu wielodniowej, regularnej stymulacji
5-HT7R na plastyczno$¢ strukturalng, przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem
agonisty AGH-194. Zastosowanie tego zwigzku, zamiast uzywanego wczesniej LP-211,
wynikato z jego rozpuszczalno$ci w wodzie, co pozwalato na uniknigcie potencjalnych
efektow toksycznych zwigzanych 2z dlugotrwalym stosowaniem DMSO -
rozpuszczalnika LP-211. Badania przeprowadzone przez Hanslick i wsp. wykazaly,
ze DMSO moze indukowaé apoptoz¢ w rozwijajacym si¢ mozgu myszy w rdznych
grupach wiekowych [Hanslick i wsp., 2009]. Wyniki te podkresla ryzyko zwigzane
z przewleklym stosowaniem tego rozpuszczalnika invivo. W zwiazku z tym wybor
agonisty rozpuszczalnego w wodzie uznano za bezpieczniejsza i bardziej efektywna
alternatyw¢  w kontek$cie  badan  dlugoterminowych,  ograniczajaca  wplyw

rozpuszczalnika na badane struktury. Agonista AGH-194 zostal przetestowany zaréwno
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w warunkach pojedynczego podania, jak iw modelu chronicznej stymulacji.
Po pojedynczym podaniu AGH-194 zaobserwowano znaczace wydluzenie kolcow
dendrytycznych zar6wno w podregionie CAl, jak i DG. Wynik ten r6znit si¢ od efektow
uzyskanych dla LP-211, gdzie zmiany morfologiczne zalezaly od podregionu —
wydtuzanie kolcow w CAl oraz dojrzewanie w DG. Wyniki te sugerujga potencjalnie
odmienny wptyw obu agonistow zwigzanych z 5-HT7R na plastyczno$¢ synaptyczng oraz
réznice w mechanizmach ich dzialania. R6znice te moga by¢ zwigzane z wlasciwosciami
farmakokinetycznymi 1 molekularnymi obu zwigzkow. AGH-194 nalezy do grupy
indoloimidazoli, bedacych selektywnymi agonistami 5-HT7R. Zwiagzki te zostaly
zsyntetyzowane w Zakladzie Chemii Lekow Instytutu Farmakologii PAN. Cho¢
szczegdbtowe dane dotyczace AGH-194 nie zostaly jeszcze opublikowane, wiadomo,
ze zwigzek ten wykazuje stosunkowo wysokie powinowactwo do 5-HT7R (Ki = 2 nM)
[Jakubowska i wsp., 2024]. AGH-192 oraz AH-494, zwigzki strukturalnie zblizone
do AGH-194, opisano jako wysoce selektywne, charakteryzujgce si¢ wysoka stabilnoscig
metaboliczng 1 niska toksyczno$cig. Dodatkowo, zwiazki te oraz AGH-194 s3 szybko
wchtaniane do krwiobiegu i efektywnie przenikanie przez barier¢ krew - moézg oraz
bardzo wysokie stezenie szczytowe w tkance mozgowej [Hogendorf 1 wsp., 2017; dane
nieopublikowane]. W porownaniu do LP-211, AGH-194, jako znacznie mniejsza
czasteczka, moze tatwiej przenika¢ przez barier¢ krew-mozg, co jest zgodne z wiedza,
1z szybkos$¢ tego procesu jest odwrotnie proporcjonalna do wielkosci czasteczek [Profaci
i wsp., 2020]. W konsekwencji szybsze dziatanie AGH-194 na 5-HT7R w miejscu
docelowym — hipokampie — moze prowadzi¢ do rdéznic obserwowanych w wynikach
invivo. Z kolei LP-211 wykazuje umiarkowang zdolno$¢ przenikania do tkanki
moézgowej (Sredni stosunek dystrybucji w mézgu do osocza okoto 0,3-0,4). Dodatkowo
w trakcie metabolizmu LP-211 zachodzi proces N-dealkilacji tancucha alifatycznego
przylagczonego do azotu piperazyny, prowadzac do powstania 1-(2-difenylo)piperazyny
(RA-7). RA-7 wykazuje wysokie powinowactwo do 5-HT-R, ale dziata jako antagonista
tego receptora [Lacivita i wsp., 2012]. RA-7 charakteryzuje si¢ okoto 10-krotnie
wiekszym powinowactwem do tego receptora (Ki = 1,4 nM) w poréwnaniu z LP-211
(Ki = 15 nM) [Hedlund i wsp., 2010]. RA-7 charakteryzuje si¢ dtugotrwatym wplywem
na 5-HT7R, co moze modyfikowa¢ odpowiedzi receptorowe w pdzniejszych etapach
badan.

Biorac pod uwage potencjalnie szybsze dzialanie AGH-194, rdznice

w obserwowanych efektach w DG moga sugerowaé, ze zmiany wywolane przez
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AGH-194 reprezentuja poOzniejszy etap procesu plastycznosci strukturalnej zaleznej
od 5-HT7R, w poréwnaniu z efektami uzyskanymi po stymulacji LP-211. Odwotujac si¢
do wynikow in vitro, ktore wskazywaty na przej$ciowy charakter zmian morfologicznych
w neuronach ziarnistych, mozna zauwazy¢, ze wyniki otrzymane po 30 minutach
stymulacji receptora invivo za pomoca LP-211, odpowiadalyby pierwszym wynikom
otrzymanym in vitro (po 10 minutach od stymulacji) w komorkach ziarnistych, kiedy
proces dojrzewania kolcow byt najbardziej widoczny. Natomiast wyniki uzyskane
po stymulacji 5-HT7R z uzyciem AGH-194 in vivo mogg odzwierciedlac etap rozpoczecia
procesu wysmuklania 1 pocieniania kolcow dendrytycznych (zwigkszenie stosunku
dhugosci kolca do szerokosci jego gtowki), obserwowanego w hodowlach in vitro
po 20 minutach od stymulacji. Jednakze aby potwierdzi¢ te wnioski i lepiej zrozumiec
dynamike tych procesow, konieczne bylyby dalsze analizy w dodatkowych punktach
czasowych, zaro6wno in vitro, jak i in vivo, co pozwolitoby jednoznacznie okresli¢

czasowe aspekty odpowiedzi neurondw ziarnistych na stymulacje 5-HT7R.

Przy obecnym stanie wiedzy jako potencjalne zrodlo roéznic pomiedzy efektami
stymulacji agonistami 5-HT7R nie mozna jednak wykluczy¢, ze AGH-194 badz LP-211
sg stronniczymi agonistami tego receptora. Ten specyficzny rodzaj agonisty faworyzuje
jedna z wielu aktywnych konformacji receptora i selektywnie aktywuje jedynie okreslong
sciezke sygnatowg, mimo kilku powigzanych z danym receptorem. Przyktadem moze by¢
serodolina, ktora wykazuje unikalny mechanizm dziatania jako antagonista lub odwrotny
agonista sygnalizacji biatka Gas, a rdwnoczesnie zachowuje si¢ jako agonista sygnalizacji
B-arestyny oraz 5-CT, dla ktérego wykazano preferencyjne wigzanie z bialkiem Gas,
anie z Goiz [El Khalimchi i wsp., 2022]. Wskazuje to na mozliwo$¢ wystapienia
unikalnych profili farmakologicznych poszczegdlnych agonistow oraz antagonistow
5-HT7R.

Podczas przeprowadzonych badan wykazano, ze cho¢ pojedyncza stymulacja
5-HT7R prowadzita do wyraznych zmian morfologicznych w kolcach dendrytycznych,
chroniczna stymulacja 5-HT7R prowadzi do cofania si¢ tych zmian. Taki wynik sugeruje
obecno$¢ adaptacyjnych mechanizmow kompensacyjnych, ktore odwracaja poczatkowe
efekty stymulacji, obejmujac potencjalnie zmniejszong wrazliwos¢ szlakow sygnatowych
zaleznych od 5-HT7R. Przyczyna obserwowanych roznic moze by¢ proces internalizacji
lub desensytyzacji receptora. W literaturze podkresla si¢, ze 5-HT7R rozni si¢ pod

wzgledem mechanizmoéw regulacyjnych od innych receptorow sprzezonych z biatkami G.
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Badania Krobert i wsp. (2006) wykazaly, ze dlugotrwata ekspozycja 5-HT7R
na agonistow nie prowadzi do klasycznej desensytyzacji ani regulacji w dot (ang. down-
regulation), co jest charakterystyczne dla wielu innych receptoréw sprz¢zonych
z biatkami G, takich jak 5-HTiaR. Co wigcej, obserwacje wskazujg, ze mechanizmy
desensytyzacji 5-HT7R moga opiera¢ si¢ na funkcjonalnych zmianach w aktywnosci
receptoréw, bez ich degradacji czy endocytozy. Stabilnos¢ 5-HT7R w odpowiedzi
na dlugotrwata stymulacje agonistg sugeruje, ze ich regulacja rozni sig¢ istotnie od innych
receptoréw serotoninowych [Krobert i wsp., 2006]. Drugim mechanizmem mogacym
wplywa¢ na zmniejszenie wrazliwosci receptoréw 5-HT7R jest ich internalizacja.
W badaniach przeprowadzonych przez Guthrie 1 wsp. (2005) wykazano, ze rozne
izoformy 5-HT7R, powstale w wyniku alternatywnego sktadania (ang. splicing), réznia
si¢ zdolno$cig do internalizacji. Izoforma 5-HT7¢R charakteryzuje si¢ konstytutywnag
internalizacja w warunkach braku agonisty, co prowadzi do przewagi receptoréw
zlokalizowanych wewnatrz komorki.. Efektem tego jest spadek zdolnosci izoformy
5-HT7gR do aktywacji szlakow sygnatowych. Z kolei pozostate izoformy wykazuja
internalizacje gléwnie w odpowiedzi na obecno$¢ agonisty, co ogranicza liczbg
receptoréw dostepnych na powierzchni btony komoérkowej i w konsekwencji zmniejsza
aktywnos$¢ szlakow sygnalowych. Taki mechanizm moze odpowiada¢ za adaptacje
5-HT7R do przewlektej stymulacji [Guthrie i wsp., 2005]. Mozliwe jest zatem, ze efekty
adaptacyjne sa zalezne od specyficznie aktywowanego szlaku sygnalowego i zwigzane sg
z internalizacja badanego receptora. W tym kontek$cie istotne wydaje si¢ wigc
przeprowadzenie bardziej szczegdétowych badan poréwnujacych dziatanie roéznych

agonistow 5-HT7R.

Ze wzgledu na odmienny wptyw agonistow AGH-194 i LP-211 na morfologi¢
kolcéw dendrytycznych postanowiono porownac ich dzialanie na zachowania depresyjne
u zwierzat. Badania przeprowadzone przez Bijata i wsp. wykazaly, ze aktywacja 5-HT7R
zapomocg LP-211 prowadzila do wydluzenia czasu bezruchu w tescie zawieszenia
za ogon (TST) oraz obnizenia preferencji sacharozy w tescie preferencji sacharozy (SPT).
Co istotne, po podaniu LP-211 nie =zaobserwowano zmian w aktywnosci
lokomotorycznej, co umozliwiato precyzyjna interpretacj¢ wynikow TST w kontekscie
dziatania na zachowania depresyjne. Wyniki te sugeruja efekt prodepresyjny [Bijata
i wsp., 2022]. Natomiast, aktywacja 5-HT7R za pomocg agonisty AGH-194, nie wywotata
znaczacych zmian w TST, jednak zaobserwowano istotny spadek aktywnosci

lokomotorycznej. To dziatanie uspokajajace lub zmniejszenie motywacji do ruchu
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w przypadku AGH-194, komplikuje interpretacj¢ wynikow w TST, gdyz nizsza
aktywno§¢ lokomotoryczna moze maskowaé subtelne efekty behawioralne.
Uwzglednienie spadku ruchliwo$ci w tescie otwartego pola oraz normalizacja czasu
bezruchu w TST do poziomu aktywnosci motorycznej, mogtoby pozwoli¢ lepiej ocenié
rzeczywisty efekt behawioralny, ktéry w przypadku AGH-194 moze sugerowaé efekt
przeciwdepresyjny, a nie prodepresyjny, jak w przypadku LP-211. Dodatkowo, w tescie
SPT zaobserwowano wzrost preferencji sacharozy po pojedynczej stymulacji receptora,
co rowniez sugeruje potencjalne dziatanie przeciwdepresyjne. Efekt ten byt jednak
przejsciowy 1 po uptywie 9 godzin od stymulacji nie byt juz obserwowany, co sugeruje,
ze zanikal w ciggu tego czasu. Podobne wyniki uzyskano po chronicznej stymulacji
5-HT-7R, co bylo zgodne z analizg morfologiczng kolcow dendrytycznych po chronicznej
stymulacji z uzyciem AGH-194, wskazujagcg na cofnigcie si¢ zmian strukturalnych
widocznych po pojedynczej stymulacji tego receptora. Efekty obserwowane
po zastosowaniu agonisty AGH-194 s3a szczegdlnie interesujace, poniewaz
dotychczasowe badania wskazywaly przede wszystkim na przeciwdepresyjne dziatanie
antagonistow 5-HT7R [Mnie-Filali i wsp., 2006]. Wyniki te podkreslaja potrzebe
zrozumienia precyzyjnych szlakow sygnalowych aktywowanych przez LP-211
i AGH-194, co mogloby dostarczy¢ istotnych informacji natemat molekularnych

podstaw depresji oraz potencjalnych mechanizmow terapeutycznych.

W  kontek$cie analiz zachowan depresyjnych warto przywola¢ badania
przeprowadzone z uzyciem modelu przewleklego, nieprzewidywalnego stresu, ktore
wykazaly, ze kolce dendrytyczne u myszy anhedonicznych, pod wptywem stresu ulegaja
silnemu wydtuzaniu w podregionie CAl, podczas gdy w DG pozostaja bez zmian.
Wyniki te sugerujg, ze zmiany ksztaltu kolcow w podregionie CA1 mogg odgrywaé
kluczowg role w rozwoju objawow depresyjnych [Bijata 1 wsp., 2022; Baczynska i wsp.,
2024]. Jednakze wyniki niniejszej pracy dostarczaja istotnej obserwacji, Ze samo
wydhuzenie kolcéw w podregionie CA1 nie jest wystarczajace do wywolania zmian
0 charakterze prodepresyjnym, co wskazuje na bardziej ztozony mechanizm molekularny
lezacy u podstaw tych zachowan. Warto rowniez podkresli¢, ze zard6wno w wyniku
stymulacji 5-HT7R z uzyciem LP-211, jak ipo przewlektym stresie, zaobserwowano
spadek gestosci kolcow dendrytycznych w podregionach CAL i DG [Bijata i wsp. 2022].
W przypadku stymulacji agonista AGH-194 taki spadek nie wystapit. Co wigcej,
W podregionie DG zaobserwowano jednoczesne wydtuzenie kolcow dendrytycznych oraz

delikatny trend wskazujacy na zwigkszenie ich gestosci. Wyniki te moga sugerowac,
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ze oba procesy — wydtuzanie kolcow oraz wzrost ich gestosci — moga petni¢ funkcje
kompensacyjng, wspierajac prawidlowe funkcjonowanie neuronéw w odpowiedzi
na stymulacj¢ 5-HT7R agonista AGH-194. Wydluzenie kolcow dendrytycznych moze
wskazywaé na ich wickszy potencjal do tworzenia nowych synaps lub na adaptacje
do zmieniajacych si¢ warunkow, takich jak stres lub zmiany aktywnosci neuronalnej.
Jednoczesnie subtelny wzrost gestosci kolcow moze $wiadczy¢ o aktywacji procesow
synaptogenezy lub stabilizacji polaczen synaptycznych, co potencjalnie moze
przeciwdziata¢ negatywnym skutkom utraty kolcow, obserwowanym po stymulacji
innymi agonistami, takimi jak LP-211. Zjawisko to mozna interpretowaé jako
wspotistniejgca adaptacja morfologiczna, w ktorej wydhluzenie 1 zwigkszenie liczby
kolcow dendrytycznych wzajemnie si¢ uzupehlniaja, tworzac efektywny mechanizm
kompensacyjny. Zrozumienie tego dualnego procesu moze dostarczy¢ cennych informacji
na temat plastycznosci synaptycznej w DG oraz jej roli w rozwoju i potencjalnym
leczeniu zaburzen depresyjnych. Réznica ta wydaje si¢ szczegdlnie istotna w kontekscie
odmiennych efektow behawioralnych wywotywanych przez obu agonistow, co podkresla

ich zr6znicowane dziatanie, szczegolnie w badaniach nad zachowaniami depresyjnymi.

W przysztosci interesujagcym kierunkiem badan bytoby szczegdtowe zbadanie
mechanizmow dziatania LP-211 i AGH-194, ich preferencji wobec okreslonych szlakow
sygnatowych oraz potencjalnych interakcji z innymi receptorami. Zrozumienie roznic
W specyfice dziatania obu agonistow mogtoby pomoc w identyfikacji preferencyjnych
szlakow 1 umozliwi¢ celowane terapie zaburzen neurologicznych, takich jak depresja,
stany Igkowe czy deficyty poznawcze wynikajace z nieprawidtowej plastycznosci
synaptycznej. Dodatkowo badania nad zalezno$ciami migdzy strukturg chemiczng
agonistow a ich stronniczoscig wobec réznych konformacji 5-HT7R, moga przyczynic si¢
do rozwoju bardziej precyzyjnych strategii terapeutycznych, ktéore minimalizowatyby

skutki uboczne, a jednoczes$nie maksymalizowaty skutecznos¢ leczenia.
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6. Podsumowanie 1 wnioski

Podsumowujac wyniki otrzymane na potrzeby ponizszej rozprawy doktorskie;j,
aktywacja 5-HT7R odgrywa kluczowg rol¢ w modulowaniu plastycznosci strukturalne;j
w hipokampie. Przeprowadzone badania pozwolily na gl¢bsze zrozumienie wplywu
aktywacji 5-HT7R nazmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych, aktywnosé
kluczowych biatek zaangazowanych w reorganizacj¢ cytoszkieletu oraz zachowania
zwierzat. Uzyskane wyniki dostarczyly nowych danych natemat molekularnych
mechanizmow zwigzanych z regulacja plastycznosci synaptycznej. Giowne wnioski

z pracy to:

e Zmiany morfologiczne: Jednorazowa stymulacja 5-HT7R powoduje wydtuzanie
kolcow neuronow piramidowych w CA1l oraz dojrzewanie lub wydtuzanie
kolcéw neuronow ziarnistych w DG, zaleznie od zastosowanego agonisty.
Chroniczna stymulacja nie wplywa istotnie na morfologi¢ ani gestos¢ kolcow

dendrytycznych.

e Aktywno$s¢ MMP-9: Aktywacja 5-HT7R indukuje wzrost aktywnosci MMP-9,
zalezny od obecno$ci biatka Gas. Analiza aktywnosci MMP-9 w podregionach
hipokampu (CA1 1 DG) wykazala, ze stymulacja 5-HT7R wywotuje
poréwnywalny wzrost aktywnos$ci tego enzymu w obu badanych podregionach,

bez istotnych r6znic miedzy nimi.

e Aktywno$¢ malych Rho GTPaz: Wyniki stymulacji 5-HT7R réznily sie
W zaleznosci od zastosowane] metody w obu podregionach hipokampu.
W badaniach biochemicznych aktywacja 5-HT7R zwigkszata aktywnos¢ Cdc42
i RnoA w CAl, co korelowato z obserwowanymi zmianami morfologicznymi
W tym podregionie. Natomiast obrazowanie FLIM nie wykazalo zmian
w aktywnosci tych biatek w CAl. W DG metody biochemiczne nie ujawnity
zmian aktywno$ci Rho GTPaz, podczas gdy obrazowanie FLIM wskazato

na wzrost aktywnosci Cdc42.
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Behawior: Stymulacja 5-HT7R z uzyciem AGH-194 wplywa na aktywnos¢
lokomotoryczng zwierzat, ale nie wywoluje zmian w zachowaniach

depresyjno-podobnych.

Réznice miedzy agonistami: AgoniSci LP-211 1 AGH-194 roznig si¢
mechanizmem dzialania, co prawdopodobnie wynika z ich odmiennych

wlasciwosci farmakologicznych i metabolizmu.
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