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Wykaz skrotow

ACTH hormon adrenokortykotropowy (ang. adrenocorticotropic hormone)

AKT kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)

AVP argininowazopresyna (ang. arginine vasopressin)

BCA kwas bicynchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

BDNF neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor)
BSA albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

Ca2+ jon wapniowy (ang. calcium ion)

CaMKII kinaza II zalezna od Ca2+/kalmoduliny (ang. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II)
Cdc42 mata GTPaza Cdc42 (ang. cell division cycle 42)

CORT kortykosteron (ang. corticosterone)

CREF czynnik uwalniajacy kortykotropine (ang. corticotropin-releasing factor)

DEX deksametazon (ang. dexamethasone)

Dil barwnik lipofilowy Dil (ang. 1,1'-dioctadecyl-3,3,3",3'-tetramethylindocarbocyanine)

DMSO dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)

EphB2 receptor efrinowy typu B2 (ang. ephrin type-B receptor 2)

ERK?2 kinaza regulowana sygnatami zewnatrzkomorkowymi 2 (ang. extracellular signal-regulated
kinase 2)

FAK kinaza adhezji ogniskowej (ang. focal adhesion kinase)

FAT domena kierowania do ognisk adhezji (ang. focal-adhesion targeting domain)

FERM domena FERM (ang. band 4.1/ezrin/radixin/moesin homology)

FKBPS5 izomeraza peptydyloprolilowa cis-trans FKBPS5 (ang. peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBPY)

FKBP51 biatko wiazace FK506 51 (ang. FK506-binding protein 51)

FKBPS52 biatko wigzace FK506 52 (ang. FK506-binding protein 52)

FRNK biatko pokrewne FAK bez aktywnos$ci kinazowej (ang. FAK-related non-kinase)

FYN protoonkogenowa kinaza tyrozynowa Fyn (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase Fyn)
GDP guanozyno-5'-difosforan (ang. guanosine-5'-diphosphate)

GEF czynnik wymiany nukleotydow guaninowych (ang. guanine nucleotide exchange factor)
GEF-H1 czynnik wymiany nukleotydow guaninowych H1 (ang. guanine nucleotide exchange factor
HI)

GFP zielone bialko fluorescencyjne (ang. green fluorescent protein)

GRAF regulator GTPaz zwigzany z FAK (ang. GTPase regulator associated with focal adhesion
kinase)

GR receptor glikokortykoidowy (ang. glucocorticoid receptor)

Grb2 biatko 2 zwigzane z receptorem czynnika wzrostu (ang. growth factor receptor-bound protein 2)
GREs elementy odpowiedzi glikokortykoidowej (ang. glucocorticoid response elements)

GTP guanozyno-5'-trifosforan (ang. guanosine-5'-triphosphate)

GTPazy biatka wigzace GTP (ang. GTPases)



HeLa komorki HeLa (ang. HeLa cells)

HPA 0§ podwzgdrze—przysadka—nadnercza (ang. hypothalamic—pituitary—adrenal axis)

LDH dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)

LIM kinaza domeny LIM (ang. LIM domain kinase)

LIMK kinaza domeny LIM (ang. LIM domain kinase)

LTP dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentiation)

MAP2 bialko towarzyszace mikrotubulom 2 (ang. microtubule-associated protein 2)

microRNA mikroRNA (ang. microRNA)

MR receptor mineralokortykoidowy (ang. mineralocorticoid receptor)

mTOR mechanistyczny cel rapamycyny (ang. mechanistic target of rapamycin)

mTORCI1 kompleks mTOR 1 (ang. mTOR complex 1)

NeuN antygen jadrowy neurondéw (ang. hexaribonucleotide-binding protein-3)

NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy (ang. N-methyl-D-aspartic acid)

NR3C1 receptor jadrowy podrodziny 3, grupy C, czlonek 1 (ang. nuclear receptor subfamily 3 group C
member 1)

NRSF czynnik wyciszajacy specyficzny dla neurondéw (ang. neuron-restrictive silencer factor)
PAK kinaza aktywowana przez p21 (ang. p21-activated kinase)

PFA paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)

PI3K fosfatydyloinozydowa 3-kinaza (ang. phosphoinositide 3-kinase)

PIP2 fosfatydyloinozytylo-4,5-bisfosforan (ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)

PIP3 fosfatydyloinozytylo-3,4,5-trisfosforan (ang. phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)
PROXI1 prosperohomeobiatko 1 (ang. prospero homeobox 1)

PSD95 biatko 95 postsynaptycznej gestosci (ang. postsynaptic density protein 95)

PTEN fosfataza i homolog tensyny (ang. phosphatase and tensin homolog [deleted on chromosome
10])

PYK?2 bogata w prolin¢ kinaza tyrozynowa 2 (ang. proline-rich tyrosine kinase 2)

RAC1 mata GTP-aza Racl (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)

REDD1 bialko regulowane w rozwoju i odpowiedziach na uszkodzenia DNA 1 (ang. regulated in
development and DNA damage responses 1)

REML resztowa estymacja najwickszej wiarygodnosci (ang. restricted maximum likelihood)
RhoA mata GTP-aza RhoA (ang. Ras homolog family member A)

RM ANOVA analiza wariancji z powtarzanymi pomiarami (ang. repeated-measures analysis of
variance)

ROCK kinaza biatkowa zwigzana z Rho zawierajaca domeng coiled-coil (ang. Rho-associated coiled-
coil containing protein kinase)

S100B biatko wigzace wapn S100B (ang. S100 calcium-binding protein B)

SATB2 biatko wigzace sekwencje bogate w AT 2 (ang. special AT-rich sequence-binding protein 2)
siRNA mate interferujace RNA (ang. small interfering RNA)

sL TP strukturalne dlugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. structural long-term potentiation)
SRC protoonkogenowa kinaza tyrozynowa Src (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src)



Tiam1 biatko indukujace inwazje 1 przerzuty chtoniaka T 1 (ang. T-lymphoma invasion and metastasis-
inducing protein 1)

TrkB receptor kinazowy tropomiozyny B (ang. tropomyosin receptor kinase B)

uEPSC prad pobudzajacy postsynaptyczny wywolany odklatkowaniem (ang. uncaging excitatory
postsynaptic current)

uEPSP potencjal pobudzajacy postsynaptyczny wywotany odklatkowaniem (ang. uncaging excitatory
postsynaptic potential)

Y15 inhibitor kinazy FAK (ang. FAK inhibitor 14)

ZN27 aktywator kinazy FAK (ang. FAK activator; ZINC40099027)

B-PIX beta czynnik wymiany nukleotydéw guaninowych oddziatujacy z PAK (ang. PAK-interacting
exchange factor beta; ARHGEF'7)
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Streszczenie

Plastyczno$¢ synaptyczna, jedna z form neuroplastycznosci, lezy u podtoza prawidlowego
funkcjonowania mozgowia. W zwigzku z tym, ze dominujace w modzgowiu synapsy chemiczne
zlokalizowane s3a na kolcach dendrytycznych, plastyczno$¢ synaptyczng mozna badac¢ analizujac
morfologi¢ /lub gesto$¢ kolcow dendrytycznych. Nawet niewielkie odstepstwo od typowej morfologii
kolcow dendrytycznych, moze prowadzi¢ do zaburzeh dziatania na poziomie pojedynczej komorki oraz
calej sieci neuronalnej. Dlatego, zrozumienie jak rdzne czynniki biologiczne wptywaja na morfologie
kolcow dendrytycznych, tym samym plastycznos$¢ synaptyczna, jest kluczowe.

Jednym z czynnikow, ktore wpltywaja na morfologi¢ kolcow dendrytycznych, jest dtugotrwale
podwyzszony poziom kortykosteronu (CORT). Chronicznie podwyzszony poziom CORT, skutkuje
redukcja liczby kolcoOw neuronow kortykalnych i hipokampalnych oraz modyfikacjg ich struktury.
Jednakze, wcigz nie wiadomo, czy CORT jest bezposrednim czynnikiem wywolujacym zmiany
morfologiczne kolcow, a jezeli tak, to w jakim stopniu i jakie konkretnie parametry struktury kolcow
ulegaja zmianie w neuronach kortykalnych oraz hipokamaplnych, za sprawa dtugotrwatego dziatania
podniesionego poziomu CORT. Co wigcej, Sciezki sygnatowe za posrednictwem ktorych CORT wptywa
na strukture kolcow dendrytycznych, rowniez nie zostaly w pelni poznane. Jedno z biatek, ktorego
aktywno$¢ jest zwigzana z reorganizacja struktury kolcow 1 jednoczesnie moze by¢ posrednio
modulowana przez CORT jest kinaza ptytek przylegania (FAK). Pomimo przestanek wskazujacych na
potencjalne zaangazowanie FAK w zmiany morfologiczne kolcoOw dendrytycznych neurondéw
kortykalnych i hipokampalnych, wywotane dtugotrwale podniesionym poziomem CORT, nadal brakuje
jednoznacznych danych potwierdzajacych stusznos¢ tej hipotezy.

Bioragc pod uwage powyzsze, pierwszym celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie
doktorskiej, byto zweryfikowanie hipotezy, ze efektem zastosowania dlugotrwale podniesionego poziomu
CORT, bedzie wywotanie zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych neuronéw kortykalnych oraz
hipokampalnych, a nastepnie scharakteryzowanie obserwowanych zmian. Drugim celem byta weryfikacja
hipotezy zaktadajacej zaangazowanie FAK w zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych neuronow
kortyklanych i hipokampalnych, wywotane przez dtugotrwale podniesiony poziom CORT.

Aby zrealizowa¢ wyzej opisane cele, wykorzystano mysie, pierwotne hodowle kortykalne oraz
hipokampalne, ktére inkubowano dlugotrwale w srodowisku podwyzszonego stezenia CORT, a nastgpnie
morfologi¢ ich kolcow dendrytycznych, wizualizowano i obrazowano przy uzyciu mikroskopu

konfokalnego oraz analizowano bioragc pod uwage wybrane parametry struktury kolcow. Ponadto,
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wykorzystujac narz¢dzia farmakologiczne, takie jak aktywator oraz inhibitor biatka FAK oraz stosujac
metody biologii molekularnej, takie jak reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-
qPCR), analizowano rol¢ biatka FAK w zmianach morfologicznych kolcow dendrytycznych, wywotanych
dhugotrwale podniesionym poziomem CORT.

W pierwszym etapie badan, doswiadczalnie wyznaczono st¢zenie CORT, ktore wywotuje
odpowiedz w zakresie sygnalizacji glikokortykoidowej, jednoczesnie nie wptywajac na przezywalnosé
komorek pierwotnych oraz na ogdélng morfologie neurondéw. W kolejnym etapie, wykazano, ze
dlugotrwale podniesiony poziom CORT, w odmienny sposéb wptywa na morfologie¢ kolcow
dendrytycznych pierwotnych neuronéw hipokampalnych oraz kortykalnych. W przypadku kolcoéw
neuronéw kortykalnych, wykazano tendencj¢ wzrostowa, za§ w przypadku kolcow neurondow
hipokampalnych, wykazano spadek, w zakresie ich przeci¢tnej dtugosci. Dodatkowo, w przypadku
komorek pierwotnych z obu tych regionow, wykazano spadek w zakresie szerokosci gltéw kolcow. W
dalszych badaniach, wykazano, Ze manipulowanie aktywno$cig biatka FAK, moze odtwarza¢ badz
przeciwdziata¢ efektom CORT. W przypadku pierwotnych neurondéw kortykalnych, zaobserwowano, ze
zastosowanie inhibitora fosforylacji FAK, prowadzi do zmian w zakresie morfologii kolcow, ktore sg
analogiczne do efektow dlugotrwatego dziatania CORT. Podobnych rezultatéw nie zaobserwowano w
przypadku pierwotnych komorek hipokampalnych. Z drugiej strony, poprzez zastosowanie aktywatora
FAK, udalo si¢ przeciwdziata¢ zmianom w zakresie dtugosci kolcow 1 szerokosci ich gtow, w pierwotnych
hodowlach kortykalnych, ale nie hipokampalnych, gdzie aktywacja FAK przeciwdziala jedynie
wywotanemu przez CORT, spadkowi przecigtnej szerokosci glowy kolcow, a pozostawata bez wptywu
na zalezny od CORT, spadek w zakresie przecietnej dtugosci kolcow. W dalszych badaniach, wykazano
zalezne od czasu trwania inkubacji komérek z CORT, zmiany w poziomie mRNA genu kodujacego FAK,
w komorkach kortykalnych. Podobnych zmian nie wykazano w przypadku komorek hipokampalnych. W
ostatnim etapie, wykazano brak wplywu dlugotrwale podniesionego poziomu CORT na poziom
catkowitego 1 fosforylowanego biatka FAK, zarowno w komorkach kortykalnych jak 1 hipokampalnych.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej, dostarczaja nowych
informacji o specyfice wplywu dilugotrwale podniesionego poziomu CORT na morfologi¢ kolcow
dendrytycznych kortykalnych oraz hipokampalnych neurondéw pierwotnych. Ponadto, wykazano
potencjalne zaangazowanie bialka FAK w zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych neurondéw

kortykalnych oraz hipokampalnych w warunkach pozbawionych CORT, a takze tych wywotanych CORT.
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Summary

Synaptic plasticity, a form of neuroplasticity, underlies the proper functioning of the brain. Because
the brain’s predominant chemical synapses reside on dendritic spines, synaptic plasticity can be studied
by analyzing spine morphology and/or density. Even slight deviations from typical dendritic spine
morphology can lead to dysfunction at the level of single cells and entire neuronal networks. Therefore,
understanding how various biological factors influence dendritic spine morphology, and thus synaptic
plasticity, is crucial.

One factor that affects dendritic spine morphology is chronically elevated corticosterone (CORT).
Chronically elevated CORT results in a reduction in the number of spines on cortical and hippocampal
neurons and in modifications of their structure. However, it remains unknown whether CORT is a direct
driver of spine morphological changes and, if so, to what extent and which specific structural parameters
are altered in cortical and hippocampal neurons by prolonged elevated CORT. Moreover, the signaling
pathways through which CORT affects dendritic spine structure have not been fully elucidated. One
protein whose activity is linked to spine reorganization and may be indirectly modulated by CORT is focal
adhesion kinase (FAK). Despite indications suggesting potential involvement of FAK in CORT-induced
morphological changes of dendritic spines in cortical and hippocampal neurons, definitive data confirming
this hypothesis are still lacking.

In light of the above, the primary aim of this doctoral thesis was to test the hypothesis that prolonged
elevation of CORT induces morphological changes in dendritic spines of cortical and hippocampal
neurons, and then to characterize the observed changes. The second goal was to test the hypothesis that
FAK is involved in CORT-induced morphological changes of dendritic spines in cortical and hippocampal
neurons.

To achieve these aims, mouse primary cortical and hippocampal cultures were incubated with
chronically elevated CORT; their dendritic spines were then visualized and imaged using confocal
microscopy and analyzed with respect to selected structural parameters. Additionally, using
pharmacological tools such as a FAK activator and inhibitor, as well as molecular biology methods such
as the real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR), we examined the role of FAK in CORT-induced
changes in dendritic spine morphology.

In the first stage, we experimentally identified a CORT concentration that triggers a glucocorticoid-

signaling response without affecting the viability of primary cells or the overall neuronal morphology.
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In the next stage, we demonstrated that chronic elevation of CORT differentially influences dendritic
spine morphology in primary hippocampal versus cortical neurons. For cortical neuron spines, we
observed an increasing trend, while hippocampal neuron spines showed a decrease in their mean length.
Additionally, in primary cells from both regions, we noted a reduction in spine head width. Furthermore,
we showed that manipulating FAK activity can mimic or counteract the effects of CORT. In primary
cortical neurons, applying an inhibitor of FAK phosphorylation caused changes in spine morphology
similar to those seen with prolonged CORT exposure. These results were not observed in primary
hippocampal cells. Conversely, activating FAK counteracted changes in spine length and head width in
cortical cultures but not in hippocampal cultures, where FAK activation only reversed the CORT-induced
decrease in average head width and had no effect on the decline in average spine length. We also observed
time-dependent changes in the mRNA levels of the gene encoding FAK in cortical cells, but no such
changes occurred in hippocampal cells. Finally, we found no effect of chronic CORT elevation on total
and phosphorylated FAK protein levels in either cortical or hippocampal cells.

In summary, this doctoral dissertation provides new insights into how chronically elevated CORT
shapes the morphology of dendritic spines in cortical and hippocampal primary neurons. It also indicates
a potential role for FAK in spine morphological changes observed both under CORT-deprived conditions
and in response to CORT.
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1. Wstep

Uktad nerwowy (w tym przede wszystkim modzgowie), posiada zdolnos¢ funkcjonalnej oraz
strukturalnej modyfikacji, ktorg okresla si¢ terminem neuroplastyczno$¢. Zjawisko neuroplastycznosci
jest zwigzane z rozwojem ukladu nerwowego, normalnym funkcjonowaniem juz rozwinigtego uktadu
nerwowego, ktory dostosowuje si¢ do zmieniajacego si¢ $rodowiska, a takze z odpowiedzia uktadu
nerwowego na uszkodzenie, a nawet starzenie si¢ organizmu. Poprawne dzialanie procesow
neuroplastycznosci jest wigc kluczowe z perspektywy wiasciwego funkcjonowania uktadu nerwowego,
w tym, mozgowia. Zaleznie od przyjetych kryteriow, wyrdzni¢ mozna wiele rodzajow neuroplastycznosci,

wsrdd ktorych, szczegdlne znaczenie w ostatnich latach zyskata plastyczno$¢ synaptyczna.

1.1 Kolce dendrytyczne
1.1.1 Plastycznos¢ synaptyczna a kolce dendrytyczne — operacjonalizacja

Synapsa, miejsce komunikacji pomi¢dzy komdrkami nerwowymi, jest krytycznym elementem sieci
neuronalnej. To za posrednictwem synapsy dochodzi do transferu sygnatu z jednej komorki nerwowej do
kolejnej. Co wigcej, to synapsa jest elementem sieci neuronalnej, ktory podlega reorganizacji, dajac
podstawy unikalnym wlasciwosciom mozgowia, takim jak uczenie si¢ oraz pamie¢ (Citri & Malenka,
2008). Typowym przykltadem synapsy posiadajacej wyzej wymienione cechy, jest tzw. synapsa
chemiczna, ktora charakteryzuje transmisja sygnatu oparta o neuroprzekazniki (wsrod ktoérych wyrdznié
mozna neuroprzekazniki pobudzajace oraz hamujace) oraz obecnos$¢ czesci pre oraz postsynaptycznej
(Rycina 1.1). Cze$¢ presynaptyczna sklada si¢ z zakonczenia aksonalnego, ktore w przypadku
pobudzajacego typu synapsy chemicznej (dominujacej w mozgowiu), dochodzi do czgsci
postsynaptycznej, ktéra sktada si¢ z kolca dendrytycznego (Yuste & Bonhoeffer, 2004a; Citri & Malenka,
2008).

Kolce dendrytyczne to blonowe, wysoce ruchliwe wypustki, bedace czgscig dendrytow wybranych
populacji komoérek nerwowych. Kolce dendrytyczne nie tylko moga dynamicznie zmienia¢ swoj ksztalt,
ale takze znika¢ i pojawia¢ si¢ ponownie (Holtmaat i in., 2005a). W zwigzku z ruchliwoscig kolcow, a
takze z faktem, ze wiekszo$¢ synaps pobudzajacych znajduje si¢ na kolcach; reorganizacja synapsy
chemicznej, a tym samym plastyczno$¢ synaptyczna, moze by¢ definiowana poprzez zmiany w strukturze
badz w ilosci kolcéw dendrytycznych. Tak zdefiniowana plastyczno$¢ synaptyczna, moze by¢ zatem
mierzona poprzez analiz¢ morfologii kolcéw dendrytycznych oraz/lub analize ich gestosci (Yuste &

Bonhoeffer, 2001; Matsuzaki i in., 2004).
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Rycina 1.1: Uproszczony schemat synapsy chemicznej. (A) Polaczenie pomigdzy neuronami oraz towarzyszacy im astrocyt.
(B) Schemat synapsy chemicznej, tworzonej przez zakonczenie aksonalne neuronu presynaptycznego, kolec dendrytyczny
neuronu postsynaptycznego oraz stopke astrocytarng. Rycing wykonano wykorzystujac BioRender.com

1.1.2 Podstawowe aspekty struktury kolcow dendrytycznych

W zwigzku z licznym wystepowaniem kolcéw dendrytycznych na neuronach piramidowych kory
czolowej oraz hipokampa (neurony piramidowe to neurony glutaminergiczne, ktorych cialo ma
piramidowy ksztalt, z ktérego odchodzi pojedynczy, rozgaleziajacy si¢ dendryt apikalny oraz wiele
dendrytow podstawnych), wiele informacji na temat struktury oraz wlasciwosci biologicznych kolcow
dendrytycznych, uzyskano badajac wtasnie te populacje neuronéw (Arellano, 2007; Benavides-Piccione
1in., 2025).

W toku wielu lat badan, zaobserwowano, ze pomi¢dzy réoznymi kolcami dendrytycznymi, wystepuje
wysoka rozbieznos¢ rozmiarow 1 ksztattow jakie przyjmujg. Jednakze, pomimo r6znic, odnaleziono cechy
(morfologiczne) wspdlne dla wigkszosci z nich. I tak, przecietny kolec wyrdznia wystepowanie czgsci,
ktoéra mozna okresli¢ jako gtowa kolca oraz czg$ci, ktéra konstytuuje jego szyje, taczaca gtowe kolca z
dendrytem, z ktérego ten wyrasta. Za sprawg mikroskopii elektronowej, udato si¢ ustali¢, ze $rednica
przecigtnej gtowy kolca dendrytycznego, miesci si¢ w zakresie od 0.5 um do 1.5 pm, przecigtna dlugos¢
kolca dendrytycznego wynosi do 3 um, a przeci¢tna Srednica jego szyi, przyjmuje wartosci mniejsze niz

0.5 pm (Yuste, 2010).
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Ze wzgledu na wspomniang powyzej, duza rozbieznos¢ ksztattow i rozmiardéw jakie przyjmuja kolce
dendrytyczne, powstaly ré6zne sposoby ich kategoryzowania. W jednej z najpopularniejszych klasyfikacji,
wyrdzniono 4 podstawowe typy kolcow dendrytycznych: kolce grzybkowate (ang. mushroom spines),
filopodialne (ang. filopodia spines), cienkie (ang. thin spines) oraz przysadziste (ang. stubby spines)
(Peters & Kaiserman-Abramof, 1970) (Rycina 1.2). W toku badan, udato si¢ skorelowa¢ wyrdznione typy
kolcow, z cechami funkcjonalnymi, ktére te przedstawiaja. I tak, kolce dendrytyczne o ksztalcie
grzybkowatym, uwazane s3 za dojrzale 1 najbardziej funkcjonalne. Tworza one stabilne potaczenia
synaptyczne, utrzymujace si¢ nawet przez kilka miesiecy 1 zawieraja gesto$¢ postsynaptyczng (ang.
postsynaptic density, PSD)(Harris & Weinberg, 2012; Berry & Nedivi, 2017). Kolce filopodialne to dtugie
1 cienkie wypustki, bez wyraznej gtowy, ktore najrzadziej tworza funkcjonalne synapsy (Berry & Nedivi,
2017; Sanchez-Arias 1 in., 2020). Z kolei kolce cienkie, majg ledwo widoczng glowe, sa bardziej
dynamiczne niz kolce grzybkowate 1 mogg przeksztalci¢ si¢ w forme¢ grzybkowata po zastosowaniu
stymulacji (Bourne & Harris, 2007a). Kolce cienkie wraz z kolcami filopodialnymi, s uwazane za
prekursorow dojrzalych form (Berry & Nedivi, 2017). Przysadziste kolce dendrytyczne moga byc¢
specjalnym rodzajem kolcoéw grzybkowatych o krotkiej szyi, widocznej przy wykorzystaniu mikroskopii
wysokorozdzielczej (Tennesen 1 in., 2014).

Pomimo dhugiego czasu stosowania réznych sposobow kategoryzacji kolcow dendrytycznych,
najnowsze badania wskazuja réznorodnos$¢ ksztattow i rozmiardw kolcow, jako czgs$¢ kontinuum, w
ramach ktérego nie ma wyraznych kategorii (Ofer 1 in., 2022). W zwigzku z brakiem niearbitralnych
kryteriow porzadkowania kolcéw dendrytycznych w okreslone klasy, w coraz wigkszej ilosci badan
stosuje si¢ podejScie oparte o pomiar i porownanie okreslonych, charakterystycznych cech
morfologicznych kolcéw dendrytycznych, m.in. dlugosci kolcow dendrytycznych i/lub szerokosci ich
gléw, z pominigciem kategoryzacji (Baczynska i in., 2021; Bijata i in., 2022). Jednocze$nie, w $wietle
dotychczasowych badan, nie ulega watpliwosci, ze struktura kolcow dendrytycznych jest skorelowana z
ich funkcjg (Cornejo 11n., 2022). Dlatego, badanie 1 zrozumienie zjawiska zmian morfologicznych kolcow

dendrytycznych, wydaje si¢ by¢ nieodzowne w zrozumieniu biologii komoérki nerwowe;.
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Rycina 1.2: Klasyczne kategorie morfologiczne kolcéw dendrytycznych. Kategorie te zostaty zaproponowane przez Petersa
oraz Kaisermana-Abramofa. Do dnia dzisiejszego, jest to najbardziej popularny sposdb kategoryzowania kolcow
dendrytycznych.

1.1.3 Podstawowe aspekty molekularnej struktury kolcéw dendrytycznych

Zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych sg mozliwe dzigki dominujagcym w ich budowie,
wildknom aktynowym (Honkura i in., 2008; Frost 1 in., 2010). Kolce dendrytyczne zawierajg dwa rodzaje
wiokien aktynowych: stabilne i dynamiczne, rdéznigce si¢ przede wszystkim morfologia i
wspotczynnikiem obrotu. Dynamiczng pule witdkien aktynowych charakteryzuje wysoka plastycznos¢, ze
wzgledu na stale zachodzace procesy polimeryzacji na ich koncu kolczastym (ang. barbed end) oraz
depolimeryzacji na koncu ostrym (ang. pointed end) (Honkura i in., 2008; Nakahata & Yasuda, 2018).

Tak wigc, struktura kolcow dendrytycznych jest bezposrednio regulowana poprzez cytoszkielet
aktynowy, ktory z kolei, podlega reorganizacji za sprawg dziatania okreslonych bialek wigzacych aktyne,
wplywajacych na wspomniane powyzej procesy polimeryzacji oraz depolimeryzacji (Bosch i in., 2014).
Wisrdd dotychczas poznanych biatek, wehodzacych w bezposrednig interakcje z wtoknami aktynowymi i
w efekcie modyfikujacymi ich strukture (a co za tym idzie, potencjalnie modytikujacymi strukture kolcow
dendrytycznych), wyr6zni¢ mozna m.in. kofiling (ang. Cofilin), profiling (ang. Profilin) czy a-aktyning 2
(ang. a-actinin-2) (Ackermann & Matus, 2003; Bosch i in., 2014; Hodges i in., 2014).

Poza biatkami zwigzanymi z cytoszkieletem aktynowym, kolce dendrytyczne zawieraja roéwniez
inne biatka komorkowe (Rycina 1.3). W zwigzku z tym, ze kolce sg postsynaptyczng czgscig synaps, w
ich wnetrzu, w poblizu blony komoérkowej, moze znajdowac si¢ tzw. gesto$¢ postsynaptyczna, bedaca
obszarem sktadajacym si¢ z m.in. receptorow dla neurotransmiterow, biatek adhezji komorkowej, a takze
biatek sygnatowych, ktorych obecno$¢ jest kluczowa dla prawidtowej transmisji sygnatu w szczelinie
synaptycznej 1 pozniej, wewnatrz komorki postsynaptycznej (M. Sheng & Kim, 2011; Harris & Weinberg,
2012). Co wigcej, w kolcach dendrytycznych, zaleznie od ich morfologii, mogg znajdowa¢ si¢ réwniez

organelle komorkowe, takie jak aparat Golgiego oraz gtadka siateczka §rodplazmatyczna (ang. smooth
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endoplasmic reticulum), umozliwiajace lokalng synteze bialek, ktéra jest wymagana w dynamicznych
procesach plastycznosci strukturalnej i kluczowa z perspektywy realizowanych przez kolce funkcji (Pierce

iin., 2001; Govind i in., 2021).
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i Receptory

btonowe

00 Biatka gestosci
synaptycznej
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aktynowy
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dendrytyczny

Rycina 1.3: Uproszczony schemat, przedstawiajacy molekularng budowe kolca dendrytycznego. Schemat przedstawia
wybrane elementy kolca dendrytycznego, takie jak m.in. wtokna aktynowe bedace podstawa plastycznosci strukturalnej kolcow
dendrytycznych oraz gladka siateczke $rédplazmatyczna, ktora znajduje si¢ w wysoce aktywnych kolcach dendrytycznych
Rycing utworzono wykorzystujac BioRender.com

1.14 Funkcje kolcéw dendrytycznych

Biorac pod uwage fakt, ze wlasciwie kazdy kolec dendrytyczny jest miejscem tworzenia synapsy,
funkcje jakie pelnig kolce dendrytyczne, sg SciSle zwigzane z szeroko pojeta transmisja sygnatu
synaptycznego.

Z perspektywy systemowej, obejmujacej dzialanie sieci neuronalnej, najbardziej podstawowa
funkcja kolcow dendrytycznych, wydaje si¢ by¢ maksymalizacja ilo$ci mozliwych potaczen
synaptycznych, ktora jest postulowana m.in. za sprawg obserwacji specyficznego, heliakalnego
rozmieszczenia kolcow dendrytycznych na dendrytach czesci populacji komorek nerwowych (Chklovskii
i in., 2002; O’Brien & Unwin, 2006; Yuste, 2011a). Tego typu rozmieszczenie kolcéw, umozliwia
utworzenie polaczen synaptycznych z jak najwicksza liczba docierajacych zakonczen aksonalnych
(Chklovskii, 2004; Yuste, 2011a). Kolejna podstawowa funkcja jaka kolce dendrytyczne realizujg w
aspekcie systemowym, na poziomie sieci neuronalnej, zwigzana jest z faktem, ze struktura kolcoéw jest

réznorodna. Tym samym, kazde poszczegdlne polaczenie synaptyczne utworzone na kolcu
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dendrytycznym, w odmienny sposob wptywa na potencjaly synaptyczne, a co za tym idzie, na neuron
postsynaptyczny. To z kolei umozliwia funkcjonalne rozréznienie wybranych potaczen synaptycznych i
neuronalnych (X. Chen i in., 2011; Yuste, 2011a). Co wigcej, dzigki dynamicznym zmianom
morfologicznym jakim podlegaja kolce dendrytyczne, moze dochodzi¢ do sytuacji, w ktérej, pod
wptywem roznych czynnikéw, dojscie presynaptyczne do okreslonego kolca dendrytycznego, ulega
wzmocnieniu badz ostabieniu (np. za sprawa modyfikacji morfologicznej, obejmujacej dtugos¢ badz
szerokos$¢ szyi kolca dendrytycznego)(Tennesen i in., 2014).

Funkcje, jakie kolce dendrytyczne pelnia z punktu widzenia sieci neuronalnej, sa
najprawdopodobniej $cisle zwigzane z rolg jaka kolce dendrytyczne odgrywaja w dziataniu pojedynczej
komorki. I tak, wydaje si¢, ze kluczowa funkcja jaka pelnig kolce dendrytyczne z perspektywy
pojedynczego neuronu, dotyczy przestrzennego ograniczenia (kompartmentacji) sygnatu biochemicznego
oraz elektrycznego (Grunditz 1 in., 2008; Cornejo 1 in., 2022). W przypadku sygnatu biochemicznego,
kompartmentacja sygnatu wapniowego, ktora zachodzi wewnatrz pojedynczego kolca dendrytycznego,
moze zapewnia¢ plastyczno$¢ specyficzng dla danego, $cisle okreslonego potaczenia synaptycznego, tym
samym, moze realizowac funkcje opisang powyzej, dotyczaca sieci neuronalnej, zwigzang z regulacjg sity
okreslonego potaczenia pomiedzy neuronami (Grunditz i in., 2008; Tennesen i in., 2014). Niepozadane
modyfikacje struktury kolcow, wywolane réznymi czynnikami i prowadzace do nieprawidtowosci w
realizacji opisanych funkcji, moga mie¢ zwigzek z zaburzeniami neuropsychiatrycznymi (Penzes i in.,
2011; Forrest 1 in., 2018). W zwiazku z tym, poznanie mechanizmoéw zmian morfologicznych kolcow,

moze by¢ kluczowe z perspektywy poszukiwania nowych terapii réznych schorzen.

1.1.5 Obecnie znane mechanizmy molekularne, lezace u podloza zmian morfologicznych
kolcow dendrytycznych

Poznanie szlakéw sygnatowych mediujacych owe zmiany, szczegdlnie utrudniaja, duza dynamika
zachodzacych procesoéw oraz fakt istnienia wielu roznych czynnikow, ktore wywotuja zmiany strukturalne
kolcow, dziatajac za posrednictwem roznych efektorow molekularnych.

Jednym z najlepiej scharakteryzowanych proceséw, ktoremu towarzyszg zmiany morfologiczne
kolcow dendrytycznych, jest tzw. dlugotrwale wzmocnienie synaptyczne (ang. long-term potentation,
LTP), polegajace na wzmocnieniu okreslonego potaczenia synaptycznego, ktore wyraza si¢ poprzez m.in.
zwickszone wydzielanie neurotransmitera z danego zakonczenia presynaptycznego (Sun i in., 2021;
Harris, 2025). Obserwacja, ze wraz z LTP dochodzi do zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych,

doprowadzita do wprowadzenia terminu strukturalnego dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (ang.
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structural long-term potentation, sLTP)(Nakahata & Yasuda, 2018). Badania nad molekularnym
podiozem sLTP, umozliwity scharakteryzowanie podstawowych szlakow sygnatowych, zaangazowanych
w zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych.

Uwaza si¢, ze kluczowa role w sLTP odgrywa, zwigzany z receptorami N-metylo-D-
asparaginowymi (ang. N-methyl-D-aspartic acid, NMDA) oraz kanatami wapniowymi bramkowanymi
napieciem (ang. voltage-gated calcium channels), naptyw jonéw wapnia (Ca’>") do komorki, ktory
skutkuje aktywacjg biatka CaMKII (ang. Ca’"/calmodulin-dependent kinase II) i jego transfosforylacija
na treoninie-286 (Barria i in., 1997; S.-J. R. Lee i in., 2009; Chang i in., 2017). Aktywacja biatka CaMKII
poprzedza nastgpujaca po niej aktywacje bialek z rodziny matych GTPaz, w tym biatka RhoA (ang. Ras
Homolog Family Member A) oraz Cdc42 (ang. Cell Division Cycle 42)(Harvey 1 in., 2008; Murakoshi 1
in., 2011; Hedrick & Yasuda, 2017). RhoA oraz Cdc42 wchodzg w interakcje i1 aktywujg kinazy PAK
(ang. p2l-activated kinase) oraz ROCK (ang. Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase)
(Murakoshi 1 in., 2011). Zaréwno kinaza PAK jak i ROCK, aktywuja kinaz¢ LIM (ang. LIM Domain
Kinase), ktorej dziatanie skutkuje fosforylacja kofiliny, biatka, ktdre poprzez bezposrednig interakcj¢ z
cytoszkieletem aktynowym, wptywa na jego reorganizacj¢ (Arber i in., 1998).

Zdecydowanie mniej wiadomo o tym jakie mechanizmy biochemiczne sg zaangazowane w zmiany
strukturalne kolcow dendrytycznych, wywotane innymi czynnikami niz LTP, w tym m.in. plastyczno$cia
homeostatyczng, obserwowang na skutek dluzszego dziatania wybranych bodzcow (Turrigiano, 2012).
Dotychczasowe dane wskazuja, ze rowniez w przypadkach innych niz LTP, wazng role moga odgrywac
jony Ca?" oraz biatka z rodziny matych GTPaz, w tym np. biatka RhoA (Ibata i in., 2008; H. Zhang i in.,
2021).

1.1.6 Wplyw wybranych czynnikéw na strukture kolcow dendrytycznych

Prawidlowe dziatanie proceséw plastycznych kolcow dendrytycznych, lezy u podtoza procesdéw
uczenia si¢ oraz pamigci. Jednoczes$nie, zmiany w morfologii oraz ilo$ci kolcow dendrytycznych, zostaty
powigzane =z szeregiem czynnikOw zaburzajacych funkcje moézgowia, w tym, czynnikow
odpowiedzialnych za rozwoj choréb neuropsychiatrycznych (Kasai i in., 2010; Forrest 1 in., 2018). Jak
dotychczas, z plastycznoscig kolcow dendrytycznych udato si¢ skorelowa¢ m.in. zaburzenia depresyjne
(Yao i in., 2025). W badaniach post mortem mozgoéw 0s0b z rozpoznaniem depresji, zaobserwowano
zmniejszona liczbe synaps w obszarze kory czotowej, co sugeruje ubytek kolcow dendrytycznych (H. J.
Kang i in., 2012). Zjawiskiem, ktére réwniez wykazuje istotny wplyw na strukture kolcow

dendrytycznych, a takze pozostaje w $Scistym zwigzku z zaburzeniami depresyjnymi, jest chroniczny stres
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(Baczynska i in., 2024; Nestler & Russo, 2024). Badania z wykorzystaniem modeli chronicznego stresu,
z ktérych czegs¢ stuzy jako zwierzece modele depresji, dostarczyty danych wskazujacych na ubytek liczby
i zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych neuronéw piramidowych kory przedczotowej oraz m.in.
obszaru CA1 hipokampa (Radley i in., 2006, 2009; Naskar i in., 2022). Zar6wno zaburzenia depresyjne
jak 1 ekspozycja na chroniczny stres, sa powigzane z rozregulowanym dzialaniem glikokortykoidow —
kortyzolu u ludzi, kortykosteronu (CORT) u zwierzat (Pujo 1 in., 2023; Shoji 1 in., 2024a). W badaniach,
w ktorych myszom przewlekle podawano podwyzszone dawki CORT, wykazano zmiany morfologiczne
kolcow dendrytycznych, analogiczne do efektow uzyskanych w wyniku ekspozycji na chroniczny stres

(Liston & Gan, 2011; Anderson i in., 2016a; Moda-Sava i in., 2019).

1.1.7 Pierwotne komorki kortykalne oraz hipokampalne jako model badania zmian
morfologicznych kolcow dendrytycznych

W przypadku badan dotyczacych plastycznos$ci strukturalnej kolcow dendrytycznych, wywotane;j
réznymi czynnikami endogennymi, zwykle wykorzystuje si¢ modele zwierzece. Jednak w zwigzku z
wysokim skomplikowaniem moézgowia, a co za tym idzie, istnieniem wielu zmiennych zaktocajacych,
czasem uniemozliwiajacych selektywne badanie wybranych zjawisk, w ostatnich latach, na znaczeniu
zyskuja modele in vitro. Biorac pod uwage specyfike komoérek mozgowia — a przede wszystkim
neurondéw, optymalnym pozostaje wykorzystanie adherentnych hodowli pierwotnych (Kaech & Banker,
2006; Moutin 1 in., 2020).

Hodowle pierwotne neurondéw, w przeciwienstwie do dostgpnych neuronalnych linii komoérkowych,
pozwalaja uzyskac¢ fenotyp komérkowy charakterystyczny dla tego obserwowanego in vivo, wlacznie z
rozwojem polaczen synaptycznych pomiedzy neuronami i pojawieniem si¢ kolcow dendrytycznych
(Bamji 1 in., 2006; Arikkath 1 in., 2008). Najlepiej poznane hodowle neurondéw pierwotnych, dotycza
komorek pozyskanych z kortykalnego oraz hipokampalnego obszaru mézgowia (Beaudoin i in., 2012).
Biorac pod uwage dostgpnos$¢ informacji na temat warunkdéw rozwoju neurondéw pierwotnych tych
obszarow, a takze fakt, ze charakteryzuje je wysoka ilos¢ kolcow dendrytycznych, w badaniach
dotyczacych mechanizmow wplywu roznych czynnikow na kolce dendrytyczne, zwykle wykorzystuje si¢
wlasnie kortykalne oraz hipokampalne hodowle pierwotne (Kaech & Banker, 2006; Y. Shi i in., 2009;
Beaudoin i in., 2012). Co wigcej, jak pokazuja badania, w pierwotnych neuronach kortykalnych oraz
hipokampalnych, obserwuje si¢ ekspresje szeregu biatek, ktore sg obecne w tych typach neuronow
roOwniez in vivo, co tym bardziej podkresla zasadnos¢ wykorzystania tych komoérek pierwotnych (Y. Shi i

in., 2009; Tanokashira i in., 2012).
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Hodowle neuronéw pierwotnych, daja mozliwo$¢ badania wybranych zjawisk w izolowanym,
dobrze zdefiniowanym uktadzie. Dodatkowo, umozliwiaja tatwiejszg manipulacje eksperymentalng oraz
pozwalaja na obserwowanie zachodzacych procesow w czasie rzeczywistym (Kaech & Banker, 2006;
Beaudoin i in., 2012; Moutin i in., 2020). Ostatecznie, w potaczeniu z ptytkami wielodotkowymi,
umozliwiajg zastosowanie wielu réznorodnych manipulacji eksperymentalnych, na niemal tym samym

uktadzie komérkowym (Daub i in., 2009).

1.2 Kortykosteron (CORT)
1.2.1 CORT - ogolna charakterystyka

Glikokortykoidy to klasa lipofilnych hormonow steroidowych, wytwarzanych i wydzielanych przez
komorki warstwy pasmowatej (ang. zona fasciculata) kory nadnerczy (Midzak & Papadopoulos, 2016).
Glikokortykoidy produkowane sg w wyniku serii reakcji enzymatycznych, dla ktorych prekursorem jest
cholesterol (Payne & Hales, 2004). W przypadku wiekszosci ssakéw, w tym ludzi, dominujacy
glikokortykoid to kortyzol. W przypadku przedstawicieli czesci innych gatunkow, a takze r6znych rzedow
ssakow (np. gryzoni), gtobwnym glikokortykoidem jest CORT (Midzak & Papadopoulos, 2016; Lightman
i in., 2020). Produkcja oraz wydzielanie CORT, stymulowane jest przez hormon adrenokortykotropowy
(ang. adrenocorticotropic hormone, ACTH), dostarczany do uktadu krwiono$nego i tym samym kory
nadnerczy, przez komorki przedniego ptata przysadki moézgowej (Rycina 1.4). Komorki przedniego ptata
przysadki mézgowej, sg z kolei aktywowane przez komorki jadra przykomorowego podwzgorza, a
konkretniej, wydzielane przez nie hormony — kortykoliberyne (ang. corticotropin-releasing factor, CRF)
oraz wazopresyn¢ (ang. arginine vasopressin, AVP). Wyzej opisany system biologiczny, sktadajacy si¢ z
komorek podwzgorza, przysadki mozgowej oraz kory nadnerczy, ktorego aktywnos$¢ zwigzana jest z
produkcjg oraz z wydzielaniem CORT, okreslany jest jako o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza (ang.
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA)(Ulrich-Lai & Herman, 2009; J. A. Sheng i in., 2021).

Jak pokazaly badania, w niezaburzonych warunkach fizjologicznych, wydzielanie CORT ma
charakter dobowy. Co wigcej, w ramach cyklu dobowego obserwuje si¢ rowniez krotsze, pulsacyjne, co
okoto 60 minutowe skoki produkcyjne CORT, ktoére okresla si¢ jako tzw. rytm ultradobowy (Windle i in.,
1998; Lightman 1 in., 2008). W przypadku cyklu dobowego, wzrost poziomu CORT notuje si¢ wespot z
rozpoczeciem si¢ fazy aktywnej (np. u szczurdw, jest to faza ciemna, u ludzi natomiast, faza jasna), wraz
z jego sukcesywnym spadkiem az do rozpoczgcia si¢ fazy spoczynku (Lightman i in., 2020). Dostepno$¢

CORT w komorkach réznych tkanek organizmu, jest w duzej mierze zdeterminowana przez poprawnos¢
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dziatania osi HPA (Lightman 1 in., 2008). Istnieja takze inne zmienne wplywajace na tkankowa oraz
komorkowg dostepnos¢ CORT, takie jak m.in. obecnos$¢ we krwi globuliny i albuminy wigzacych CORT,
a takze, w przypadku wewnatrzkomorkowej dostgpnosci CORT, obecno$¢ w cytoplazmie komorek,
enzymu majacego dwie izoformy, okreslanego jako dehydrogenaza 11f-hydroksysteroidowa (Gagliardi i
in., 2010; Henley & Lightman, 2011; Wyrwoll i in., 2011). Jedna z izoform tego enzymu, znana jako
dehydrogenaza 11B-hydroksysteroidowa typu I, wystepuje m.in. w komoérkach mézgowia i promuje
przemiane nieaktywnej formy - dehydrokortykosteronu, w forme aktywna, w CORT (Wyrwoll i in., 2011;
Joéls iin., 2012).

Jak wskazuja powyzej opisane mechanizmy regulacji wydzielania CORT, jednym z organow
organizmow zwierzecych, ktory jest szczeg6lnie istotny dla prawidlowej gospodarki CORT, a ktorego
komorki, jak z kolei sugeruja dotychczasowe eksperymenty, sg rowniez szczegolnie wrazliwe na jego
dziatanie, jest mozgowie (Ulrich-Lai & Herman, 2009; Agasse i in., 2020). CORT, ze wzgledu na swo;j
maly rozmiar oraz lipofilny charakter, pasywnie przekracza barier¢ krew-moézg, zachowujac pulsacyjny

charakter oddzialywania (Droste 1 in., 2008).
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Rycina 1.4: Uproszczony schemat wydzielania i dystrybucji CORT. Schemat przedstawia struktury mozgowia oraz organy
uczestniczace w procesie uwolnienia CORT do uktady krwionosnego. Schemat przedstawia rowniez czes¢ struktur moézgowia,
do ktorych trafia CORT i ktore posiadaja receptory dla CORT (czarne strzatki) oraz polaczenie pomig¢dzy strukturami
dotknigtymi CORT (z6lte strzatki).
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1.2.2 Receptory za posrednictwem ktorych dziala CORT

Receptory za posrednictwem ktorych dziata CORT to receptor mineralokortykoidowy (MR) oraz
glikokortykoidowy (GR) (Arriza 1 in., 1987; Munck & Brinck-Johnsen, 1968). Zaréwno MR jak 1 GR, w
swojej dominujacej formie, naleza do nadrodziny receptorow jadrowych 1 sg czynnikami
transkrypcyjnymi aktywowanymi ligandem (Germain i in., 2006). Wigzanie CORT do MR badz GR,
skutkuje translokacja receptora z cytoplazmy do jadra komoérkowego, gdzie wptywa on na inicjacje
procesu transkrypcji, poprzez przylaczenie do okreslonych czesci kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA), ktore charakteryzuje obecnos¢ specyficznej sekwencji nukleotydowej, okreslanej jako
»glikokortykoidowe elementy regulatorowe” (ang. glucocorticoid regulatory elements, GREs). W
przypadku mniej typowej formy dzialania, MR 1 GR operuja poprzez przylaczenie do innego czynnika
transkrypcyjnego, ktory wchodzi w bezposrednig interakcje ze specyficznymi miejscami DNA, rowniez
ostatecznie wptywajac na proces transkrypcji genéw (Luisi1in., 1991; H.-W. Lim 1 in., 2015). Co wigcej,
dotychczas uzyskane dane eksperymentalne, wskazujg na istnienie takze membranowej formy MR 1 GR
(Buttgereit & Scheffold, 2002; Samarasinghe i in., 2011).

MR w poréwnaniu do GR, charakteryzuje okolo 10 razy wyzsze powinowactwo do CORT. W
zwigzku z tym, ze wzgledu na wysokie powinowactwo receptora MR do CORT, a takze obecnos¢
izoformy dehydrogenazy 11pB-hydroksysteroidowej typu I, a nie typu II, w przypadku komoérek mozgowia,
receptory MR s3 okupowane przez CORT, nawet w okresach, mniejszego wydzielania CORT (Reul &
Kloet, 1985a; Joéls i in., 2012). Natomiast w okresie fazy aktywnej, ktora charakteryzuja co okoto 60
minutowe pulsy wydzielania CORT, skutkujace okresowo wyzszym stezeniem CORT we krwi oraz
narzgdach docelowych, okupowane przez ligand sga rowniez receptory GR (Jo€ls 1 in., 2012). MR oraz
GR, zaréwno w stanie wolnym, jak i zwigzanym z ligandem, funkcjonuja w kompleksach biatkowych,
ktorych prawidtowa konfiguracja jest wymagana do zaj$cia procesOw takich jak m.in. dojrzewanie
receptora, oraz jego translokacja z czgéci cytoplazmatycznej komorki do jadra. Jednym z biatek istotnych
dla zaj$cia wspomnianego procesu dojrzewania receptora, ktory ostatecznie skutkuje jego konformacja o
wysokim powinowactwie do ligandu (CORT), jest biatko FKBP52 (ang. Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase FKBP4) (Riggs iin., 2003). Inne biatko, okreslane jako FKBP51 (ang. Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase FKBPS5), wykazuje antagonistyczne funkcje wobec funkcji biatka FKBP52, a jego rola jako
biatka chaperonowego, polega na hamowaniu dostgpnosci receptora GR dla CORT (Wochnik i in., 2005;
Noddings i in., 2023).
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Receptory dla CORT, szczegolnie licznie wystepuja w mozgowiu. Ich obecno$¢ zaobserwowano
zarowno w neuronach, jak i komoérkach glejowych (Viho 1 in., 2022). Pomimo wysokiego poziomu obu
receptoréw w mozgowiu, MR 1 GR nie s3 jednorodnie rozdystrybuowane. Poziom MR jest wysoki we
wszystkich regionach hipokampa, natomiast GR, szczegdlnie licznie wystepuje w strukturach takich jak
obszar CA1 hipokampa, zakret zgbaty hipokampa, Srodkowe jadro ciala migdatowatego, a takze wybrane
obszary kory czotowej, takie jak m.in. przySrodkowa kora przedczotowa (Ostrander i in., 2003; Oyamada

11n., 2008; W. W. Taylor i in., 2021; Wiktorowska 1 in., 2021).

1.2.3 Charakterystyka dzialania CORT

Biorac pod uwage istnienie membranowej formy receptorow dla CORT, a takze istnienie ich
klasycznej, jadrowej formy, mozna wyrdézni¢ dwa tryby dzialania CORT - szybkie, niezwigzane z
wplywem na proces transkrypcji oraz opéznione, genomowe, zwigzane ze zmianami w ekspresji genow.

Podstawowy, a takze najlepiej poznany mechanizm molekularny za posrednictwem, ktérego CORT,
poprzez wigzanie z MR oraz/badz GR, wykazuje swoj wptyw na komorki okreslonych tkanek, w tym
komorki mozgowia, polega na regulacji procesu transkrypcji gendw. Owa regulacja, najczesciej polega
na bezposrednim kontakcie homodimeru receptoréw MR badz GR, z GRE, co skutkuje inicjacja procesu
tworzenia kompleksu transkrypcyjnego. Jak natomiast wskazuja badania, monomeryczna forma obu
receptorow, réwniez moze wplywaé na proces transkrypcji genow. Wpltyw ten, w przypadku formy
monomerycznej, moze polega¢ na jej interakcji z innymi czynnikami transkrypcyjnymi (Luisi 1 in., 1991;
H.-W. Lim i in., 2015). Efekty genomowego dziatania CORT, widoczne sg po dluzszym czasie od
momentu przytaczenia CORT do receptorow i moga utrzymywac si¢ nawet do kilku godzin.

Nieklasyczne, niegenomowe dzialanie CORT, zwigzane jest z istnieniem membranowej formy
receptorow, najprawdopodobniej bedacej efektem m.in. alternatywnego skladania czy modyfikacji
posttranslacyjnych (Oakley & Cidlowski, 2013). Niegenomowe dziatanie CORT, moze by¢ réwniez
zwigzane z potencjalnym wplywem CORT na receptory zwigzane z biatkiem G, a takze z wptywem CORT
na funkcjonowanie mitochondriéw (Nufiez i in., 2020; Kokkinopoulou & Moutsatsou, 2021; Ping i in.,
2021). Niegenomowe dziatanie CORT, rozpoczyna si¢ niemal zaraz po zadziataniu CORT na receptory,

a poczatkowe efekty dziatania CORT s3 obserwowane nawet po 20 minutach (Takahashi 1 in., 2002).

1.2.4 Funkcje CORT

W zwigzku z ogdlnoustrojowym dziataniem, CORT wptywa na wiele aspektow funkcjonowania

organizmu zwierzecego. Natomiast bardziej specyficzne efekty dziatania CORT, zaleza przede wszystkim
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od organu poddanego dziataniu CORT i1 wptywu wybranego receptora dla CORT — MR badZz GR, na
ekspresje okreslonych genow, kodujacych biatka uczestniczace w procesach komorkowych,
charakterystycznych dla danego organu. Z perspektywy dotyczacej catego organizmu, wsroéd najbardziej
uniwersalnych funkcji jakie realizuje CORT, wyr6ozni¢ mozna wptyw CORT na procesy zwigzane z
redystrybucja energii (Patel i in., 2014; Kuo i in., 2015a).

I tak, ze wzgledu na inicjacje procesu glikoneogenezy w komodrkach watroby oraz ograniczenie
wychwytywania glukozy przez migsnie szkieletowe, jednym z klasycznych efektow dziatania CORT jest
zwigkszony poziom glukozy we krwi (Kuo i in., 2015b). Inicjacja procesu glikoneogenezy jest kluczowa
z punktu widzenia mobilizacji energii, wymaganej np. w reakcji ,,walcz lub uciekaj”, pojawiajacej si¢ na
skutek np. bodzZca stresowego, totez wydzielanie CORT jest skutkiem m.in. reakcji stresowej (Kuoi in.,
2015b; Xu i in., 2025).

Biorac pod uwage funkcje CORT z perspektywy pojedynczego organu - moézgowia, efekty
wywotane przez CORT w duzej mierze zaleza od lokalizacji receptoréw dla CORT. Ze wzgledu na wplyw
CORT na transkrypcj¢ szeregu gendw moézgowia — zaleznie od poziom i czasu stymulacji, CORT reguluje
transkrypcje nawet okoto 10% genoéw — poza podstawowa funkcja zwigzana z zaangazowaniem CORT w
procesy zwigzane z redystrybucjg energii, CORT zaangazowany jest rOwniez w m.in. procesy
plastycznosci synaptycznej (Mifsud iin., 2021a). W jednym z badan, szczytowe poziomy CORT we krwi,
pojawiajace si¢ w ramach dobowych oscylacji, byly istotne dla formowania si¢ nowych kolcow
dendrytycznych w neuronach kory czotowej, zwigzanych z uczeniem si¢ schematu ruchowego, podczas
gdy okresy zmniejszonego poziomu CORT, pomiedzy najwyzszymi, szczytowymi poziomami CORT,
okazaty si¢ krytyczne dla utrzymania nowo uformowanych kolcéw dendrytycznych. Jak wskazuja dane,
dla formowania kolcow dendrytycznych, krytyczne bylo zaangazowanie receptora GR i niegenomowe
dziatanie CORT. W przypadku utrzymania nowo powstalych kolcow dendrytycznych, zaangazowane
byly receptory MR i ich wptyw na transkrypcje genow, czyli dziatanie genomowe (Liston 1 in., 2013).

Chociaz rola CORT, ze wzgledu na adaptacyjna funkcje jaka odgrywa, wydaje si¢ by¢ nieodzowna
w regulacji funkcjonowania mézgowia, ma ona rdOwniez swoja negatywna strong.

1.2.5 Wplyw zaburzonej transmisji zaleznej od CORT na neurony mozgowia i kolce
dendrytyczne

W przypadku ekspozycji na chroniczny stres badz z uwagi na starszy wiek, a takze, np. w przypadku
choroby Cushinga, dochodzi do zaburzenia dobowych 1 ultradobowych oscylacji wydzielania CORT. W

efekcie, dochodzi do dlugotrwale utrzymujacego si¢ wysokiego poziomu CORT we krwi, a tym samym,

27



takze w moézgowiu (Yaneva i in., 2004; Sarabdjitsingh i in., 2010; Hood & Amir, 2017; Geer i in., 2024).
Wptyw dhugotrwale podniesionego poziomu CORT, wywiera szereg niekorzystnych zmian w komodrkach
moézgowia, ktore sg tak szeroko zakrojone, ze towarzysza im, zwickszona podatno$¢ na choroby
neuropsychiatryczne, a takze, zaburzone funkcjonowanie poznawcze, w zakresie m.in. pamieci roboczej
(Kvarta i in., 2015; Shoji i in., 2024Db).

Przeprowadzono wiele eksperymentow w celu szczegdétowego okreslenia wptywu dilugotrwale
podniesionego poziomu CORT na komorki mozgowia. Jak dotychczas, dowiedziono, ze szczegdlnie
wrazliwe na dlugotrwale dziatanie podwyzszonego poziomu CORT, sg komorki znajdujace si¢ w korze
czotowej oraz w rejonie hipokampa. Jedne z najbardziej jednoznacznych efektéw dlugotrwalego dziatania
podniesionego poziomu CORT, s3g obserwowane w przypadku morfologii neuronéw kortykalnych oraz
hipokampalnych, w tym, plastycznos$ci synaptycznej. Chroniczne podania CORT badz ekspozycja na
dhugotrwaty stres, skutkuje skroceniem dendrytow nalezacych do neuronéw obszaru CA1 hipokampa oraz
kory przedczotowej (Wellman, 2001; Gourley i in., 2013a; Anderson i in., 2016b; Mingardi i in., 2021a).
Analogiczne efekty obserwowane sa w przypadku dziatania CORT na kolce dendrytyczne neuronow
kortykalnych oraz hipokampalnych. Chroniczne dziatanie CORT oraz/badz chroniczny stres, ktoremu
towarzyszy podwyzszony poziom CORT, skutkujag zmniejszeniem liczby kolcéw dendrytycznych
(Gourley i in., 2013a; Anderson i in., 2016b). Jak pokazuje cze$¢ badan, chroniczne dziatanie CORT,
wplywa rowniez na strukture kolcoéw dendrytycznych. W jednym z nich, chroniczne podwyzszony poziom
CORT, utrzymywany w medium komoérkowym przez 2 tygodnie, skutkowat wzrostem liczby cienkich
kolcéw dendrytycznych 1 spadkiem liczby dojrzatych, grzybkowatych kolcow dendrytycznych, w
pierwotnych neuronach hipokampalnych (Tanokashira i in., 2012). W innym, chroniczne podwyzszony
poziom CORT we krwi szczuréw przez okres 2 i 3 tygodni, skutkowat calo$ciowym ubytkiem kolcow
dendrytycznych w korze przedczotowej. W tym, spadkiem liczby cienkich kolcow dendrytycznych po 2
tygodniach 1 spadkiem liczby cienkich oraz grzybkowatych kolcéw dendrytycznych po 3 tygodniach
podwyzszonego poziomu CORT we krwi (Anderson 1 in., 2016b).

Pomimo intensywnie prowadzonych badan dotyczacych wptywu CORT na plastyczno$¢ kolcow
dendrytycznych, wciaz pozostaje wiele niewiadomych, w tym m.in. nie wiadomo jakie konkretne zmiany
morfologiczne zachodza pod wptywem CORT. Wigkszos¢ dotychczasowych badan, w duzej mierze ze
wzgledu na problemy metodyczne zwigzane z wizualizacjg, obrazowaniem 1 analizag kolcow
dendrytycznych, skupiata si¢ jedynie na oszacowaniu wptywu CORT na liczbe kolcow dendrytycznych

w ogole, badz na liczbe kolcow okre§lonego rodzaju, z pominieciem wptywu CORT na okre§lone
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parametry morfologiczne, takie jak np. szerokos$¢ gtowy kolca czy ich przecietng dlugos¢ (Tanokashira 1
in., 2012; Gourley 1 in., 2013a; Anderson 1 in., 2016b). Tak wigc, przyjecie arbitralnych kryteriow
klasyfikacji kolcow, uniemozliwia oszacowanie rozmiaru zachodzacych zmian strukturalnych, w
odniesieniu do konkretnych parametrow morfologicznych, tym samym, uniemozliwia powigzanie
obserwowanych zmian morfologicznych z funkcja kolcow dendrytycznych (Pchitskaya & Bezprozvanny,
2020). Dodatkowo, wiaze si¢ ono z szeregiem problemoéw, w tym przede wszystkim, z mozliwg utratg
informacji na temat zmian wewnatrz danej kategorii. Co wigcej, podejscie oparte o kategoryzacje kolcow
dendrytycznych, utrudnia identyfikacj¢ mechanizmu, za posrednictwem ktorego CORT wptywa na

morfologi¢ kolcéw dendrytycznych.

1.2.6 Molekularny mechanizm wplywu CORT na morfologi¢ kolcow dendrytycznych

W S$wietle powyzej opisanych badan, wplyw dlugotrwale podwyzszonego poziomu CORT, na
zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych neurondéw kortykalnych oraz hipokampalnych, wydaje si¢
bezsprzeczny. Jednocze$nie, mechanizmy molekularne mediujace owe zmiany, s3 stabo
scharakteryzowane. W jednym z badan, w ktorym zaobserwowano spadek liczby grzybkowatych kolcow
dendrytycznych wywotany CORT; wykazano réwniez wplyw CORT na wzrost wspdtczynnika obrotu
oraz spadek stabilno$ci filamentowych wldkien aktynowych pierwotnych neuronéw hipokampalnych.
Dodatkowo, wykazano, ze za spadek stabilnosci filamentowych wtokien aktynowych i obserwowane
efekty w morfologii kolcow dendrytycznych, odpowiedzialny byt spadek w poziomie biatka Caldesmon,
ktore wigze si¢ do wiokien aktynowych i stabilizuje ich strukture¢ (Tanokashira i in., 2012). W innym
badaniu, inkubacja zywego skrawka hipokampalnego z analogiem CORT 1 agonistg receptora GR —
deksametazonem (DEX), wplyneta na poziom fosforylowanej kofiliny, biatka regulujacego polimeryzacje
1 depolimeryzacje widkien aktynowych (Jafari 1 in., 2012). Wcigz jednak niewiele wiadomo za
posrednictwem jakich szlakéw sygnalowych, dochodzi do wptywu CORT na aktywno$¢ biatek wigzacych
aktyne, a tym samym, na wspotczynnik obrotu i stabilno§¢ wtokien aktynowych.

W poszukiwaniu mediatoréw wplywu chronicznie podwyzszonego poziomu CORT na morfologie¢
kolcow dendrytycznych, szczegdlng uwage zwracaja efekty jakie ten wywiera na szeroko rozumiang
aktywno$¢ neuronalng oraz czynniki neurotroficzne, w tym czynnik neurotroficzny pochodzenia
moézgowego (ang. Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF). Zaréwno stopien pobudzenia
neuronalnego, jak i sygnalizacja zwigzana z odpowiedzig na czynniki neurotroficzne, silnie koreluja z
morfologig kolcéw dendrytycznych, co czyni je istotnymi zmiennymi potencjalnie uczestniczacymi w

efektach dziatania CORT (Kellner i in., 2014; Harward 1 in., 2016; Hobbiss 1 in., 2018). Podwyzszony
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poziom CORT lub DEX, prowadza do redukcji poziomu wewngtrzkomérkowego Ca?* w neuronach (S.
Chen 1 in., 2011; Suwanjang i in., 2013). Co wigcej, dtugotrwata inkubacja kortykalnych neuronow
pierwotnych z wykorzystaniem DEX, powoduje zmniejszony naplyw jonéw Ca?" do czesci
postsynaptycznej, stymulowany BDNF (Kumamaru i in., 2008). Ostatecznie, chronicznie podwyzszony
poziom CORT, skutkuje spadkiem poziomu receptora dla BDNF — TrkB (ang. Tropomyosin receptor
kinase B), w pierwotnych neuronach kortykalnych (Pandya i in., 2014a).

Biatkami integrujacymi sygnat zalezny zaréwno od jonéw Ca** jak i czynnikéw neurotroficznych,
w tym BDNF, sg integryny (Lin i in., 2008; Carlstrom i in., 2011). Kinaza ptytek przylegania (ang. Focal
Adhesion Kinase, FAK), jedno z bialek adaptorowych zwigzanych z integrynami, ktére odpowiada na
sygnat pochodzacy od BDNF oraz TrkB, moduluje morfologi¢ kolcow dendrytycznych (Y. Shiiin., 2009;
Myers & Gomez, 2011a; Matsuda 1 in., 2012).

1.3 Kinaza plytek przylegania (FAK)
1.3.1 FAK - ogélna charakterystyka

FAK to biatko bedace niereceptorowa (cytoplazmatyczng) kinazg tyrozynowa. Biatko FAK znane
jest przede wszystkim ze swojego zaangazowania w procesy zwigzane z adhezja komoérek do macierzy
zewnatrzkomorkowej, a takze, w procesy zwigzane z ruchliwoscig komorek (Zachary, 1997; Mitra i in.,
2005). Nieprzypadkowo, najwickszy poziom biatka FAK w komoérkach, odnotowuje si¢ w ptytkach
przylegania (ang. focal adhesion), czyli kompleksie wielu biatek zorganizowanych wokot transbtonowych
receptorow — integryn, ktoére sa kluczowe z perspektywy interakcji komodrki z macierza
zewnatrzkomorkowa (Baker i in., 1994; Mitra i in., 2005).

Gen kodujacy biatko FAK, nosi nazwe PTK2. W przypadku myszy, sktada si¢ on z 34 eksonow
kodujacych (Armendariz i in., 2014a). Produktem opisanego genu jest biatko FAK, w ktorego strukturze
znajduja si¢ 3 rézne domeny. W poblizu N-konca znajduje si¢ domena FERM (ang. Band four-point-one,
ezrin, radixin, moesin homology), odpowiedzialna za lokalizacje¢ biatka na powierzchni pomigdzy btong
lipidowa komorki oraz cytoszkieletem aktynowym, bedac tym samym powierzchnig styku dla tychze. Jak
wskazujg badania, w przypadku biatka FAK, domena FERM odpowiada rowniez za lokalizacj¢ biatka
FAK do jadra komorki, a takze za interakcje kinazy FAK z receptorami dla czynnikow wzrostu i co
najwazniejsze, auto inhibicje biatka FAK (Lietha i in., 2007; S.-T. Lim i in., 2012; Armendariz i in.,
2014b; X. Tan i in., 2023). W centralnej cze$ci biatka, znajduje si¢ domena katalityczna kinazy

tyrozynowej, odpowiedzialna za kinazowg aktywnos¢ biatka FAK (Le Coq i in., 2022). Ostatecznie, w
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poblizu C-konca, znajduje si¢ domena FAT (ang. focal-adhesion targeting), bedaca sekwencja
odpowiedzialng za naprowadzanie biatka FAK do kompleksu ptytek przylegania. Dodatkowo, w poblizu
C-konca, znajduja si¢ dwie sekwencje bogate w proline, ktore wraz z domeng FAT, tworza obszar
okreslany jako FRNK (ang. FAK-related non-kinase). Co ciekawe, FRNK moze by¢ produktem
alternatywnego sktadania genéw i1 funkcjonowaé autonomicznie, w niektérych przypadkach bedac
antagonistag wobec biatka FAK (Schaller 1 in., 1993; Scheswohl i in., 2008; Koshman i in., 2010). Jak
wskazuja dotychczas przeprowadzone badania, aktywacja kanonicznej formy biatka FAK (kanoniczna
forma okre$lna jest jako FAK?) zachodzi ‘in trans’, w efekcie wzajemnej fosforylacji dimerow biatka, co
skutkuje formg kinazy FAK z fosforylowang tyrozyna w miejscu 397 (Schaller i in., 1994b; Mitra i in.,
2005). Autofosforylacja biatka FAK, skutkujaca jego aktywacja, wiaze si¢ ze zwigkszonym
powinowactwem kinazy FAK do domeny SH2 takich biatek jak kinaza SRC badz FYN (Rycina 1.5).

A RTK B RTK
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Rycina 1.5: Uproszczony schemat, przedstawiajacy FAK jako bialko adaptorowe. (A) Biatko FAK wplywa i jest pod
wplywem szeregu réznych bialek, co do ktorych wiadomo, ze sg zaangazowane w procesy takie jak: (B) przezywalnosé
komorkowa, regulacja cyklu komoérkowego, a takze plastyczno$¢ strukturalna neurondéw i kolcow dendrytycznych. GPCR —
receptory sprzg¢zone z biatkiem G, RTK — receptorowe kinazy tyrozynowe

1.3.2 FAK w neuronach

Biatko FAK, ktérego obecnos¢ odnotowano w komorkach takich organdéw jak m.in. serce czy nerki,
znajduje si¢ rowniez w komorkach moézgowia — neuronach i astrocytach. Przede wszystkim tych
zlokalizowanych w korze mozgowej oraz hipokampie (S. G. N. Grant i in., 1995; Peng i in., 2008; Hu i
in., 2017). Lokalizacja FAK w neuronach, nie jest ograniczona do ciata komoérkowego 1 jadra, ale
wystepuje réwniez w aksonach i dendrytach (S. G. N. Grant i in., 1995). W przypadku komorek

mozgowia, odnotowano wystepowanie wielu izoform biatka FAK, begdacych efektem alternatywnego
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skfadania genu PTK2 (Burgaya & Girault, 1996). W najczgséciej wystepujacej w mozgowiu izoformie
biatka FAK, ktorej pozbawione sg komorki innych organdw, w poblizu domeny FAT wystepuja trzy
dodatkowe aminokwasy — prolina, tryptofan oraz arginina (motyw PWR), a takze motywy 6 oraz 7,
polozone wokoét tyrozyny 397 (Burgaya i in., 1995; Burgaya & Girault, 1996; Corsi 1 in., 2006;
Armendariz i in., 2014b).

Dominujgca w mézgowiu izoforma kinazy FAK, wystgpujaca gtownie w neuronach, zawierajaca
wyzej wymienione motywy, okreslana jest jako FAK"®7 (Burgaya i in., 1997; Toutant i in., 2002).
Obecnos¢ motywu 7 jest wystarczajaca do zajécia autofosforylacji ‘in cis’. W przypadku ktorej, nie ma
potrzeby interakcji z innymi czasteczkami kinazy i dimeryzacji (ktora jest wymagana w przypadku
kanonicznej formy FAK 1 ktora zachodzi w ptytkach przylegania)(Toutant i in., 2000; Armendariz i in.,
2014b). Co wigcej, obecno$¢ motywow 6 1 7 uniemozliwia zahamowanie autofosforylacji za
posrednictwem domeny FERM, jak ma to miejsce w przypadku kanonicznej formy biatka FAK (Toutant
i in., 2002; Kanchanawong i in., 2010). Dominacja formy FAK"%’ w neuronach, jest prawdopodobnie
zwigzana z faktem uczestnictwa tej formy, w dynamicznych procesach strukturalnych, takich jak m.in.
kierowanie wzrostem neurytow (Woo i in., 2009; Armendariz i in., 2014b).

Autofosforylacja biatka FAK, skutkujaca jego aktywacja, wigze si¢ ze zwigkszonym
powinowactwem kinazy FAK do wielu roznych bialek, w tym p130cas (ang. Breast cancer anti-estrogen
resistance protein 1), Grb2 (ang. Growth factor receptor-bound protein 2), GRAF (ang. GTPase regulator
associated with focal adhesion kinase). Co wigcej, biatko FAK wydaje si¢ integrowa¢ sygnat pochodzacy
od czynnikow neurotroficznych dziatajacych na kompleks integryn (Schlaepfer i in., 1998; Schlaepfer &
Hunter, 1998). Dodatkowo, wykazano zwigkszony poziom fosforylacji miejsc tyrozynowych biatka FAK
zalezny od jonéw Ca?*, ktory pojawil sie na skutek depolaryzacji w neuronach hipokampalnych (Siciliano
iin., 1996).

Tak duza ilo$¢ potencjalnych interakcji aktywowanego biatka FAK 1 wynikajgce z tego
powstawanie komplekséw multi-molekularnych, sugeruje role kinazy FAK jako biatka adaptorowego,
bedacego miejscem integracji sygnatu z wielu zrodet, w tym réwniez z tych, ktoérych znaczenie w

plastycznosci strukturalnej kolcow dendrytycznych wykazano wiele razy (Rycina 1.6).
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Rycina 1.6. Uproszczony schemat budowy bialka FAK oraz wskazanie jego potencjalnych interakcji. Biatlko FAK
wchodzi w interakcj¢ z takimi biatkami jak m.in. p130cas i p190RhoGEF. Zaréwno p130cas, jak i pl90RhoGEF sa biatkami
zaangazowanymi w zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych m.in. poprzez ich wptyw na aktywnos$¢ takich biatek jak
RhoA oraz RACI1. Y —tyrozyna, P — Prolina, L — Leucyna

1.3.3 FAK a kolce dendrytyczne

Udato si¢ wyrdzni¢ szereg procesoOw zwigzanych z funkcjonowaniem komorek uktadu nerwowego,
w ktore zaangazowane jest biatko FAK. Poczatkowo, badania skupiajace si¢ na roli biatka FAK w
moézgowiu, dotyczyly jego znaczenia w embrionalnym rozwdj neuronalnym (Petridou i in., 2013). Z
czasem, udato si¢ wskaza¢ konkretne zjawiska, w ktérych rola biatka FAK jest nieodzowna. Liczne
badania wskazuja na kluczowe zaangazowanie kinazy FAK, w procesy zwigzane z modulacja morfologii
komoérek nerwowych, m.in. morfologii neurytow (Kleene i in., 2010; Chacon, Navarro, Cuesto, del Pino,
1in., 2012). W przypadku kortykalnych neurondw pierwotnych, zaklocenie aktywnosci kinazy FAK, przez
zwigkszong ekspresje niekatalitycznej domeny FRNK, skutkowato opdzniona neurytogeneza (Gupton &
Gertler, 2010). Za§ w przypadku neuronéw hipokampalnych, nokaut (ang. knock-out) genu kodujacego
biatko FAK, powodowal wzrost ilosci rozgatezien aksonalnych (Rico 1 in., 2004).

Lokalizacja biatka FAK w dendrytach, a takze interakcja z biatkami uczestniczacymi w regulacji
morfologii kolcow dendrytycznych, sugeruje zaangazowanie kinazy FAK réwniez w procesy
plastycznosci synaptycznej. Jedno z pierwszych badan dotyczacych tego zagadnienia, dostarczyto
posrednich dowodow na potencjalng role biatka FAK w regulacji morfologii kolcow dendrytycznych.
Wykazano w nim, ze biatko FAK odgrywa istotng role w powstawaniu LTP, ktoére zwykle, zwigzane jest
ze strukturalnym wzrostem kolcéw dendrytycznych (Y. C. Yang i in., 2003a; Nakahata & Yasuda, 2018).
W kolejnym badaniu, w ktorym wykorzystano hipokampalne neurony pierwotne, juz w sposob
bezposredni potwierdzono udziat kinazy FAK w regulacji struktury kolcéw dendrytycznych. Autorzy

badania wykazali, ze nokaut genu P7K2 w pierwotnych neuronach hipokampalnych, skutkowatl
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zwigkszong liczbag filopodialnych kolcéw dendrytycznych i spadkiem liczby dojrzatych kolcow
grzybkowatych (Y. Shi i in., 2009). Ostatecznie, biatko FAK okazato si¢ konieczne w zaleznym od
receptora EphB2 (ang. Ephrin type-B receptor 2) i biatka RhoA, skréceniu kolcow dendrytycznych
(Moeller i in., 2006a).

1.4  Przeslanki do hipotez badawczych o wplywie kortykosteronu na morfologie
kolcow dendrytycznych oraz udziale kinazy plytek przylegania w
mechanizmie regulowania morfologii kolcow dendrytycznych przez
kortykosteron — synteza

Wiekszo$¢ synaps w mozgowiu jest pobudzajaca, a jedng ze sktadowych synaps pobudzajacych sa
kolce dendrytyczne. Kolce dendrytyczne to blonowe wypustki, ktore moga dynamicznie zmienia¢ swoj
ksztalt, a takze znika¢ 1 pojawiac si¢ ponownie. Tym samym, to wtasnie kolce dendrytyczne sg podstawa
zachodzacych procesOw reorganizacji synaps, a wigc rowniez i plastycznosci synaptycznej (Yuste &
Bonhoeffer, 2004b; Citri & Malenka, 2008).

Struktura kolcow dendrytycznych jest Scisle powigzana z ich funkcjg. Odmienna morfologia
poszczegOlnych  kolcow  dendrytycznych, skutkuje roéznorodnym wplywem na potencjaty
postsynaptyczne. Struktura kolcow dendrytycznych jest wiec kluczowa z perspektywy funkcjonowania
neuronu postsynaptycznego i catych sieci neuronalnych (Yuste, 2011b). Dlatego, nawet niewielkie
odstepstwo od typowej morfologii kolcéw dendrytycznych, moze prowadzi¢ do zaburzen dzialania na
poziomie pojedynczej komorki oraz catej sieci neuronalnej (Penzes 1 in., 2011; Forrest 1 in., 2018; Moda-
Savaiin., 2019).

Jednym z czynnikow, ktoére wptywaja na morfologi¢ kolcoOw dendrytycznych, jest chronicznie
podwyzszony poziom CORT. Chronicznie podwyzszony poziom CORT, skutkuje redukcja liczby kolcow
dendrytycznych w obszarze kory przedczotowej oraz hipokampa (Gourley 1 in., 2013a; Anderson i in.,
2016b). Ponadto, chronicznie podwyzszony poziom CORT, skutkuje dominacja niedojrzatych, cienkich
kolcow dendrytycznych w pierwotnych neuronach hipokampalnych (Tanokashira i in., 2012). Mimo
obserwacji zachodzacych zmian w obszarze morfologii kolcow dendrytycznych; z powodu stosowania
podejscia opartego na kategoryzacji kolcow, wcigz nie wiadomo w jakim stopniu i jakie konkretnie
parametry struktury kolcoéw ulegajg zmianie w neuronach kortykalnych oraz hipokamaplnych
(Tanokashira i in., 2012; Gourley i in., 2013a; Anderson i in., 2016b). Ponadto, ze wzgledu na znikomag
liczbe badan taczacych hodowle pierwotne z CORT, dostepnych jest niewiele danych na temat wptywu
CORT na kolce dendrytyczne kortykalnych oraz hipokamaplnych neuronéw pierwotnych. Wiedza na

34



temat wptywu CORT na morfologi¢ kolcow dendrytycznych kortykalnych i hipokampalnych neuronéw
pierwotnych i poznanie ewentualnych réznic w zakresie tego wptywu, pozwolila by na stworzenie
systemow eksperymentalnych, uzytecznych w badaniach mechanizméw dysfunkcji moézgowia
wywotanych CORT.

Sciezki sygnatowe za posrednictwem ktérych CORT wplywa na strukture kolcow dendrytycznych,
réwniez nie zostaly w pelni poznane. Jedno z biatek, ktérego aktywnos$¢ jest zwigzana z reorganizacja
aktyny cytoszkieletu i jednocze$nie moze by¢ posrednio modulowana przez CORT jest FAK
(Koukouritaki 1 in., 1999; Chacén, Navarro, Cuesto, Del Pino, i in., 2012; Soleimani i in., 2022). FAK to
kinaza tyrozynowa, ktora petni rolg biatka adaptorowego, integrujacego sygnat z r6znych receptorow, w
tym integryn, czy receptorowych kinaz tyrozynowych, bgdacych receptorami dla czynnikéw wzrostu
(Schlaepfer & Hunter, 1998; Sieg i in., 2000a; Mitra 1 in., 2005). Wysoki poziom biatka FAK
zaobserwowano w neuronach znajdujacych si¢ w obszarze kory oraz hipokampa, czyli w neuronach, ktoére
wykazuja szczegodlng wrazliwos¢ na zaburzenie gospodarki CORT (S. G. N. Grant i in., 1995).
Jednoczesnie, wykazano, ze biatkko FAK wuczestniczy w zmianach morfologicznych kolcow
dendrytycznych komorek hipokampalnych. W jednym z badan, nokaut genu PTK2 (kodujacego biatko
FAK) w pierwotnych neuronach hipokampalnych, skutkowal wzrostem przecietnej dtugosci kolcow
dendrytycznych 1 spadkiem przecigtnej szerokosci ich glowy, ktéry odwracala nadekspresja
konstytutywnie aktywnej formy biatka FAK (FAKY**’F), W tym samym badaniu, nadekspresja
zmutowanych form bialka FAK (FAKM9345 FAKP#784) " w miejscach, ktore sa wymagane do wigzania
kinazy FAK z biatkami GRAF oraz pl90RhoGEF (ang, Rho guanine nucleotide exchange factor 28),
regulujagcymi aktywno$¢ m.in. biatka RhoA, nie doprowadzita do przywrocenia wiasciwej morfologii
kolcow, sugerujac potencjalng role biatka FAK, w regulacji szlaku sygnatowego zwigzanego z biatkiem
RhoA, w kontekscie kontroli morfologii kolcow dendrytycznych (Y. Shi i in., 2009). Biatko RhoA,
uczestniczy w zmianach morfologicznych kolcow dendrytycznych indukowanych réwniez przez CORT
(Y. Cheniin., 2016).

Tak wiec, biatko FAK, wystepujace w neuronach kortykalnych i hipokampalnych, wchodzace w
interakcje z biatkami regulowanymi przez CORT, ktore sa powigzane ze zmianami morfologicznymi
kolcow dendrytycznych, samo rowniez zaangazowane Ww plastycznos¢ strukturalng kolcow
dendrytycznych, jest dobrze usytuowane by uczestniczy¢ w procesach zmian strukturalnych kolcow

dendrytycznych, wywotanych przez dlugotrwale podwyzszony poziom CORT.
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2. Cele pracy i hipotezy badawcze

Ze wzgledu na znikomg liczbg badan taczgcych hodowle pierwotne z CORT, niewiele jest danych
na temat wptywu CORT na kolce dendrytyczne kortykalnych oraz hipokampalnych neuronéow
pierwotnych. Ponadto, z powodu stosowania podejscia opartego na kategoryzacji kolcow, zwykle
ograniczonego do wieloczynnikowych modeli zwierzgcych, wciaz nie wiadomo w jakim stopniu 1 jakie
konkretnie parametry struktury kolcow ulegaja zmianie w neuronach kortykalnych oraz hipokampalnych,
wrazliwych na dlugotrwale dziatanie podniesionego poziomu CORT.

Z uwagi na powyzsze, pierwszym celem niniejszej pracy byto:

1. Zbadanie wplywu dlugotrwale podwyzszonego poziomu CORT na morfologi¢ kolcow

dendrytycznych, mysich, pierwotnych neuronow kortykalnych oraz hipokampalnych
Realizacja pierwszego celu badawczego, byta oparta na realizacji celow szczegdtowych, obejmujacych:

a) Doswiadczalne okreslenie stezenia CORT, ktora nie wplywa na zZywotnos¢ oraz og6lne aspekty
morfologii komorek, takie jak np. catkowita dlugo$¢ dendrytow oraz liczba dendrytow,

pierwotnych neuronéw kortykalnych i hipokampalnych.

b) Doswiadczalne ustalenie stgzenia CORT, ktora nie wpltywa na zywotnos¢ oraz ogoélne aspekty
morfologii komorek, natomiast wywotuje zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych,

kortykalnych i hipokampalnych neuron6w pierwotnych.

c) Scharakteryzowanie zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych, w zakresie okreslonych
parametréw struktury kolca, takich jak m.in. przecigtna szeroko$¢ glowy oraz dlugos$¢ kolca
dendrytycznego, wywotanych przez wczesniej wyselekcjonowane stgzenie CORT, w pierwotnych

komorkach kortykalnych 1 hipokampalnych

Pomimo przestanek wskazujacych na potencjalne zaangazowanie FAK w zmiany morfologiczne
kolcéw dendrytycznych kortykalnych i hipokampalnych komoérek pierwotnych, wywotane dtugotrwale
podniesionym poziomem CORT, nadal brakuje jednoznacznych danych eksperymentalnych
potwierdzajacych to przypuszczenie.

Z uwagi na powyzsze, drugim celem niniejszej pracy byto:
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2. Zbadanie roli biatlka FAK w zmianach morfologicznych kolcow dendrytycznych, mysich,
pierwotnych neuronéw kortykalnych i hipokampalnych, wywolanych przez dlugotrwale

podwyzszony poziom CORT
Realizacja drugiego celu badawczego, byta oparta na realizacji celow szczegdtowych, obejmujacych:

a) Okreslenie wptywu modulacji aktywnos$ci biatka FAK, na zmiany poszczegolnych parametrow
morfologicznych kolcow dendrytycznych, wywolane stymulacjg pierwotnych neuronow

kortykalnych i hipokampalnych, przez wczesniej wyselekcjonowane stezenie CORT.

b) Zbadanie wptywu wyselekcjonowanego stezenia CORT oraz roznych czasow inkubacji z CORT,
na ekspresj¢ genu PTK2 kodujacego biatko FAK, w pierwotnych neuronach kortykalnych oraz
hipokampalnych

c) Zbadanie wplywu wybranego stezenia CORT oraz réznych czaséw inkubacji z CORT, na
catkowity poziom biatka FAK oraz na poziom jego fosforylowanej formy (397T), w pierwotnych

neuronach kortykalnych oraz hipokampalnych
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3. Materialy i metody

3.1 Sklady roztworow stosowanych w eksperymentach

Wykorzystywane w badaniach roztwory, nabywano od certyfikowanych dostawcow odczynnikow
laboratoryjnych jako gotowe do uzycia, badz przyrzadzano stosujac wodg¢ oczyszczong, ktorg
pozyskiwano za sprawa procesOw odwrdconej osmozy i ultrafiltracji, przeprowadzanych w aparacie

MILLIPORE Milli-Q Integral 10. Sktady najczesciej stosowanych buforow, znajduja si¢ w Tabeli 1.

Tabela 1. Nazwa, sktad i numer katalogowy najczesciej wykorzystywanych roztworow

Nazwa Skiad Firma, nr katalogowy

1x PBS 0.01 M bufor fosforanowy, 0.0027 M KCl, 0.137 M NaCl Sigma-Aldrich, nr kat.
P4417

HBSS 5.33 mM KCI, 0.441 mM KH2PO4, 4.166 mM NaHCO3, 137.931 | ThermoFisher Scientific, nr

mM NaCl, 0.338 mM Na2HPO4, 5.555 mM D-glukoza kat. 14175095

PFAw 1x | 40 g proszku PFAw 1 L 1x PBS, pH -

PBS

Roztwor 25 mM Tris, HCI pH 7.6, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1% sodium ThermoFisher, nr kat.

RIPA deoxycholate, 0.1% SDS 89900

3.2 Hodowle komorek pierwotnych
3.21 Przygotowanie szkielek nakrywkowych oraz plytek wielodotkowych

Hodowle pierwotnych neuronéw kortykalnych oraz hipokampalnych, zaleznie od eksperymentu,
prowadzono z wykorzystaniem okragtych szkielek nakrywkowych o $rednicy 18 mm (FisherScientific, nr
kat. 11817093), ptytek 96-dotkowych (revvity, nr kat. 6055302), ktére ze wzgledu na typ dna, podobnie
jak szkietka nakrywkowe, sg przystosowane do wysokorozdzielczego obrazowania mikroskopowego oraz
ptytek 6-dotkowych (Bionovo, nr kat. B-0680), uzywanych w przypadku hodowli komorek
przeznaczonych do izolacji catkowitego RNA badz biatka.

Szkietka nakrywkowe wymagaty odpowiedniego przygotowania, w tym celu, w pierwszym kroku,
szkietka ptukano w 70% kwasie azotowym (POL-AURA, nr kat. 7697-37-2) przez 24 godziny. Nastepnie,
szkietka ptukano w wodzie dejonizowanej przez 90 min, siedmiokrotnie zmieniajac ptyn. Kolejno,
szkietka sonikowano w wodzie dejonizowanej przez 30 min, po czym sterylizowano z wykorzystaniem
autoklawu dentystycznego (Prestige medical UK 9L). Nastegpnie, szkietka jednokrotnie plukano w
bezwodnym alkoholu etylowym (POL-AURA, nr kat. PA-16-6480111#500ML) i1 pozostawiano do

wysuszenia. Ostatecznie, szkietka umieszczano w szalce 1 pokrywano roztworem poli-D-lizyny (0.5 mg/1
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ml) (Sigma-Aldrich, nr kat. P0899) rozpuszczonej w roztworze 1x PBS (Sigma-Aldrich, nr kat. P4417).
Szalki ze szkietkami pokrytymi roztworem poli-D-lizyny foliowano i na catg noc umieszczano w 4°C.
Kolejnego dnia, roztwoér poli-D-lizyny usuwano, a szkietka trzykrotnie oplukiwano roztworem 1x PBS i
wysuszone pozostawiano w jatowych warunkach, az do momentu uzycia. Szkietka nakrywkowe z
wysianymi komorkami, trzymano w plytce 12-dotkowej (Bionovo, nr kat. B-0681).

Dotki ptytek 96-dotkowych oraz 6-dotkowych, pokrywano roztworem poli-D-lizyny (0.1 mg/1 ml)
rozpuszczonej w 1x PBS, ptytki foliowano 1 na calg noc umieszczano w 4°C. Kolejnego dnia, roztwor
poli-D-lizyny usuwano, a dotki trzykrotnie oplukiwano roztworem 1x PBS. Plytki z wysuszonymi

dotkami pozostawiano w jalowych warunkach, az do momentu uzycia.

3.2.2 Zakladanie hodowli mysich, pierwotnych komérek kortykalnych i hipokampalnych

Komorki wymagane do prowadzenia adherentnej hodowli pierwotnych neuronow kortykalnych 1
hipokampalnych, izolowano z mysich ptodéow szczepu Albino Swiss, w 16 badz 17 dniu rozwoju
embrionalnego. Samic¢ u$miercano poprzez dyslokacje rdzenia kregowego, po czym pobierano ptody,
ktére nastepnie umieszczano w szalce znajdujacej si¢ na lodzie i wypetnionej ochlodzonym roztworem
HBSS, ktéry pozbawiony jest jondw (ThermoFisher Scientific, nr kat. 14175095). Kolejno, wyciggano
moézgowia, z ktorych izolowano obszar korowy oraz hipokampy. Tkanke ze wszystkich ptodow aczono i
umieszczano w probowce wypelnionej ochtodzonym roztworem HBSS. Kor¢ oraz hipokampy
umieszczano w osobnych probowkach. Po wyizolowaniu struktur z mézgowia wszystkich ptodéw, HBSS
ostroznie usuwano z probowek, do ktoérych dodawano roztwoér trypsyny w HBSS o stezeniu 2.5 mg/ml
(MP Biomedicals nr kat. TRP0004.25). Probéwki z fragmentami tkanek znajdujacymi si¢ w roztworze
trypsyny, inkubowano w temperaturze 37°C, przez 15 minut. Nastgpnie, po procedurze trawienia,
usuwano roztwor trypsyny, a tkanke dwukrotnie ptukano roztworem sktadajacym si¢ z roztworu HBSS 1
konskiego serum (ThermoFisher Scientific, nr kat. 16050122) o stezeniu 10% (v/v), z dodatkiem enzymu
DNaza I (Roche nr. kat. 11284932001) o koncowym stezeniu 60 ug/ml (0,006 % w/v). Po dwukrotnym
wyptukaniu fragmentow tkanki, ponownie dodawano roztwor sktadajacy si¢ z roztworu HBSS, konskiego
serum oraz enzymu DNaza I i mechanicznie rozbijano wczesniej strawiong tkanke, przy uzyciu pipety i
koncowki 1 ml (nerbe plus, nr kat. 06-693-5300), az do momentu otrzymania jednorodnej zawiesiny.
Otrzymane zawiesiny przenoszono do dwdéch falkonow 15 ml, po czym wirowano (3 minuty, 200 x g) i
zawieszano w pozywce wykorzystywanej do wysiania komorek, sktadajacej si¢ z pozywki Neurobasal
(ThermoFisher, nr kat. 12348017), 1% (v/v) suplementu B-27 (ThermoFisher, nr kat. 17504044) 1 0.25%
(v/v) suplementu GlutaMax (ThermoFisher, nr kat. 35050061). Ostatecznie, liczbe wyizolowanych
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komorek okre§lano za pomoca automatycznego licznika komorek (Bio-Rad TC20), po czym komorki
wysiewano na wczesniej przygotowane szkietka nakrywkowe z gestoscig 120 tys. komorek/szkietko,
ptytki 96-dotkowe z gestoscig 40 tys. komodrek/dotek, oraz/badz ptytki 6-dotkowe, z gestoscig 1 min.
komorek/dotek. Tak wysiane komorki pierwotne, hodowano w temperaturze 37°C 1 atmosferze
zawierajacej 5% COa.

3.23 Medium wykorzystywane w utrzymaniu hodowli pierwotnych komorek kortykalnych i
hipokampalnych oraz w procedurze eksperymentalnej

Pierwotne komorki kortykalne oraz hipokampalne, wysiewano 1 przez pierwsze dni utrzymywano
w medium sktadajacym si¢ z pozywki Neurobasal, suplementu B-27 i suplementu GlutaMax (zgodnie z
opisem w 3.1.2). W celu zmniejszenia stezenia CORT w pozywce, w ktérej hodowano komorki, a ktory
jest skladnikiem suplementu B-27, po wysianiu komoérek pierwotnych, do momentu rozpoczgcia
eksperymentow, pozywke wymieniano czterokrotnie, na medium sktadajace si¢ z pozywki MEM
(ThermoFisher, nr kat. 51200038), d-glukozy (Sigma-Aldrich, nr kat. G8769-100ML) o stezeniu 0.45%
(v/v), 1% (v/v) suplementu N2 (ThermoFisher, nr kat. 17502048), suplementu GlutaMax o stezeniu 0.25%
(v/v), pirogronian sodu (Sigma-Aldrich, nr kat. P2256-25G) o stgzeniu 0.22 mM, a takze 10 mM buforu
HEPES (ThermoFisher, nr kat. 15630080). Pierwsze trzy wymiany obejmowaty wymiang 1/3 czesci
medium. Ostatnia, czwarta wymiana, obejmowata wymian¢ 3/4 czesci medium i miata miejsce na dzien
przed rozpoczgciem fazy eksperymentow wilasciwych. Zaleznie od prowadzonego eksperymentu,
wymiana medium miata miejsce w nastepujacych dniach hodowli (ang. day in vitro, DIV) - 5/6, 9/10,
13/14 oraz 17/18. Opisany powyzej schemat wymiany medium oraz podsumowanie sktadow medidw

wykorzystywanych na etapie wysiewania i procedury eksperymentalnej, przedstawiono na rycinie 3.1.

DIV O DIV 5/6 DIV 9/10 DIV 13/14 DIV 17/18

4 @ @ @ .—b
Zatozenie hodowli Wymiana 1/3 Wymiana 1/3 Wymiana 1/3 Wymiana 3/4 Poczatek ¢ Koniec
neurondow pierwotnych medium medium medium medium eksperymentu ? eksperymentu
\ V 7

®Neurobasal, ®1% (v/v) suplement B27,
®0.25% (v/v) suplement GlutaMax

®MEM, ®1% (v/v) suplement N-2, ®0.45% (v/v) d-glukoza, ®0.22 mM
pirogronian sodu, ®10 mM HEPES, ®0.25% (v/v) suplement GlutaMax

Rycina 3.1: Schemat przebiegu wymiany medium oraz podsumowanie skladu mediéw wykorzystywanych na etapie
wysiewania oraz procedury eksperymentalnej.
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3.24 Utrwalenie pierwotnych komdrek kortykalnych i hipokampalnych

Pierwotne komorki kortykalne oraz hipokampalne utrwalano, zaleznie od przeprowadzanego
eksperymentu, w 18, 21 badz 22 dniu hodowli. Procedura utrwalania wygladata tak samo, zar6wno w
przypadku komoérek hodowanych na szkietkach nakrywkowych w ptytce 12-dotkowej, jak i komorek
hodowanych z wykorzystaniem ptytki 96-dotkowej. Z dotkéw ptytek 12-dotkowych, gdzie znajdowaty
si¢ szkietka nakrywkowe z komorkami, oraz z dotkow ptytek 96-dotkowych, gdzie znajdowaty sig¢
komorki, odbierano pozywke 1 dodawano 4% (w przypadku komorek przeznaczonych do procedury
barwienia fluorescencyjnego) badz 1.5% (w przypadku komorek przeznaczonych do barwienia
indokarbocyjaning), ciepty (37°C) roztwor PFA (ThermoFisher, nr kat. A11313.36) w 1x PBS, na 15
minut. Po uptywie 15 minut, roztwor PFA odbierano, a dotki z komérkami dwukrotnie ptukano roztworem
1x PBS i komorki ostatecznie pozostawiano w roztworze 1x PBS. Plytki z utrwalonymi komorkami

przechowywano w temperaturze 4°C, gdzie znajdowaty si¢ az do momentu uzycia.

3.2.5 Substancje wykorzystywane w eksperymentach

W eksperymentach wykorzystywano CORT (Sigma-Aldrich, nr kat. 27840), inhibitor FAK —
substancje FAK inhibitor 14 (Y15) (TOCRIS, nr kat. 3414), aktywator FAK — substancje ZINC40099027
(ZN27)(MedChemExpress, nr kat. HY-134570) oraz dimetylosplfotlenek (DMSO) (Sigma-Aldrich, nr
kat. 276855) stuzacy jako rozpuszczalnik dla powyzej wymienionych zwigzkéw. CORT, ktory uzywano
w trzech stezeniach — 0.25 uM, 0.5 uM oraz 1 uM, rozpuszczano w DMSO, tak aby jego poczatkowe
stezenie wynosilo 10000x wigce] niz wymienione powyzej stezenia ostateczne, uzywane w
eksperymentach. Nastepnie, poczatkowe stezenia kortykosteronu w DMSO, rozcienczano 100x w
pozywce MEM, a nastgpnie 100x, w medium, w ktorym znajdowaty si¢ kortykalne i hipokampalne
komorki pierwotne. Ostatecznie, uzyskiwano oczekiwane stgzenia CORT, a stezenie procentowe DMSO
w medium, w ktorym znajdowaly si¢ komorki, nie przekraczalo 0.1%. DMSO, ktoérego uzywano do
stymulacji komoérek pierwotnych nalezacych do grupy kontrolnej, przygotowywano w analogiczny
sposob, na poczatku roztwdr DMSO rozcienczajac 100x w pozywce MEM, a nastgpnie 100x w medium,
w ktorym znajdowaly sie komorki pierwotne.

W dalszych fazach prac badawczych, wykorzystywano wylacznie CORT o stg¢zeniu 0.25 pM.
Uzywane w eksperymentach stgzenia CORT, wybrano na podstawie dostepnych danych literaturowych
(Bassil i1in., 2023; Rodrigues i in., 2025; Tanokashira i in., 2012), kierujac si¢ kryteriami znanego wpltywu
CORT na morfologi¢ neurondw, a takze stezeniami CORT jakie obserwowane s3 w mézgowiach gryzoni
poddanych procedurze stresu (Tanokashira i in., 2012).
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FAK inhibitor 14 uzywano w stezeniu 3 pM, a FAK aktywator — ZINC40099027, w stezeniu 0.1
uM. Wszystkie te substancje rozpuszczano w DMSO, a schemat rozpuszczania wygladat analogicznie do
schematu rozpuszczania CORT, co umozliwito zachowanie stezenia DMSO w medium, w ktérym
znajdowaty si¢ komorki, na poziomie nie przekraczajacym 0.1%. Stezenia obu substancji wymienionych
powyzej, wybrano na podstawie dostepnej literatury przedmiotu (Shih i in., 2014; Q. Wang i in., 2019;
Tuiin., 2010).

Medium, w ktorym znajdowaty si¢ komorki, wraz z nowo dodanym roztworem (roztworem CORT
badz roztworami pozostatych wykorzystywanych zwiazkow), mieszano poprzez kilkukrotne pipetowanie
w gore i w dot.

3.3 Analiza morfologiczna neuronow kortykalnych oraz hipokampalnych
3.3.1 Transfekcja pierwotnych neuronow kortykalnych i hipokampalnych

W 17 badZz 18 dniu hodowli, pierwotne neurony kortykalne oraz hipokampalne, transfekowano
plazmidem pCDH-hSYN-MCS-GFP-T2A, stosujac metod¢ magnetofekcji, z wykorzystaniem
odczynnika NeuroMag oraz ptytki magnetycznej dotaczonej do zestawu (OZBIOSCIENCES, nr kat.
KC30800). Procedurze transfekcji poddawano pierwotne neurony kortykalne i hipokampalne, hodowane
zaréwno na szkietkach nakrywkowych, umieszczonych w ptytce 12-dotkowe;j, jak i w dotkach ptytek 96-
dotkowych. Transfekcj¢ przeprowadzano zgodnie z zaleceniami producenta. Odczynnik NeuroMag,
mieszano z wyzej wymienionym plazmidem, w proporcji 1:0.5. Réwnolegle przygotowywano dwie
proboéwki, w jednej z nich, znajdowato si¢ 12 pl odczynnika NeuroMag, w drugiej, mieszano 6 ug
plazmidu DNA z 600 pl pozywki MEM (ThermoFisher, nr kat. 51200038). Nastepnie, mieszaning
plazmidu DNA z pozywka MEM, przenoszono do probowki, w ktdérej znajdowal si¢ odczynnik
NeuroMag, po czym mieszaning plazmidu DNA z pozywka MEM i odczynnikiem NeuroMag,
worteksowano przez 10 sekund 1 inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Podczas
inkubacji mieszaniny, przygotowywano ptytke magnetyczna, ktéra umieszczano w inkubatorze, a takze
odbierano cz¢$¢ medium z dotkéw plytek poddawanych procedurze transfekcji. Po uptywie 20 minut, do
dotkoéw hodowlanych, dodawano 50 pl mieszaniny plazmidowego DNA i odczynnika NeuroMag. 12-
dotkowa lub 96-dotkowa ptytke umieszczano na plytce magnetycznej na 20 minut w 37°C. Po tym czasie,
wymieniano catkowitg ilo§¢ medium w dotkach, w ktérych znajdowaty si¢ komoérki poddane procedurze

transfekcji. Medium wymieniano zgodnie z opisem w podrozdziale 3.1.3.
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3.3.2 Obrazowanie pierwotnych neuronéw kortykalnych i hipokampalnych

Obrazy pierwotnych neuronéw korowych i hipokampalnych, uzyskiwano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Leica TCS SP8 X, wykorzystujac obiektyw o powigkszeniu 20x (HC PL APO CS2 20x/0.75
DRY). Do detekceji obrazu neuronow pierwotnych, zwizualizowanych za posrednictwem nadeskpresji
biatka zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, GFP), wykorzystywano wzbudzenie
Swiattem lasera o dlugosci fali 488 nm. Wykonywano zdjecia o rozdzielczosci 1024 x 1024, z wartoscia
zoom wynoszacg 1.20, tak, ze rozmiar piksela wynosit 0.5 um x 0.5 um. Zbierano serie obrazéw w
plaszczyznie Z, a odstep pomigdzy pojedynczymi zdjeciami w serii, wynosit 1 pm. Obrazowano wszystkie

neurony wykazujace ekspresje GFP.

3.33 Analiza struktury pierwotnych neuronéw kortykalnych i hipokampalnych

Wizualizacja pierwotnych neurondéw kortykalnych oraz hipokampalnych, mozliwa byta ze wzgledu
na ekspresj¢ biatka GFP, ktéra uzyskano w skutecznie transfekowanych neuronach (opis w podrozdziale
3.2.1). Uzyskane zdjecia wstepnie edytowano w programie Leica Application Suite X (LAS X). Zdjecia
edytowano poprzez zastosowanie algorytmu maksymalnej projekcji (ang. max projection), a otrzymane
obrazy 2D, zapisywano w formacie .tiff. Nastepnie, zdjgcia zapisane w formacie .tiff, wczytywano w
programie ImagelJ i korzystajac z narzedzia SNT, w sposdb potautomatyczny, poprzez zaznaczanie ciata
oraz dendrytow neuronéw, z pomini¢gciem ich aksonow, odwzorowywano struktur¢ komorek
znajdujacych si¢ na wezytywanych obrazach, ostatecznie uzyskujac pliki w formacie specyficznym dla
narzedzia SNT, zawierajagce odwzorowanie struktury analizowanych komorek. W kolejnym kroku, w
dalszym ciggu korzystajac z narzedzia SNT, okreslano takie parametry morfometryczne neuronéw, jak
sumaryczna dlugo$¢ wszystkich dendrytow oraz liczba dendrytow. Pogladowe zdjgcie przedstawiajace
komorke nerwowa segmentowang za pomocg narzedzia SNT, znajduje si¢ na rycinie 3.2. Dane dotyczace
zasad dziatania narzgdzia SNT, mozna znalez¢ w publikacjach Arshadi et al., 2021 oraz Ferreira et al.,
2014. Pétautomatyczna analiza byta prowadzona w formacie $lepej proby — eksperymentator nie posiadat

informacji do jakiej grupy eksperymentalnej przyporzadkowane byly analizowane obrazy.
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Rycina 3.2: Sposob analizy morfologii neuronéw pierwotnych. (A) Przyktadowe, konfokalne zdjecie komorki korowej (B)
oraz zdjecie przedstawiajace odwzorowanie struktury tej samej komorki, za posrednictwem narzedzia SNT umozliwiajace
uzyskanie informacji o okreslonych parametrach morfologicznych komorki.

3.34 Znakowanie pierwotnych komorek kortykalnych i hipokampalnych lipofilna
indokarbocyjaning (Dil)

Kolce dendrytyczne pierwotnych neurondéw kortykalnych oraz hipokampalnych, wizualizowano
wykorzystujac metod¢ barwienia lipofilng indokarbocyjaning (Sigma-Aldrich, nr kat. 42364). W
zaleznosci od wykonywanego eksperymentu, przeprowadzono albo wylacznie znakowanie neurondéw
pierwotnych barwnikiem Dil, albo znakowanie barwnikiem Dil w potaczeniu z barwieniem
immunofluorescencyjnym, zaraz po zakonczonej procedurze barwienia immunofluorescencyjnego.
Krysztaty Dil (20 pg/ml!) umieszczano w 5 ml roztworu PBS i korzystajac z myjki ultradzwickowej
(EMAG Emmi 20 HC), sonikowano przez 1 godzing, az do momentu uzyskania jednolitej zawiesiny.
Nastepnie, uzyskang zawiesing rozcienczano 10x w roztworze 1x PBS, po czym 10x rozcieficzony roztwor
Dil w 1x PBS, zaleznie od eksperymentu, dodawano w ilosci 1200 ul, do dotkéw plytki 12-dotkowe;,
gdzie znajdowaly si¢ szkielka z wczesniej utrwalonymi komorkami, badz w ilosci 120 pl, do dotkow
ptytki 96-dotkowej. Komorki inkubowano z roztworem Dil w 37°C, przez 20 min. Kolejno, z dotkéw
usuwano barwnik Dil, a dotki z komdrkami przeptukiwano trzykrotnie roztworem Ix PBS. Plytki
pozostawiano w temperaturze pokojowej na 24h, po czym umieszczano w 4°C, gdzie znajdowaty si¢ az
do momentu dalszego procedowania. W przypadku szkietek nakrywkowych, po ostatnim plukaniu, na
szkietka podstawowe, nanoszono krople medium montujacego ProLong™ Gold Antifade Mountant
(ThermoFisher, nr kat. P36930), po czym szkietka nakrywkowe z wybarwionymi komodrkami,

umieszczano na kropli medium montujgcego. Szkietka nakrywkowe umieszczone na szkielkach
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podstawowych, przykrywano folig aluminiowa i pozostawiano w temperaturze pokojowej na 30 min, az
do zastygniecia. Po tym czasie, szkietka podstawowe zawierajace szkietka nakrywkowe, umieszczano w

plastikowym opakowaniu, ktére przechowywano w -20°C, az do momentu uzycia.

3.3.5 Obrazowanie kolcow dendrytycznych pierwotnych neuronéw kortykalnych i
hipokampalnych

Obrazowanie kolcow dendrytycznych wykonywano mikroskopem konfokalnym Leica TCS SP8 X,
wykorzystujac obiektyw z immersja olejowa o powigkszeniu 100x (HC PL APO CS2 100x/1.40). W celu
zobrazowania komorek znakowanych barwnikiem Dil, wykorzystywano wzbudzenie swiattem lasera o
dhugosci fali 555 nm. Wykonywano zdjgcia o rozdzielczosci 1024 x 1024, dostosowujac warto$¢ zoom w
taki sposob, aby rozmiar piksela wynosit 0.07 um x 0.07 um. Zbierano serie obrazoéw w pltaszczyznie Z.
Obrazy w osi Z, wykonywano w odstgpach 0.4 um. Do analizy morfologii kolcéw dendrytycznych,
wybierano dendryty drugorzedowe i trzeciorzedowe, ktérych dlugo$¢ wynosita co najmniej 40 um. Wyboér
dendrytéw drugorzedowych oraz trzeciorzedowych, podyktowany byt potrzeba zredukowania mozliwosci
wystapienia réznic w strukturze oraz gestosci kolcow dendrytycznych, bedacych efektem réznych

rzgdowosci dendrytow.

3.3.6 Analiza struktury kolcow dendrytycznych pierwotnych neuronow kortykalnych i
hipokampalnych

W poczatkowym etapie analizy, obrazy zawierajace dendryty z kolcami dendrytycznymi,
pierwotnych neuronow kortykalnych oraz hipokampalnych, edytowano w programie LAS X, poprzez
zastosowanie algorytmu maksymalnej projekcji. W ten sposob edytowane obrazy, zapisywano w formacie
Aiff. W kolejnym kroku, obrazy dendrytow posiadajacych kolce dendrytyczne, w postaci maksymalnych
projekcji, zapisane w formacie .tiff, wczytywano do programu SpineMagick (potautomatyczne
oprogramowanie stworzone na zamowienie, patent nr WO/2013/021001), ktory postuzyt do
poétautomatycznej analizy morfologii kolcow dendrytycznych. Program SpineMagick umozliwia pomiar
okre§lonych parametrow struktury pojedynczych kolcow dendrytycznych, takich jak: dtugos$¢ kolca,
szeroko$¢ jego glowy czy stosunek szerokosci glowy kolca do dlugosci kolca. Co wigcej, skrypt
SpineMagick, umozliwia réwniez okresSlenie gestosci kolcow dendrytycznych, poprzez wskazanie
catkowitej liczby kolcow dendrytycznych, znajdujacych si¢ na dendrycie o okreslonej dlugosci.
Pogladowe zdj¢cie przedstawiajace kolce dendrytyczne poddane segmentacji w programie SpineMagick,
znajduje si¢ na rycinie 3.3. Sposob pomiaru oraz definiowania okre$lonych parametréw

morfometrycznych kolcow dendrytycznych, przez program SpineMagick, opisano w publikacji
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Ruszezycki et al.,, 2012. Poétautomatyczna analiza byla prowadzona w formacie $lepej proby —
eksperymentator nie posiadal informacji do jakiej grupy eksperymentalnej przyporzadkowane byty

analizowane obrazy.

Rycina 3.3: Sposob analizy morfologii kolcow dendrytycznych neuronéw pierwotnych. (A) Przyktadowe, konfokalne
zdjecie kolcéw dendrytycznych komoérki korowej (B) oraz zdjecie tych samych kolcéw dendrytycznych, pozyskane z programu
SpineMagick, przedstawiajace segmentacj¢ kolcow dendrytycznych.

3.4 Barwienia immunofluorescencyjne pierwotnych komorek kortykalnych oraz
hipokampalnych

3.4.1 Procedura barwienia immunofluorescencyjnego komorek kortykalnych oraz
hipokampalnych

Procedurze barwienia immunofluorescencyjnego poddawano pierwotne komorki kortykalne i
hipokampalne, utrwalone w 1.5% (w przypadku barwienia immunofluorescencyjengo potaczonego z
barwieniem Dil) badz w 4% roztworze PFA w 1x PBS. Procedurze poddawano komorki hodowane w
dotkach plytek 96-dotkowych. W pierwszym etapie procedury, komorki permabilizowano przez 20 minut
w temperaturze pokojowej, uzywajac 0.3% (v/v) roztworu Tween-20 w 1x PBS. W kolejnym kroku,
komorki inkubowano przez 1 godzing, w temperaturze pokojowej, w roztworze blokujagcym, ktorym byt
10% (v/v) roztwor konskiego serum w 1x PBS z 0.3% (v/v) Tween-20. Po uplywie 1 godziny, roztwor
blokujacy usuwano, a komorki inkubowano przez 24 godziny w 4°C, z odpowiednio rozcienczonymi
przeciwcialami pierwszorzedowymi, rozpuszczonymi w roztworze sktadajacym sie z 1% (v/v) konskiego
serum oraz 0.3% (v/v) Tween-20 w 1x PBS. W przypadku barwien podwdjnych badZz potrdjnych,
uzywano pierwszorzgdowe przeciwciata, ktére wyprodukowano w réznych gatunkach zwierzat. W
kolejnym dniu, po uptywie 24 godzin, roztwor z przeciwcialami pierwszorzedowymi usuwano, a komorki
trzykrotnie ptukano roztworem 1x PBS. Nastepnie, komoérki inkubowano z odpowiednio rozcieficzonymi
przeciwcialami drugorzedowymi skoniugowanymi z fluoroforem (ThermoFisher, AlexaFluor),
rozpuszczonymi w 1x PBS. Inkubacja z przeciwciatami drugorzgdowymi trwata 2 godziny 1 odbywatla si¢
w temperaturze pokojowej. Po uptywie 2 godzin, roztwor z przeciwciatami drugorzedowymi usuwano, a

komorki trzykrotnie ptukano roztworem Ix PBS. Po ostatnim plukaniu, wybarwione komorki
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pozostawiano w 1x PBS, ptytke foliowano i pozostawiano w 4°C, az do czasu obrazowania. Wykorzystane

w eksperymentach przeciwciata pierwszorzedowe, przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Przeciwciata pierwszorzgdowe wykorzystywane w procedurze barwienia immunofluorescencyjnego, wraz z
informacja o uzytym rozcienczeniu, a takze firmie i numerze katalogowym

Przeciwciala pierwszorzedowe Rozcienczenie | Firma, nr katalogowy
Mysie monoklonalne przeciwcialo anty-PSD95 1:250 abcam, ab2723
Mysie monoklonalne przeciwcialo anty-NeuN 1:1000 abcam, ab104224
Krolicze monoklonalne przeciwciato anty-S100B 1:500 ABclonal, A19108
Kurczakowe poliklonalne przeciwciato anty MAP2 | 1:5000 abcam, ab5392
34.2 Zbieranie obrazéw mikroskopowych barwien immunofluorescencyjnych — PSD95

W celu zobrazowania biatka PSD95, znajdujacego si¢ w dendrytach i kolcach dendrytycznych
pierwotnych neuronéw kortykalnych oraz hipokampalnych, wykorzystano mikroskop konfokalny Leica
TCS SP8 X oraz obiektyw z immersja olejowa o powigkszeniu 100x (HC PL APO CS2 100x/1.40). Aby
zobrazowa¢ dendryty znakowane barwnikiem Dil, wykorzystywano wzbudzenie $wiattem lasera o
dlugos$ci fali 555 nm, za§ w przypadku uzyskania sygnatu pochodzacego od przeciwciat uzytych do
barwienia PSD95, zastosowano wzbudzenie §wiattem lasera o dtugosci 653 nm. Wykonywano zdjecia o
rozdzielczo$ci 1024 x 1024, dostosowujac wartos¢ zoom w taki sposob, aby rozmiar piksela wynosit 0.07
pm x 0.07 um. Zbierano serie obrazéw w ptaszczyznie Z, a odstep pomigdzy pojedynczymi zdjgciami w
serii, wynosit 0.40 um. Aby unikna¢ naktadania si¢ sygnatow pochodzacych z r6znych fluorochromow

(ang. crosstalk), rozgraniczano spektra detektorow. Do analizy wybierano dendryty drugorzedowe i

trzeciorzgdowe.
343 Zbieranie obrazéw mikroskopowych barwien immunofluorescencyjnych — pozostale
bialka

W celu zobrazowania barwienia markeréw komorek neuronalnych oraz glejowych, biatek - NeuN,
MAP2 oraz S100B, wykorzystano mikroskop fluorescencyjny Leica Thunder DMI8 oraz obiektyw o
powigkszeniu 10x (HC PL FLUOTAR 10x/0.32). Dhugosci fal jakie wykorzystano w celu wzbudzenia
poszczegoOlnych fluorochromdw, prezentuja si¢ nastgpujaco: dla wzbudzenia przeciwciat barwigcych
NeuN — 470 nm, MAP2 — 550 nm, S100B — 640 nm. Wykonywano zdjecia o rozdzielczosci 1048 x 1048.
Stezenia przeciwcial pierwszorzedowych, a takze rodzaj i stezenia przeciwciat drugorzedowych,
dopasowano w taki sposob, aby unikng¢ nakladania si¢ sygnatow pochodzacych z rdéznych

fluorochromoéw.
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3.4.4 Analiza gestoSci oraz intensywnosci klastrow PSD95

Ilosciowa oceng poziomu klastrow biatka PSD-95, przeprowadzono analizujac gestos¢ klastrow
oraz mierzac ich $rednig intensywnos$¢ fluorescencji. Obie analizy przeprowadzono w zdefiniowanych
regionach ROI (ang. region of interest), ktorymi byly wybrane drugo i trzeciorzedowe dendryty,
pierwotnych komorek kortykalnych i hipokampalnych. Analiz¢ przeprowadzono z wykorzystaniem
programu Imagej. W pierwszym etapie, tworzono seri¢ binarnych masek z obrazéw zawierajacych
dendryty znakowane barwnikiem Dil. Tak utworzone binarne maski, naktadano na obrazy zawierajace
sygnat fluorescencyjny, bedacy efektem barwienia biatka PSD95. W ten sposob uzyskiwano 32-bitowe
obrazy, kazdy zawierajacy jedynie sygnal bedacy ekwiwalentem barwienia PSD95, znajdujacy sie w
obrebie wybarwionych dendrytow. W dalszym kroku, z 32-bitowych obrazéw, tworzono maksymalng
projekcje, po czym, wykorzystujac jeden z automatycznych algorytmdéw progowania (ang. threshold),
ustalano dolny prog intensywnosci. Dla kazdej serii zdje¢, wykorzystywano ten sam automatyczny
algorytm progowania (algorytm moments). Kolejno, manualnie zaznaczano drugorz¢dowe oraz/lub
trzeciorzgdowe dendryty, z ktorych poddawano analizie sygnat dla PSD95, wykorzystujac narzedzie
Analyze Particles. Dodatkowo, korzystajac z funkcji ,,Segmented line”, manualnie wyznaczano dtugos¢
analizowanych dendrytow, tak by mozna bylo oceni¢ gestos¢ klastrow PSD95, poprzez okreslenie ich
liczby, przypadajacej na 1 pm dendrytu. Wyznaczano $rednig gestos$¢ klastroéw PSD95, a takze ich $rednig
intensywno$¢ fluorescencji dla grupy DMSO oraz grupy traktowanej CORT.

3.5 Metodyka pracy z RNA
3.5.1 Izolacja i oznaczanie stezenia RNA

Calkowite RNA z pierwotnych komorek kortykalnych oraz hipokampalnych, izolowano korzystajac
z zestawu Quick-RNA™ Miniprep (ZymoResearch, nr kat. R1055). Wymieniony zestaw, umozliwia
izolacje catkowitego RNA z adherentnych hodowli komérkowych, a procedura izolacji opiera si¢ na
technologii kolumnowej. Procedure izolacji calkowitego RNA, przeprowadzano zgodnie z protokolem
dostarczonym przez producenta. W pierwszym etapie, kortykalne oraz hipokampalne komorki pierwotne,
hodowane na ptytkach 6-dotkowych, przenoszono na 16d, po czym z dotkéw, gdzie znajdowaty sie
komorki, odciggano medium, a nastepnie, oproéznione z medium dotki, zalewano odczynnikiem RNA
Lysis buffer, dotagczonym do zestawu. Uzywajac jednorazowych skrobaczek, komorki pokryte buforem
lizujacym zdrapywano, po czym przenoszono do proboéwek dotagczonych do zestawu. W kolejnych

krokach, wykorzystujac odpowiednie kolumny znajdujace si¢ w zestawie, lizat kilkukrotnie wirowano az
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do momentu uzyskania RNA, ktore ostatecznie zawieszano w wodzie wolnej od RNAz. Stezenie oraz
czystos¢ uzyskanego materiatu, okreslano metoda spektrofotometryczng, korzystajac z urzadzenia

NanoPhotometer N80 (IMPLEN).

3.5.2 Reakcja lancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (RT-PCR) — synteza cDNA
Wyizolowane RNA przepisywano do cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji z PCR, wykorzystujac
zestaw High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, nr kat. 4368814). W celu
syntezy kodujacych sekwencji DNA (ang. coding DNA, cDNA), na matrycy RNA, uzyto 1000 ng RNA z
kazdej wyizolowanej probki. Zarowno przygotowywanie mieszaniny reakcyjnej jak i przeprowadzanie
reakcji, odbywato si¢ wedtug zalecef producenta. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej i parametry reakcji

odwrotnej transkrypcji, podano w Tabeli 3 1 Tabeli 4:

Tabela 3. Sktadniki mieszaniny reakcji RT-PCR

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Objetos¢ (20 nl)
10x bufor RT 2 ul
25x miks ANTP (100 mM) 0.8 ul
10x startery losowe (ang. Random primers) | 2 ul
Inhibitor RNAz 1 ul
Odwrotna transkryptaza MultiScribe 1 pl
RNA (1000 ng) Zaleznie od stezenia dla danej probki
H,O pozbawione nukleaz Zaleznie od stezenia RNA dla danej probki

Tabela 4. Warunki reakcji RT-PCR

Warunki reakeji RT-PCR
Krok Czas Temperatura
Wydhluzanie starterow 10 minut | 25°C
Synteza cDNA 120 minut | 37°C
Deaktywacja odwrotnej transkryptazy | 5 minut 85°C
o0 4°C
3.5.3 Ilosciowa reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (QRT-PCR)

[lo$ciowa reakcje PCR w czasie rzeczywistym, przeprowadzano zgodnie z protokotem producenta,
wykorzystujac TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, nr kat. 4369542) oraz gotowe
do uzycia, komercyjnie dostgpne sondy TagMan (Applied Biosystems), ktorych spis znajduje si¢ w tabeli
6. 50 ng matrycy cDNA oraz pozostate sktadniki tworzgce mieszaning reakcyjng, w tym sondy, dodawano
do dotkow plytek MicroAmp Fast Optical 96-Well (Applied Biosystem, nr. kat. 4346906). Ptytki oklejano
folig ochronng MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied Biosystem, nr. kat. 4311971) oraz krétko
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wirowano. Wykonywano dwa techniczne replikaty. Reakcje qPCR przeprowadzano w urzadzeniu
QuantStudio 12k flex. Przyjmowano wartos¢ progowa sygnatu (Cr, ang. threshold cycle), automatycznie
wyznaczong dla kazdego dotka przez oprogramowanie QuantStudio 12K flex software. Wzgledne réznice
w ekspresji mRNA pomigdzy badanymi probkami eksperymentalnymi, wykazywano przeprowadzajac
analiz¢ oparta o metod¢ 2"-AACt. Uzyskane wyniki ekspresji mRNA danego genu, normalizowano
wzgledem genu referencyjnego B2M oraz grupy kontrolnej (DMSO) badz, jak w przypadku eksperymentu
z poréwnaniem komoérek pierwotnych, wzgledem komoérek kortykalnych. Sktadniki mieszaniny
reakcyjnej, a takze warunki reakcji qRT-PCR podano Tabeli 5 i 6. W niniejszej pracy, nazwy gendéw sg

wyrazone kursywa (Tabela 7).

Tabela 5. Sktadniki mieszaniny reakcji qRT-PCR

Skladniki mieszaniny reakcyjnej | Objetosé (10 ul)
TagMan Fast Advanced Master Mix | 5 pl

Sonda TagMan 0.5 pl
cDNA 1 pl (50 ng)
H,O pozbawione nukleaz 3.5l

Tabela 6. Warunki reakcji qRT-PCR

Warunki reakcji PCR
Krok Temperatura | Czas Ilos¢ cykli
Inkubacja UNG 50°C 2minuty | 1
Aktywacja enzymu 95°C 20 sekund | 1
Denaturacja 95°C 1 sekunda 40
Zwiazanie/Wydtuzenie | 60°C 20 sekund

Tabela 7. Wykaz genow, ktorych ekspresja zostata zbadana w przeprowadzonych eksperymentach qRT-PCR, wraz z
numerami katalogowymi wykorzystywanych sond TagMan

Nazwa genu Numer sondy TagMan

PTK2 (Protein Tyrosine Kinase 2) Mm00433209 ml
NR3CI (Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1) Mm00433832 ml
FKBPS5 (FKBP Prolyl Isomerase 5) Mm00487406 ml
B2M (Beta-2-Microglobulin) Mm00437762 ml
BCARI (BCARI Scaffold Protein, Cas Family Member) Mm00487210 ml
RAPI1b (Member of RAS Oncogene Family) Mm05911819 sl

ARHGEF28 (Rho Guanine Nucleotide Exchange Factor 28) Mm00442590 ml
ARHGAP26 (Rho GTPase Activating Protein 26) MmO00613309 ml
ROCK?2 (Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 2) | Mm01270843 ml
SRC (SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase) Mm00436785 ml
RACI (RAS-related C3 botulinum substrate 1) Mm01201657 gl

RHOA (Ras Homolog Family Member A) Mm00834507 gl
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MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase 1) Mm00442479 ml
CDC42 (Cell Division Cycle 42) Mm01194005 gl

mTOR (Mechanistic Target of Rapamycin Kinase) Mm00444968 ml
FYN (FYN Proto-Oncogene, Src Family Tyrosine Kinase) Mm00433373 ml
PTK2B (Protein Tyrosine Kinase 2 Beta) Mm00552827 ml
BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) Mm04230607 sl

SATB?2 (Special AT-Rich Sequence-Binding Protein 2) Mm00507331 ml
PROXI1 (Prospero Homeobox 1) Mm00435969 ml

3.6 Procedury stosowane przy oznaczaniu poziomu bialek
3.6.1 Izolacja bialka z hodowli pierwotnych komorek kortykalnych i hipokampalnych

Ekstrakty biatkowe pozyskiwano z pierwotnych komorek kortykalnych oraz hipokampalanych, w r6znych
dniach rozwoju hodowli, zaleznie od potrzeb eksperymentalnych. Komorki pierwotne, przeznaczone na
pozyskanie ekstraktow biatkowych, hodowano w dotkach plytek 6-dotkowych. W celu pozyskania
ekstraktow biatkowych, z dotkow ptytek 6-dotkowych, gdzie znajdowaly si¢ kortykalne badz
hipokampalne komorki pierwotne, usuwano medium hodowlane, nastepnie, dotki dwukrotnie ptukano
chtodnym (4°C) roztworem 1x PBS, po czym, do dotkow dodawano 100 ul chtodnego (4°C) roztworu
lizujacego RIPA (ThermoFisher, nr kat. 89900) z dodatkiem inhibitorow proteaz (Sigma-Aldrich, nr kat.
11836153001) oraz fosfataz (ThermoFisher, nr kat. 78420). Komorki pierwotne pokryte chlodnym
roztworem RIPA z dodatkiem inhibitorow proteaz oraz fosfataz, zeskrobywano przy uzyciu jednorazowej
skrobaczki (Corning, nr kat. 353086), ostatecznie uzyskujac zawiesing. Nastgpnie, zawiesiny zawierajgce
ekstrakty biatkowe, wirowano (16000 % g) w temperaturze 4°C, przez 16 minut. Finalnie, supernatanty
uzyskiwane po wirowaniu, przenoszono do nowych, schtodzonych probowek, umieszczonych na lodzie,

ktére pdzniej przechowywano w temperaturze -80°C, az do dalszego procedowania.

3.6.2 Oznaczenie st¢zenia bialka

Catkowita ilo§¢ biatkka w homogenatach okreslano kolorymetrycznie, metoda kwasu
bicinchoninowego (BCA), wykorzystujac zestaw BCA Protein Assay Kit (Bio-Rad, nr kat. 5000201).
Zasada testu BCA, opiera sie na redukcji jonéw Cu®* do Cu”, ktéra zachodzi w $rodowisku alkalicznym,
za sprawa wiagzan peptydowych obecnych w biatkach, i pozniejszej detekcji jondow Cu®, poprzez ich
reakcj¢ z kwasem bicynchoninowym, co skutkuje utworzeniem stabilnego kompleksu, ktorego maksimum
absorbancji jest osiggane przy dlugos$ci fali 562 nm. Procedure testu przeprowadzano zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta. W celu pomiaru catkowitej ilosci wyizolowanego biatka, przygotowywano

kolejne rozcienczenia albuminy surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin, BSA) w buforze do lizy,
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stuzace jako standard, dla ktérych pozyskiwano okreslone warto$ci absorbancji, korzystajac z czytnika
spektrofotometrycznego (BioTek Synergy Mx). Na podstawie uzyskanych wartosci absorbancii,
generowano krzywa wzorcowa, bedaca liniowa funkcja zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi
rozcienczeniami biatka BSA, a odczytem absorbancji dla tychze. Ostatecznie, poprzez zastosowanie
regresji liniowej, na podstawie warto$ci absorbancji uzyskanych dla badanych prébek, okreslano ilosci

biatka w badanych probkach.

3.6.3 Oznaczenie poziomu wybranych bialek przy wykorzystaniu metody kapilarne;j
immunodetekcji i sprzetu SimpleJess

Oznaczenie poziomu wybranych biatek sygnatowych w lizatach komoérek kortykalnych i
hipokampalnych, przeprowadzono z wykorzystaniem platformy Jess (Protein Simple/bio-techne). Sprzet
Simple Jess umozliwia w pelni zautomatyzowane przeprowadzenie reakcji kapilarnej immunodetekcji.
Metoda taczy rozdziat biatek w kapilarach poliakryloamidowych, ich immobilizacj¢ oraz detekcje
chemiluminescencyjng badZ/oraz fluorescencyjng. Do przeprowadzenia oznaczenia poziomu biatka
wykorzystano modul pozwalajacy na separacj¢ bialek w zakresie wielkosci 12-230 kDa (bio-techne, nr
kat. SM-WO001). Dodatkowo, wykorzystano modutl umozliwiajacy detekcje catkowitej ilosci biatka w
kazdej kapilarze i p6zniejsza normalizacj¢ poziomu badanego biatka, do catkowitego poziomu biatka w
kapilarach (bio-techne, nr kat. DM-PN02). Procedure przeprowadzano zgodnie z protokotami producenta
dostarczonymi do obu modutow.

W pierwszym etapie, biatko poddawano denaturacji, inkubujac z dostarczonym w zestawie
ditiotreitolem o stezeniu 200 mM, przez 5 minut, w temperaturze 95°C, korzystajac z termocyklera T100
(Bio-Rad). Kolejno, zgodnie z zalecaniami producenta, wypetliano dostarczong do zestawu ptytke, w
odpowiednie miejsca pipetujac roztwdr zdenaturowanego biatka (w stezeniu 0.4 mg/ml), wraz z
odpowiednimi ilo§ciami poszczegdlnych odczynnikéw, w tym m.in. przeciwciat pierwszorzedowych oraz
drugorzgdowych, a takze mieszaniny luminolu z peroksydaza. Nastepnie, przygotowang ptytke przez 5
minut wirowano (2000 x g), po czym umieszczano w urzadzeniu Simple Jess, wraz z kapilarami
dostarczonymi w zestawie do separacji biatlek. Wykorzystywano standardowe dla sprzetu Simple Jess,
warunki reakcji elektroforezy kapilarnej oraz immunodetekcji, ktore szerzej opisane, znajduja si¢ w tabeli
nr. 8.

Przeprowadzano jednoczesng detekcje dwoch biatek w kazdej kapilarze, a takze, dla kazdej kapilary
okreslano catkowitg ilo$¢ biatka. Jednoczesna detekcja byta mozliwa dzigki rownolegtemu zastosowaniu

drugorzedowych przeciwcial znakowanych roéznymi metodami: chemiluminescencyjnie oraz
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fluorescencyjnie. W przypadku detekcji obu badanych biatek, wykorzystywano drugorzedowe
przeciwciala, przeznaczone do detekcji sygnatu przy uzyciu sprzetu Simple Jess. Nazwy, numery
katalogowe oraz stezenia wykorzystywanych przeciwciat pierwszorzedowych i drugorzgedowych,
znajduja si¢ w tabeli nr 9.

Detekcja sygnalu odbywala si¢ automatycznie, poprzez zastosowanie kamery CCD znajdujacej si¢
w urzadzeniu Simple Jess, w formacie wysokiego zakresu dynamiki (ang. High Dynamic Range, HDR).
Uzyskiwany sygnat przedstawiany jest w dedykowanym programie Compass for SW, zaréwno graficznie
w postaci elektroferogramu jak i liczbowo, w postaci pola powierzchni pod wykresem. Uzyskiwane
wyniki poziom6éw badanych biatek, normalizowano wzgledem catkowitej ilosci biatka w danej kapilarze
(automatyczna normalizacja na podstawie algorytmu wbudowanego w program Compass for SW) oraz

wzgledem grupy kontrolnej (DMSO).

Tabela 8. Przebieg oraz warunki reakcji elektroforezy kapilarnej oraz procedury immunodetekcji w sprzecie Simple Jess

Warunki reakcji

Rodzaj reakcji (czas/napiecie)

Czas rozdzialu biatek (minuty) (ang. Separation Time) 25

Napiecie rozdziahu bialek (volty) (ang. Separation Voltage) 375
Czas reakcji z odczynnikiem do normalizacji (minuty) (ang. Protein | 25

Normalization Time)
Czas plukania odczynnikiem do plukania (minuty) (ang. Antibody Diluent | 5
Time)
Czas inkubacji z przeciwcialem pierwszorzgdowym (minuty) (ang. Primary | 30
Antibody Time)
Czas inkubacji z przeciwciatem drugorzedowym (minuty) (ang. Secondary | 30
Antibody Time)

Tabela 9. Przeciwciala pierwszo- oraz drugorzedowe wykorzystywane w reakcji kapilarnej immunodetekcji poziomu biatka

.. . . . Firma, nr
Przeciwciala pierwszorz¢dowe Rozcienczenie
katalogowy
Mysie monoklonalne przeciwciato anty-FAK 1:10 Scbt, sc-1688
Krolicze poliklonalne przeciwciato anty- fosfo-FAK (Tyr397) 1:50 Cell Signalling, 3283
Przeciwciala drugorzedowe Rozcienczenie Firma, nr
katalogowy
Osle anty-kroélicze przeciwciato NIR (ang. Anti-Rabbit NIR Detection | 1:20 bio-techne, DM-007
Module)
Kozie anty-mysie przeciwcialo HRP (ang. Anti-Mouse Detection - bio-techne, DM-002
Module)
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3.7 Enzymatyczne testy kolorymetryczne
3.7.1 Pomiar poziomu CORT w medium hodowlanym

Pomiar poziomu kortykosteronu w medium wykorzystywanym do wysiewania komorek, a takze w
medium pobranym po ostatniej wymianie (zgodnie z opisem w podrozdziale 3.1.3), wykonywano
korzystajac z kompetytywnego typu testu immunoenzymatycznego (ELISA), pozwalajacego na pomiar
ilosci CORT w medium hodowlanym, metoda kolorymetryczna (ThermoFisher, nr kat. ETACORT).
Zasada dzialania kompetytywnego testu ELISA, mierzacego stezenie CORT, polega na rywalizacji
dotaczonego do zestawu CORT koniugowanego z peroksydaza, z CORT znajdujacym si¢ w badanej
probce, o przylaczenie do poliklonalnego przeciwciata przeciw CORT, ktéorym optaszczono dotki
dotaczonej do zestawu plytki. Im wigcej w badanej probce znajduje si¢ CORT, tym mniej CORT
koniugowanego z peroksydaza przytaczonego do przeciwciata, tym samym, w efekcie koncowym,
mniejsza intensywno$¢ sygnatu 1 warto$¢ absorbancji.

Procedure testu wykonano zgodnie z zaleceniami producenta, uwzgledniajac wszystkie kroki
pozwalajace na stwierdzenie, ze uzyskany sygnat jest specyficzny i wskazuje na obecno$s¢ CORT w
badanych probkach. Po wykonaniu ostatniego kroku procedury testu ELISA, w przeciaggu 10 min od
dodania ,,roztworu stopujacego”, w okreslonych dotkach ptytki 96-dotkowej, mierzono absorbancje przy
uzyciu fali swiatla o dtugosci 450 nm, wykorzystujac czytnik spektrofotometryczny (BioTek Synergy
Mx). Analize stgzenia CORT w poszczegdlnych grupach, wykonano poprzez wygenerowanie krzywej
standardowej za pomoca algorytmu czteroparametrowego, na podstawie odczytu absorbancji dla
kolejnych rozcienczen CORT. Ostateczne st¢zenie CORT w badanych probkach, przedstawiono w postaci

stezenia nM/I.

3.7.2 Pomiar poziomu dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w medium hodowlanym

W celu oszacowania potencjalnie toksycznego wptywu CORT na pierwotne komorki kortykalne
oraz hipokampalne, mierzono poziom aktywnosci LDH, wykorzystujac komercyjnie dostepny test,
pozwalajacy na pomiar aktywnosci LDH w medium komoérkowym, metodg kolorymetryczng (Roche, nr
kat. 04 744 926 001). Pomiar aktywno$ci LDH opiera si¢ na zatozeniu, ze wraz z degeneracja badz
$Smiercig komorek, dochodzi do zwigkszonej przepuszczalnosci btony komorkowej i w efekcie,
podwyzszonego poziomu LDH w medium. Zwigkszona aktywno$§¢ LDH w medium, jest oceniana na
podstawie detekcji soli farmazanowej, ktora powstaje na skutek przeksztalcenia mleczanu do

pirogronianu, a nastgpnie redukcji soli tetrazolowej do formazanu. Ilo§¢ soli farmazanowej, wykrywana
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jest za sprawg absorbcji $wiatla przez formazan i1 jest wprost proporcjonalna do aktywnos$ci LDH.
Procedur¢ pomiaru poziomu aktywnosci LDH, przeprowadzono zgodnie z protokolem dostarczonym
przez producenta. W pierwszym etapie, zbierano 50 pul gérnej warstwy medium komorkowego, tak by nie
pobra¢ martwych komorek, w kolejnym etapie, do pobranego medium, ktére umieszczano w plastikowe;j
ptytce 96 dotkowej, dodawano 100 pl mieszaniny reakcyjnej znajdujacej si¢ w zestawie. Medium wraz z
mieszaning reakcyjng inkubowano w temperaturze pokojowej, przez 15 minut. Ostatecznie, plytke
umieszczano w czytniku spektrofotometrycznym (BioTek Synergy Mx). Absorbancj¢ mierzono przy

dhugosci fali 490 nm. Wyniki normalizowano wzgledem grupy kontrolne;.

3.8 Analiza danych
3.8.1 Wizualizacja i statystyczna analiza danych

Kazdy z eksperymentoéw powtérzono co najmniej trzy razy, a pojedyncze powtdrzenie zdefiniowano
jako niezalezny biologiczny replikat (ci¢zarna mysz). Dane analizowano w formacie randomizowanego
uktadu blokowego (ang. randomized block design), wykorzystujac jedno badz dwuczynnikowa analize
wariancji z powtarzanymi pomiarami (ang. Repeated-Measures Analysis of Variance, RM ANVOA), tam,
gdzie porownywano wigcej niz dwie $rednie, badz sparowany test t-studenta (ang. Paired t-Test) dla
danych, gdzie poréwnywano dwie §rednie. W przypadku poréwnania wigcej niz dwdch $rednich oraz
nierownolicznych grup, ktore nie poddaja si¢ analizie z RM ANOVA, dane analizowano wykorzystujac
resztowa estymacj¢ najwiekszej wiarygodnosci (ang. Restricted Maximum Likelihood, REML). W
przypadku zastosowania RM ANOVY badz REML i zaobserwowania istotnos$ci statystycznej dla efektow
gléwnych badz efektow interakcji, w celu dalszej analizy, wykorzystywano test post hoc Tukeya, badz
test post hoc Dunnetta. Nie usuwano obserwacji odstajacych. Zgodnos¢ danych z zalozeniami
parametrycznych testow statystycznych, oceniano na podstawie histograméw i1 wykreséw reszt (ang.
resiudal plot). We wszystkich analizach za prog istotnosci przyjmowano p < 0.05 (test dwustronny).
Szczegotowe informacje dotyczace zastosowanej analizy statystycznej, a takze uzyskanych rezultatow w
danym eksperymencie, znajduja si¢ w opisie pod wykresami. Stupki na wykresach przedstawiajg $rednia
arytmetyczng. Punkty, znajdujace si¢ na stupkach okreslonych grup eksperymentalnych, przedstawiajg
wyniki dla pojedynczych, niezaleznych biologicznych replikatow. Linie taczace pojedyncze punkty w
ramach réznych grup eksperymentalnych, wskazuja na dane pochodzace z tego samego biologicznego

replikatu. Do wizualizacji oraz statystycznej analizy danych, wykorzystywano program GraphPad Prism
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8 (Dotmatics, USA). Do dodatkowych obliczen, wykorzystywano program Microsoft Excel (Microsoft,
USA).
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka hodowli mysich, pierwotnych komorek kortykalnych oraz
hipokampalnych, pochodzgcych z embrionow

Mysie, embrionalne, pierwotne komorki kortykalne i hipokampalne, sa postrzegane jako dobry
model do badania mechanizméw wptywu dtugotrwale podniesionego poziomu CORT, na modulowanie
morfologii kolcow dendrytycznych. W warunkach adherentnej hodowli in vitro, neurony pierwotne z obu
tych struktur mozgowia, nie tylko rozwijaja pobudzajace potaczenia synaptyczne ulokowane na kolcach
dendrytycznych, ale réwniez wykazuja ekspresje szeregu biatek zwigzanych z odpowiedzig na CORT, a
takze z plastycznos$ciag synaptyczng (Kaech & Banker, 2006; Tanokashira i in., 2012).

W zwiazku z wieloma protokotami izolacji oraz hodowli pierwotnych komorek moézgowia, w
pierwszym etapie badan, wykorzystujac barwienia immunofluorescencyjne, w 18 dniu rozwoju (18 DIV),
scharakteryzowano mysie, kortykalne oraz hipokampalne hodowle pierwotne, pod katem ekspresji
wybranych markeréw, ktorych obecnos¢ swiadezy o wlasciwym przebiegu procesu izolacji oraz rozwoju
hodowli. Analiza wykazata, ze zarowno w przypadku kortykalnych jak i hipokampalnych hodowli
komorkowych, dochodzi do ekspresji biatka NeuN (ang. Hexaribonucleotide Binding Protein-3),
bedacego markerem dojrzatych komoérek nerwowych (Ryc 4.1 A) (Sarnat i in., 1998). Co wiecej, w obu
typach hodowli pierwotnych, zaobserwowano ekspresj¢ biatka MAP2 (ang. Microtubule-associtaed
protein 2), rowniez bedacego markerem dojrzatych neurondw, lecz nie tylko (Ryc 4.1 A) (Soltani 1 in.,
2005). MAP2 bowiem, pojawia si¢ takze w komdrkach progenitorowych i neuronach, ktore jeszcze nie
osiggnety dojrzatosci, co czyni go biatkiem uzytecznym w kontekscie sledzenia poprawno$ci rozwoju
hodowli (Rosser i in., 1997). Ostatnim z biatek, ktore uzyto w celu podstawowej charakterystyki hodowli
pierwotnych, byto biatko S100B (ang. S100 calcium binding protein B), bgdace przede wszystkim
markerem dojrzatych astrocytow (Raponi i in., 2007). I w tym przypadku, zaréwno pierwotne hodowle
kortykalne jak i1 hipokampalne, wykazywaty ekspresje biatka S100B (Ryc 4.1 A). Jednakze, liczba
komorek S100B pozytywnych w obu hodowlach, byta zdecydowanie nizsza niz komoérek wykazujacych
obecno$¢ NeuN oraz MAP2, co $§wiadczy o uzyskaniu hodowli pierwotnych z dominujacag liczba
neuronow.

W zwiazku z trudnos$ciami technicznymi, zwigzanymi z izolacja okreslonych struktur z mézgowia
embrionéw, w celu potwierdzenia uzyskania komorek specyficznych dla obszaru kory 1 hipokampa,
sprawdzono poziom mRNA gendéw SATB2 oraz PROX]I. Zgodnie z literaturg przedmiotu, wyzszy poziom
transkryptu genu SATB2 (ang. Special AT-rich sequence-binding protein 2) znajduje si¢ w komodrkach
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obszaru kory nowej, w poréwnaniu do komorek hipokampa (Britanova i in., 2008; Digilio i in., 2015).
Analiza wynikéw wlasnych, wskazuje wyzszy poziom mRNA genu SATB2, w kortykalnych komorkach
pierwotnych, co potwierdza dane literaturowe, a takze fakt poprawnej izolacji regionu kory (Ryc 4.1 B).
Z kolei biatko PROX1 (ang. Prospero-homeobox-1), znajduje si¢ przede wszystkim w komoérkach zakretu
zgbatego hipokampa, gdzie jego poziom jest znacznie wyzszy niz w przypadku komorek obszaru kory
(Iwano 1 in., 2012; Digilio 1 in., 2015). Uzyskane wyniki potwierdzaja obserwacje literaturowe. W
pierwotnych neuronach hipokampalnych, wykazano wyzszy poziom mRNA genu PROX1, w poréwnaniu
do pierwotnych komorek kortykalnych (Ryc 4.1 C).

Wyniki wskazuja, ze wykorzystywany protokoét izolacji mysich, embrionalnych, kortykalnych oraz
hipokampalnych komoérek pierwotnych, pozwala na pozyskanie hodowli, w ktorych dominuja komorki
neuronalne. W hodowlach wystepuje réwniez niewielka liczba komoérek, wykazujacych ekspresje biatka
S100B, bedacych najprawdopodobniej dojrzatymi astrocytami. Ponadto, cz¢$¢ z hodowanych komoérek
neuronalnych, w toku rozwoju nabywa dojrzalego charakteru, czego dowodzi obecno$¢ komorek z
ekspresja biatka NeuN. Finalnie, hodowane komorki pierwotne wykazuja ekspresje genéw kodujacych

biatka specyficzne dla danego obszaru mozgowia.
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4.2  Analiza stezenia CORT w medium hodowlanym oraz odpowiedz pierwotnych
hodowli kortykalnych i hipokampalnych na ekspozycje CORT, w aspekcie
przezywalnosci oraz sygnalizacji glikokortykoidowej

W kolejnym etapie, sprawdzono efektywno$¢ zastosowanego protokotu wymiany medium, ktérego
celem bylo obnizenie stezenia CORT, znajdujacego si¢ w suplemencie B27. Ponadto, doswiadczalnie
okreslono wptyw 72-godzinnej inkubacji hodowli pierwotnych z réznymi stezeniami CORT, na
przezywalno$¢ komorek kortykalnych i hipokampalnych. Miato to na celu wybranie takiego stezenia
CORT, ktore nie dziala cytotoksycznie. W dalszym etapie badan, postanowiono zweryfikowaé wplyw
roznych stezen CORT (z ktéorymi hodowle pierwotne inkubowano przez 72 godziny), na regulacje
ekspresji kluczowych genow nalezacych do szlaku glikokortykoidowego. W przypadku niniejszej
rozprawy byty to geny FKBP5 oraz NR3CI. Gen FKBP5 koduje biatko FKBP51, ktorego rola polega na
ograniczaniu dostepnosci CORT dla GR (Stechschulte & Sanchez, 2011). Za$ gen NR3C1, koduje biatko
GR, bedace receptorem dla CORT. Procedury eksperymentalne stosowane przy hodowli pierwotnych
komorek kortykalnych oraz hipokampalnych i schemat wymian medium hodowlanego przedstawiono na
Rycinie 4.2 A.

Zastosowany schemat wymiany medium hodowlanego, doprowadzil do znacznej redukcji
wyjsciowego stezenia CORT w medium hodowlanym (redukcja z $rednio 21.76 do 0.191 nmol/l), po
ostatniej, czwartej wymianie medium, ktéora miata miejsce na dzien przed rozpoczeciem procedury
eksperymentalnej (Ryc 4.2 B).

Przedstawiony schemat wymiany medium hodowlanego, prowadzacy do znacznej redukcji poziomu
CORT w medium hodowlanym, wykorzystano we wszystkich przeprowadzonych eksperymentach.
Pierwszym z nich byto oszacowanie wplywu réznych stgzen CORT, na przezywalnos¢ kortykalnych i
hipokampalnych komorek pierwotnych, mierzone testem LDH. W przypadku komorek kortykalnych,
inkubacja hodowli z réznymi st¢zeniami CORT, nie wplyneta na zmiany w poziomie LDH w medium
hodowlanym (Ryc 4.2 C: Jednoczynnikowa RM ANOVA, F39=2.297, p=0.1463). Jednakze, znaczace
zmiany wykazano w przypadku hipokampalnych komorek pierwotnych (Ryc 4.2 F: Jednoczynnikowa
RM ANOVA, F3,9=6.409, p=0.0130). Inkubacja komoérek hipokampalnych z najwyzszym stezeniem
CORT - 1 uM, powodowata wzrost poziomu LDH w medium, w porownaniu do grupy DMSO, co
swiadczy o prawdopodobnej dezintegracji blony komoérkowej (test post hoc Dunnetta, p=0.0070 dla
DMSO vs. CORT 1 uM). Natomiast réznic nie wykazano w przypadku grupy CORT 0.25 uM oraz grupy
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CORT 0.50 uM (test post hoc Dunnetta, p=0.2112 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM oraz p=0.8194 dla
DMSO vs. CORT 0.50 uM).

W  kolejnych eksperymentach, analizowano wzorzec odpowiedzi kortykalnych oraz
hipokampalnych komorek pierwotnych, na dzialanie réznych stgzen CORT, w zakresie sygnalizacji
glikokortykoidowej. W tym celu, zbadano wzglgdny poziom mRNA genéow FKBP5 oraz NR3CI. W
przypadku genu FKPB5 oraz komorek kortykalnych, mimo ponad szesciokrotnego wzrostu poziomu
mRNA, wywotanego inkubacja komorek pierwotnych z 0.25 uM badz 0.50 uM CORT, nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w poréwnaniu do grupy DMSO (Ryc 4.2 D: REML, F3,10=5.180,
p=0.0204, test post hoc Tukeya, p=0.0609 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM oraz p=0.0758 dla DMSO vs.
CORT 0.50 uM). Obserwowane rdéznice znajdowaty si¢ jednak na granicy istotno$ci statystyczne;j.
Przeprowadzona analiza wykazata istotng roznice migdzy grupg DMSO, a grupg CORT 1 uM (test post
hoc Tukeya, p=0.0226 dla DMSO vs. CORT 1 uM). Zgodnie z analizg, inkubacja komoérek kortykalnych
z 1 uM CORT, spowodowata ponad o$miokrotny wzrost poziomu mRNA genu FKBPS, wzgledem grupy
kontrolnej (DMSO). Podobne efekty zaobserwowano w przypadku pierwotnych komorek
hipokampalnych (Ryc 4.2 G: REML, F3,12=3.549, p=0.0479). Ponad dwukrotna tendencja wzrostowa,
ktora wykazano dla grup CORT 0.25 uM oraz CORT 0.50 uM, nie wigzata si¢ ze znaczacg statystycznie
réznica pomigdzy tymi grupami, a grupg DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.5799 dla DMSO vs. CORT
0.25 uM oraz p=0.3105 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM). Jedyna istotna roznica jaka zaobserwowano,
dotyczyta grupy CORT 1 uM i zwigzana byla z ponad czterokrotnym wzrostem mRNA genu FKBPS
wzgledem grupy kontrolnej (DMSO) (test post hoc Tukeya, p=0.0317 dla DMSO vs. CORT 1 uM).

W przypadku genu NR3CI, analiza nie wykazata zmian jego ekspresji po inkubacji komorek
kortykalnych z 0.25 uM CORT, w poréwnaniu do grupy DMSO (Ryc 4.2 E: REML, F,10=11.04,
p=0.0016, test post hoc Tukeya, p=0.4134 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM). Jednakze, zaobserwowano
spadek poziomu mRNA genu NR3CI, na skutek inkubacji komoérek z 0.50 uM CORT, ale nie 1 uM
CORT, w porownaniu do DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0167 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM oraz
p=0.1018 dla DMSO vs. CORT 1 uM). Dalsza analiza, wykazala statystycznie znamienne roznice,
réwniez pomi¢dzy grupg CORT 0.25 uM, a grupami CORT 0.50 uM 1 CORT 1 uM. Inkubacja komorek
kortykalnych z 0.50 uM 1 1 uM CORT doprowadzita do spadku poziomu mRNA genu NR3CI wzgledem
grupy CORT 0.25 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0018 dla CORT 0.25 uM vs. CORT 0.50 uM oraz
p=0.0098 dla CORT 0.25 uM vs. CORT 1 uM). W przypadku pierwotnych komorek hipokampalnych,
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nie zaobserwowano wplywu CORT na poziom mRNA genu NR3C! (Ryc 4.2 H: Jednoczynnikowa RM
ANOVA, F39=1.050, p=0.4167).
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Rycina 4.2: Stezenie CORT w medium hodowlanym oraz odpowiedZ pierwotnych komérek kortykalnych i
hipokampalnych, na rézne stezenia CORT, w zakresie uwalniania LDH oraz ekspresji genow FKBP5 i NR3CI.

(A) Schemat doswiadczenia, obejmujacy punkty czasowe wymienianego medium, a takze rozpoczgcie i zakonczenie procedury
eksperymentalnej, wraz z informacjg o materiale pobieranym do dalszych analiz. (B) Wykres przedstawiajacy Srednie stgzenie
CORT w medium hodowlanym, w momencie wysiania komorek oraz po ostatniej wymianie medium. (C) Wzgledna zmiana
poziomu LDH w medium, po inkubacji pierwotnych komorek kortykalnych oraz (F) hipokampalnych, z ré6znymi st¢zeniami
CORT. (D) Wzgledng zmiana poziomu mRNA genu FKBPS5 oraz (E) NR3C1, na skutek inkubacji pierwotnych komodrek
kortykalnych z r6znymi st¢zeniami CORT. (G) Wzgledna zmiana poziomu mRNA genu FKBPS5 oraz (H) NR3C1, na skutek
inkubacji pierwotnych komorek hipokampalnych z réznymi stezeniami CORT. Stupki na wykresach przedstawiaja $rednia.
Czarne kotka przedstawiajg wyniki dla poszczegdlnych biologicznych replikatow. Linie tacza dane pochodzace z tego samego
biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych biologicznych replikatow. Dane analizowane
jednoczynnikowa RM ANOVA badz REML, W przypadku uzyskania istotnosci statystycznej w teScie ANOVA lub REML,
testem post hoc Tukeya. Na wykresach znajduja si¢ istotnosci statystyczne z testu post hoc *p < 0.05, **p< 0.01.
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4.3 Ocena wplywu inkubacji pierwotnych hodowli kortykalnych i
hipokampalnych z r6znymi st¢zeniami CORT na ogolna morfologi¢ neuronow
W celu scharakteryzowania wplywu CORT stosowanego w réznych stezeniach przez 72 godziny,
na ogdélng morfologi¢ neuronéw pierwotnych oraz w celu zidentyfikowania st¢zenia CORT, nie
wplywajacego na morfologi¢ komorek, zbadano wptyw CORT na catkowita dlugo$¢ dendrytow oraz
liczbe dendrytow dojrzatych (DIV 18-21), pierwotnych neuronow kortykalnych i hipokampalnych.
Procedury eksperymentalne stosowane przy hodowli pierwotnych komorek kortykalnych oraz

hipokampalnych, znajduja si¢ na przedstawionym schemacie (Rycina 4.3 A, 4.4 A).

4.3.1 Analiza kortykalnych neurondow pierwotnych — ogélna morfologia neuronow

Stwierdzono brak r6znic w catkowitej dtugosci dendrytow, pomigdzy grupa DMSO, a grupg CORT
0.25 uM (Ryc 4.3 B: jednoczynnikowa RM ANOVA, Fi36=74.81, p<0.0001, test post hoc Tukeya,
p=0.1143 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM). Jednakze, zaobserwowano spadek catkowitej dtugosci
dendrytéw, w wyniku dziatania CORT w st¢zeniu 0.50 uM, w poréwnaniu do grupy DMSO (post hoc
Tukeya, p=0.0002 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM) oraz grupy CORT 0.25 uM (post hoc Tukeya, p=0.0011
dla CORT 0.50 uM vs. CORT 0.25 uM). Podobny spadek w zakresie catkowitej dlugosci dendrytow,
wykazano po zastosowaniu 1 uM CORT, zar6wno w poréwnaniu do grupy DMSO (post hoc Tukeya,
p<0.0001 dla DMSO vs. CORT 1 uM) jak i grupy CORT 0.25 uM (post hoc Tukeya, p=0.0002 dla CORT
I uM vs. CORT 0.25 uM).

Analogicznie do parametru catkowitej dlugosci dendrytéw, inkubacja neuronéw kortykalnych z
najnizszym stezeniem CORT - 0.25 puM, nie doprowadzita do spadku liczby dendrytéw (Ryc 4.3 C:
jednoczynnikowa RM ANOVA, F36=12.92, p=0.0050, test post hoc Tukeya, p=0.9779 dla DMSO vs.
CORT 0.25 uM). Wykazano natomiast, spadek liczby dendrytow w grupie CORT 0.50 uM oraz CORT 1
uM, zarowno wzgledem grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0129 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM
oraz p=0.0470 dla DMSO vs. CORT 1 uM) jak i grupy CORT 0.25 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0088
dla CORT 0.50 uM vs. CORT 0.25 uM oraz p=0.0303 dla CORT 1 uM vs. CORT 0.25 uM).

Powyzsze dane wskazuja, ze inkubacja kortykalnych neuronéow pierwotnych z 0.25 uM CORT
przez 72 godziny, w przeciwienstwie do 72-godzinnej inkubacji z wyzszymi stezeniami CORT, nie

powoduje spadku catkowitej dtugosci dendrytéw oraz liczby dendrytow.
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Pierwotne komorki kortykalne
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Rycina 4.3: Zmiany morfologiczne kortykalnych neuronéw pierwotnych, wywolane na skutek inkubacji hodowli
pierwotnych z r6znymi stezeniami CORT przez 72 godziny.

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o punkcie czasowym, w ktorym przeprowadzono procedure transfekcji
komoérek pierwotnych, plazmidem z sekwencja kodujaca biatko fluorescencyjne, a takze, informacj¢ o0 momencie rozpoczgcia
1 zakonczenia procedury eksperymentalnej. (B) Rezultaty analizy calkowitej dtugosci dendrytow oraz (C) liczby dendrytow,
kortykalnych neuronéw pierwotnych, ktére byly inkubowane z réznymi stezeniami CORT przez 72 godziny. (D)
Reprezentatywne zdj¢cia neuronow pierwotnych, ktorych parametry morfologiczne w najwigkszym stopniu odzwierciedlaja
$rednie obserwowane na wykresach. Stupki na wykresach przedstawiaja $rednig. Czarne kotka przedstawiaja wyniki dla
poszczegbdlnych biologicznych replikatow. Linie taczg dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki
uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba przeanalizowanych neurondow na grupg —
Npmso=49, Ncort o025 uwm=47, NcorT 0.50 uwm=49, Ncort 1 pm=53. Skala 50 pm. Dane analizowane jednoczynnikowa RM ANOVA.
W przypadku uzyskania istotno$ci statystycznej w teScie ANOVA, testem post hoc Tukeya. Na wykresach znajduja si¢
istotnosci statystyczne z testu post hoc, *p < 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001

4.3.2 Analiza hipokampalnych neuronow pierwotnych — ogélna morfologia neuronow

Inkubacja hipokampalnych neuronéw pierwotnych z 0.25 pM CORT, nie doprowadzita do spadku
przecigtnej, catkowitej dlugosci dendrytéw (Ryc 4.4 B: jednoczynnikowa RM ANOVA, F36=10.11,
p=0.0092, test post hoc Tukeya, p=0.4699 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM). Podobnie, nie wykazano rdznic

64



pomigdzy grupa DMSO, a grupa CORT 0.50 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0660 dla DMSO vs. CORT
0.50 uM). Jedynie inkubacja z najwyzszym zastosowanym st¢zeniem CORT - 1 uM, skutkowala
spadkiem calkowitej dtugosci dendrytow, zarowno wzgledem grupy DMSO (test post hoc Tukeya,
p=0.0078 dla DMSO vs. CORT 1 uM) jak i grupy CORT 0.25 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0385, dla
CORT 1 pM vs. CORT 0.25 puM).

Oceniajac przecigtng liczbe dendrytow hipokampalnych neuronéw pierwotnych, réwniez nie
wykazano réznic pomigdzy grupa kontrolng - DMSO, a grupami CORT 0.25 pM (Ryc 4.4 C:
jednoczynnikowa RM ANOVA, F36=5.572, p=0.0361, test post hoc Tukeya, p=0.3604 dla DMSO vs.
CORT 0.25 uM) 1 0.50 uM (test post hoc Tukeya, p=0.1132 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM). Jedyna
zaobserwowana rdznica, dotyczyta spadku przecigtnej liczby dendrytow, w wyniku zastosowania 1 uM
stezenia CORT, w poréwnaniu do grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0290 dla DMSO vs. CORT 1
uM).

Podsumowujac, podobnie jak w przypadku morfologii pierwotnych neurondéw kortykalnych, nie
obserwowano spadku w zakresie catkowitej dtugosci dendrytow oraz liczby dendrytéw po inkubacji

hipokampalnych neuronow pierwotnych z 0.25 uM CORT przez 72 godziny.
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Pierwotne komorki hipokampalne
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neuronéw pierwotnych medium medium medium medium i‘ eksperymentu
N . / Utrwalenie komérek
Transfekcja neuronéw L (4% PFA)
(O-6) pierwotnych plazmidem
0 72h inkubacji z
CORT
D DMSO CORT 0.25 pM

w
(9]

20007 ——F* 30+

Catkowita diugosé dendrytéow
(nm)
2
=]
=]
1
Liczba dendrytéw

CORT 0.50 pM CORT 1 pM

Rycina 4.4: Zmiany morfologiczne hipokampalnych neuronéw pierwotnych, wywolane na skutek inkubacji hodowli
pierwotnych z ré6znymi stezeniami CORT przez 72 godziny.

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacje¢ o punkcie czasowym, w ktorym przeprowadzono procedure transfekcji
komorek pierwotnych, plazmidem z sekwencja kodujaca biatko fluorescencyjne, a takze, informacj¢ o momencie rozpoczgcia
i zakonczenia procedury eksperymentalnej. (B) Rezultaty analizy catkowitej dtugosci dendrytéw oraz (C) liczby dendrytow,
hipokampalnych neuronéw pierwotnych, ktére byly inkubowane z réznymi stezeniami CORT przez 72 godziny. (D)
Reprezentatywne zdjecia neurondw pierwotnych, ktorych parametry morfologiczne w najwigkszym stopniu odzwierciedlaja
$rednie obserwowane na wykresach. Stupki na wykresach przedstawiajg Srednig. Czarne kotka przedstawiajg przecietne wyniki
dla poszczegolnych biologicznych replikatow. Linie tacza dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki
uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba przeanalizowanych neuronéw na grupe —
Nbmso=34, NcorT 025 um=40, NcorT 0.50 =38, Ncor 1 pv=32. Skala 50 um. Dane analizowane jednoczynnikowa RM ANOVA.
W przypadku uzyskania istotnosci statystycznej w tescie ANOVA, testem post hoc Tukeya. Na wykresach znajdujg sig¢
istotnosci statystyczne z testu post hoc, *p < 0.05, **p< 0.01
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4.4 Indukowanie zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych, kortykalnych i
hipokampalnych neuronow pierwotnych, poprzez inkubacje z roznymi
stezeniami CORT oraz charakterystyka wywolanych zmian

W celu zidentyfikowania stezenia CORT, ktore wywoluje zmiany strukturalne kolcow
dendrytycznych, pierwotnych neurondéw Kkortykalnych oraz hipokampalnych, a takze, w celu
scharakteryzowania wywotlanych zmian, zbadano wptyw roznych stezen CORT, na wybrane parametry
morfologii kolcow dendrytycznych oraz na ich ggstos¢. Analize przeprowadzano po 72-godzinnej
inkubacji hodowli pierwotnych z r6znymi stezeniami CORT. Procedury eksperymentalne stosowane przy
hodowli pierwotnych komoérek kortykalnych oraz hipokampalnych, znajdujg si¢ na schemacie

przedstawionym na rycinach 4.5 A 14.6 A.

4.4.1 Analiza kortykalnych neuronow pierwotnych — gestos¢ i morfologia kolcow
dendrytycznych

Wykazano ponad 15% spadek gestosci kolcow dendrytycznych, po stymulacji hodowli
kortykalnych, kazdym z zastosowanych stgzen CORT (Ryc 4.5 B: jednoczynnikowa RM ANOVA,
Fi,6=60.162, p=0.0291). Jednakze, istotng statystycznie roznic¢ pomie¢dzy poszczegdlnymi grupami
eksperymentalnymi, osiggni¢to jedynie za sprawag najwyzszego stezenia CORT (1 uM), ktére
spowodowato 32% spadek ggstosci kolcow dendrytycznych, wzgledem grupy DMSO (test post hoc
Tukeya, p=0.0261 dla DMSO vs. CORT 1 uM).

Kolejnym z analizowanych parametrow byta dtugo$¢ kolcow dendrytycznych. Mimo tendencji
wzrostowej, zaobserwowanej na skutek oddziatywania 0.25 uM 1 1 uM CORT, nie wykazano roznic
pomiedzy grupa kontrolng, a grupami eksperymentalnymi, w zakresie tego parametru (Ryc 4.5 C:
jednoczynnikowa RM ANOVA, F36=2.884, p=0.1248).

Istotne statystycznie roznice wykazano w parametrze dotyczacym szerokos$ci gléw kolcow (Ryc 4.5
D: jednoczynnikowa RM ANOVA, F36=19.85, p=0.0016). Stymulacja kazdym z wykorzystanych stezen
CORT, doprowadzita do spadku przeci¢tnej szerokosci gléw kolcow, w poréwnaniu do grupy DMSO (test
post hoc Tukeya, p=0.0096 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM, p=0.0021 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM oraz
p=0.0024 dla DMSO vs. CORT 1 uM).

Ostatnim z analizowanych parametrow morfologii kolcow dendrytycznych, byl stosunek dlugosci
kolcow do szerokosci ich glow. Efekty zaobserwowano po inkubacji pierwotnych neurondéw
kortykalnych, z kazdym z zastosowanych stezen CORT (Ryc 4.5 E: jednoczynnikowa RM ANOVA,
F;,6=25.96, p=0.0008). Zaréwno 0.25 uM CORT (test post hoc Tukeya, p=0.0029 dla DMSO vs. CORT
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0.25 uM), 0.50 uM CORT (test post hoc Tukeya, p=0.0024 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM) jak i 1 uM
CORT (test post hoc Tukeya, p=0.0008 dla DMSO vs. CORT 1 uM), doprowadzity do wzrostu w stosunku
dhugosci kolcoéw do szerokosci ich gtow, w poréwnaniu do grupy DMSO.

Powyzsze rezultaty wskazuja, ze dlugotrwata inkubacja pierwotnych neuronow kortykalnych, z
wybranymi st¢zeniami CORT, wptywala na mierzone parametry morfologii kolcow dendrytycznych.
Efekty uzyskane po kazdym z wykorzystywanych stezen CORT byty podobne, za wyjatkiem wplywu na
gestos¢ kolcow dendrytycznych. Parametru, w przypadku ktérego jedynie 1 uM stezenie CORT
skutkowalo znaczacymi statystycznie efektami. Zaobserwowane efekty, zwigzane z morfologia kolcow
dendrytycznych i bedace skutkiem 72-godzinnej inkubacji kortykalnych neuronow pierwotnych z CORT,
dotyczyly spadku szerokosci gtéw kolcow oraz wzrostu w stosunku dtugosci kolcéw do szerokosci ich

gtéw. Obie zmiany sugerujg spadek stabilnosci potaczen synaptycznych.

Pierwotne komarki kortykalne

DIVO DIV 5/6 DIV 9/10 DIV 13/14 DIV 17/18 DIV 18/19 DIV 21/22
. & @ @ @
Zatozenie hodowli Wymiana 1/3 Wymiana 1/3 Wymiana 1/3 Wymiana 3/4 Podanie CORT > Koniec
neuronéw pierwotnych medium medium medium medium I eksperymentu
ST Utrwalenie komérek
(1.5% PFA)
72h inkubacji
z CORT
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Gestosé kolcow
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Diugosé kolcow
(um})
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Szerokos¢ gtowy kolcow
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DMSO CORT 0.25 yM CORT 0.50 pM CORT 1 pM

Rycina 4.5: Zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych kortykalnych neuronéw pierwotnych, wywolane przez
rézne stezenia CORT, w nastepstwie 72-godzinnej ekspozycji.
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(A) Schemat doswiadczenia, zawierajgcy informacje o momencie rozpoczecia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o sposobie utrwalenia hodowli pierwotnych. Rezultaty analizy ilosciowej wybranych parametrow morfologii
kolcow dendrytycznych, w tym: (B) gestosci kolcow (C) diugosci kolcow (D) szerokosci glowy kolcow oraz (E) stosunku
dtugosci do szerokosci glowy kolcow, neurondow kortykalnych, ktére byly inkubowane z ré6znymi stezeniami CORT przez 72
godziny. (F) Reprezentatywne zdjgcia kolcow dendrytycznych, ktdrych przecigtne parametry morfologiczne w najwigkszym
stopniu odzwierciedlaja $rednie obserwowane na wykresach. Stupki na wykresach przedstawiajg $rednig. Czarne kotka
przedstawiaja przecigtne wyniki dla poszczegoélnych biologicznych replikatow. Linie tacza dane pochodzace z tego samego
biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba
przeanalizowanych dendrytéw na grup¢ — Npmso=38, Ncort 025 wm=36, Ncort 0.50 ymv=33, Ncorr 1 pm=33. Skala 2 um. Dane
analizowane jednoczynnikowg RM ANOVA. W przypadku uzyskania istotnos$ci statystycznej w tescie ANOVA, testem post
hoc Tukeya. Na wykresach znajduja si¢ istotnosci statystyczne z testu post hoc, *p < 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001

4.4.2 Analiza hipokampalnych neuronow pierwotnych — gestos¢ i morfologia kolcow
dendrytycznych

W przypadku kolcéw dendrytycznych hipokampalnych neuronéow pierwotnych, analiza wykazata
zmniejszenie gestosci kolcoéw dendrytycznych, na skutek dziatania CORT (Ryc 4.6 B: jednoczynnikowa
RM ANOVA, F3,6=4.970, p=0.0457). Jednakze, nie zaobserwowano réznic pomiedzy grupg kontrolna,
a grupami eksperymentalnymi, a takze pomig¢dzy poszczegdlnymi grupami eksperymentalnymi, w
bezposrednich poréwnaniach grup (test post hoc Tukeya, p>0.05).

Inkubacja neurondéw pierwotnych z wybranymi st¢zeniami CORT, doprowadzita do zmian w
przecietnej dlugosci kolcow dendrytycznych (Ryc 4.6 C: jednoczynnikowa RM ANOVA, Fi36=11.42,
p=0.0068). Zarowno najnizsze wykorzystane stgzenie CORT — 0.25 pM (test post hoc Tukeya, p=0.0094
dla DMSO vs. CORT 0.25 uM) jak i stezenia wyzsze - 0.50 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0090 dla
DMSO vs. CORT 0.50 uM) oraz 1 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0391 dla DMSO vs. CORT 1 uM),
skutkowaty spadkiem dlugosci kolcéw dendrytycznych, wzgledem grupy kontrolnej (DMSO).

Analogiczne efekty do tych zwigzanych ze spadkiem dlugosci kolcow dendrytycznych,
zaobserwowano w przypadku szerokosci glow kolcow (Ryc 4.6 D: jednoczynnikowa RM ANOVA,
Fi,6=24.77, p=0.0009). Kazde z zastosowanych stezen CORT, doprowadzito do spadku szerokosci gtow
kolcow dendrytycznych, w poréwnaniu do grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0016 dla DMSO vs.
CORT 0.25 uM oraz p=0.0073 dla DMSO vs. CORT 0.50 uM). Jednakze, inaczej niz w przypadku
przecigtnej dlugosci kolcoOw dendrytycznych, najsilniejszy efekt zaobserwowano po zastosowaniu
najwyzszego stezenia CORT — 1 uM (test post hoc Tukeya, p=0.0010 dla DMSO vs. CORT 1 uM).

Ostatecznie, zadne ze stezeh CORT nie wptyneto na bezskalowy parametr, ktorym jest stosunek
dhugosci kolcow do szerokosci ich gtow (Ryc 4.6 E: jednoczynnikowa RM ANOVA, F36=2.953,
p=0.1201).

Powyzsze wyniki, wskazuja, ze tak jak w przypadku pierwotnych neurondéw Kkortykalnych,

inkubacja komorek z CORT przez 72 godziny, wptywa na wybrane parametry morfologii kolcow
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dendrytycznych, pierwotnych neuronéw hipokampalnych. Zaobserwowane rezultaty w zakresie dtugosci
kolcéw dendrytycznych, byly inne niz w przypadku neurondéw kortykalnych. Inkubacja pierwotnych
komorek hipokampalnych, z kazdym ze stgzen CORT, skutkowata skroceniem, a nie wydtuzeniem

przecigtnej dlugosci kolcow dendrytycznych.

Pierwotne komdrki hipokampalne

DIVO DIV 5/6 DIV 9/10 DIV 13/14 DIV 17/18 DIV 18/19 DIV 21/22
; ® @ @ @ .—>
Zatozenie hodowli Wymiana 1/3 Wymiana 1/3 Wymiana 1/3 Wymiana 3/4 Podanie CORT S Koniec
neuronéw pierwotnych medium medium medium medium :f eksperymentu
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Rycina 4.6: Zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych hipokampalnych neuronéw pierwotnych, wywolane przez
rézne stezenia CORT, w nastepstwie 72-godzinnej ekspozycji.

(A) Schemat do$wiadczenia, zawierajacy informacje o momencie rozpoczgcia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o sposobie utrwalenia hodowli pierwotnych. Rezultaty analizy ilo§ciowej wybranych parametréw morfologii
kolcow dendrytycznych hipokampalnych neuronéw pierwotnych, w tym: (B) gestosci kolcow (C) dhugosci kolcow (D)
szerokoéci glowy kolcow oraz (E) stosunku dtugosci do szerokosci glowy kolcow, ktdre byty inkubowane z réznymi stezeniami
CORT przez 72 godziny. (F) Reprezentatywne zdjecia kolcéw dendrytycznych, ktérych przecigtne parametry morfologiczne
w najwickszym stopniu odzwierciedlajg $rednie obserwowane na wykresach. Stupki na wykresach przedstawiaja Srednig.
Czarne kotka przedstawiaja przecigtne wyniki dla poszczegdlnych biologicznych replikatow. Linie taczg dane pochodzace z
tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba
przeanalizowanych dendrytc')w na grupe¢ — NDMso=36, NCORT 025 uM:399 NCORT 0.50 HM:37s NCORT 1 pM:38- Skala 2 pum. Dane
analizowane jednoczynnikowg RM ANOVA. W przypadku uzyskania istotnosci statystycznej w tescie ANOVA, testem post
hoc Tukeya. Na wykresach znajduja si¢ istotnosci statystyczne z testu post hoc, *p < 0.05, **p< 0.01, ***p<0.001
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4.5 Wplyw CORT na poziom bialka PSD9S w dendrytach i kolcach
dendrytycznych kortykalnych i hipokampalnych neuronow pierwotnych

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentdéw, wykazano, ze inkubacja hodowli pierwotnych z
0.25 uM CORT przez 72 godziny, nie wplywa negatywnie na przezywalno$¢ komorek oraz nie powoduje
zmian w ogolnej morfologii kortykalnych oraz hipokampalnych neurondéw pierwotnych. Jednoczesnie,
zaobserwowano, ze 0.25 uM stezenie CORT, stosowane przez 72 godziny, wptywa na morfologi¢ kolcow
dendrytycznych w sposéb zblizony, a momentami zbiezny z innymi, wyzszymi st¢zeniami CORT. Tak
wiec, w zwigzku z selektywnym wplywem 0.25 uM CORT na morfologi¢ kolcéw dendrytycznych, a takze
z faktem, ze 0.25 uM stezenie CORT, jest najblizej stezen obserwowanych w mozgowiu w przypadku
ekspozycji na nagly i chroniczny stres, w dalszych eksperymentach wykorzystywano wytacznie 0.25 uM
stezenie CORT, z ktorym inkubowano hodowle pierwotne przez 72 godziny (Tanokashira i in., 2012; Sze
& Brunton, 2021).

W kolejnym eksperymencie, w zwiazku z kluczowa rola kolcéw dendrytycznych w transmisji
synaptycznej, sprawdzono w sposob posredni, czy zmianom morfologicznym kolcéw dendrytycznych,
towarzysza zmiany w liczbie stabilnych synaps oraz potencjalnych nowych potaczen synaptycznych. Aby
tego dokona¢, zmierzono poziom biatka PSD95, w dendrytach i kolcach dendrytycznych kortykalnych
oraz hipokampalnych neuronéw pierwotnych. Poziom biatko PSD95 pozytywnie koreluje z liczba
synaps, a jego pojawienie si¢ moze poprzedza¢ powstanie nowego potaczenia synaptycznego (Prange &
Murphy, 2001a; Nikonenko 1 in., 2008). Procedury eksperymentalne stosowane przy hodowli pierwotnych
komorek kortykalnych oraz hipokampalnych, znajdujg si¢ na schemacie przedstawionym na rycinach 4.7
Ai148A.

4.5.1 Analiza kortykalnych neuronéw pierwotnych — analiza bialka PSD95 w dendrytach i
kolcach dendrytycznych

W przypadku kortykalnych neuronéw pierwotnych, nie zaobserwowano rdznicy w gestosci
punktow (ang. puncta) PSD95 w kolcach dendrytycznych 1 dendrytach, pomiedzy grupg DMSO, a grupa
inkubowang z 0.25 uM CORT (Ryc 4.7 B: sparowany test t-Studenta, t=1.241, df=2, p=0.3405). Podobnie,
nie wykazano réznicy w sredniej intensywnosci fluorescencji punktow PSD95 (Ryc 4.7 C: sparowany test

t-Studenta, t=1.197, df=2, p=0.3539).
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Pomimo obecnos$ci zmian w morfologii kolcow dendrytycznych, wywotanych w nastgpstwie 72-
godzinnej inkubacji komorek pierwotnych z 0.25 uM CORT, nie wykazano zmian w poziomie biatka

PSD95 w kolcach dendrytycznych i dendrytach kortykalnych neuronéw pierwotnych.

Pierwotne komarki kortykalne

A
DIV O DIV 5/6 DIV 9/10 DIV 13/14 DIV 17/18 DIV 18/19 piv21/22
@ @ @ ® .—>
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neuronéw pierwotnych medium medium medium medium eksperymentu
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Rycina 4.7: Gesto$é i srednia intensywnosci fluorescencji punktéw PSD95 w kolcach dendrytycznych i dendrytach
kortykalnych neurondéw pierwotnych, inkubowanych z 0.25 uM CORT przez 72 godziny.

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia 1 zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o sposobie utrwalenia hodowli pierwotnych. (B) Rezultaty analizy gestosci punktow PSD95, przedstawione
jako % kontroli oraz (C) analizy $redniej intensywnosci fluorescencji punktow PSD95, réwniez wyrazone jako % kontroli,
mierzone w dendrytach i kolcach dendrytycznych kortykalnych neuronéw pierwotnych. (D) Reprezentatywne zdjgcia,
barwionych fluorescencyjnie punktow PSD95 (czerwony). Reprezentatywne obrazy zawierajace kolce dendrytyczne i
dendryty, w ktorych okre§lano poziom PSD95 (zielony) oraz kolokalizacja sygnatu PSD95 z kolcami dendrytycznymi i
dendrytem. Stupki na wykresach przedstawiaja $rednia. Czarne kotka przedstawiajg przeci¢tne wyniki dla poszczegdlnych
biologicznych replikatéw. Linie taczg dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej
trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba przeanalizowanych dendrytow na grup¢ — Npmso=31, Ncorro.25 um=35.
Skala 2 pm. Dane analizowane testem t-Studenta dla prob zaleznych.

4.5.2 Analiza hipokampalnych neuronow pierwotnych — analiza bialka PSD95 w dendrytach
i kolcach dendrytycznych

Analogicznie do wynikow dotyczacych kortykalnych neurondéw pierwotnych, rowniez w przypadku
pierwotnych komorek hipokampalnych, nie wykazano réznic w gestosci punktow PSD95 w kolcach

dendrytycznych i dendrytach, pomiedzy grupa kontrolng (DMSO), a grupa CORT 0.25 uM (Ryc 4.8 B:
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sparowany test t-Studenta, t=1.538, df=2, p=0.2638). Ponadto, efektow 0.25 uM CORT, nie
zaobserwowano réwniez w $redniej intensywnosci fluorescencji punktéw PSD95 (Ryc 4.8 C: sparowany
test t-Studenta, t=1.187, df=2, p=0.3573).

Tak wigc, takze w przypadku pierwotnych neuronéw hipokampalnych, mimo wcze$niej
obserwowanych zmian w strukturze kolcéw dendrytycznych, sugerujacych potencjalne zmiany w liczbie
badzZ stabilnosci synaps, nie wykazano zmian w poziomie biatka PSD95 w kolcach dendrytycznych i

dendrytach neuron6w pierwotnych, na skutek zastosowania 0.25 uM stezenia CORT przez 72 godziny.

Pierwotne komorki hipokampalne

A DIV O DIV 5/6 DIV 9/10 DIV 13/14 DIV 17/18 DIV 18/19 DIV 21/22
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Rycina 4.8: Gesto$¢ i Srednia intensywnoSci fluorescencji punktéw PSD9S w kolcach dendrytycznych i dendrytach
hipokampalnych neuronéw pierwotnych, inkubowanych z 0.25 pM CORT przez 72 godziny.

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o sposobie utrwalenia hodowli pierwotnych. (B) Rezultaty analizy gestosci punktow PSD9S5, przedstawione
jako % kontroli oraz (C) analizy $redniej intensywnosci fluorescencji punktow PSD95, réwniez wyrazone jako % kontroli,
mierzone w dendrytach i kolcach dendrytycznych hipokampalnych neuronow pierwotnych. (D) Reprezentatywne zdjgcia,
barwionych fluorescencyjnie punktéw PSD95 (czerwony). Reprezentatywne obrazy zawierajace kolce dendrytyczne i
dendryty, w ktorych okreslano poziom PSD95 (zielony) oraz kolokalizacja sygnatu PSD95 z kolcami dendrytycznymi i
dendrytem. Stupki na wykresach przedstawiaja $rednig. Czarne kotka przedstawiaja przecietne wyniki dla poszczegdlnych
biologicznych replikatow. Linie tacza dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmnie;j
trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba przeanalizowanych dendrytéw na grupg — Npmso=38, Ncort 025 pm=37.
Skala 2 um. Dane analizowane testem t-Studenta dla prob zaleznych.
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4.6 Ocena wplywu manipulacji aktywnoscia bialka FAK na zmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych kortykalnych i hipokampalnych
neuronow pierwotnych, wywolane przez CORT

Aby zweryfikowa¢ udziat biatka FAK w zmianach morfologicznych kolcéw dendrytycznych
pierwotnych neurondéw kortykalnych i hipokampalnych, wywotanych przez dtugotrwata inkubacje z
wysokim st¢zeniem CORT, wykorzystano inhibitor biatka FAK — FAK inhibitor 14 (Y15) oraz aktywator
biatka FAK — ZINC40099027 (ZN27). Zaréwno Y15 jak i ZN27, s3a czasteczkami selektywnie
dzialajacymi na biatko FAK. Y15 jest czasteczka powodujaca hamowanie autofosforylacji biatka FAK,
poprzez mechanizm niezwigzany z ATP. Y15 przyltacza si¢ do specyficznego miejsca w domenie FERM
1 poprzez blokowanie dostgpu do tyrozyny 397, uniemozliwia zajScie procesu autofosforylacji
(Golubovskaya 1 in., 2015; Hochwald i in., 2016; Wu i in., 2021). ZN27 z kolei, jest czasteczka, ktora
wigze si¢ do specyficznego dla biatka FAK, fragmentu w domenie kinazowej, w poblizu domeny FERM.
Najprawdopodobniej, poprzez wigzanie w tym okreslonym miejscu, czasteczka ZN27 uniemozliwia
zaj$cie procesu autohamowania, poprzez blokowanie mozliwosci przyjecia przez biatko konformac;ji
zamknigtej, w ktorej domena FERM przylega do domeny kinazowej i zaslania miejsce autofosforylacji.
Tym sam, czasteczka ZN27 stabilizuje biatkko FAK w konformacji otwartej 1 zwigksza
prawdopodobienstwo zaj$cia autofosforylacji (Rashmi i in., 2021; Oncel i in., 2021; Q. Wang i in., 2023).
W eksperymentach, w ktorych badano udziat biatka FAK, wykorzystywano wytacznie 0.25 uM stezenie
CORT, z ktorym hodowle pierwotne inkubowano przez 72 godziny.

Komorki pierwotne hodowano oraz poddawano okreslonym procedurom eksperymentalnym,
zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie 4.9 A 14.10 A. Zaréwno Y15, jak i ZN27, dodawano

zaraz po dodaniu CORT.

4.6.1 Analiza kortykalnych neuronéw pierwotnych — wplyw manipulacji aktywnosciag FAK
na zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych, wywolane CORT

4.6.1.1 Zahamowanie aktywnosci bialka FAK w hodowlach kortykalnych — Y15

Mimo tendencji spadkowej oscylujacej w granicach kilkunastu procent, nie zaobserwowano
wptywu 0.25 uM CORT, na ggsto$¢ kolcow dendrytycznych pierwotnych neuronéw kortykalnych.
Podobnie, nie wykazano wptywu inhibitora Y15 na zmiany w zageszczeniu kolcéw dendrytycznych.
Ostatecznie, analiza gestosci kolcow nie wykazata addytywnego efektu inhibitora Y15, dodanego do 0.25
uM CORT (Ryc 4.9 B: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(13=4.663, p=0.1197, modulator
Fa,3=5.773, p=0.0956, traktowanie x modulator F(1,3=2.508, p=0.2114).
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Mimo zaobserwowanej tendencji wzrostowe] w zakresie dtugosci kolcow dendrytycznych, nie
wykazano znaczacych zmian ani po inkubacji komorek z 0.25 uM CORT, ani w przypadku zastosowania
inhibitora Y15. Co wiecej, réwniez polaczenie inhibitora Y15 z 0.25 uM CORT, nie wptyneto na dtugosé
kolcow dendrytycznych (Ryc 4.9 C: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(13=3.369, p=0.1638,
modulator F13=2.521, p=0.2105, traktowanie X modulator F(13=0.3976, p=0.5731).

Znaczace zmiany zaobserwowano w przypadku szerokosci gtow kolcow (Ryc 4.9 D:
dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(3=22.85, p=0.0174, modulator F(3=8.278, p=0.0637,
traktowanie x modulator F(13=11.36 p=0.0434). Przeprowadzone eksperymenty potwierdzity wyniki
uzyskane w poprzednich probach, mianowicie, analiza wykazala spadek szerokosci glow kolcow
dendrytycznych, w wyniku inkubacji komorek z 0.25 uM CORT, w poréwnaniu do grupy DMSO (test
post hoc Tukeya, p=0.0471 dla DMSO vs. CORT 0.25 puM). Inkubacja neuronéw pierwotnych z
inhibitorem Y15, rowniez skutkowata spadkiem szerokosci gtow kolcow wzgledem grupy DMSO, a
wielko$¢ efektu wynikajaca z zastosowania inhibitora Y15, okazata si¢ zblizona do efektow 0.25 uM
CORT (test post hoc Tukeya, p=0.0343 dla DMSO vs. DMSO+Y15). Jednoczesna inkubacja komorek
pierwotnych z inhibitorem Y15 oraz 0.25 uM CORT, takze doprowadzita do spadku przecigtnej
szerokosci gtow kolcow, w poréwnaniu do grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0316 dla DMSO vs.
CORT 0.25 uM+Y15). Wielkos¢ efektu wspdlnego oddziatywania inhibitora Y15 z 0.25 puM CORT na
neurony pierwotne, nie roéznita si¢ od efektéw uzyskanych po zastosowaniu kazdego tego oddzialywania
Z osobna.

Ostatnim z analizowanych parametrow morfologii kolcow dendrytycznych, byl stosunek dlugosci
kolcow do szerokosci ich gléw. Rowniez w przypadku tego parametru, wykazano efekt oddziatywania
eksperymentalnego (Ryc 4.9 E: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(3=10.49, p=0.0479,
modulator F(13=12.69, p=0.0378, traktowanie x modulator F(3=11.62 p=0.0422). Znaczacy wzrost w
stosunku dtugosci kolcow do szerokosci ich gloéw, w poréwnaniu do grupy DMSO, uzyskano nie tylko po
oddziatywaniu 0.25 uM CORT (test post hoc Tukeya, p=0.0284 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM), ale takze
na skutek inkubacji komorek pierwotnych z inhibitorem Y15 (test post hoc Tukeya, p=0.0181 dla DMSO
vs. DMSO+Y15) oraz za sprawa wspolnego podania inhibitora Y15 oraz 0.25 pM CORT (test post hoc
Tukeya, p=0.0119 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM+Y15). Jednak tak jak w przypadku szerokosci giow
kolcow, bez efektu addytywnego wynikajacego z wspolnego oddziatywania na neurony pierwotne.

Uzyskane dane, wskazuja na tozsame wyniki pomiedzy grupg 0.25 uM CORT, a grupa z inhibitorem
Y15 oraz grupa z inhibitorem Y15 oraz 0.25 pM CORT, w zakresie obserwowanych tendencji oraz
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znaczacych zmian morfologicznych, ktére obejmowaty szeroko$¢ glow kolcodw oraz stosunek dtugosci
kolcow do szerokosci ich gtow. Tak wigc, zahamowanie aktywnosci bialka FAK odtwarza zmiany

morfologiczne obserwowane na skutek dziatania 0.25 uM CORT.

4.6.1.2 Zwie¢kszenie aktywnosci bialka FAK w hodowlach kortykalnych — ZN27

Biorac pod uwage efekty zaobserwowane w eksperymentach, w ktérych hamowano aktywno$¢
biatka FAK, w kolejnym kroku, przeprowadzono badania majace na celu okreslenie wptywu aktywacji
biatka FAK, na zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych pierwotnych neuronéw kortykalnych,
wywotane 0.25 uM CORT.

Analiza gestosci kolcow dendrytycznych 1 tym razem wykazata brak efektow oddziatywania
eksperymentalnego. Nie wykazano zmian w gestosci kolcow na skutek dziatania 0.25 uM CORT, chociaz
obserwowane wyniki byly na granicy istotnosci statystycznej. RoOwniez zastosowanie aktywatora ZN27
oraz wspolnych podan aktywatora ZN27 i 0.25 uM CORT, nie wplynely na zageszczenie kolcow
dendrytycznych (Ryc 4.9 G: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(3=8.951, p=0.0580,
modulator F(;3=0.0028, p=0.9607, traktowanie x modulator F13=0.5639, p=0.5072).

Brak wptywu oddziatywania eksperymentalnego, zaobserwowano takze w przypadku dtugosci
kolcow dendrytycznych. Jednakze, niewielka, 10% tendencja wzrostowa, ktéra zaobserwowano na skutek
dziatania 0.25 uM CORT, zostata niemal catkowicie zniwelowana za sprawg aktywatora ZN27 dodanego
do 0.25 uM CORT. Znaczacej roznicy 1 jakiejkolwiek tendencji, nie wykazano rowniez za sprawg samego
aktywatora ZN27 (Ryc 4.9 H: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(3=5.532, p=0.1001,
modulator F(13=0.9334, p=0.4053, traktowanie x modulator F1,3=6.492, p=0.0841).

Tak jak w przypadku poprzednich eksperymentow, tak i tym razem wykazano spadek szerokosci
gtow kolcow, wywotlany 0.25 uM stezeniem CORT (Ryc 4.9 I: dwuczynnikowa RM ANOVA,
traktowanie F(13=14.39, p=0.0322, modulator F(3=20.94, p=0.0196, traktowanie x modulator
Fa,3=22.82, p=0.0174). Roznice, ktéra pojawita si¢ na skutek oddziatywania 0.25 uM CORT, wykazano
zardwno wzgledem grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0059 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM), jak i
grupy z aktywatorem ZN27 (test post hoc Tukeya, p=0.0072 dla CORT 0.25 uM vs. DMSO+ZN27).
Ponadto, zaobserwowano, ze zwigkszenie aktywacji biatka FAK, za sprawa dodania aktywatora ZN27 do
0.25 uM CORT, zapobieglo pojawieniu si¢ spadku szerokosci gtow kolcow. Bowiem wykazano znaczaca
roéznice w szerokosci gtow kolcow, pomigdzy grupa z samym 0.25 puM CORT, a grupa, gdzie do 0.25 uM
CORT dodano ZN27 (test post hoc Tukeya, p=0.0272 dla CORT 0.25 uM vs. CORT 0.25 uM+ZN27).
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Ostatecznie, nie wykazano wptywu samego aktywatora ZN27 na szeroko$¢ gtow kolcow (test post hoc
Tukeya, p=0.8857 dla DMSO vs. DMSO+ZN27).

Ostatnim z weryfikowanych parametréw byt stosunek dtugosci kolcow do szerokosci ich gléw (Ryc
4.9 J: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(13=23.89, p=0.0164, modulator F(3=4.526,
p=0.1233, traktowanie x modulator F13=19.36, p=0.0218). Tak jak w poprzednich eksperymentach,
inkubacja z 0.25 pM CORT, doprowadzita do znaczacego wzrostu w tym parametrze, wzgledem grupy
DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0191 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM), a w przypadku tego
eksperymentu, réwniez grupy ZN27 (test post hoc Tukeya, p=0.0418 dla CORT 0.25 puM vs.
DMSO+ZN27). Obserwowane efekty dziatania 0.25 uM CORT znosilo jednoczesne podanie ZN27,
utrzymujac stosunek dtugosci kolcow do szerokosci ich gléw, na poziomie kontrolnej grupy DMSO (test
post hoc Tukeya, p=0.2710 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM+ZN27). Nie wykazano wplywu samego
aktywatora ZN27 na analizowany parametr (test post hoc Tukeya, p=0.4554 dla DMSO vs.
DMSO+ZN27).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze podanie aktywatora biatka FAK — substancji ZN27, przeciwdziata
efektom 0.25 uM CORT, z ktérym inkubowano pierwotne hodowle kortykalne przez 72 godziny.
Jednoczesne podanie ZN27 z CORT 0.25 uM, znosito wywotane CORT 0.25 uM, obnizenie przecigtne]

szeroko$ci gtow kolcodw oraz wzrost w stosunku dlugosci kolcéw do szerokosci ich gtow.
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Rycina 4.9: Wplyw manipulacji aktywnoscia bialka FAK na zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych
kortykalnych neurondéw pierwotnych, wywolane przez 72-godzinna inkubacje¢ z 0.25 pM CORT.
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(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia 1 zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o sposobie utrwalenia hodowli pierwotnych. Rezultaty analizy wybranych parametrow morfologii kolcow
dendrytycznych kortykalnych neuronéw pierwotnych, w tym: (B) gestosci kolcow (C) dtugosci kolcow (D) szerokosci glowy
kolcow i (E) stosunku dlugosci kolcow do szerokosci glowy kolcow, ktore byty inkubowane z 0.25 uM CORT przez 72 godziny
i/lub z inhibitorem fosforylacji biatka FAK — Y15 oraz (G) gestosci kolcow (H) dtugosci kolcow (I) szerokosci glowy kolcow
i (J) stosunku dtugosci kolcéw do szerokosci gtowy kolcow neuronéw pierwotnych, ktore byty inkubowane z 0.25 uM CORT
przez 72 godziny i/lub z aktywatorem biatka FAK — ZN27. (F, K) Reprezentatywne zdj¢cia kolcéw dendrytycznych, ktorych
przecigtne parametry morfologiczne w najwigkszym stopniu odzwierciedlaja $rednie obserwowane na wykresach. Shupki na
wykresach przedstawiaja srednia. Czarne kotka przedstawiaja przecigtne wyniki dla poszezegdlnych biologicznych replikatow.
Linie taczg dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych,
biologicznych replikatow. Liczba przeanalizowanych dendrytéw na grupg — Npmso=51, Ncorto.25 sm=55, Npmso+y15=49, Ncorr
025 um+v15=47 oraz Npmso=50, Ncort 025 xm=54, Npmso+zn27=58, NcorT 025 um+zn27=62. Skala 2 pm. Dane analizowane
dwuczynnikowag RM ANOVA. W przypadku uzyskania istotnosci statystycznej w tescie ANOVA, testem post hoc Tukeya. Na
wykresach znajduja si¢ istotnosci statystyczne z testu post hoc *p < 0.05, **p< 0.01

4.6.2 Analiza hipokampalnych neuronow pierwotnych - wplyw manipulacji aktywnoscia
FAK na zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych, wywolane CORT

4.6.2.1 Zahamowanie aktywnosci biatkka FAK w hodowlach hipokampalnych — Y15

Analiza wykazala brak efektow oddzialywania eksperymentalnego na gesto$¢ kolcow
dendrytycznych hipokampalnych neuronéw pierwotnych, co potwierdza wczesniej uzyskiwane rezultaty
(Ryc 4.10 B: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(1,3=2.203, p=0.2344, modulator F13=2.092,
p=0.2439, traktowanie x modulator F(13=3.318, p=0.1661).

Jezeli chodzi o parametr dtugosci kolcow dendrytycznych, zaobserwowano efekt 0.25 uM st¢zenia
CORT, niezaleznie od braku badz obecnos$ci modulatora aktywnos$ci biatka FAK — inhibitora Y15 (Ryc
4.10 C: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(13=76.25, p=0.0032, modulator F(3=1.753,
p=0.2773, traktowanie x modulator F(3=0.6803, p=0.4699). Tym samym, potwierdzono rezultaty
uzyskane w poprzednich eksperymentach i wykazano spadek dlugosci kolcow dendrytycznych na skutek
dziatania 0.25 uM CORT, wzgledem grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0255 dla DMSO vs. CORT
0.25 uM) oraz analogiczng r6znic¢ pomiedzy grupg CORT 0.25 uM+Y 15 a grupg DMSO+Y'15 (test post
hoc Tukeya, p=0.0451 dla DMSO+Y 15 vs. CORT 0.25 uM+Y15).

Kolejny oceniany parametr to przeci¢tna szerokos$¢ glow kolcow dendrytycznych. Potwierdzono
wpltyw oddziatywania 0.25 uM CORT na przeci¢tng szerokos¢ gtow kolcow 1 wykazano brak wptywu
inhibitora Y15 (Ryc 4.10 D: dwuczynnikowa RM ANOVA, traktowanie F(3=76.96, p=0.0031,
modulator Fu3= 0.1931, p=0.6901, traktowanie x modulator F3=6.128, p=0.0896). Za sprawa
bezposredniego porownania poszczegodlnych grup, wykazano istotny spadek przecietnej szerokosci gtow
kolcéw dendrytycznych, bedacy efektem dziatania 0.25 uM CORT, w poréwnaniu do grupy DMSO (test
post hoc Tukeya, p=0.0160 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM). Mimo tendencji spadkowej 1 wielkos$ci
r6éznicy podobnej do tej obserwowanej pomiedzy grupa DMSO, a grupa CORT 0.25 uM, istotnego efektu
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statystycznego nie wykazano w przypadku poréwnania grup DMSO+Y15 oraz grupy CORT 0.25
uM+Y15 (test post hoc Tukeya, p=0.0924 dla DMSO+Y 15 vs. CORT 0.25 uM+Y15).

Ostatnim z analizowanych parametréw byt stosunek dtugosci kolcow do szerokosci ich glow. W
tym przypadku, analiza wykazata wptyw 0.25 uM CORT (Ryc 4.10 E: dwuczynnikowa RM ANOVA,
traktowanie F(13=28.84, p=0.0126, modulator F3= 3.731, p=0.1489, traktowanie x modulator
F1,3=0.0157, p=0.9079). Por6wnania poszczeg6élnych grup w ramach istotnego czynnika ,,traktowanie”,
nie ujawnity istotnych zmian.

Jak wskazuja uzyskane wyniki, w przypadku pierwotnych neurondéw hipokampalnych, inaczej niz
w przypadku komorek kortykalnych, nie wykazano wptywu manipulacji aktywnoscig biatka FAK na
zmiany w strukturze kolcow dendrytycznych w ogole, a takze za sprawg inkubacji neurondéw pierwotnych
z 0.25 uM CORT. Inhibitor autofosforylacji biatka FAK — Y15, nie wplywal na zaden z badanych
parametréw morfologii kolcow oraz nie modyfikowal wptywu inkubacji neurondéw pierwotnych z 0.25
uM CORT, ktory tak jak w przypadku poprzednich eksperymentow, spowodowata spadek przecigtnej
dhugosci 1 szerokos$ci glow kolcow dendrytycznych.

4.6.2.2 Zwig¢kszenie aktywnosci bialka FAK w hodowlach hipokampalnych — ZN27

W celu uzyskania calo$ciowego obrazu potencjalnego wptywu modulacji aktywnoscig biatka FAK
na zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych pierwotnych neurondéw hipokampalnych, wywotane
CORT, zbadano rowniez jakie efekty moze wywiera¢ aktywacja biatka FAK.

Podobnie jak w przypadku eksperymentow z inhibitorem aktywnos$ci biatka FAK, rowniez i tym
razem, analiza nie wykazala wptywu zastosowanego oddziatywania eksperymentalnego, na gestos$¢
kolcow dendrytycznych (Ryc 4.10 G: REML, traktowanie F(5=0.2095, p=0.6664, modulator
F1,5=0.219, p=0.8881, traktowanie x modulator F(;,1)=5.760, p=0.2513).

Takze w przypadku analizy przecigtnej dlugosci kolcow dendrytycznych, zaobserwowano
analogiczne rezultaty do tych uzyskanych we wczesniejszych eksperymentach. Jedyny wykazany efekt
eksperymentalny, zwigzany byt z oddziatywaniem 0.25 pM CORT i nie zalezat od dzialania aktywatora
biatka FAK — substancji ZN27 (Ryc 4.10 H: REML, traktowanie F(15=30.84, p=0.0026, modulator
F1,5=0.3607, p=0.5743, traktowanie x modulator F(1,1)=0.3271, p=0.6693). Dalsza analiza, polegajaca na
poréwnaniu poszczegdlnych grup w ramach istotnego czynnika ‘traktowanie’, wykazata spadek
przecigtnej dlugosci gtow kolcow na skutek inkubacji neuronow pierwotnych z 0.25 uM CORT, w
porownaniu do grupy DMSO (test post hoc Tukeya, p=0.0114 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM). W grupie,
w ktoérej do 0.25 uM CORT dodano aktywator biatka FAK — ZN27, zaobserwowano wyniki na granicy
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istotno$ci statystycznej i zanotowano podobnej wielkosci spadek przecietnej dtugosci glowy kolcow
dendrytycznych, w porownaniu do grupy DMSO+ZN27 (test post hoc Tukeya, p=0.0666 dla
DMSO+ZN27 vs. CORT 0.25 uM+ZN27).

Wplyw 0.25 uM CORT wykazano takze w przypadku parametru dotyczacego przecigtnej
szerokos$ci gtow kolcoéw (Ryc 4.10 I: REML, traktowanie F(1,5=11.77, p=0.0186, modulator F(; 5=0.8267,
p=0.4049, traktowanie x modulator F(,1y=2.896, p=0.3382). Za sprawa analizy roznic pomig¢dzy
poszczegoblnymi grupami, zaobserwowano spadek przecietne] szerokosci gtow kolcoOw dendrytycznych,
na skutek dziatania 0.25 pM CORT, w poroéwnaniu do grupy kontrolnej — DMSO (test post hoc Tukeya,
p=0.0239 dla DMSO vs. CORT 0.25 uM). Dodanie aktywatora biatka FAK — substancji ZN27 do grupy
DMSO oraz CORT 0.25 uM, spowodowato ostabienie efektu 0.25 pM CORT i mimo obserwowane;j
tendencji spadkowej, brak istotnej statystycznie rdznicy migdzy tymi grupami w zakresie przeci¢tnej
szerokos$ci gtow kolcéw dendrytycznych (test post hoc Tukeya, p=0.5862 dla DMSO+ZN27 vs. CORT
0.25 uM+ZN27).

Wykazano brak efektu oddziatywania eksperymentalnego na stosunek dlugosci kolcow
dendrytycznych do szerokosci ich gtow (Ryc 4.10 J: REML, traktowanie F(1,5=5.282, p=0.0699,
modulator F(,5=0.3256, p=0.5929, traktowanie x modulator F1,1y=0.7567, p=0.5442).

Uzyskane dane potwierdzaja obserwowany w poprzednich eksperymentach, wpltyw 0.25 uM CORT
na przecigtng dlugo$¢ kolcéw dendrytycznych oraz przecigtng szerokos¢ ich gléw. Ponadto, dane sugeruja
brak wplywu zastosowanej aktywacji biatkka FAK, na parametr dotyczacy dlugosci kolcow
dendrytycznych. Pomimo braku wykazanej istotnosci statystycznej (ktéra jednak znajdowata si¢ na
granicy progu zmiennosci), na skutek poréwnania poszczegdlnych grup w zakresie przecigtnej dlugosci
kolcow, wielko$¢ rdznicy pomigdzy grupg DMSO+ZN27 a grupg CORT 0.25 uM+ZN27, byta podobna
do tej obserwowanej w przypadku grupy DMSO oraz CORT 0.25 uM. Zastosowanie aktywatora ZN27,
znosito efekty dziatania 0.25 uM CORT w przypadku parametru szerokosci gtow kolcow. Nie wykazano
roznicy pomiedzy grupg DMSO+ZN27 a grupg CORT 0.25 uM+ZN27, analogicznej do tej obserwowanej
w poréwnaniu grupy DMSO oraz CORT 0.25 uM.
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Rycina 4.10: Wplyw manipulacji aktywnoscia bialka FAK na zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych
hipokampalnych neuronéw pierwotnych, wywolane przez 72-godzinng inkubacje z 0.25 pM CORT.
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(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia 1 zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o sposobie utrwalenia hodowli pierwotnych. Rezultaty analizy wybranych parametrow morfologii kolcow
dendrytycznych hipokampalnych neuronéw pierwotnych, w tym: (B) gestoséci kolcow (C) dhugosci kolcow (D) szerokosSci
glowy kolcéw i (E) stosunku dlugosci kolcow do szerokosci gtowy kolcow, ktore byty inkubowane z 0.25 uM CORT przez 72
godziny i/lub z inhibitorem fosforylacji biatka FAK — Y15 oraz (G) gestosci kolcow (H) dtugosci kolcow (I) szerokosci glowy
kolcow i (J) stosunku dhugos$ci kolcdw do szerokosci glowy kolcow neurondw pierwotnych, ktore byly inkubowane z 0.25 uM
CORT przez 72 godziny i/lub z aktywatorem biatka FAK — ZN27. (F, K) Reprezentatywne zdj¢cia kolcow dendrytycznych,
ktérych przecigtne parametry morfologiczne w najwigkszym stopniu odzwierciedlaja $rednie obserwowane na wykresach.
Stupki na wykresach przedstawiaja srednia. Czarne kotka przedstawiaja przecigtne wyniki dla poszczegdlnych biologicznych
replikatow. Linie tacza dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech
niezaleznych, biologicznych replikatow. Liczba przeanalizowanych dendrytow na grupe¢ — Npmso=52, Ncort 025 =60,
Npwmso+v15=50, Ncort 025 pm+y15=56 oraz Npmso=74, Ncort 025 ym=71, Npmso+zn27=49, NcorT 025 pmzn27=51. Skala 2 pm. Dane
analizowane dwuczynnikowa RM ANOVA lub REML, w przypadku uzyskania istotnos$ci statystycznej w te§cie ANOVA lub
REML, analizowane testem post hoc Tukeya. Na wykresach znajduja si¢ istotnosci statystyczne z testu post hoc *p < 0.05.

4.7 Ocena wplywu CORT i r6znych czasow inkubacji kortykalnych i
hipokampalnych hodowli pierwotnych z CORT na zmiany w poziomie mRNA
genu PTK?2 oraz w poziomie bialka FAK

W celu okreslenia wptywu przedtuzonego dziatania 0.25 uM CORT, na profil ekspresji FAK,

zbadano ilo$¢ transkryptu genu PTK?2, a takze poziom caltkowitego i fosforylowanego na Tyrozynie 397,

biatka FAK. W zwigzku ze zmianami morfologicznymi kolcow dendrytycznych kortykalnych i

hipokampalnych neuronow pierwotnych, ktére w obu przypadkach wykazano po 72-godzinnej inkubacji

komorek pierwotnych z 0.25 uM CORT, poziom mRNA genu PTK?2 oraz poziom biatka FAK, okre§lano

po 72-godzinach, ale rowniez po krotszym czasie inkubacji z 0.25 pM CORT, m.in. po 48 godzinach, w

celu identyfikacji pierwszego momentu zajscia potencjalnych zmian, w przypadku zaobserwowania zmian

po 72 godzinach. Komorki pierwotne hodowano oraz poddawano okreslonym procedurom

eksperymentalnym, zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie 4.11,4.12,4.13,4.14 A.

4.7.1 Analiza kortykalnych hodowli pierwotnych — poziom mRNA genu PTK?2 oraz poziom
calkowitego i fosforylowanego FAK

W przypadku pierwotnych komoérek kortykalnych, zmiany w poziomie mRNA zaobserwowano w
pierwszej kolejnosci po 72 godzinach inkubacji komoérek pierwotnych z 0.25 uM CORT. Na skutek
inkubacji komoérek z 0.25 uM CORT, wykazano ponad poéttorakrotny wzrostu mRNA genu PTK2, w
porownaniu z grupg DMSO (Ryc 4.11 B: sparowany test t-Studenta, t=4.307, df=4, p=0.0126). Aby
zweryfikowa¢ moment zaj$cia obserwowanych zmian, poziom mRNA genu P7K?2, okre$lono rowniez po
48, 24 1 5 godzinach inkubacji komorek kortykalnych z 0.25 uM CORT. W przypadku pozostatych
zbadanych czasow, nie wykazano roznic miedzy grupg DMSO, a grupg CORT 0.25 uM (Ryc 4.11 C, D,

83



E: sparowany test t-Studenta, t=1.243, df=4, p=0.3022 dla 48 godzin, t=0.6992, df=4, p=0.9487 dla 24
godzin, t=0.6392, df=3 p=0.5682 dla 5 godzin).

Aby ustali¢, czy na skutek 72-godzinnej inkubacji komorek pierwotnych z 0.25 uM CORT, ktora
wywotuje zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych oraz zmiany w poziomie mRNA genu PT7K2,
dochodzi rowniez do zmian w poziomie catkowitego biatka FAK oraz fosforylowanego na tyrozynie 397,
przeprowadzono analizy Western Blot, z wykorzystaniem platformy Simple Jess. W celu identyfikacji
momentu zaj$cia potencjalnych zmian, poziom biatka okreslano po 72 oraz 48 godzinach inkubacji z 0.25
uM CORT. Jak wskazuja uzyskane dane, po 48-godzinnej inkubacji kortykalnych komoérek pierwotnych
z0.25 uM CORT, nie dochodzi do zmian ani w catkowitym poziomie biatka FAK (Ryc 4.12 B, sparowany
test t-Studenta, t=1.485, df=5, p=0.1976) ani w poziomie jego fosforylowanej formy (Ryc 4.12 C,
sparowany test t-Studenta, t=0.04532, df=5 p=0.9656), w porownaniu do grupy DMSO. Idac dalej,
pomimo tendencji spadkowej, zmian nie wykryto rowniez w przypadku stosunku formy fosforylowane;j
do formy catkowitej, w zestawieniu z DMSO (Ryc 4.12 D, sparowany test t-Studenta, t=2.124, df=5
p=0.0871). Podobne rezultaty zaobserwowano po 72-godzinnej inkubacji komorek pierwotnych z CORT
0.25 uM. Mimo niewielkiej tendencji wzrostowej, nie wykazano istotnych zmian w poziomie catkowitej
formy biatka FAK, pomigdzy grupg DMSO, a grupg CORT 0.25 uM (Ryc 4.12 F, sparowany test t-
Studenta, t=1.705, df=6 p=0.1390). Brak efektow 0.25 uM CORT, zaobserwowano réwniez w przypadku
formy biatka FAK, fosforylowanej na tyrozynie 397 (Ryc 4.12 G, sparowany test t-Studenta, t=1.412,
df=6 p=0.2078) oraz w przypadku stosunku formy fosforylowanej do formy catkowitej (Ryc 4.12 H,
sparowany test t-Studenta, t=0.8916, df=6 p=0.4069).

Podsumowujac, uzyskane dane wskazuja wzrost mRNA genu PT7K2, na skutek 72-godzinnej
inkubacji kortykalnych komorek pierwotnych z 0.25 pM CORT, ktéry koreluje czasowo z
obserwowanymi zmianami morfologicznymi kolcéw dendrytycznych. Co wigcej, jest to pierwszy i jedyny
punkt czasowy w ktorym pojawig si¢ istotne rdéznice, biorgc pod uwage, ze nie wykazano roznic miedzy
grupg kontrolng (DMSO), a grupag CORT 0.25 uM, po krotszym niz 72 godziny czasie inkubacji z 0.25
uM CORT. Wykazano brak wptywu 0.25 uM CORT na zmiany w profilu biatkowym FAK.

84



Pierwotne komorki kortykalne
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Rycina 4.11: Charakterystyka wplywu réznych czaséw inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM CORT,
na poziom mRNA genu PTK2, kodujacego biatko FAK

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacje¢ o momencie rozpoczecia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacje¢ o materiale pobranym do dalszych analiz. Rezultaty analizy poziomu mRNA genu PTK2 po (B) 72-godzinnej,
(C) 48-godzinnej, (D) 24-godzinnej oraz (E) 5-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z DMSO lub 0.25 uM
CORT. Czarne kotka przedstawiaja przecigtne wyniki dla poszczegdlnych biologicznych replikatow. Linie tacza dane
pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych
replikatow. Dane analizowane testem t-Studenta dla prob zaleznych, *p < 0.05
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Pierwotne komorki kortykalne
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Rycina 4.12: Charakterystyka wplywu 48 i 72-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM
CORT, na profil ekspresji biatlka FAK

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia 1 zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o materiale pobranym do dalszych analiz. Poziom (B) catkowitego i (C) fosforylowanego (pFAK 397T) biatka
FAK, a takze (D) stosunek formy fosforylowanej do catkowitej, po 48-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych
z DMSO lub 0.25 uM CORT. Poziom (F) catkowitego i (G) fosforylowanego (pFAK 397T) biatka FAK, a takze (H) stosunek
formy fosforylowanej do catkowitej, po 72-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z DMSO lub 0.25 uM
CORT. (E, I) Zdjgcia przedstawiajace reprezentatywne prazki bedace graficzng wizualizacja sygnalu. Czarne kotka
przedstawiaja przecietne wyniki dla poszczegdlnych biologicznych replikatow. Linie taczg dane pochodzace z tego samego
biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatéw. Dane analizowane
testem t-Studenta dla prob zaleznych.
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4.7.2 Analiza hipokampalnych hodowli pierwotnych - poziom mRNA genu PTK?2 oraz
poziom calkowitego i fosforylowanego FAK

W zwiazku z zaobserwowanymi zmianami morfologicznymi kolcoéw dendrytycznych pierwotnych
neuronow hipokampalnych, na skutek 72-godzinnej inkubacji komodrek pierwotnych z 0.25 uM CORT. A
takze w zwiazku z hipoteza, zakladajaca udziat biatka FAK w pojawieniu si¢ owych zmian. Rowniez i w
przypadku pierwotnych komorek hipokampalnych, zbadano wptyw 72-godzinnego dziatania 0.25 uM
CORT, na profil ekspresji FAK. Ponownie okre§lono ilos¢ transkryptu genu PTK2, a takze poziom
catkowitego i fosforylowanego na tyrozynie 397, biatka FAK. Analogicznie do badan przeprowadzonych
na kortykalnych komoérkach pierwotnych, poziom mRNA genu PTK?2, a takze poziomy biatka, okres§lano
po 72-godzinach, ale rowniez po krotszym czasie inkubacji z 0.25 pM CORT, w tym przypadku, réwniez
po 48 godzinach.

Inaczej niz w przypadku komorek kortykalnych, nie wykazano réznic pomiedzy grupg DMSO, a
grupa, ktora poddano 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych komorek pierwotnych z 0.25 uM CORT,
w zakresie poziomu mRNA genu P7K2 (Ryc 4.13 B, sparowany test t-Studenta, t=0.6966, df=4
p=0.5244). Roznic nie zaobserwowano rowniez po 48-godzinnej inkubacji z 0.25 uM CORT (Ryc 4.13
C, sparowany test t-Studenta, t=0.5012, df=2, p=0.6660).

Aby ustali¢, czy na skutek 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych komérek pierwotnych z 0.25
uM CORT, dochodzi do zmian w poziomie catkowitego biatka FAK oraz fosforylowanego na tyrozynie
397, przeprowadzono analizy Western Blot, z wykorzystaniem platformy Simple Jess. Analogicznie do
analiz przeprowadzonych na komorkach kortykalnych, poziom biatka okreslano po 48 oraz 72 godzinach
inkubacji z 0.25 uM CORT. Nie wykazano zmian po 48 godzinach inkubacji hipokampalnych komorek
pierwotnych z 0.25 uM CORT, w poziomie catkowitego biatka FAK, w porownaniu do grupy DMSO
(Ryc 4.14 B, sparowany test t-Studenta, t=0.9196, df=3, p=0.4256). Efektow 0.25 uM CORT w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (DMSO), nie zaobserwowano roOwniez w poziomie jego fosforylowanej
formy (Ryc 4.14 C, sparowany test t-Studenta, t=1.496, df=3, p=0.2316), a takze w stosunku
fosforylowanej formy biatka FAK do formy catkowitej (Ryc 4.14 D, sparowany test t-Studenta, t=0.1119,
df=3, p=0.9180). Analiza wykazata analogiczne rezultaty w przypadku 72-godzinnej inkubacji komorek
pierwotnych z 0.25 uM CORT. Ponownie nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy grupg DMSO,
a grupg CORT 0.25 uM, w poziomie catkowitego biatka FAK (Ryc 4.14 F, sparowany test t-Studenta,
t=1.183, df=4, p=0.3024), jego fosforylowanej formy (Ryc 4.14 G, sparowany test t-Studenta, t=1.313,
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df=4, p=0.2596) oraz w stosunku fosforylowanej formy biatka FAK, do formy catkowitej (Ryc 4.14 H,
sparowany test t-Studenta, t=0.4859, df=4, p=0.6525).

Nie wykazano wptywu inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM CORT na
poziom mRNA genu PTK2 oraz na poziom biatka FAK, mierzony zaréwno w jego catkowitej jak i

fosforylowanej formie, niezaleznie od zastosowanego czasu trwania inkubacji z CORT.
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Rycina 4.13: Charakterystyka wplywu roznych czaséw inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM
CORT, na poziom mRNA genu PTK2, kodujacego bialko FAK

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o materiale pobranym do dalszych analiz. Rezultaty analizy poziomu mRNA genu P7K2 po (B) 72-godzinnej
oraz (C) 48-godzinnej inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych z DMSO lub 0.25 uM CORT. Czarne kotka
przedstawiaja przecietne wyniki dla poszczegdlnych biologicznych replikatow. Linie taczg dane pochodzace z tego samego
biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatéw. Dane analizowane
testem t-Studenta dla prob zaleznych.

88



Pierwotne komorki hipokampalne
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Rycina 4.14: Charakterystyka wplywu 48 i 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM
CORT, na profil ekspresji biatka FAK

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o materiale pobranym do dalszych analiz. Poziom (B) catkowitego i (C) ufosforylowanego (pFAK 397T)
biatka FAK, a takze (D) stosunek formy ufosforylowanej do catkowitej, po 48-godzinnej inkubacji hipokampalnych hodowli
pierwotnych z DMSO lub 0.25 uM CORT. Poziom (F) catkowitego i (G) ufosforylowanego (pFAK 397T) biatka FAK, a takze
(H) stosunek formy ufosforylowanej do catkowitej, po 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych z DMSO
lub 0.25 uM CORT. (E, I) Zdjecia przedstawiajace reprezentatywne prazki bedace graficzng wizualizacja sygnatu. Czarne
kotka na wykresach przedstawiaja przecietne wyniki dla poszczegdlnych biologicznych replikatow. Linie lacza dane
pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych
replikatow. Dane analizowane testem t-Studenta dla prob zaleznych.
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4.8 Analiza wplywu CORT i réznych czasow inkubacji kortykalnych i
hipokampalnych hodowli pierwotnych z CORT na poziom mRNA genow
kodujacych bialka zwigzane z plastycznoscia synaptyczng i/lub wchodzace w
interakcje z bialkiem FAK

Dziatanie CORT oraz modyfikacje w strukturze kolcéw dendrytycznych, sg zwigzane z szeregiem
zmian w sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej, ktore obejmuja m.in. zmiany w aktywnos$ci i w poziomie
biatek takich jak SRC, p130cas, badz RhoA. Jednoczesnie, jak pokazuje literatura przedmiotu, biatko

FAK wchodzi w interakcje 1 modyfikuje aktywno$¢ tychze bialek, a takze aktywnos$¢ biatka FAK, jest

modyfikowana za ich posrednictwem, co moze wigzac si¢ ze zmianami morfologicznymi zachodzacymi

na skutek dzialania CORT. Dlatego, w kolejnych eksperymentach sprawdzono wplyw 72-godzinnej
inkubacji kortykalnych oraz hipokampalnych komorek pierwotnych z 0.25 pM CORT, na zmiany
ekspresji genow, ktore koduja biatka wchodzace w interakcje z biatkiem FAK, a takze tych genow, ktore
jak wskazuje dotychczasowa wiedza, sg zaangazowane w zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych.
Zmiany we wzglednej ekspresji genow, okreslano po 72 godzinach inkubacji komorek pierwotnych z 0.25
puM CORT, zarowno w przypadku hodowli kortykalnych jak i hipokampalnych. W przypadku
pierwotnych komorek kortykalnych, w zwigzku z zaobserwowang duza iloscig zmian, eksperymenty
przeprowadzono rowniez po 48 godzinach inkubacji z CORT, w celu potwierdzenia czy wykazane zmiany
pierwszy raz pojawia si¢ po 72 godzinach czy wystepuja rowniez wczesniej. Badane geny utozono na
wykresie ze wzgledu na funkcjonalng blisko§¢. Komoérki pierwotne hodowano oraz poddawano
okreslonym procedurom eksperymentalnym, zgodnie ze schematem przedstawionym na rycinie 4.15 A i

4.16 A

4.8.1 Analiza kortykalnych hodowli pierwotnych — poziom mRNA genéw kodujacych bialka
zwigzane z plastycznos$cig synaptyczna i/lub wchodzgce w interakcje z biatkiem FAK

Jak wskazuja dane dotyczace pierwotnych neuronéw kortykalnych, znaczace roéznice pomigdzy
grupa DMSO, a grupa CORT 0.25 uM, po 72 godzinach inkubacji z 0.25 uM CORT, wykazano w
przypadku genéow mTOR (Ryc 4.15 B, sparowany test t-Studenta, t=3.082, df=4 p=0.0369), PTK2B
(sparowany test t-Studenta, t=5.610, df=4 p=0.0050), SRC (sparowany test t-Studenta, t=3.894, df=4
p=0.0176), oraz ARHGAP26 (sparowany test t-Studenta, t=3.003, df=4 p=0.0398). W przypadku
wszystkich wymienionych gendéw, doszto do wzrostu poziomu mRNA na skutek dzialania 0.25 pM
CORT. A najwyzsza, dwuipotkrotng réznice, wykazata analiza genu PTK2B. Mimo wyraznych tendencji

wzrostowych, znaczacych statystycznie zmian wzglgdem grupy kontrolnej (DMSO), nie zaobserwowano
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w przypadku gendw BDNF, FYN, BCARI, ARHGEF28 oraz RACI. Dodatkowo, wyrazng ale nieznaczaca
statystycznie tendencj¢ spadkowa wykazano w przypadku genu RAP1. Geny, ktorych wzgledna ekspresja
znaczaco si¢ zmienila, badz pojawita si¢ wyrazna tendencja na skutek 72-godzinnej inkubacji z 0.25 uM
CORT, przeanalizowano réwniez po 48-godzinnej inkubacji z 0.25 uM CORT. Nie zaobserwowano
r6éznic pomiedzy grupa DMSO, a grupa 0.25 pM CORT, w poziomie mRNA Zadnego z wczesniej
analizowanych genow, po 48-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z 0.25 uM CORT
(Ryc 4.15 C).

Podsumowujac, uzyskane dane wskazuja zmiany w poziomie mRNA genéw kodujacych biatka
wchodzace w interakcj¢ z biatkiem FAK i znane z zaangazowania w plastycznos$¢ synaptyczng (PTK2B
oraz SRC), a takze, zmiany w poziomie mRNA genow kodujacych biatka regulujace aktywnos¢ bialek
takich jak RhoA (ARHGAP26), ktorych rola w zmianach morfologii kolcow dendrytycznych, rowniez pod
wpltywem CORT, zostata udowodniona. Ostatecznie, obserwowane zmiany pojawiajg si¢ po 72 godzinach
1 nie zaobserwowano ich po 48 godzinach inkubacji pierwotnych neuronéw kortykalnych z 0.25 uM

CORT.
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Pierwotne komaérki kortykalne
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Rycina 4.15: Charakterystyka wplywu 72 i 48-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM
CORT, na zmiany w poziomie mRNA genéw kodujacych bialka zwiazane z plastycznoscig synaptyczng i/lub wchodzace
w interakcje z bialkiem FAK

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacje o momencie rozpoczgcia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o materiale pobranym do dalszych analiz. (B) Poziom mRNA wybranych genow, kodujacych biatka zwigzane
z plastycznoS$cig synaptyczng oraz wchodzace w interakcje z biatkiem FAK, po 72-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli
pierwotnych z DMSO lub 0.25 uM CORT (C) Wptyw 48-godzinnej inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM
CORT, na poziom mRNA genow, w przypadku ktérych, po 72-godzinnej inkubacji z 0.25 pM CORT, doszto do zmian
wzgledem grupy DMSO badz zaobserwowano wyrazne tendencje. Czarne kotka na wykresach przedstawiaja wyniki dla
poszczegbdlnych biologicznych replikatow. Linie taczg dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki
uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych, biologicznych replikatéw. Dane analizowane testem t-Studenta dla prob
zaleznych. Poréwnania grup DMSO i CORT 0.25 pM, przeprowadzono dla kazdego genu z osobna. *p < 0.05, **p < 0.01.

4.8.2 Analiza hipokampalnych hodowli pierwotnych - poziom mRNA genow kodujacych
bialka zwigzane z plastycznos$cig synaptyczng i/lub wchodzace w interakcje z bialkiem
FAK

W kwestii pierwotnych neurondw hipokampalnych, efekty 72-godzinnej inkubacji komorek z 0.25
uM CORT, w poréwnaniu do grupy DMSO, wykazano w przypadku poziomu mRNA genéw ARHGAP26
(Ryc 4.16 B: sparowany test t-Studenta, t=3.113, df=4 p=0.0358) oraz ROCK (sparowany test t-Studenta,
t=3.592, df=4 p=0.0229). W obu tych przypadkach, zanotowano wzrost w poziomie mRNA, wzgledem
grupy DMSO. Tendencje wzrostowe zaobserwowano w poziomie mRNA genow MAPKI oraz
ARHGEF28, tym niemniej, wyniki nie osiaggne¢ly znamiennosci statystycznej. Poza wymienionymi
istotnymi roznicami, a takze nieistotnymi, ale wyraznymi tendencjami wzrostowymi, nie zaobserwowano
innych zmian.

Podsumowujac, dane wskazuja, ze zastosowanie 72-godzinnej inkubacji 0.25 uM CORT z
hipokampalnymi hodowlami pierwotnymi, prowadzi do zmian wzgledem grupy DMSO, ktoére sa

ograniczone do dwdch z kilkunastu badanych genow.
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Rycina 4.16: Charakterystyka wplywu 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych z 0.25 pM CORT,
na zmiany w poziomie mRNA genéw kodujacych bialka zwiazane z plastyczno$cia synaptyczng i wchodzace w
interakcje z bialkiem FAK

(A) Schemat doswiadczenia, zawierajacy informacj¢ o momencie rozpoczgcia i zakonczenia procedury eksperymentalnej, a
takze informacj¢ o materiale pobranym do dalszych analiz. (B) Poziom mRNA wybranych gendéw, kodujacych biatka zwiazane
z plastycznoscig synaptyczng oraz wchodzace w interakcje z biatkiem FAK, po 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych
hodowli pierwotnych z DMSO lub 0.25 uM CORT. Czarne koétka na wykresach przedstawiajg wyniki dla poszczegdlnych
biologicznych replikatéw. Linie taczg dane pochodzace z tego samego biologicznego replikatu. Wyniki uzyskano z co najmnie;j
trzech niezaleznych, biologicznych replikatow. Dane analizowane testem t-Studenta dla prob zaleznych. Poréwnania grup
DMSO i CORT 0.25 uM, przeprowadzono dla kazdego genu z osobna.

94



5. Dyskusja

Plastyczno$¢ synaptyczna lezy u podtoza prawidlowego funkcjonowania mozgowia. W zwigzku z
tym, ze dominujace w mozgowiu synapsy chemiczne zlokalizowane sg na kolcach dendrytycznych,
plastyczno$¢ synaptyczng mozna bada¢ analizujac morfologi¢ i/lub gestos¢ kolcéw dendrytycznych.
Nawet niewielkie odstgpstwo od typowej morfologii kolcow dendrytycznych, moze prowadzi¢ do
zaburzen dzialania na poziomie pojedynczej komorki oraz calej sieci neuronalnej. Dlatego zrozumienie
jak r6zne czynniki biologiczne wplywaja na morfologie kolcow dendrytycznych, tym samym
plastyczno$¢ synaptyczng, jest kluczowe. Jednym z czynnikoéw, ktdére wptywaja na morfologie kolcow
dendrytycznych, jest chronicznie podwyzszony poziom CORT.

W niniejszej rozprawie, wykazano wplyw dlugotrwale podniesionego poziomu CORT, na
morfologie¢ kolcéw dendrytycznych kortykalnych oraz hipokampalnych neurondéw pierwotnych.
Wskazano specyficzne parametry morfologii kolcow dendrytycznych, ktore ulegaja zmianie w wyniku
dziatania CORT oraz dowiedziono, ze CORT wptywa na kolce dendrytyczne neuronéw kortykalnych i
hipokampalnych w odmienny sposob.

Ponadto, w niniejszej rozprawie, wykazano znaczenie biatka FAK w zmianach morfologicznych
kolcoéw dendrytycznych w ogole, a takze tych wywotanych chronicznie podniesionym poziomem CORT.
Wykazano wpltyw manipulacji aktywnoscig bialkka FAK na morfologie kolcow dendrytycznych
pierwotnych neurondéw kortykalnych oraz hipokampalnych. A takze, wykazano, ze za sprawg manipulacji
aktywnoscig FAK, mozliwe jest przeciwdzialanie efektom jakie dtugotrwale podniesiony poziom CORT,
wywiera na wybrane parametry morfologiczne kolcow dendrytyczny pierwotnych neuronow
kortykalnych 1 hipokampalnych.

W dotychczasowych badaniach, wptyw CORT na morfologi¢ kolcoéw dendrytycznych okreslano
stosujac podejscie oparte o ich kategoryzacje, co moze by¢ obarczone utratg istotnych informacji
dotyczacych struktury kolcow (Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020). Ponadto, niewiele jest dostepnych
danych, przedstawiajacych wptyw CORT na morfologi¢ kolcéw dendrytycznych kortykalnych oraz
hipokampalnych neuronéw pierwotnych, pomimo tego, ze neurony pierwotne pozyskane z obu tych
regionéw mozgowia (kory mozgowej oraz hipokampa), wykorzystuje si¢ do badania wptywu CORT na
rozne aspekty biologii komorki, inne niz morfologia (Bassil i in., 2023). Dlatego, badania przedstawione
W niniejszej rozprawie, ukierunkowane na indukowanie zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych,
poprzez chroniczng inkubacje¢ kortykalnych oraz hipokampalnych komoérek pierwotnych z podniesionym

poziomem CORT, oraz ich pdzniejsza charakteryzacje (w oparciu o analiz¢ wybranych parametrow
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morfologicznych, a nie kategoryzacj¢), dostarczaja nowych danych na temat wptywu CORT na aspekty
biologii komoérki nerwowej, zwigzane z ich budowg oraz plastycznoscig.

Mimo znaczacego postepu w zrozumieniu mechanizmoéw zjawiska zmian morfologicznych kolcow
dendrytycznych, takze w wyniku dziatania CORT, nadal istnieje wiele niewiadomych dotyczacych
proceséw zaangazowanych w owe zmiany 1 mediujacych je biatek. Dlatego, badania oparte o wywotanie
1 charakteryzacj¢ zmian morfologicznych kolcéw dendrytycznych, za sprawa chronicznie podwyzszonego
poziomu CORT, potaczono z probag zrozumienia jaka role w owych zmianach, moze odgrywac biatko
FAK. Adaptorowy charakter biatka FAK, integrujacego sygnat z wielu zrédet (w tym m.in. czynnikow
wzrostu), jego wysoka ekspresja w neuronach kortykalnych oraz hipokampalnych, a takze udowodnione
zaangazowanie w plastyczno$¢ strukturalng neuronow, sytuuja jako odpowiedniego kandydata do
potencjalnego modulowania wptywu CORT na morfologi¢ kolcow dendrytycznych (S. G. Grant i in.,
1995; Armendariz i in., 2014b).

5.1 Hodowle pierwotne jako model badawczy zmian morfologicznych kolcow
dendrytycznych wywolanych CORT

Badania przedstawione w niniejszej pracy, przeprowadzono wykorzystujac pierwotne hodowle
kortykalne oraz hipokampalne. Wybor modelu badawczego podyktowany byt kilkoma powodami. Po
pierwsze, zastosowanie hodowli pierwotnych umozliwia bardziej selektywne badanie wptywu CORT na
zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych, a takze, zwykle umozliwia bardziej selektywne
wskazanie potencjalnych mechanizméw mediujacych owe zmiany. W zwigzku z izolowanym uktadem,
sktadajacym si¢ jedynie z okre$lonego typu komorek (w przypadku badan wiasnych, komodrek
hipokampalnych badZz kortykalnych), wykluczy¢ mozna wpltyw czynnikéw innych niz te bedace
charakterystyczne dla danego regionu mozgowia, ktére w przypadku badan in vivo, mogltyby modulowa¢
efekty CORT. Dodatkowo, réznego rodzaju manipulacje eksperymentalne, w przypadku hodowli
pierwotnych sg zwykle znacznie prostsze technicznie do przeprowadzenia i czesto osiagaja wyzsze
efektywnosci oddziatywania, np. transfekcja plazmidem badz barwienie komorek indokarbacyjaning
(Beaudoin i in., 2012). Warto doda¢, ze wptyw jaki CORT wywiera na komorki pierwotne, jest zbiezny,
przynajmniej czgsciowo, z efektami obserwowanymi in vivo, np. tak jak w przypadku badan in vivo,
dlugotrwata inkubacja komoérek z podwyzszonym CORT, skutkuje spadkiem poziomu biatka TrkB
(Kutiyanawalla i in., 2011; Pandya i in., 2014b).

Nalezy jednak pokresli¢ ograniczenia zwigzane z zastosowaniem uproszczonego modelu

badawczego opartego o hodowle pierwotne. Funkcjonowanie pierwotnych neuronéw kortykalnych oraz
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hipokampalnych, bez projekcji dochodzacych (tak jak w warunkach in vivo) z innych regionow
mozgowia, skutkuje zubozeniem aktywnosci fizjologicznej, wzglgdem warunkoéw in vivo. Ponadto,
zaréwno sktad zwykle wykorzystywanych mediow hodowlanych jak i zwykle stosowane podtoza, nie sa
doskonatym odzwierciedleniem warunkdéw in vivo (Bardy i in., 2015). Zapewnienie wtasciwego podtoza
do wzrostu wydaje si¢ szczego6lnie istotne, biorac pod uwage, ze zmiany morfologiczne sa w duzym
stopniu zalezne od adhezji komoérek do macierzy zewnatrzkomorkowej (Wlodarczyk i in., 2011; Levy 1
in., 2014).

Co wigcej, nalezy mie¢ na uwadze, ze wydzielanie CORT ma charakter rytmiczny, co w przypadku
projektowania eksperymentdw z wykorzystaniem hodowli pierwotnych, jest trudne do odtworzenia
(Lightman 1 in., 2008, 2020). Brak mozliwosci odtworzenia rytmiki wydzielania CORT w warunkach in
vitro, upraszcza wptyw CORT na komorki pierwotne (np. wpltyw na proces transkrypcji genow) i
prawdopodobnie skutkuje ograniczonym obrazem potencjalnych efektow CORT, jaki uzyskuje si¢ w

badaniach.

5.2  Ocena zastosowanej metody ekspozycji hodowli pierwotnych na CORT oraz
wplyw zroznicowanych stezen CORT na podstawowe parametry
funkcjonowania komorek pierwotnych

Glownym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy, byto scharakteryzowanie wplywu
dlugotrwale podniesionego poziomu CORT, na kolce dendrytyczne neurondéw kortykalnych i
hipokampalnych oraz pogltebienie wiedzy o mechanizmach strukturalnej plastycznosci synaptycznej
wywotanej CORT, w kortykalnych i hipokampalnych hodowlach pierwotnych.

Dlatego, w niniejszej pracy, uktad eksperymentalny oraz zastosowane stezenia i czas inkubacji z
CORT, starano si¢ dobra¢ w sposéb umozliwiajacy wywotanie zmian w morfologii kolcow
dendrytycznych neurondéw pierwotnych, by nastepnie zaobserwowane zmiany scharakteryzowac.
Jednakze, z uwagi na nieliczne dane, brak wystandaryzowanych protokotow stosowania CORT i
wytycznych dotyczacych projektowania eksperymentéw taczacych CORT oraz hodowle pierwotne
(Bassil i in., 2022, 2023), w poczatkowym etapie badan, zweryfikowano zaplanowany uktad
eksperymentalny.

Sprawdzono jak: schemat wymiany medium, wybrany czas inkubacji komoérek z CORT oraz
wykorzystane stezenia CORT, wplywaja na podstawowag sygnalizacje glikokortykoidowa oraz na
przezywalno$¢ kortykalnych i hipokampalnych komorek pierwotnych.
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5.2.1 Zastosowany schemat wymiany medium hodowlanego

W pierwszym etapie, w zwigzku z niesprecyzowanym st¢zeniem CORT, jakie zawiera komercyjnie
dostepny suplement B27, bedacy jedynym ze skladnikow medium hodowlanego, a takze z faktem
powinowactwa CORT do plastiku oraz jego degradacja; oszacowano poziom CORT w medium
hodowlanym oraz sprawdzono czy za sprawa wykorzystanego schematu wymiany medium hodowlanego,
dochodzi do planowanego obnizenia poziomu CORT (Kelava i in., 2022). Zgodnie z zalozeniem,
uzyskane wyniki pokazaly prawie calkowitg eliminacj¢ CORT po ostatniej wymianie medium, ktéra miata
miejsce na dzien przed rozpoczeciem danej procedury eksperymentalne;.

Przyjety schemat wymiany medium, polegajacy na stopniowym usuwaniu CORT z medium
hodowlanego, wynikal przede wszystkim z dwoch powoddw. Pierwszym z nich, byla potrzeba
precyzyjnego okreslenia czasu ekspozycji hodowli pierwotnych na CORT oraz na wybrane stg¢zenia
CORT. Wymiana medium hodowlanego, na takie, ktére zawiera suplement B27, zawierajacy rowniez
CORT w nieznanym stezeniu, ograniczataby mozliwo$¢ oszacowania faktycznego stezenia CORT jakie
dziata na komorki pierwotne.

Drugi powdd zwigzany byl z konieczno$cia ograniczenia sygnalu wynikajacego z pobudzenia
receptorow MR 1 zwigkszenia wrazliwosci receptorow GR na CORT. Stopniowe obnizanie poziomu
CORT w medium hodowlanym (przed ekspozycja na zdefiniowane stgezenie CORT), zwicksza
prawdopodobienstwo pojawienia si¢ efektow zwigzanych z plastyczno$cig synaptyczng na skutek
ekspozycji eksperymentalnej. Ponadto, stopniowe obnizanie CORT w medium hodowlanym, ogranicza
do sygnalizacji zaleznej od receptoréw GR, proces odpowiedzialny za wywotanie zmian plastycznych.
Jak pokazuja badania, zminimalizowanie pobudzenia MR (co dzieje si¢ za sprawg obnizania poziomu
CORT w medium hodowlanym), prowadzi do obnizenia podstawowej ekspresji genu FKBPJ5, kodujacego
biatko FKBP51 (ktére dziala antagonistycznie wobec receptora GR). W konsekwencji dochodzi do
sensytyzacji receptora GR 1 jego ostrej, izolowanej (od MR) odpowiedzi na dziatanie CORT (Hartmann i
in., 2021; De Kloet, 2022).

Podobny schemat wymiany medium, polegajacy na redukcji CORT znajdujacego si¢ w medium
hodowlanym (przed ekspozycja na zdefiniowane st¢zenie CORT), zastosowano réwniez w innych
pracach, w ktorych badano wpltyw CORT na biologi¢ neuronalnych komoérek pierwotnych (Jeanneteau i
in., 2008; Cabrera i in., 2014; Arango-Lievano i in., 2015).

Uktad eksperymentalny wykorzystany w badaniach wtasnych, polegajacy na dlugotrwale

podniesionym poziomie CORT, zdaje si¢ czeSciowo odzwierciedla¢ efekty pojawiajace si¢ na skutek
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ekspozycji na chroniczny stres badZz te wystepujace w chorobie Cushinga. Zaréwno w przypadku
chronicznego stresu jak i choroby Cushinga, dochodzi do zaburzenia rytmow dobowych i ultradobowych
i dlugotrwale utrzymujacego si¢, podwyzszonego poziomu CORT (lub kortyzolu w chorobie Cushinga)
(Van Den Berg i in., 1995; Sterlemann i in., 2008).

5.2.2 Dobor stezen CORT oraz czasu inkubacji hodowli pierwotnych z CORT

Wykorzystane w badaniach wlasnych stezenia CORT, dobrano na podstawie literatury przedmiotu,
zwracajac szczegolng uwage na prace, w ktorych badano wptyw CORT na plastyczno$¢ synaptyczng oraz
morfologi¢ komodrek. A takze, biorgc pod uwage fakt, ze stgzenia CORT, bliskie tym obserwowanym w
mozgowiu, w sytuacjach np. chronicznego stresu, nie zawsze wywieraja wplyw na pierwotne komorki
neuronalne (co moze by¢ zwigzane z m.in. adsorpcjag CORT do plastiku)(Tanokashira i in., 2012).

Stezenia CORT wykorzystane w przedstawionych badaniach, byly relatywnie wyzsze ze wzgledu
na ich czgSciowo narzedziowy charakter. Nie odbiegaty one jednak od tych wykorzystywanych w
wiekszosci prac, badajacych efekty CORT w kontekscie pierwotnych hodowli komoérek moézgowia.
Stezenia te zwykle oscylujg w zakresie od 0.1 uM do 1 uM i wywotuja efekty bezposrednio oraz
niebezposrednio zwigzane z plastyczno$cia synaptyczng, takie jak m.in. przebudowa morfologiczna
kolcow dendrytycznych czy spadek poziomu receptora TrkB (Du i in., 2009; Tanokashira i in., 2012;
Pandya i in., 2014b; Bassil i in., 2023). Czas inkubacji hodowli pierwotnych z CORT, ktory ustalono na
72 godziny, réwniez dobrano na podstawie literatury przedmiotu. 72-godzinna inkubacja hodowli
pierwotnych z CORT, byla wystarczajaca do wywotania spadku w poziomie mitochondrialnego receptora
GR 1 przeciwapoptotycznego biatka Bcl-2. Analogiczne efekty zaobserwowano w badaniach ex vivo, po
dlugotrwatej, dwutygodniowej ekspozycji szczuréw na CORT, co potwierdza adekwatnos¢ 72-godzinne;j

inkubacji komorek pierwotnych z CORT (Du i in., 2009).

5.2.3 Ekspresja genow FKBP5 oraz NR3C1 — wybrane elementy sygnalizacji wzbudzanej
przez glikokortykoidy

W kolejnym etapie, w celu weryfikacji efektow stalego, dlugotrwale podniesionego poziomu
CORT, a takze dokladniejszego okreslenia efektow zastosowanego uktadu eksperymentalnego (w tym
schematu wymiany medium, wykorzystanego czasu inkubacji z CORT oraz wybranych stezen CORT),
sprawdzono poziom mRNA genéow FKBPS5 oraz NR3C|.

Zaréwno w przypadku pierwotnych hodowli kortykalnych jak i hipokampalnych, zaobserwowano

kilkukrotny wzrost mRNA genu FKBPS5, po inkubacji z kazdym z zastosowanych stezen CORT, co

99



potwierdza efekty pojawiajace si¢ w badaniach innych autoréw (Shiraki i in., 2025). Pomimo braku
istotnych statystycznie rdznic pomiedzy grupg DMSO, a grupami CORT 0.25 uM i CORT 0.50 uM, w
przypadku pierwotnych neurondéw kortykalnych, ponad kilkukrotna tendencja wzrostowa wzgledem
grupy DMSO, po kazdym z tych stezen CORT oraz brak r6znic pomiedzy okre§lonymi stezeniami CORT,
sugeruja bliska nasyceniu odpowiedz transkrypcyjna genu FKBPS, juz po najnizszym zastosowanym
stezeniu — 0.25 pM CORT 1 jej stabilizacj¢ na maksymalnym poziomie przy st¢zeniach CORT 0.50 uM i
1 uM. W przypadku pierwotnych komorek hipokampalnych, istotny statystycznie wzrost poziomu mRNA
genu FKBP5, rowniez zaobserwowano jedynie po najwyzszym stezeniu CORT - 1 uM. Najnizsze, 0.25
uM stezenie CORT, doprowadzito do ponad dwukrotnej tendencji wzrostowej wzgledem DMSO, ktorej
podobny poziom zaobserwowano takze po 0.50 uM CORT. Wydaje si¢ jednak, ze inkubacja pierwotnych
komorek hipokampalnych z CORT, inaczej niz w przypadku komorek kortykalnych, prowadzi do
granicznej wartosci ekspresji FKBPS, jedynie w efekcie ekspozycji komorek na najwyzsze 1 uM stezenie
CORT. A poziom mRNA genu FKBP5, ma w wigkszym stopniu charakter dawkozalezny. Najprostszym
wyjasnieniem roéznego typu odpowiedzi pierwotnych komorek hipokampalnych na CORT, w zakresie
poziomu mRNA genu FKBPS5, moze by¢ fakt innej proporcji receptoréw MR 1 GR (zwykle wyzsze
poziomy MR obserwuje si¢ w hipokampie), znajdujacej si¢ na komoérkach hipokampalnych gryzoni
wzgledem komorek kortykalnych. Inne wyjasnienie obejmuje wyzszy podstawowy poziom mRNA
FKBP5 w hipokampie, $wiadczacy o najpewniej wyzszym poziomie biatka FKBP51 i wynikajacym z
tego, mniejszym powinowactwie CORT do receptorow GR w komodrkach hipokampalnych (Reul & Kloet,
1985b; Ahima i in., 1991; Scharfi in., 2011). Co ciekawe, podobng zalezno$¢ 1 wyzsze poziomy mRNA
genu FKBP5 w obszarze kory w poréwnaniu do obszaru hipokampa, na skutek dziatania CORT,
zaobserwowano réwniez w badaniach ex vivo, przeprowadzonych przez innych autoréw (Shiraki i in.,
2025).

W przypadku poziomu mRNA genu NR3C1, jedyne zaobserwowane zmiany dotyczyly pierwotnych
hodowli kortykalnych 1 obejmowaty spadek poziomu mRNA w grupie CORT 0.50 uM, wzgledem grupy
DMSO oraz w grupie CORT 0.50 uM i CORT 1 uM, wzgledem grupy CORT 0.25 uM. Zaobserwowane
rezultaty s3 najprawdopodobniej, wyrazem mechanizméw  samoograniczania  sygnalizacji
glikokortykoidowej, ktore pojawity si¢ przy wyzszych stezeniach CORT. Owe mechanizmy moga
obejmowac obserwowane w innych pracach, zwigekszenie aktywnosci wybranych microRNA, na skutek
inkubacji hodowli pierwotnych z CORT badz DEX, ktére nie tylko hamujg translacjc mRNA genu
NR3CI, ale 1 zwigkszaja degradacje samego transkryptu (Dwivedi i in., 2015; Roy 1 in., 2017). Co
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ciekawe, pojawienie si¢ zmian w przypadku pierwotnych komorek kortykalnych, ale nie hipokampalnych,
koresponduje z wynikami obserwowanymi w przypadku poziomu mRNA genu FKBPS5 w pierwotnych
hodowlach kortykalnych. Spadek poziomu mRNA genu NR3CI/ w wyniku dziatania CORT o st¢zeniach
0.50 uM i 1 pM i jednoczesny wzrost w zakresie poziomu mRNA genu FKBPS, ktory wydaje si¢
stabilizowa¢ na poziomie maksymalnym przy tych samych st¢zeniach CORT (0.50 uM i1 1 pM), sklania
do wniosku, ze te stgzenia CORT, skutkuja nasyceniem odpowiedzi transkrypcyjnej i wywoluja aktywacje
petli ograniczajacych. W efekcie, dochodzi do spadku w poziomie receptora GR 1 ograniczenia dalszego
wzrostu ekspresji okreslonych gendow zaleznych od GR, pomimo utrzymujacego si¢, wysokiego poziomu
CORT. Brak zmian w poziomie mRNA genu NR3CI/ w przypadku pierwotnych komorek
hipokampalnych, pozostaje w zgodzie z hipoteza, ze w zwiazku z wigksza ilo$cig receptorow MR na tych
komorkach 1 wyzszym podstawowym poziomem mRNA FKBPS5, wykorzystywane w badaniach st¢zenia
nie byly wystarczajace do wywotania nasycenia odpowiedzi transkrypcyjnej, co uwidacznia 1 potwierdza

wzgledny poziom mRNA genu FKBPS.

5.24 Zastosowany uklad eksperymentalny a cytotoksycznos¢

Ostatecznie, zbadano wplyw 72-godzinnej inkubacji kortykalnych oraz hipokampalnych hodowli
pierwotnych z rdéznymi stgzeniami CORT, na poziom LDH. Celem tego eksperymentu, byto
zidentyfikowanie stezenia CORT, ktore nie wywotuje cytotoksycznosci.

Poziom LDH ro$nie w medium hodowlanym, na skutek dezintegracji blony komoérkowej, co moze
wskazywa¢ na zwigkszong $miertelnos¢ komorek. W badaniach wiasnych, jedynie najwyzsze, 1 uM
stezenie CORT, wylacznie w przypadku pierwotnych komorek hipokampalnych, prowadzito do istotnego
wzrostu poziomu LDH w medium hodowlanym. Zaobserwowane rezultaty sa zbiezne z danymi
literaturowymi, zgodnie z ktorymi, stezenia CORT oscylujace wokét badz wyzsze niz 1 uM, prowadza
do degeneracji i/badz $mierci komorek mozgowia (Liu i in., 2011; Kurek i in., 2016; Hyun i in., 2022; M.
Zhang i in., 2021). Warto jednak zwroci¢ uwage, ze dane znajdujace si¢ w literaturze przedmiotu sg
niejednoznaczne. Mimo obecno$ci badan, w ktorych wysokie stezenia CORT (powyzej 1 pM) byly
potrzebne do wywotania negatywnego efektu na przezywalnos¢ komorek, w czgsci prac obserwowano
spadek przezywalnosci komorek, na skutek nizszych stezen CORT, oscylujacych w granicach 0.1-0.5 uM
(Zhu i in., 2006; Liu i in., 2011).
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Podsumowujac, przyjety schemat stopniowej wymiany medium, prowadzit do oczekiwanej redukcji poziomu
CORT w medium hodowlanym. Dodatkowo, wykazano, ze wykorzystany uktad eksperymentalny (st¢zenia
CORT oraz czas inkubacji hodowli pierwotnych z CORT), prowadzi do zmian w sygnalizacji
glikokortykoidowej, ktére sg analogiczne do wynikéw opisanych w innych pracach badawczych. Ostatecznie,
zaobserwowano, ze jedynie najwyzsze wykorzystane stezenie CORT (1 pM), wylacznie w przypadku
pierwotnych hodowli hipokampalnych, skutkuje zwiekszonym poziomem LDH w medium. Tak wigc,
zidentyfikowano stezenia CORT, ktore indukujac odpowiedz komorkowa, nie wywoluja cytotoksycznosci.

5.3 Ocena wplywu zroznicowanych stezen CORT na morfologi¢ kortykalnych
oraz hipokampalnych neuronéw pierwotnych

Dysponujac uzyskanymi eksperymentalnie danymi na temat wplywu wybranych stezen CORT na
podstawowg sygnalizacje glikokortykoidowa oraz przezywalno$¢ hodowli pierwotnych, w kolejnym
etapie badan, okreslono wplyw roznych stezen CORT na morfologi¢ kortykalnych 1 hipokampalnych
neuronow pierwotnych. Celem tych eksperymentdéw, byto zidentyfikowanie stezenia CORT, ktére nie
wplywa na morfologi¢ neuronéw pierwotnych.

W przeprowadzonych badaniach, okreslano catkowita dlugo$¢ oraz liczbe dendrytow, ktore
zwizualizowano wykorzystujac transfekcje komorek plazmidem z sekwencja kodujaca biatko GFP.
Wykorzystany sposob pomiaru ogdlnej morfologii neuronéw, oparty na zmianach zachodzacych na
poziomie dendrytow, jest dobrze opisanym w literaturze przedmiotu, sposobem okreslenia wplywu
roznych czynnikdw na struktur¢ neuronow.

W przypadku pierwotnych neuronéw kortykalnych, uzyskane dane wskazaly spadek catkowitej
dhugosci i liczby dendrytéw, po zastosowaniu 0.50 uM i 1 uM stezenia CORT, wzgledem grupy DMSO
oraz grupy CORT 0.25 uM. Najnizsze wykorzystane stgzenie CORT - 0.25 uM, nie spowodowato zmian
w porownaniu do grupy DMSO. Tak wigc, to jedynie 0.50 uM i 1 uM stgzenia CORT, doprowadzity do
zmian morfologicznych pierwotnych neurondéw kortykalnych. Co ciekawe, badania innych autoréw,
przedstawiajace wptyw dtugotrwale podniesionego poziomu CORT na morfologi¢ dendrytow neuronow
kortykalnych, sg nieliczne. W jednej z prac, wykazano, ze 3 tygodniowa ekspozycja szczur6w na wolno
uwalniajacg si¢, wysoka dawke CORT, prowadzi do spadku dlugosci dendrytow apikalnych, ale nie
bazalnych, w czgs$ci prelimbicznej kory przedczotowej. Jednakze, w tej samej pracy, nie wykazano spadku
liczby wypustek dendrytycznych (Anderson i in., 2016a). Wyniki przedstawione w innej pracy, wskazuja
wzrost, a nie spadek dhlugosci oraz liczby dendrytow apikalnych warstwy drugiej i1 trzeciej kory
motorycznej, po chronicznej, 7-dniowej ekspozycji szczurow na CORT (Kula i in., 2017). Obserwowane

rozbiezno$ci w ramach przytoczonych badan, mogg by¢ efektem analizy r6znych regionéw kory, a takze
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wptywu innych czynnikéw, takich jak np. noradrenalina, ktorych aktywno$¢ jest ograniczona w
izolowanym $rodowisku hodowli pierwotnych. Niestety, liczba prac podejmujacych podobng tematyke,
w ktorych wykorzystano hodowle pierwotne jest niewielka. W jednej z takich prac, 20 minutowa
inkubacja kortykalnych komorek pierwotnych z 0.50 uM CORT, réwniez doprowadzita do spadku
dhugosci dendrytow, ktora byla odwracalna za sprawg ketaminy (Sala i in., 2022). W innej pracy, gdzie
wykorzystano ludzkie komorki macierzyste roznicowane w neurony glutaminianergiczne, wykazano
spadek catkowitej dtugosci neurytéw, po 1 uM, ale nie 0.1 uM stezeniu hydrokortyzolu, dzialajagcego na
neurony przez 24 godziny (Seah i in., 2025). Dwa ostatnie z przytoczonych powyzej badan, potwierdzaja,
ze w przypadku hodowli in vitro, ekspozycja komorek na stgzenia CORT w zakresie 0.5-1 uM, podobnie
jak w badaniach wiasnych, prowadzi do jednoznacznych rezultatow (inaczej niz w przypadku
eksperymentow ex vivo), jakim jest zubozenie drzewa dendrytycznego. Zajscie zmian w morfologii
dendrytéw, na skutek inkubacji neuronow kortykalnych z 0.50 uM i1 1 uM CORT, a takze spadek w
poziomie mRNA genu NR3CI, rowniez tylko za sprawg tych dwoch stgzen CORT, sugeruja zwigzek
pomigdzy tymi dwoma wynikami i potencjalnie inny wzor aktywnos$ci transkrypcyjnej w przypadku
wyzszych niz 0.25 uM stezen CORT, skutkujacy np. zajSciem ekspresji gendow, ktora nie pojawia si¢ w
przypadku stezenia nizszego.

W przypadku pierwotnych hodowli hipokampalnych, zmiany w morfologii neuronéw, wykazano za
sprawa najwyzszego wykorzystanego st¢zenia CORT - 1 pM. Zaobserwowano redukcj¢ catkowitej
dhugosci dendrytow wzgledem grupy DMSO oraz grupy CORT 0.25 uM, a takze spadek w liczbie
dendrytéw, jednakze, w przypadku tego parametru, jedynie w poréwnaniu do grupy kontrolnej (DMSO).
Nie wykazano réznic pomigdzy innymi grupami. Podobnie jak w przypadku neuronéw kortykalnych,
badania podejmujace tematyke wptywu CORT na morfologi¢ pierwotnych neurondw hipokampalnych sa
nieliczne. W jednym z nich, 3 dniowa inkubacja pierwotnych neurondéw hipokampalnych z 0.20 pM
CORT, doprowadzita do spadku dtugosci dendrytéw. Co ciekawe, podobnie jak w przypadku neuronow
kortykalnych, zaobserwowane zmiany w strukturze dendrytow, cofnigto wykorzystujac ketamine
(Mingardi i in., 2021b). Stezenie CORT, uzyte w opisanych powyzej badaniach byto nizsze niz st¢zenie
CORT, ktore w badaniach wlasnych nie wywotato efektu (0.25 pM). Przypuszczalnie, jest to wyniki
specyficznej konstrukcji eksperymentu, ktora polegata na dodawaniu 0.20 uM CORT, dwa razy dziennie,
kazdego dnia inkubacji komorek z CORT. Tak wiec, w zwigzku z powolng degradacja CORT, stezenie
CORT faktycznie oddziatujace na neurony pierwotne, prawdopodobnie znacznie przewyzszato 0.20 uM

(Mingardi i in., 2021b). Badania prowadzone ex vivo, na materiale pozyskanym z gryzoni eksponowanych
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na chroniczne dziatanie CORT, potwierdzaja efekty obserwowane in vitro 1 wskazuja spadek liczby
wypustek dendrytow apikalnych, w obszarze CA3 hipokampa, po 21-dniowych podaniach CORT
(Woolley i in., 1990). Podobnie, zaobserwowano spadek dtugosci dendrytow, dojrzatych komoérek zakretu
zgbatego hipokampa, bedacy efektem podan CORT trwajacych 14 dni (Yau i in., 2016). Zmiany
zachodzace jedynie za sprawa najwyzszego, 1 uM stezenia CORT, w przypadku pierwotnych neuronéw
hipokampalnych (inaczej niz w przypadku neuronéw kortykalnych), moga by¢ efektem wyzszego
podstawowego poziomu mRNA genu FKBP5 w komorkach hipokampalnych, co z kolei moze skutkowac
stabszg odpowiedzig neuronéw na wykorzystane w badaniach stezenia CORT.

Ze wzgledu na pozytywne dziatanie ketaminy w przypadku hodowli pierwotnych z obu regionow
mozgowia (kory oraz hipokampa), opisane powyzej badania in vitro, wspieraja hipotez¢ o
ekscytotoksycznosci jako prawdopodobnej przyczynie atrofii dendrytow wywotanej chronicznym stresem
1 CORT. Pierwsze doniesienia na ten temat, pochodza z badan in vivo, w przypadku ktorych, podanie
kompetytywnego antagonisty receptora NMDA — substancji CGP 43487, znosito wywotang chronicznym
stresem (ktoremu towarzyszyl podwyzszony poziom CORT), redukcje dtugosci dendrytow oraz ich liczby
w obszarze CA3 hipokampa (Magarinos & McEwen, 1995). Inng prawdopodobng przyczyng redukc;ji
drzewa dendrytycznego wywotang CORT, moze by¢ zwigkszony poziom biatka NRSF (ang. neuron-
restrictive silencer factor), bedacy efektem dziatania CORT, a takze ekspozycji zwierzat na chroniczny
stres. Hipoteze zwigzang z biatkiem NRSF uprawdopodabnia fakt, Zze podania ketaminy, prowadzace do

normalizacji drzewa dendrytycznego, normalizujg réwniez poziom NRSF (Mingardi 1 in., 2021b).

Podsumowujac, w badaniach wlasnych wskazano stezenia CORT, ktore nie prowadzg do zmian morfologicznych
neuronow kortykalnych oraz hipokampalnych. W przypadku hodowli pierwotnych z obu badanych regionow
mozgowia, nie zaobserwowano zmian w catkowitej dtugosci oraz liczbie dendrytow, na skutek 72-godzinnej
inkubacji neurondw z najnizszym stezeniem CORT - 0.25 pM. Natomiast efekty obserwowane na skutek
zastosowania wyzszych stezen, sg zbiezne z efektami CORT obserwowanymi w innych badaniach in vitro oraz
przynajmniej czeSciowo z tymi, ktore obserwowano ex vivo.

5.4 Ocena wplywu zroznicowanych stezen CORT na morfologie kolcow
dendrytycznych oraz stabilnos¢ synaps kortykalnych i hipokampalnych
neuronow pierwotnych

Jednym z glownych aspektow badan przedstawionych w niniejszej pracy, bylo wywolanie

strukturalnej plastycznos$ci kolcow dendrytycznych, pod wptywem dlugotrwatej inkubacji kortykalnych i

hipokampalnych hodowli pierwotnych z wybranymi st¢zeniami CORT, a nastepnie scharakteryzowanie
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zaobserwowanych zmian. Morfologi¢ kolcéw dendrytycznych, podobnie jak w przypadku poprzednich
eksperymentow, charakteryzowano po 72-godzinnej inkubacji hodowli pierwotnych z wcze$niej
wykorzystywanymi stezeniami CORT. W celu wizualizacji struktury kolcéw, neurony pierwotne
barwiono wykorzystujac lipofilng indokarbacyjaning. Wykorzystanie indokarbacyjaniny umozliwia
wizualizacj¢ kolcéw dendrytycznych po utrwaleniu hodowli pierwotnych, co eliminuje negatywne
aspekty innych metod, jak np. wywotang transfekcja neurondw pierwotnych, nadekspresj¢ GFP, ktore w
przypadku wysokiego poziomu w komorce, moze negatywnie wptywaé na fizjologie 1 obserwowane
parametry morfologiczne (Detrait i in., 2002; Uemura i in., 2016).

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy, okreslano wptyw CORT na ggsto$¢ kolcow
dendrytycznych, a takze wybrane parametry strukturalne kolcow, takie jak dlugos¢ kolcow
dendrytycznych, szeroko$¢ ich gléw oraz bezskalowy parametr, ktorym byt stosunek dtugosci kolcow
dendrytycznych do szerokosci ich gléw. Sposdb analizy, polegajacy na okresleniu specyficznych
parametrow morfologii kolcow dendrytycznych, bez zwykle stosowanego podziatu na kategorie,
umozliwia uniknigcie potencjalnych btedéw i1 niedoktadnosci, wynikajacych ze stosowania arbitralnych
kryteriow podzialu kolcoéw, czesto rdznigcych si¢ pomiedzy pracami. I tak, podejscie oparte o
kategoryzacj¢ kolcow dendrytycznych, utrudnia wycigganie wnioskow o wptywie danego oddzialywania
eksperymentalnego na ich strukture. Moze bowiem skutkowaé utratg informacji w przypadku nie dos¢
wielkiego efektu manipulacji eksperymentalnej, np. zaobserwowana zmiana strukturalna danego kolca
dendrytycznego, mimo istotnego znaczenia funkcjonalnego, moze nie by¢ wystarczajagca do umieszczenia
go w innej kategorii morfologicznej. Z tym zwigzany jest réwniez kolejny problem, mianowicie,
kategoryzowanie kolcow dendrytycznych skutkuje utrata informacji na temat roznic potencjalnie
pojawiajacych si¢ wewnatrz danej kategorii morfologicznej. Dodatkowych watpliwosci dostarcza pytanie,
na ile zasadne jest zastosowanie tych samych kryteriow porzadkowania kolcow dendrytycznych w
okreslone kategorie, dla neuronow pierwotnych pochodzacych z roéznych regionow mozgowia.
Ostatecznie, o wiele tatwiej wskaza¢ jak dana zmiana morfologiczna, np. w zakresie szeroko$¢ glowy
kolca badz szerokosci szyi kolca, moze by¢ powigzana z potencjalng zmiang w zakresie funkcjonalnym,
niz w przypadku podejscia opartego o kategoryzacje (Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020; Baczynska i in.,
2021).

54.1 Wplyw CORT na kolce dendrytyczne kortykalnych neuronéw pierwotnych

W przypadku pierwotnych neuronéw kortykalnych, zastosowanie najwyzszego, 1 pM stezenia

CORT, wywotato spadek gestosci kolcow dendrytycznych. Mimo tendencji wzrostowej spowodowane;j
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kazdym z badanych stgzen CORT, nie wykazano zmian w zakresie przecigtnej diugosci kolcow
dendrytycznych, wzgledem grupy DMSO. Jednakze, inkubacja kortykalnych neuronéw pierwotnych z
CORT, spowodowatla spadek przecietnej szerokosci gtow kolcoéw dendrytycznych i wzrost przecigtnego
stosunku dtugosci kolcow do szerokosci ich gléw, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (DMSO),
niezaleznie od zastosowanego st¢zenia CORT. Tym samym, wykazano, ze najnizsze wykorzystane
stezenie CORT (0.25 uM), ktére w poprzednich eksperymentach nie wptywato ani na przezywalnos¢
kortykalnych komérek pierwotnych, ani na ich ogdlng morfologie, doprowadzito do zmian w strukturze
kolcow dendrytycznych, ktére byly analogiczne do tych obserwowanych po zastosowaniu wyzszych
stezen CORT.

Szczegolnie dyskusyjne, sa wyniki dotyczace gestosci kolcow dendrytycznych. Mimo wyraznych
tendencji spadkowych, pojawiajacych si¢ po kazdym ze stezen CORT, znaczgce zmiany, wykazano
jedynie po zastosowaniu najwyzszego - 1 uM stezenia CORT. Wytlumaczeniem dla braku zmian w
gestosci kolcow dendrytycznych, w przypadku zastosowania nizszych niz najwyzsze stezenie CORT (1
uM), moze by¢ fakt zbyt niskiej liczby biologicznych replikatow, ktora, gdyby podwojona w pozostatych
grupach eksperymentalnych, prawdopodobnie pozwolitaby na przekroczenie granicy istotnosci
statystycznej. Ze wzgledu na brak badan, dotyczacych wplywu dtugotrwale podniesionego poziomu
CORT na kolce dendrytyczne kortykalnych neuronéow pierwotnych, obserwowane efekty w zakresie
gestosci kolcéw, mozna odnie$¢ jedynie do analiz prowadzonych in vivo badz ex vivo. I tak, rezultaty
obserwowane w badaniach wiasnych, zwigzane ze spadkiem ggstosci kolcow, sg zbiezne z tymi
uzyskiwanymi w innych pracach, gdzie chroniczne podania CORT prowadzity do ubytku kolcow
dendrytycznych neuronéw znajdujacych si¢ w réznych obszarach kory mézgowej (Gourley i in., 2013b;
Anderson i in., 2016a; Moda-Sava i in., 2019).

Niestety, ze wzgledu na brak danych pochodzacych z hodowli pierwotnych, a takze fakt stosowania
kategoryzacji kolcow dendrytycznych w wigkszosci badan przeprowadzonych in vivo badz ex vivo,
interpretacja uzyskanych rezultatow, odnoszacych si¢ do wybranych parametréw morfologicznych
kolcow dendrytycznych, jest czgsciowo utrudniona. Trudno np. znalez¢ jednoznaczne dane dotyczace
wptywu dhlugotrwale podniesionego poziomu CORT na dhugos¢ kolcéw dendrytycznych. Wyniki
uzyskane w badaniach wilasnych, wskazujace niewielkg tendencj¢ wzrostowg w zakresie przecietnej
dlugosci kolcow dendrytycznych, obserwowane na skutek dziatania CORT, sg sprzeczne z wigkszoS$cig
innych badan, ktore wskazuja spadek przecietnej dlugosci kolcéw w korze moézgowej, na skutek

zwigkszonego poziomu CORT (Gourley i in., 2012; Anderson i in., 2014). W pozostatych badaniach,
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gdzie analizowano parametr dlugosci kolcow kortykalnych, podobnie jak w przypadku wynikéw
wlasnych, nie wykazano istotnych statystycznie efektow CORT w tym zakresie (Barfield 1 in., 2020).
Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze w czesci badan taczacych CORT (badz chroniczny stres) oraz kolce
dendrytyczne, czgsto catkowicie pomijano kategori¢ kolcow filopodialnych, mogaca ewentualnie
odzwierciedla¢ wzrost liczby kolcow dhugich, a kolce relatywnie dlugie, posiadajace waska glowe,
kategoryzowano jako kolce cienkie. Jest to efekt kilku czynnikdw, w tym m.in. niewielkiej liczby kolcéw
filopodialnych w mozgowiach dojrzatych osobnikow (Tremblay i in., 2010; Ozcan, 2017).

Wynikiem czgsto powtarzajacym si¢ w pracach, analizujagcych wptyw CORT na morfologi¢ kolcow
dendrytycznych kory moézgowia, zbieznym z rezultatami badan wlasnych, jest obserwacja spadku
objetosci badz szerokosci glowy kolcéw na skutek chronicznego zastosowania CORT, ktére zwykle
raportowane jest w kontek$cie zmian w ramach kategorii morfologicznych kolcéw dendrytycznych
(Anderson i in., 2016a; Barfield 1 in., 2020).

Ostatecznie, wykorzystujac bezskalowy parametr oceny morfologii kolcow dendrytycznych,
wykazano, ze dochodzi do wzrostu stosunku dtugosci kolcow do szerokos$ci ich glow. Taka obserwacja
wskazuje na wigkszy udziat dtugich kolcow dendrytycznych, ktore jednoczesnie charakteryzuje wezsza
glowa. Obserwowany wzrost w przypadku tego parametru, w przedstawionych badaniach wlasnych jest
w gltéownej mierzej, efektem spadku szerokosci glow kolcow. Wskazany parametr nie byl czesto
wykorzystywany w dotychczasowych badaniach. Jednakze, w zwigzku z dostrzezeniem, ze ksztatt kolcow
przyjmuje forme¢ kontinuum i wynikajgcym z tego odchodzeniem od kategoryzacji kolcow
dendrytycznych, wykorzystanie tego parametru pojawia si¢ w coraz wigkszej ilosci prac (Bijataiin., 2022;
Baczynska i in., 2024).

Uzyskane dane, dotyczace morfologii kolcow dendrytycznych, wskazuja na potencjalne ostabienie
polaczen synaptycznych, do jakiego dochodzi na skutek zastosowania 72-godzinnej inkubacji
kortykalnych neuronéw pierwotnych z CORT. Wydtuzenie kolcow dendrytycznych, skutkuje ostabiong
amplitudg uEPSP (ang. uncaging excitatory postsynaptic potential). Szeroko$¢ glowy kolcow jest z kolei
pozytywnie skorelowana z amplituda uEPSC (ang. uncaging excitatory postsynaptic currents), a spadek
szerokosci glowy, moze wskazywa¢ na spadek stabilnosci synapsy (rozumianej jako
prawdopodobienstwo eliminacji kolca dendrytycznego, tym samym potaczenia synaptycznego),
szczegOlnie biorgc pod uwage, ze LTP skutkuje wzrostem glowy kolca i wieksza stabilnoscig badanego
polaczenia, podczas gdy LTD, skutkujace zmniejszeniem glowy kolca, jest zwigzane z wickszym

prawdopodobienstwem eliminacji kolca i utraty potaczenia (Holtmaat i in., 2005b; Yasumatsu i in., 2008;
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Oh 1 in., 2013a; Compans i in., 2021). Zgromadzone dane dotyczace bezskalowego parametru,
potwierdzaja wyzej opisane wnioski 1 razem z pozostalymi badanymi parametrami, wskazujga na

ostabienie sity potagczen obserwowane w badaniach wtasnych.

5.4.2 Wplyw CORT na stabilno$¢ synaps kortykalnych neuronéw pierwotnych

W zwigzku z zaobserwowanym wptywem CORT na morfologi¢ kolcow dendrytycznych, a takze
wyrazng tendencja spadkowa w zakresie gestosci kolcow, co wspdlnie moze wigzaé si¢ ze spadkiem
stabilno$ci potaczen synaptycznych. Postanowiono sprawdzi¢, jak najnizsze stezenie CORT wptywa na
potencjalng liczbe polaczen synaptycznych, ktérag badano w sposdb posredni, mierzac gestos¢ punktow
PSD95 oraz $rednig intensywno$¢ ich fluorescencji. PSD95 jest biatkiem gestosci postsynaptycznej,
ktorego obecno$¢ jest zwigzana ze stabilnoscig synapsy, a czg$¢ nowo powstalych kolcow, ktora nie
wykazuje obecnosci PSD95, jest eliminowana i nie staje si¢ czgscig nowego potaczenia synaptycznego.
Co wigcej, utrata biatka PSD9S5 przez kolec dendrytyczny rowniez jest zwiastunem eliminacji danego
kolca, co jest z kolei zwigzane z utratg potaczenia synaptycznego (Lambert i in., 2017; Yusifoviin., 2021;
Melander i in., 2021; Fok i in., 2024).

Jak wskazuja badania wtasne, nie wykazano wptywu 72-godzinnej inkubacji z 0.25 puM CORT ani
na $rednig gesto$¢ punktéw PSD9S5, ani na $rednig intensywno$¢ ich fluorescencji. Otrzymany wynik jest
zaskakujacy, biorgc pod uwage wyrazng tendencje spadkowg w zakresie gestosci kolcow (tak wiec
prawdopodobny ubytek kolcéw), pojawiajaca si¢ za sprawg 72-godzinnego dziatania CORT. Praktycznie
kazdy kolec dendrytyczny jest miejscem tworzenia synapsy. Prawdopodobny spadek gestosci kolcow,
sugeruje wiec ubytek rowniez sygnalu pochodzacego z PSD95, co w przypadku naszych badan nie miato
miejsca. Co wigcej, obserwowany spadek przecigtnej szerokosci glowy oraz wzrost w zakresie stosunku
dhugosci kolcow do szerokosci ich gltow, sugerujg zmniejszenie stabilno$ci synaps, co rowniez moze
wskazywaé na obecno$¢ puli kolcow dendrytycznych pozbawionych PSD95, ktore wkrétce zostang
usuniete, czemu jednak przecza nasze dane.

Wyniki uzyskane w niniejszej rozprawie mozna interpretowac na kilka sposobéw. W badaniach
wlasnych, analizowano sygnat z PSD95 znajdujacy si¢ rowniez w dendrytach, a nie tylko w kolcach
dendrytycznych. To moze §wiadczy¢ o obecnosci puli PSD9S5, niezwigzanej z kolcem dendrytycznym,
potencjalnie ,,nadrabiajacej” zanik bedacy efektem spadku gestosci kolcow dendrytycznych. Obecnos¢
PSD95 w dendrytach mozna wyjasni¢ obserwacja, ze w kulturach komérkowych, duza cze$¢ (wigksza niz
w przypadku mézgowia) synaps pobudzajacych znajduje si¢ rowniez na dendrytach (Boyer 1 in., 1998;

Prange & Murphy, 2001b). Uzyskane dane wtasne, przynajmniej na tym poziomie analizy, pozostajg w
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zgodzie z danymi literaturowymi, ktore wskazuja na brak efektow 20-minutowej inkubacji pierwotnych
komorek kortykalnych z 0.1 uM CORT na poziom PSD95 znajdujacy si¢ w dendrytach (Yuen i in., 2011;
J.B. Leeiin., 2012).

5.4.3 Wplyw CORT na kolce dendrytyczne hipokampalnych neuronéw pierwotnych

Analogiczne badania, dotyczace struktury kolcow dendrytycznych, przeprowadzono na
pierwotnych hodowlach hipokampalnych. W przypadku kolcow dendrytycznych pierwotnych neuronow
hipokampalnych, mimo tendencji spadkowych, nie wykazano zmian ggstosci po zadnym z zastosowanych
stezen CORT. Inaczej niz w przypadku neurondéw kortykalnych, wykazano istotny spadek przecigtnej
dhugosci kolcow dendrytycznych, ktory zaobserwowano po kazdym z zastosowanych stgzen CORT.
Ponadto, wykazano spadek szerokosci gtow kolcéw, rowniez niezaleznie od stezenia CORT. Nie
zaobserwowano zmian w zakresie bezskalowego parametru, ktérym byt stosunek dtugosci kolcéw do
szerokosci ich gtow.

Interesujagcg obserwacja w przypadku morfologii kolcow dendrytycznych neuronoéw
hipokampalnych, jest spadek ich przecietnej dlugosci, a nie tendencja wzrostowa jak w przypadku
neuronow kortykalnych. Zaobserwowany wynik jest zgodny z danymi literaturowymi. W pracy, w ktorej
hipokampalne komorki pierwotne hodowano przez 2 tygodnie z réznymi st¢zeniami CORT, doszto do
istotnego wzrostu odsetka kolcow cienkich 1 spadku odsetka kolcéw grzybkowatych za sprawg 0.1 pm i
0.2 um stezenia CORT (Tanokashira 1 in., 2012). Kolce cienkie to kolce krotsze niz kolce grzybkowate,
ktére dodatkowo posiadaja mniejsza glowe. Obserwowane w badaniach wtasnych, skrdcenie kolcow oraz
spadek szerokosci ich gléw, sugeruja wzrost odsetka kolcow, ktore zgodnie z przyjetymi kryteriami
kategoryzacji, uznano by za kolce cienkie. Bioragc pod uwage fakt, ze kolce cienkie sg opisywane jako
kolce mniej stabilne anizeli kolce grzybkowate, to w przypadku pierwotnych neuronow hipokampalnych,
obserwujemy zjawisko zbiezne z tym wykazanym w przypadku hodowli kortykalnych, tj. ostabienie
polaczenia synaptycznego. Rzeczywiscie, jak opisano powyzej, dostgpne dane wskazuja, ze LTD moze
powodowac skurczenie kolcoOw dendrytycznych (Oh i in., 2013b; Wiegert & Oertner, 2013). Co ciekawe,
samo skrocenie (a nie skurczenie) kolcow dendrytycznych, przede wszystkim ich szyjki, jest zwigzane z
wzrostem amplitudy uEPSP, tym samym ze wzrostem sity synapsy, jednakze, zmniejszenie szerokos$ci
glowy kolcow, towarzyszace skroceniu kolcow, ktore wskazuje na brak maszynerii gestosci
postsynaptycznej, sugeruje brak stabilnosci kolcéw i1 faktyczng mozliwo$¢ uznania ich za kolce, ktore w
przypadku kategoryzacji, okreslane sg jako kolce cienkie i uznawane sg za kolce przej$ciowe (Holtmaat 1

in., 2005b; Bourne & Harris, 2007b; Araya i in., 2014).
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5.4.4 Wplyw CORT na stabilno$¢ synaps hipokampalnych neuronéw pierwotnych

Rowniez w przypadku pierwotnych hodowli hipokampalnych, postanowiono zestawi¢
zaobserwowane dane morfologiczne z posrednim wskaznikiem obecnos$ci polgczen synaptycznych. Tak
wiec, okreslono poziom PSD95 poprzez analize gestosci punktow biatka PSD95 oraz S$redniej
intensywnosci ich fluorescencji. Nie wykazano wplywu 72-godzinnej inkubacji z 0.25 uM CORT na
gestos¢ punktow PSD95 oraz na ich $rednig intensywno$¢ fluorescencji. I tym razem, nieistotnej, ale
wyraznej tendencji spadkowej w zakresie gestosci kolcow, nie towarzyszyl ubytek potaczen
synaptycznych. Ponownie, analiz¢ przeprowadzono skupiajac si¢ na catym dendrycie, a nie jedynie na
kolcach dendrytycznych, dlatego brak zaobserwowanej r6znicy pomiedzy grupa CORT 0.25 uM, a grupa
DMSO, réwniez mozna wytlumaczy¢ sygnatem PSDO95 znajdujacym sie w dendrycie, ze wzgledu na
obecno$¢ pobudzajacych polaczen synaptycznych, tworzonych w przypadku kultur komorkowych,
rowniez na dendrycie. CzgSciowo zbiezne dane z danymi wtasnymi, dotyczace PSD95, uzyskano w pracy

Tanokashira i in., 2012, gdzie zadne z wykorzystanych stezen CORT (w tym 0.1 i 0.2 pM) z ktérymi

komorki pierwotne inkubowano przez 2 tygodnie, nie wplyngto na catkowity poziom PSD95.

Podsumowujac, przeprowadzone eksperymenty umozliwily wskazanie stezen CORT, ktore wplywaja na gestos¢
oraz zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych, pierwotnych neuronow kortykalnych oraz hipokampalnych.
W pierwszym etapie, scharakteryzowano wplyw réznych stezen CORT na wybrane parametry struktury kolcow,
obserwujac zmiany innego rodzaju w przypadku neurondéw kortykalnych i hipokampalnych. W kolejnym,
sprawdzono jak zaobserwowane zmiany w gestosci i morfologii kolcow, przektadajg si¢ na liczbe potaczen
synaptycznych, mierzong w sposob posredni, poprzez analiz¢ poziomu biatka PSD95. W tym wypadku,
wykazano brak efektow 72-godzinnej inkubacji z 0.25 uM CORT.

Tabela 10. Poré6wnanie zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych, zachodzacych w wyniku dziatania réznych stezen
CORT w hodowlach kortykalnych oraz hipokampalnych.

Pierwotne neurony kortykalne ! Pierwotne neurony hipokampalne
Stezenie CORT

Mierzony parametr CORT 0.25 | CORT 0.50 CORT 1 CORT 0.25 | CORT 0.50 CORT 1
morfologii kolcow uM vs. uM vs. uM vs. uM vs. uM vs. uM vs.
dendrytycznych DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
Gestos¢ kolcow > > ! > > >
Dhugos¢ kolcow — > > ! ! |
Szerokos¢ glowy ! ! !
kolcow ! ! !
Dhugosé
kolcow/szerokos¢ ich 1 0 0 > > >
glow
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5.5 Badanie mechanizmu, posredniczacego w indukowanych przez CORT
zmianach morfologii kolcow dendrytycznych — udzial kinazy plytek
przylegania (FAK)

72-godzinna inkubacja kortykalnych i hipokampalnych hodowli pierwotnych z najnizszym, 0.25
uM stezeniem CORT, skutkowata zmianami morfologicznymi kolcow dendrytycznych, zbieznymi z tymi
uzyskanymi w efekcie dzialania stezen wyzszych. Dodatkowo, w pozostatych eksperymentach, wykazano

brak wptywu najnizszego stezenia CORT na przezywalno$¢ komoérek pierwotnych oraz na zmiany w

morfologii dendrytow, uzyskujac tym samym selektywny wptyw najnizszego wykorzystywanego stezenia

CORT (0.25 uM) na kolce dendrytyczne. W zwigzku z tym, w eksperymentach dotyczacych

zaangazowania bialka FAK w zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych wywotane CORT,

zastosowano jedynie 0.25 pM stezenie CORT. I tak, w pierwszym etapie eksperymentéw, wykorzystujac
inhibitor (Y15) oraz aktywator (ZN27) biatka FAK, sprawdzono, czy istnieje mozliwo$¢, ze za sprawg
manipulacji aktywnoscig FAK, bedzie mozna wptynaé¢ na dzialanie CORT w zakresie morfologii kolcow
dendrytycznych pierwotnych neurondéw kortykalnych oraz hipokampalnych. W naszych eksperymentach,

w pierwszej fazie, sprawdzano jak dziatanie inhibitora Y15 oraz aktywatora ZN27 w ogdle lub w

potaczeniu z CORT, wptynie na badane parametry kolcéw dendrytycznych. Zeby to zrobié, zaraz po

dodaniu CORT, dodawano inhibitor Y15 badZ aktywator ZN27.

5.5.1 Manipulacja aktywnoscia FAK a zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych
wywolane CORT w kortykalnych hodowlach pierwotnych

Zastosowanie inhibitora Y15 doprowadzilo do odtworzenia zmian obserwowanych w efekcie
zastosowania 0.25 uM CORT, w zakresie przecigtnej szerokosci gtow kolcow oraz stosunku dhugosci
kolcow do szerokosci ich gtow. Ponownie wykazano nieistotng tendencje wzrostowa w przypadku
parametru przecig¢tnej dtugosci kolcow dendrytycznych, tym razem zaré6wno po wylacznym zastosowaniu
0.25 uM CORT, jak i w przypadku wylacznego zastosowania Y15 oraz wspdlnych podan 0.25 uM CORT
1 Y15. W przypadku zadnego z mierzonych parametrow, nie wykazano efektow potgczonego dziatania
0.25 uM CORT oraz Y15. Co wigcej, tak jak w przypadku poprzednich eksperymentdéw, nie wykazano
wplywu 0.25 uM CORT na gestos¢ kolcow dendrytycznych. Rowniez inhibitor Y15 nie wptynat na ten
parametr ani nie modulowat efektow dziatania CORT w modelu pierwotnych neuronéw kortykalnych.

Obserwacja, ze zahamowanie aktywnosci biatka FAK, wplywa na zmiany morfologiczne kolcéw
dendrytycznych, w sposoéb podobny do efektu dziatania 0.25 pM CORT, sugeruje potencjalne

zaangazowanie kinazy FAK w dziatanie CORT. Dlatego, w kolejnym kroku sprawdzono czy aktywacja
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biatka FAK, bedzie w stanie przeciwdziata¢ wptywowi 0.25 uM CORT, na zmiany morfologiczne kolcow
dendrytycznych. Zgodnie z przewidywaniami, wykazano wzrost szerokosci gtow kolcow w grupie, gdzie
do 0.25 uM CORT dodano ZN27, wzgledem grupy CORT 0.25 uM. Co wigcej, wykazano istotny spadek
szerokosci gtéw w grupie CORT 0.25 pM wzgledem grupy DMSO, ale analogicznej rdznicy nie
zaobserwowano pomiedzy grupg DMSO, a grupa w ktérej do 0.25 uM CORT dodano ZN27.
Jednoczesnie, sam ZN27 nie mial wplywu na szerokos$¢ gtow kolcow. Podobne efekty dziatania ZN27,
zauwazono w zakresie parametru, ktorym jest stosunek dtugosci kolcow dendrytycznych do szerokosci
ich glow. Dodanie ZN27 do 0.25 uM CORT, przeciwdzialalo obserwowanemu wzrostowi, ktory
wykazano w grupie CORT 0.25 uM, wzgledem grupy DMSO. Nie wykazano wptywu samego ZN27 na
analizowany parametr, a takze, nie zaobserwowano zmian w zakresie gestosci kolcow dendrytycznych,
niezaleznie od analizowanej grupy badawcze;.

Wyniki uzyskane po zastosowaniu aktywatora biatka FAK, potwierdzaja dane uzyskane na skutek
zahamowania aktywno$ci FAK 1 wzmacniaja zaloZzenie o wudziale biatka FAK w zmianach
morfologicznych kolcow dendrytycznych pierwotnych neuronéw kortykalnych.

Warto podkresli¢c wysokg selektywno$¢ czasteczek wykorzystanych w niniejszych badaniach,
stuzacych jak inhibitor oraz aktywator FAK. Wyklucza to mozliwo$¢ aktywacji innych niz FAK biatek,
ktérych struktura jest czesciowo homologiczna z FAK, w tym m.in. biatka PYK2 (ang. proline rich
tyrosine kinase 2)(O’Brien i in., 2014; Hochwald i in., 2016; Q. Wang i in., 2019; Rashmi i in., 2021;
Oncel 1 in., 2021), przynajmniej w przypadku st¢zen inhibitora 1 aktywatora, ktore zastosowano w
badaniach wiasnych.

W pierwszym etapie interpretacji uzyskanych wynikow, warto zwréci¢ uwage na potencjalny
mechanizm, za posrednictwem ktoérego FAK moze wptywa¢ na morfologi¢ kolcéw dendrytycznych
neuronow kortykalnych. Dane wskazujace na zaangazowanie biatka FAK w wydtuzenie kolcow i spadek
szerokosci ich gtow, czyli zmiany analogiczne do tych zaobserwowanych po zastosowaniu CORT w
przypadku neuronow kortykalnych, sa dostepne, ale pochodza z prac przeprowadzonych na komorkach
hipokampalnych, w przypadku ktérych, w badaniach wtasnych, CORT wywotat zmiany innego rodzaju
niz te opisane powyzej (Y. Shi i in., 2009). Niestety, badania dotyczace roli biatkka FAK w zmianach
morfologicznych kolcow, kortykalnych, a nie hipokampalnych komorek neuronalnych, sg nieliczne.
Dlatego, interpretacja potencjalnego zaangazowania FAK w neuronach kortykalnych, musi by¢ oparta na
analizie interakcji FAK z bialkami, ktore opisano jako zaangazowane w proces modyfikacji struktury

kolcow dendrytycznych neuronow kortykalnych.
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Jednym z bialek, ktore jak wykazano, jest czg¢scia mechanizmu prowadzacego do wydtuzenia
kolcéw 1 zmniejszenia ich gldow w komorkach kortykalnych jest N-kadheryna. Zaburzenie adhez;ji
mediowanej przez N-kadheryne, poprzez zastosowanie przeciwciata GC-4, skutkuje wydtuzeniem kolcow
dendrytycznych, a takze wzrostem czesto$ci wystepowania kolcéw o wydtuzonym ksztatcie z wezsza
glowa, czyli o fenotypie obserwowanym w przypadku zastosowania CORT oraz inhibitora FAK (Xie i
in., 2008). Co ciekawe, najprawdopodobniej istnieje obopolna zalezno$¢ pomigdzy N-kadheryna, a
biatkiem FAK. W modelach nie neuronalnych, klasteryzacja N-kadheryn, zwickszajaca adhezje
komorkowa, skutkuje aktywacja integryny B1, co prowadzi do powstania kompleksu kadheryn oraz
integryn, lokalizacji biatka FAK w tym kompleksie i jego autofosforylacji (Lefort 1 in., 2011; Hadjisavva
1 in., 2022). Z kolei zastosowanie siRNA (ang. small interfering RNA) przeciw FAK, skutkuje
zmniejszeniem stabilnosci ztgcz N-kadherynowych, ktore wykazano poprzez obserwacje spadku zaleznej
od N-kadheryn, adhezji pomigdzy komorkami HeLa (Yano 1 in., 2004; Playford i in., 2008). To sugeruje
potencjalny zwigzek pomig¢dzy tymi biatkami réwniez w kontek$cie przebudowy kolcow dendrytycznych.
Zahamowanie fosforylacji biatka FAK, moze w negatywny sposob wplywac na klasteryzacj¢ N-kadheryn
1 skutkowac specyficzng, opisywang powyzej 1 obserwowang w badaniach wiasnych, morfologig kolcow,
ktora z kolei odwraca dziatanie aktywatora FAK. Co ciekawe, swoje dzialanie na kolce dendrytyczne, N-
kadheryny wywieraja poprzez kompleks bialek wplywajacy na biatko RAC1 (ang. Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1), ktdérego zmniejszona aktywnos$¢ jest potaczona z obserwowanym w tych
samych badaniach, specyficznym, wydtuzonym fenotypem morfologicznym kolcéw dendrytycznych.
(Xie 1 in., 2008). Biatko FAK, moze regulowac¢ aktywno$¢ RAC1 poprzez wigzanie z biatkiem p130cas
(Hsia iin., 2003; Deramaudt i in., 2011). Co wiecej, biatko FAK moze regulowa¢ RAC1 réwniez poprzez
fosforylacje paksyliny oraz biatka B-PIX (ang. PAK-interacting exchange factor beta, ARHGEF?7), ktére
funkcjonuje jako GEF (ang. Guanine nucleotide exchanged factor) biatka RAC1 (Vallés i in., 2004;
Brown i in., 2005; Goicoechea 1 in., 2014). Biatko FAK, moze wi¢c aktywowaé biatko RACI i
przypuszczalnie stabilizowa¢ morfologie kolcow w stanie natywnym, bez obserwowanego wydtuzenia 1
zmniejszenia gtow kolcow dendrytycznych, ktore obserwuje si¢ w przypadku zahamowania aktywnos$ci
FAK 1 dziatania CORT, a ktore odwraca aktywacja FAK; potencjalnie wlasnie za sprawa posredniego
dziatania na bialko RACI1. Co ciekawe, w czes$ci badan faktycznie wykazano zwigzek pomiedzy
chronicznym stresem, ktoremu zwykle towarzyszy zaburzenie wydzielania CORT, a RAC1. W jednym z
badan pochodzacych z naszego zaktadu, 14-dniowa ekspozycja na chroniczny stres unieruchomienia,

skutkowala wzrostem poziomu mRNA biatka RAC1 w korze przedczolowej, co mozna interpretowac jako
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mechanizm kompensacji, wynikajacy z potencjalnie obnizonej aktywnosci RACI na skutek chronicznego
stresu (Rafa-Zabtocka i in., 2021). Dodatkowych wskazowek na potencjalne zaangazowanie FAK w
proces stabilizacji morfologii kolcéw dendrytycznych, dostarczaja dane dotyczace kluczowej roli
integryn. Manipulacja poziomem 1-integryny we wczesnej fazie rozwoju, zwigzana byla ze spadkiem
gestosci kolcow grzybkowatych w korze oczodotowo-czotowej oraz w korze przedczotowej (DePoy i in.,
2019; Kietzman 1 in., 2022). Jest to o tyle istotne, Ze integryna B1 sygnalizuje za posrednictwem biatka
FAK, powodujac jego rekrutacje do miejsc adhezji komdrkowej, gdzie dochodzi do autofosforylacji FAK,
wigzania SRC i1 uruchomienia kaskady dalszego przekaznictwa sygnalowego, mogacego prowadzi¢ m.in.
do opisanych powyzej, manipulacji aktywnoscig biatkka RAC1 czy stabilizacji badz destabilizacji N-
kadheryn (Cobb, 1994; Schaller i in., 1994a; Velling i in., 2004). Ostatecznie, nie mozna wykluczy¢, ze
sposob w jaki biatko FAK jest zaangazowane w zmiany morfologiczne kolcoéw dendrytycznych neuronéw
kortykalnych, wywotane CORT, jest zbiezny z tym co obserwowano w badaniach pierwotnych neuronéw
hipokampalnych, gdzie niezaburzona aktywno$¢ biatka FAK, byta kluczowa dla utrzymania dojrzatej
morfologii kolcow dendrytycznych, najpewniej poprzez dziatanie na szlak RhoA-ROCK-LIMK i wptyw
LIMK (ang. LIM domain kinase) na fosforylacje, tym samym aktywnosc¢, kofiliny (Y. Shi i in., 2009).
Wskazowka sugerujaca istnienie opisanego mechanizmu réwniez w przypadku neurondw kortykalnych,
moze by¢ praca, gdzie wykazano znaczenie Eph2B (ang. Ephrin type-B receptor 2), sygnalizujacego
poprzez biatko FAK, dla utrzymania dojrzatej, bardziej stabilnej formy kolcow dendrytycznych neuronéw
kortykalnych (Kayser i in., 2008; R.-X. Zhang 1 in., 2016).

Otwartg kwestig pozostaje pytanie czy CORT wptywa na kolce dendrytyczne za posrednictwem
biatka FAK, czy mechanizm wptywu CORT na kolce, jest od FAK niezalezny. Co wigcej, niewiadoma
pozostaje odpowiedz na pytanie, w jaki sposob CORT wywiera swoje dziatanie na biatko FAK, jezeli
faktycznie oddziatuje za jego posrednictwem. Niestety, brak jest danych wskazujacych na bezposrednie
oddzialywanie miedzy receptorami dla CORT oraz biatkiem FAK, a takze, brak doniesien na temat
regulacji transkrypcji genu PTK?2 przez receptory MR 1 GR. Tak wiec, jezeli procesy wywotane przez
CORT zachodzg za posrednictwem biatka FAK, to dzieje si¢ to w sposéb posredni. Jednym z kandydatéw,
ktory moze taczy¢ sygnat pochodzacy od receptorow dla CORT, z bialkiem FAK, jest biatko SRC.
Dziatanie CORT zwigksza fosforylacje SRC, ktore z kolei wchodzi w interakcj¢ z biatkiem FAK (ktore,
gdy fosforylowane na tyrozynie 397, wykazuje wysokie powinowactwo do biatka SRC)(Thomas 1 in.,
1998; Schaller i in., 1994a; S. Yang i in., 2013). Co wigcej, w jednym z badan, w komoérkach nie

neuronalnych, zaobserwowano wzrost fosforylacji biatka SRC i FAK po zastosowaniu DEX (S. Tan i in.,
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2022). Poszukujac dalej powiazan pomigdzy CORT 1 FAK, nalezy zwroci¢ uwage na BDNF. Jednym z
efektoéw chronicznie podwyzszonego CORT jest spadek poziomu BDNF w korze przedczotowej oraz
spadek poziomu receptora dla BDNF — TrkB, w tej samej strukturze (Kutiyanawalla i in., 2011; Sousa i
in., 2015). Ponadto, dane pochodzace z kortykalnych kultur pierwotnych, wskazuja na spadek w poziomie
fosforylowanych bialek AKT (ang. Protein Kinase B) oraz mTOR (ang. Mechanistic target of rapamycin)
po 48 1 72-godzinnej inkubacji komoérek z CORT (Howell i in., 2011). AKT oraz mTOR sg cz¢scig szlaku
sygnatowego zwigzanego z BDNF 1 TrkB (Takei 1 in., 2004; Xia 1 in., 2004a; F. Zheng i in., 2008; Vitillo
& Kimber, 2017). Aktywno$¢ BDNF jest zwigzana ze stabilizacjg kolcow dendrytycznych, a takze z
sLTP, ktorego wyrazem jest zwigkszona glowa kolca, za§ spadek poziomu BDNF, jest zwigzany z
fenotypem morfologicznym przypominajacym ten obserwowany w badaniach wlasnych (wlacznie z
wydtuzeniem kolcoéw 1 spadkiem szerokosci ich gléw), pojawiajacy si¢ na skutek chronicznego dziatania
CORT (Tanaka 1 in., 2008; Kaneko 1 in., 2012; Kellner 1 in., 2014; Harward 1 in., 2016). Co ciekawe,
BDNF pobudza klasteryzacje Pl-integryn, a kompleksy integryn powstate na skutek indukcji przez
BDNF, ko-lokalizuja z sygnalem FAK (Carlstrom i in., 2011). Co wigcej, BDNF zwigksza poziom biatka
FAK fosforylowanego na tyrozynie 397 oraz 861 (Myers & Gomez, 2011b). Fosforylacja biatka FAK na
tyrozynie 861, zwigksza prawdopodobienstwo interakcji biatka FAK z biatkiem p130cas, co moze w
ostatecznosci skutkowaé aktywacja biatka RAC1 (Y. Lim i in., 2004; Chacén & Fazzari, 2011; Koshman
iin., 2011), ktore stabilizuje morfologie kolcow.

Warto jednak zwroci¢ uwagg, 1z istnieje mozliwos$¢, ze chroniczna inkubacja komorek kortykalnych
z CORT, poprzez wptyw na BDNF oraz TrkB, dziata na RAC1 bez udziatu biatka FAK, poprzez interakcje
biatka TrkB z biatkiem Tiaml (ang. 7-lymphoma invasion and metastasis-inducing protein 1) 1 jego
fosforylacja. Fosforylacja Tiaml zachodzi w komorkach kortykalnych za sprawg TrkB i w przypadku
dziatania CORT i spadku poziomu TrkB, moze by¢ ostabiona (Miyamoto i in., 2006; Lai i in., 2012). Tym
samym, moze odpowiada¢ za obserwowane zmiany w morfologii kolcow dendrytycznych, bedace
efektem obnizonej aktywnosci biatka RACI. Tiam1 jest bowiem bialkiem bgdacym GEF biatka RACI, a
jego fosforylacja na tyrozynie 829 skutkuje zwickszong aktywnoscia biatka RAC1 (Miyamoto i in., 2006).

5.5.2 Wplyw zréznicowanych czasow inkubacji pierwotnych komorek kortykalnych z CORT,
na ekspresj¢ genu PTK?2 oraz poziom bialka FAK

Aby zweryfikowac i1 potwierdzi¢ wplyw CORT na kolce dendrytyczne neuronow kortykalnych,

poprzez potencjalne dziatanie za posrednictwem biatka FAK, w kolejnym eksperymencie sprawdzono,
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czy rozne czasy inkubacji z CORT, wptyng na poziom mRNA genu P7TK?2 oraz na poziom catkowitego i
fosforylowanego biatka FAK.

Jak wskazujg dane, 5-godzinna, 24-godzinna oraz 48-godzinna inkubacja kortykalnych komorek
pierwotnych z 0.25 pM CORT, nie wptywata na poziom mRNA genu PTK2. Wzrost wzglednego poziomu
mRNA PTK2, wykazano za to na skutek 72-godzinnej inkubacji z 0.25 pM CORT.

Wzrost poziomu mRNA genu kodujacego FAK, po 72 godzinach inkubacji kortykalnych komorek
pierwotnych z CORT, mozna odczytywac jako efekt homeostatycznej kompensacji. To wzmacniatoby
hipotezg o zahamowaniu aktywnosci biatka FAK na skutek dzialania CORT i w efekcie, obserwowanymi
w badaniach wtasnych, zmianami morfologicznymi kolcéw dendrytycznych, ktore sa zbiezne z tymi
wywotanymi zahamowaniem aktywnosci FAK. Jezeli efektem zastosowania CORT jest obniZzona
aktywnos$¢ troficzna na skutek spadku poziomu BDNF oraz TrkB, ktore mogag wplywaé na aktywnos¢
FAK, ktore z kolei moze posrednio (poprzez wigzanie z PI3K (ang. phosphoinosite 3-kinase)) regulowac
biatko AKT i mTOR, to spodziewanym efektem koncowym, moglyby by¢ obserwowane zmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych (Akagi 1 in., 2002; Takei i in., 2004; Kumar 1 in., 2005; Henry i
in., 2017). Tym bardziej, ze zwickszona fosforylacja AKT, uzyskana poprzez wyciszenie genu (ang.
knockdown) PTEN (ang. Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten), skutkuje
zwigkszong $rednicg glowy kolcow dendrytycznych (Haws i in., 2014). A nokaut genu kodujacego FAK,
oslabia fosforylacje AKT, ktora przywraca nadekspresja dzikiej formy FAK (Hong i in.,2011). Co wigcej,
konstytutywnie aktywny FAK, zwigksza poziom fosforylowanego PI3K oraz AKT, a efekt przeciwny
obserwuje si¢ na skutek zastosowania dominujaco negatywnej formy FAK (Xia i in., 2004b).

W ten sposdb, wzrost mRNA genu PTK2 moze by¢ kompensacyjny z dwoch powodow, jeden z nich
to wywolana CORT, oslabiona klasteryzacja integryn, b¢daca efektem zmian w sygnalizacji BDNF i
skutkujaca zmniejszong stabilizacja synaps, miedzy innymi za sprawg zaburzonej aktywnosci FAK. Drugi
z nich moéglby by¢ zwigzany z rolg FAK jako biatka mogacego przywroci¢ wiasciwg aktywnos¢ szlaku
PI3K-AKT, ktorego zaburzenie moze wynika¢ z pojawiajacej si¢ na skutek DEX, badZz chronicznego
stresu, zwigkszonego poziomu fosfatazy PTEN w korze przedczolowej, ktora defosforyluje PIP3 (ang.
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) do PIP2 (ang. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), czym
posrednio ogranicza réwniez fosforylacje AKT (Maehama & Dixon, 1998; Howell i in., 2011; X.-Q.
Wang i in., 2021). Nalezy jednak pamigtac, ze wzrost transkryptu nie jest rOwnoznaczny ze zwigkszong
aktywno$cig i nie musi si¢ przektada¢ na zwigkszony poziom fosforylowanego biatka, a tym samym, na

skuteczng kompensacje. Co wigcej, na skutek alternatywnego skladania, z mRNA genu PTK2, moze
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powstawa¢ wariant FRNK, ktory wykazuje antagonistyczne dzialanie wobec FAK. To jednak wyklucza
sonda uzyta w przypadku badan wtasnych, aczaca si¢ do m.in. egzonow 21 i1 22, ktéorych brak w
przypadku transkryptu FRNK, wskazujac na wykryta obecno§¢ mRNA kodujacego FAK, a nie FRNK
(Armendariz i in., 2014Db).

W przypadku poziom calkowitego oraz fosforylowanego FAK, wykazano brak zmian, zaréwno po
48, jak 1 72 godzinach inkubacji pierwotnych hodowli kortykalnych z 0.25 pM CORT. Nalezy podkresli¢,
ze zaobserwowano tendencje wzrostowg w poziomie catkowitego FAK po 72 godzinach dziatania CORT,
ale okazala si¢ ona nieistotna statystycznie. Brak zmian mozna interpretowaé jako pozostajacy w
sprzeczno$ci z wczesniej zaobserwowanymi danymi pochodzacymi z eksperymentow z uzyciem
inhibitora oraz aktywatora FAK, a takze z hipoteza o zaangazowaniu FAK w zmiany morfologiczne
kolcéw dendrytycznych, wywotane CORT. Jednakze, nie mozna wykluczy¢ zmian w poziomie FAK,
ktore pojawity si¢ wczesniej niz badane punkty czasowe. Co wigcej, nie mozna wykluczy¢ lokalnych, np.
synaptycznych zmian w poziomie biatka FAK, ktére rowniez nie byly badane. Ostatecznie, nie mozna
wykluczy¢ opcji, w przypadku ktorej CORT oddzialuje na kolce dendrytyczne, za posrednictwem
mechanizméw niezwigzanych z sygnalizacja zalezng od biatlka FAK. Czemu jednak mozna
przeciwdziata¢, zwigkszajac fosforylacje biatka FAK, w warunkach obecno$ci CORT. Co wigcej, brak
zmian w poziomie biatka nie wyklucza, ze sygnat wywotany przez CORT przechodzi przez FAK, ktorego
rola jako biatka adaptorowego jest znana (Sieg i in., 2000b; Armendariz i in., 2014b; Srikanth i in., 2018).
By¢ moze FAK jest jednym z elementow nie bedacych podstawowym celem dzialania CORT, ktory
wplywa na inne biatka, bedace elementami szlaku znajdujacymi si¢ powyzej biatka FAK, ktore
sygnalizujg za posrednictwem biatka FAK. W takim przypadku, rola FAK moze polega¢ np. na
integrowaniu sygnaty z r6znych zrédel w odpowiednim miejscu komorki.

Brak korelacji pomigdzy zmianami w poziomie mRNA i1 w poziomie biatka, mozna wyjasni¢ na co
najmniej dwa sposoby. Po pierwsze, zmiana w poziomie mRNA nie musi skutkowa¢ zmiang poziomu
biatka, ze wzgledu na np. potencjalnie zwigkszong degradacje mRNA, dziatanie microRNA (ang. micro
ribonucleic acid) czy ostabienie procesu translacji (m.in. przez dziatanie CORT na biatko REDDI i
hamowanie kompleksu mTORCT1) (Grange i in., 1994; Crisafulli i in., 2018). Po drugie, wzgledny poziom
mRNA oraz wzgledny poziom bialka, mierzono w badaniach wiasnych po 72 godzinach inkubacji
komorek z CORT. Istnieje mozliwos$¢, ze wzrost poziomu biatka, ktory wspieratby hipoteze kompensacji,
zaobserwowano by dopiero po czasie dluzszym niz 72 godziny np. ze wzgledu na tempo procesu

translacji. Tym bardziej, ze juz w przypadku 72 godzin inkubacji komdrek pierwotnych z CORT,
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obserwowana jest niewielka tendencja wzrostowa w poziomie biatka. Warto rowniez zwrdci¢ uwage, na
wielo$¢ izoform biatka FAK znajdujacych sie w mézgowiu, z ktorych czg¢s¢ jest zlokalizowana w synapsie
(Armendariz i in., 2014b). Wzrost w przypadku tylko ktérej$ konkretniej izoformy, mogiby by¢, ze
wzgledu na brak odpowiednich technik badawczych (np. przeciwcial) oraz potencjalnie spodziewang

tagodng zmiang, niemozliwy do wykrycia.

Podsumowujac, przedstawione wyniki sugeruja zaangazowanie biatka FAK w zmiany morfologiczne kolcow
dendrytycznych pierwotnych neuronéw kortykalnych, wywotane dlugotrwale podniesionym poziomem CORT.
Zahamowanie fosforylacji FAK, za sprawg inhibitora Y15, nasladowato zmiany zachodzace za sprawa CORT,
co moze by¢ wskazowka, ze podobny efekt, w postaci zahamowania fosforylacji FAK, moze by¢ skutkiem
dziatania CORT. Tym bardziej, ze aktywacja biatka FAK za sprawg ZN27, przeciwdziatata wptywowi CORT na
kolce dendrytyczne. Jednakze, ze wzgledu na brak zmian w poziomie biatka, dane pochodzace z manipulacji
aktywnoscig FAK, nie sg wystarczajace by jednoznacznie wesprze¢ postawiong hipotezg.

5.5.3 Manipulacja aktywnoscia FAK a zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych
wywolane CORT w hipokampalnych hodowlach pierwotnych

Inaczej niz w przypadku pierwotnych neuronéw kortykalnych, inhibitor FAK — Y15, nie
doprowadzit do odtworzenia zmian w zakresie przeci¢tnej dtugosci kolcéw oraz szerokosci gtow kolcow
dendrytycznych, ktore zachodza za sprawa 72-godzinnej inkubacji hipokampalnych hodowli pierwotnych
z 0.25 uM CORT. Co wigcej, nie wykazano efektow Y15 dodanego do 0.25 uM CORT. Tak jak w
poprzednich eksperymentach, nie wykazano wptywu CORT na gestos¢ kolcow dendrytycznych oraz
bezskalowy parametr jakim byt stosunek dlugosci kolcow do szerokosci ich gléw. Podobnie, nie
wykazano wplywu Y15 na oba te parametry.

W kolejnym etapie, sprawdzono wplyw aktywatora FAK — ZN27. Nie zaobserwowano wplywu
aktywatora ZN27 na dlugos$¢ kolcow dendrytycznych. Roznica, ktorg wykazano pomigdzy grupa DMSO,
a grupg CORT 0.25 uM, utrzymata si¢ rowniez w przypadku poréwnania grupy ZN27, z grupa, gdzie
ZN27 podawano razem z 0.25 uM CORT. Co ciekawe, spadek w przecietnej szerokosci gtowy kolcow,
ktory zostat spowodowany za sprawg 0.25 uM CORT, zostal zniwelowany za sprawg dodania ZN27 do
0.25 uM CORT. Tak wigc, ZN27 nie zapobiegl zmianie wywolanej przez 0.25 pM CORT w zakresie
dhugosci kolcéw dendrytycznych, natomiast przeciwdziatat zmniejszeniu przecigtnej szerokosci gtow
kolcoéw, wywotanej przez CORT.

Uzyskane dane nasuwaja przypuszczenie o braku wudzialu kinazy FAK, w zmianach

morfologicznych kolcow dendrytycznych wywotanych CORT, w hipokampalnych neuronach
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pierwotnych. Hamowanie fosforylacji FAK nie wywotato zmian jakie pojawiaja si¢ na skutek dziatania
CORT, a zastosowanie aktywatora biatka FAK, wptyneto jedynie na parametr jakim byta szerokos¢ glowy
kolcow. Co ciekawe, dotychczas przeprowadzone badania, wskazuja bialko FAK jako istotne dla
morfologii hipokampalnych kolcow dendrytycznych. Biatko FAK jest zaangazowane w dojrzewanie
kolcow dendrytycznych pierwotnych neuronéw hipokampalnych, ktére wigze si¢ z ich skrdceniem
(Moeller 1 in., 2006b). Jednoczesnie, inne dane wskazuja, ze zmniejszona aktywno$¢ Pl-integryny,
skutkuje zmniejszong fosforylacja m.in. biatka FAK, co zwigzane jest ze spadkiem dlugosci kolcow
dendrytycznych oraz ze spadkiem czg¢stotliwosci wystepowania kolcéw grzybkowatych. Jednakze, efekt
ten nie moze by¢ analizowany jedynie w kontekscie dzialania biatka FAK, jako Ze zaobserwowano
réwniez spadek fosforylacji innych biatek, w tym biatka PYK2 oraz p130cas (Bourgin i in., 2007). Tym
bardziej, ze nokaut samego genu kodujacego biatko FAK w neuronach hipokampalnych, skutkowat
wydtuzeniem, a nie skroceniem kolcow dendrytycznych. Dodatkowo, na skutek nokautu obserwowano
spadek przecietnej wielkosci gtoéw kolcow dendrytycznych. W tym samym badaniu, nadeskpresja dzikiej
badz konstytutywnie aktywnej formy biatka FAK, cofata owe zmiany (Y. Shi i in., 2009).

Szczegoblnie ostatnie z opisanych powyzej badan, wzmacnia teze, ze biatko FAK jest istotne dla
utrzymania dojrzatej, skroconej morfologii kolcéw dendrytycznych neuronéw hipokampalnych. A jezeli
tak, to mozna przypuszczaé, ze w przypadku zmniejszonej aktywnos$ci biatka FAK, wynikajacej z
dziatania CORT, dosztoby do wydtuzenia kolcéw dendrytycznych, co jednak nie bylo obserwowane w
badaniach wilasnych. Idgc dalej, hipotetycznie, nadmierna aktywnos¢ FAK, ktéra potencjalnie réwniez
moglaby by¢ wywotana przez CORT, skutkowataby skroceniem kolcéw dendrytycznych, ktére mimo, ze
obserwowane w badaniach wtasnych, nie byto normalizowane przez dziatanie inhibitora Y15. Wydaje si¢
wigc, ze zmiany morfologiczne kolcow dendrytycznych zachodzacych za sprawg CORT, sg niezalezne od
biatka FAK. Przedstawione dane bgdace efektem zastosowania inhibitora oraz aktywatora, nie sg jednak
rozstrzygajace 1 nie mozna wykluczy¢ mozliwosci, w ktorej CORT faktycznie dziata za posrednictwem
FAK, na co jednak uzyskane na tym etapie wyniki nie wskazujg. Warto zaznaczy¢, ze zastosowany w
badaniach wiasnych inhibitor Y15, nie doprowadzit do wydtuzenia kolcéw oraz zmniejszenia ich gtowy,
co jest efektem nokautu genu PTK2 (Y. Shi i in., 2009). Aktywator biatka FAK — ZN27, przeciwdziatat
zmianom w zakresie szerokosci gtowy kolcow, co z kolei jest w zgodzie z rolg jaka biatko FAK odgrywa
w przypadku indukcji LTP, ktéra powoduje fosforylacje biatka FAK. Co wigcej, transfekcja komorek
hipokampalnych nieaktywna formg FAK powoduje ostabienie LTP, natomiast nadekspresja formy
konstytutywnie aktywnej, obniza prog generacji LTP komorek zakretu zebatego hipokampa (Y. C. Yang
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1 in., 2003b). LTP jest powigzane ze wzrostem glowy kolcow dendrytycznych, tak wigc, zwigkszenie
aktywnosci FAK, moze prowadzi¢ do niespecyficznego (tj. niezwigzanego z CORT) wzrostu glowy
kolcow dendrytycznych, przy jednoczesnym braku wptywu na ich dtugos¢.

Dane morfologiczne przedstawiajace skrocenie kolcow oraz spadek szerokosci glow kolcow
dendrytycznych, zachodzace na skutek CORT, sg zbiezne z rezultatami pochodzacymi z literatury
przedmiotu. W jednej z takich prac, 2 tygodniowa ekspozycja hipokampalnych neurondéw pierwotnych na
CORT, skutkowata spadkiem odsetka kolcow z wigksza gtowa oraz wzrostem odsetka kolcow cienkich,
ktérych morfologia odzwierciedla zmiany obserwowane w badaniach wlasnych. W tej samej pracy,
wykazano rozregulowanie filamentow aktynowych za sprawg CORT, odpowiadajace za zmiany w
strukturze kolcow oraz wskazano na istotne znaczenie biatka caldesmon (biatko wigzace kalmoduline oraz
filamenty aktynowe) w opisanym powyzej procesie (Tanokashira i in., 2012). Co ciekawe, zmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych zachodzace za sprawg CORT w pierwotnych neuronach
hipokampalnych, najpewniej réwniez sa powigzane z zaburzeniami aktywnosci BDNF. Wykazano
bowiem, ze 24-godzinna inkubacja komoérek z DEX, prowadzi do zmniejszonego wzrostu poziomu biatek
synaptycznych wywotanego BDNF, ktérych pojawienie si¢ jest istotne dla rozwoju maszynerii ggstosci
synaptycznej, kluczowej dla utrzymania polaczenia synaptycznego (Kumamaru i in., 2008).

55.4 Wplyw zréznicowanych czasow inkubacji pierwotnych komodrek hipokampalnych z
CORT, na ekspresje genu PTK?2 oraz poziom bialka FAK

W kolejnym etapie, rowniez w przypadku pierwotnych hodowli hipokampalnych, sprawdzono, czy
CORT wptywa na wzgledny poziom mRNA genu P7K2 oraz wzglgdny poziom catkowitego oraz
fosforylowanego FAK, po réznych czasach inkubacji z 0.25 uM CORT.

Zgodnie z przedstawionymi danymi ani 48-godzinna ani 72-godzinna inkubacja hipokampalnych
komorek pierwotnych z 0.25 uM CORT, nie wplywata na poziom mRNA genu PTK2. W zwiazku z
brakiem zmian w dwoch badanych czasach, nie okreslano wptywu 0.25 uM CORT na wzgledny poziom
mRNA po 5 i 24-godzinnej inkubacji. Podobnie, wykazano brak zmian w poziomie catkowitego oraz
fosforylowanego FAK, zarowno po 48 jak 1 72 godzinach inkubacji pierwotnych hodowli hipokampalnych
z 0.25 uM CORT. Brak zmian mozna uzna¢ za kolejng wskazowke §wiadczacg o braku zaangazowaniu
biatka FAK w zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych neuronéw hipokampalnych. Nalezy jednak
mie¢ na uwadze, ze brak zmian zarowno w poziomie transkryptu jak i calkowitego oraz fosforylowanego
biatka, nawet w polaczeniu z danymi uzyskanymi za sprawg inhibitora oraz aktywatora FAK, nie jest

jednoznacznym dowodem na brak zaangazowania FAK w proces zmian morfologicznych wywotanych
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CORT. Podobnie jak opisywano to w przypadku interpretacji wynikow uzyskanych dla komorek
kortykalnych, celem dzialania CORT moga by¢ elementy szlakow sygnatowych, ktore sg zwigzane z
biatkiem FAK, a rola FAK polega na integrowaniu sygnatu z réznych zrédel, co w przypadku
potencjalnych zaklocen tego procesu, niekoniecznie bedzie powigzane ze zmianami w poziomie

catkowitego badz fosforylowanego FAK.

Podsumowujac, wykazano brak wptywu inhibicji FAK przez Y15. Roznice, ktore zaobserwowano na skutek
dziatania CORT, w zakresie dlugosci kolcow oraz szerokosci ich gtow, nie byty modyfikowane przez hamowanie
FAK. Wykazano wplyw aktywacji FAK (za sprawa aktywatora ZN27), ktora przeciwdziatata indukowanemu
przez CORT zmnigjszeniu szerokosci gtéw kolcow. Nie zaobserwowano zmian we wzglednym poziomie mRNA
genu PTK2. Ponadto, nie wykazano wptywu CORT na poziom catkowitego i fosforylowanego FAK. Tym
samym, uzyskane dane sugeruja brak zaangazowania biatka FAK w zmiany morfologiczne kolcow

dendrytycznych pierwotnych neuronéw hipokampalnych, wywotane dziataniem CORT.

5.6 Badanie wplywu CORT i zr6znicowanych czasow inkubacji kortykalnych i
hipokampalnych hodowli pierwotnych z CORT, na poziom mRNA genow
kodujacych bialka zwigzane z plastycznoscia synaptyczng i/lub wchodzace w
interakcje z bialkiem FAK

W ostatnim etapie badan, sprawdzono wpltyw inkubacji kortykalnych oraz hipokampalnych
komorek pierwotnych z 0.25 uM CORT, na zmiany w poziomie mRNA gendéw kodujacych biatka znane

z zaangazowania w procesy morfologiczne kolcéw dendrytycznych, a takze, bedace czescig szlaku

sygnatowego zwigzanego z biatkiem FAK. Badania przeprowadzono po 72 godzinach inkubacji z 0.25

puM stezeniem CORT oraz w przypadku zaobserwowania zmian we wzglednym poziomie mRNA wielu

genow, rowniez po 48 godzinach. Celem badania efektow dwoch réznych czasow inkubacji z CORT, byto
wskazanie pierwszego momentu, w ktérym pojawiajg si¢ obserwowane zmiany.

5.6.1 Wplyw CORT na poziom mRNA genow kodujacych bialka zwigzane z plastycznoscia

synaptyczng i/lub wchodzace w interakcje¢ z bialkiem FAK w kortykalnych neuronach
pierwotnych

72-godzinna inkubacja kortykalnych hodowli z CORT, spowodowata wzrost wzglednego poziomu
mRNA gendw mTOR, PTK2B, SRC oraz ARHGAP26. Ponadto, zauwazono nieistotng statystycznie
tendencj¢ wzrostowa w przypadku genu BCARI, ARHGEF28 i RACI oraz nieistotng statystycznie
tendencj¢ spadkowa w przypadku genu RAP1b. Badanie przeprowadzone po 48 godzinach inkubacji z
CORT, w ktorym testowano wzgledny poziom mRNA gendow, ktore ulegly zmianie badz wykazywaty
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tendencj¢ po 72 godzinach dziatania CORT, wskazalo, Ze zadna ze zmian zaobserwowanych po 72
godzinach, nie pojawila si¢ po 48 godzinach inkubacji z CORT. Jednakze, zaobserwowano nieistotne
tendencje wzrostowe w zakresie genow mTOR oraz ARHGEF2S.

Fakt pojawienia si¢ zmian po 72, a nie 48 godzinach inkubacji kortykalnych hodowli pierwotnych
z CORT, wzmacnia hipotez¢ o zachodzeniu proceséw kompensacji. Tym bardziej, ze geny, ktorych
poziom mRNA ulegl zmianie na skutek dziatania CORT, koduja biatka faktycznie zaangazowane w
zmiany morfologiczne kolcéw dendrytycznych. W przypadku mTOR, wzrost we wzglednym poziomie
mRNA na skutek 72-godzinnej inkubacji pierwotnych komorek kortykalnych z CORT, moze by¢ efektem
sprzezenia zwrotnego, pojawiajacego si¢ w wyniku spadku poziomu biatka mTOR, ktory zachodzi na
skutek 72-godzinnej inkubacji komorek kortykalnych z CORT (Howell i in., 2011). Kolejny gen, ktérego
ekspresja ulegata zmianie to PTK2B. Jest to gen kodujacy biatko PYK2, wykazujace wysoka homologi¢
z biatkiem FAK. PYK2 jest zaangazowany w zmiany morfologiczne kolcow, a nokaut genu kodujacego
PYK?2, powoduje wzrost odsetka kolcéw z krotsza szyjka oraz wezsza gtowa w hipokampalnych
neuronach pierwotnych (J. Zheng i in., 2022). W zwigzku z rolg PYK2 jako biatka wchodzacego w
interakcje z jonami wapnia, zwiekszony poziom mRNA genu PTK2B, moze by¢ odpowiedzig na
zwiekszony, wewnatrzkomorkowy poziom jondow Ca?" obserwowany w pierwotnych neuronach
kortykalnych, rowniez potencjalnie bedacy homeostatyczng kompensacja spadku sygnatu wapniowego,
ktory obserwuje si¢ na skutek dlugotrwatego dziatania CORT (Momin i in., 2022; Wan i in., 2024). Co
wiecej, w promotorze PTK2B znajduje si¢ sekwencja GRE, a ostry stres oraz podanie DEX, powoduja
zwickszong ekspresje genu PTK2B. Tak wiec, wzrost wzglednego poziomu mRNA w badaniach
wlasnych, moze by¢ efektem podznej odpowiedzi genomowej wywotanej CORT (Frahm i in., 2018;
Mifsud i in., 2021b). Co ciekawe, w kontekscie hipotezy kompensacji, znaczenie moze mie¢ rowniez
wzrost wzglednego poziomu mRNA genu SRC. Zaréwno PYK2 jak i SRC, wchodzg w interakcje z
biatkiem FAK, bedac efektorami przyczyniajagcymi si¢ do wplywu na takie biatka jak m.in. PI3K oraz
AKT, ktorych aktywno$¢ jest zmniejszona na skutek dtugotrwatego dzialania podniesionego poziomu
CORT (C.-S. Shi & Kehrl, 2001; Akagi i in., 2002; Brown i in., 2005). Ciekawym wynikiem jest rOwniez
wzrost poziomu mRNA genu ARHGAP26, ktory koduje biatko GRAF. GRAF przys$piesza hydrolize GTP
(ang. Guanosine-5'-triphosphate) do GDP (ang. Guanosine-5'"-diphosphate), prowadzac w efekcie do
wygaszenia sygnatlu bialek RhoA oraz CDC42 (Hildebrand 1 in., 1996; J. M. Taylor 1 in., 1998).
Zwigkszona aktywnos¢ biatka RhoA, skutkuje zwigkszong eliminacja kolcow dendrytycznych, ktora byta

obserwowana w badaniach skrawkow kory czotowej (Gourley i in., 2013b). Tendencja spadkowa w
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zakresie gestosci kolcoOw dendrytycznych, byta obserwowana w badaniach wlasnych, co moze wskazywac
na zwigkszong aktywnos¢ RhoA wywotang CORT i sprzgzeniem zwrotnym, polegajacym na zwigkszonej
transkrypcji genu ARHGAP26. Obraz dotyczacy hipotezy kompensacji oraz zaangazowania biatka FAK,
dopetniaja wyniki wskazujace tendencje wzrostowa dla genow BCARI oraz RACI. Wigzanie biatka FAK
do biatka p130cas, kodowanego przez gen BCARI, moze skutkowaé zwigkszong aktywnoscia biatka
RACI, ktore jest jednym z kluczowych biatek, istotnych dla zachowania stabilnej morfologii kolcéw
(Tashiro & Yuste, 2004; Cahill i in., 2009; Chacon & Fazzari, 2011; Koshman i in., 2011; Saneyoshi i in.,
2019). Tendencja wzrostowa w poziomie mRNA genu RACI, podobnie jak genu BCARI, moze by¢
odpowiedzig na zmniejszong aktywnos¢ tych biatek badz biatek bedacych czgscig szlaku RAC1 i p130cas,
na skutek 72-godzinnej inkubacji z CORT.

5.6.2 Wplyw CORT na poziom mRNA genow kodujacych bialka zwiazane z plastycznoscia
synaptyczng i/lub wchodzace w interakcje z bialkiem FAK w hipokampalnych
neuronach pierwotnych

72-godzinna inkubacja komoérek z 0.25 uM CORT, spowodowala wzrost wzglednego poziomu
mRNA genu ARHGAP26 oraz genu ROCKI. Dodatkowo, zaobserwowano nieistotng tendencje
wzrostowg w przypadku genow MAPK I oraz ARHGEF28. Zaobserwowane zmiany sugeruja zachodzaca
regulacje dzialania osi RhoA-ROCK. Zaréowno gen ARHGAP26 jak i ARHGEF28, koduja biatka
regulujace aktywnos¢ RhoA, za$ gen ROCKI, koduje serynowo-treoninowa kinaze ROCKI, bedaca
gléwnym efektorem biatka RhoA. Zwigkszona aktywno§¢ RhoA, w przypadku kolcow dendrytycznych
hipokampa, réwniez prowadzi do ich zmniejszonej ggstosci, ktora co ciekawe, poprzedza retrakcja i
kurczenie kolcow (obserwowane w badaniach wtasnych)(Elia 1 in., 2006; Schubert i in., 2006). Tendencja
wzrostowa w zakresie genu MAPKI, ktory koduje biatko ERK2, dodatkowo wzmacnia hipotezg o
regulacji osi zaleznej od biatka RhoA. Biatko ERK2 (ang. Extracellular signal-regulated kinase 2),
poprzez fosforylacj¢ biatka GEF-H1 (ang. Guanine nucleotide exchange factor HI), moze bowiem
wptywac na aktywnos¢ RhoA (M.-G. Kang i in., 2009; Waheed 1 in., 2010).

Podsumowujac, dane pozyskane z pomiarow wptywu dtugotrwatej inkubacji z podniesionym poziomem CORT
na ekspresje genow w kortykalnych i hipokampalnych komoérkach pierwotnych, wskazuja na zmiany w szeregu
genow (szczegodlnie w przypadku komorek kortykalnych), ktore koduja biatka zaangazowane w procesy zmian
morfologicznych kolcéw dendrytycznych. W przypadku komorek kortykalnych, obserwowane zmiany zachodza
po 72, ale nie po 48 godzinach, co moze wskazywaé na procesy kompensacyjne, wywotane inkubacja komorek
z 0.25 uM CORT. W przypadku komorek hipokampalnych, zaobserwowano znacznie mniej zmian niz w

przypadku komorek kortykalnych, ktore jednak, tak jak w przypadku komorek kortykalnych, pojawity si¢ na
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skutek 72-godzinnej inkubacji komorek z 0.25 uM CORT. Zmiany te zwigzane byly z genami kodujacymi biatka
zwigzane z dziataniem osi RhoA-ROCK.

5.7 Podsumowanie i wnioski

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej, potwierdzajg zatozenie, ze dtugotrwale
podniesiony poziom CORT, indukuje zmiany w strukturze kolcéw dendrytycznych kortykalnych oraz
hipokampalnych neuronéw pierwotnych. Zastosowana w niniejszej rozprawie ocena struktury kolcow
dendrytycznych, oparta na analizie okreslonych parametréw morfologicznych, umozliwita uzyskanie
nowych danych na temat zmian jakie zachodza w skutek dziatania CORT w kortykalnych oraz
hipokampalnych neuronach pierwotnych. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze przynajmniej w przypadku
pierwotnych neuronow kortykalnych, wyniki badan zawarte w dysertacji, po raz pierwszy pokazaty jakie
specyficzne parametry morfologii kolcow dendrytycznych, ulegaja zmianie w wyniku chronicznego
dzialania CORT. Ponadto, wykazano, ze zmiany obserwowane w przypadku kolcow dendrytycznych
neurondéw kortykalnych, sg rézne od zmian obserwowanych w hodowlach hipokampalnych.

W kolejnych etapach pracy badawczej, wykazano zaangazowanie biatka FAK w zmiany
morfologiczne kolcow dendrytycznych neuronow kortykalnych oraz hipokampalnych, nie tylko te, ktore
zachodzg za sprawa CORT, ale réwniez te wywolane poprzez manipulacje aktywnoscia biatka FAK, w
warunkach pozbawionych CORT. W niniejszej rozprawie, po raz pierwszy pokazano jakie parametry
struktury kolcow ulegaja zmianie w wyniku manipulacji aktywnoscig biatlka FAK w neuronach
kortykalnych 1 hipokampalnych. Ponadto, po raz pierwszy wykazano, ze za sprawa manipulacji
aktywnoscig FAK, mozliwe jest przeciwdziatanie efektom jakie dtugotrwale podniesiony poziom CORT,
wywiera na wybrane parametry morfologiczne kolcow dendrytyczny pierwotnych neurondéw
kortykalnych i hipokampalnych.

Opisane powyzej rezultaty, tacznie z tymi, ktore dotyczyty charakteryzacji zastosowanego uktadu
eksperymentalnego (tj. wptywu CORT na przezywalno$¢ komorek, podstawowe aspekty sygnalizacji
glikokortykoidowej oraz ogo6lng morfologi¢ neuronéw) moga by¢ uzyteczne w kontekscie tworzenia
izolowanych systemow opartych na komoérkach pierwotnych. Takie systemy, moglyby by¢ przeznaczone
do badania mechanizméw zmian morfologicznych kolcow dendrytycznych zwigzanych z np.
chronicznym stresem, choroba Cushinga badz leczeniem steroidowym, w celu m.in. poszukiwania

farmakologicznej terapii probleméw poznawczych, wspolwystepujacych z chronicznym stresem i
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chorobg Cushinga. Nalezy jednak mie¢ na uwadze liczne ograniczenia takiego uktadu eksperymentalnego,

ktory pozbawiony jest ztozonosci mézgowia, a takze m.in. rytmicznych oscylacji wydzielania CORT.

5.7.1

Whioski

Whnioski wynikajagce z badan wpltywu diugotrwale podniesionego poziomu CORT na hodowle

kortykalnych 1 hipokampalnych komorek pierwotnych, jakie wykazano w niniejszej pracy, przedstawiajg

si¢ nastgpujaco:

1. Dlugotrwate (72-godzinna) dzialanie podwyzszonego poziomu CORT na kortykalne oraz

hipokampalne komorki pierwotne, skutkuje:

a)

b)

d)

wplywa na podstawowa sygnalizacj¢ glikokortykoidowa, badang poprzez analize ekspresji genow
FKBPS5 oraz NR3C1. Wplyw ten jest zroznicowany zaleznie od badanego genu, zastosowanych
stezen CORT oraz od rodzaju hodowli (kortykalna lub hipokampalna). W przypadku obu rodzajow
hodowli, 0.25 uM stezenie CORT 1 stezenia wyzsze, wywolujg wzrost poziomu mRNA genu
FKBP5, co $wiadczy o odpowiedzi komoérek pierwotnych na dziatanie CORT.

wplywa na przezywalno$¢ pierwotnych hodowli komoérkowych. 1 uM stezenie CORT istotnie
zmniejsza przezywalno$¢, wytacznie w hodowlach hipokampalnych. 0.25 uM stezenie CORT nie

ma dzialania cytotoksycznego, niezaleznie od rodzaju hodowli.

wplywa na ogolna morfologi¢ neuronéw pierwotnych. CORT modyfikuje morfologi¢ neuronow
pierwotnych, zaleznie od zastosowanych stezen. Stezenia CORT wyzsze niz 0.25 pM prowadza
do zubozenia drzewa dendrytycznego w obu typach hodowli. 0.25 uM stezenie CORT nie wptywa

na 0gdlng morfologi¢ neurondw pierwotnych, niezaleznie od typu hodowli.

wpltywa na morfologi¢ kolcow dendrytycznych. CORT modyfikuje morfologie¢ kolcow
dendrytycznych neuronéow pierwotnych w sposob zalezny od rodzaju hodowli, powodujac
skrocenie kolcow w neuronach hipokampalnych 1 wydluzenie w neuronach kortykalnych.
Dodatkowo, w obu rodzajach hodowli, CORT prowadzi do zmniejszenia szerokosci gtéw kolcow.
Wielkos¢ efektu w obu rodzajach hodowli jest podobna, niezaleznie od stezenia CORT. 0.25 uM
stezenie CORT, ktore nie ma dzialania cytotoksycznego i1 nie wpltywa na ogo6lng morfologie¢
neurondw, prowadzi do zmian morfologicznych kolcow, ktére sa analogiczne do tych

obserwowanych w wyniku dziatania st¢zen wyzszych.
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e) nie wplywa na gestos¢ potaczen synaptycznych. Eksperymentalnie zidentyfikowane 0.25 pM
stezenie CORT, ktore mimo braku dzialania cytotoksycznego i braku wptywu na ogdlng
morfologi¢ neuronéw, prowadzi do zmian w morfologii kolcéw dendrytycznych, nie wptywa na

poziom PSD95, bedacy posrednim wskaznikiem stabilno$ci potaczen synaptycznych.

. Manipulacja aktywno$cig biatka FAK, nasladuje wptyw 0.25 uM CORT na struktur¢ kolcow
dendrytycznych neuronéw kortykalnych, badz mu przeciwdziatala, zaleznie od rodzaju
zastosowanego oddziatywania eksperymentalnego (zahamowanie badz zwickszenie aktywnosci
FAK). W przypadku kolcéw dendrytycznych pierwotnych neuronow hipokampalnych, efekty
wykazuje jedynie aktywacja bialtka FAK, ktora przeciwdziata wptywowi 0.25 puM CORT na

przecigtng szerokos¢ gtowy kolca.

72-godzinna inkubacja komorek kortykalnych z 0.25 uM stezeniem CORT wptywa na wzgledny
poziom mRNA genu PTK2 (kodujacego biatko FAK), powodujac jego wzrost. Czasy inkubacji
komorek kortykalnych z CORT, krotsze niz 72 godziny, w tym inkubacje 5-godzinna, 24-godzinna i
48-godzinna, nie wplywaja na poziom mRNA genu PTK?2. 0.25 uM stezenie CORT nie wptywa na
poziom mRNA genu PTK2 w pierwotnych hodowlach hipokampalnych, niezaleznie od czasu

inkubacji komoérek z CORT.

0.25 uM stezenie CORT nie wplywa na zmiany w poziomie catkowitego oraz fosforylowanego FAK,
niezaleznie od zastosowanych czaséw inkubacji z CORT (48 godzin i 72 godziny) oraz rodzaju

hodowli.

0.25 uM stezenie CORT wplywa na ekspresje genéw kodujacych biatka zwigzane z plastyczno$cia
synaptyczng oraz zwigzane z sygnalizacja zalezng od biatka FAK, gtéwnie w hodowlach kortykalnych
1 w znacznie mniejszym stopniu, hodowlach hipokampalnych. Zmiany w ekspresji genow w obu tych
hodowlach, zachodzg w wyniku dziatania 72-godzinnej, a nie 48-godzinnej stymulacji komoérek z

CORT.
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