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Streszczenie

W ostatnim czasie identyfikuje si¢ coraz wigcej przypadkoéw neuropatii a-11 spektrynozaleznych.
Poczatkowo mutacje w genie SPTANL kodujacym a-11 spekiryn¢ wigzano z wystepowaniem
ciezkich zespolow spazmoéw niemowlgcych, wsérdd ktérych mozna wymieni¢ wczesne
niemowlgce encefalopatie padaczkowe i zespot West'a. Obecnie, do zespotow tych dotaczyty
dziedziczne neuropatie ruchowe (paraplegie spastyczne lub ataksje). W ogromnej wigkszosci
przypadkow spektrynopatie pozostaja oporne na zastosowane leczenie farmakologiczne.
Patomechanizmy zwigzane z mutacjami spektryn lezace u podstaw spazmow niemowlgcych

sg wcigz stabo poznane ze wzglgdu na brak zwierzecych modeli badawczych.

Od chwili zidentyfikowania biatek spektryn mingto ponad poét wieku i poza przypisang
im kanoniczng rolg budowy cytoszkieletu odkryto, iz spektryny biorg udziat w takich procesach
jak: rozwdj ukladu nerwowego (mielinizacja, ksztalttowanie aksonow i dendrytow,
synaptogeneza), przekazywanie sygnalow przez zewngtrzng blone komodrkowas,
wewnatrzkomoérkowy transport biatek i pecherzykow, fagocytoza, ksztattowanie odpowiedzi

immunologicznej, regulacja cyklu komérkowego, angiogeneza.

Dotychczas uzyskano jedynie kilka modeli zwierzecych uzytecznych w badaniach funkcji
a-11 spektryny, jednak tylko u dwoch z tych modeli, posiadajacych nokaut genowy a-11 spektryny
w obwodowym lub centralnym uktadzie nerwowym, zaobserwowano wystepowanie
uogolnionych drgawek i napadow spastycznych. Zwierzgta te ze wzgledu na krotki czas zycia,
wynoszacy ponizej jednego miesigca, nie pozwalaja na kompleksowa oceng roli a-Il spektryny

w patogenezie spektrynopatii w wieku dojrzatym.

Celem pracy doktorskiej byl opis fenotypowy myszy Spna2R1098Q, posiadajacej mutacje
punktowsa genu a-l1 spektryny, jako modelu dla wielu spektrynozaleznych ataksji mézdzkowych,
ktory mogitby postuzy¢ do badan nad mechanizmami odpowiedzialnymi za spektrynozalezne
neuropatie przez caty okres zycia osobniczego i dodatkowo pozwolilby testowaé nowe terapie
tych schorzen. Co ciekawe, myszy Spna2R1098Q sa jedynym modelem zwierzecym, ktory
przejawia fenotyp napaddéw spazmoéw oraz zaburzen motorycznych i pamieciowych, nalezacych
do spektrum objawow klinicznych pacjentéw cierpigcych na neuropatie spektrynozalezne.
Badania przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego pozwolitly na scharakteryzowanie
modelu myszy i wykazanie wystepowania deficytow motorycznych i pamigciowych.
Potwierdzono, iz zaburzenia w a-1l1 spektrynie prowadzg do wtorej utraty B-111 spektryny.

Stwierdzono takze negatywny wpltyw mutacji Spna2R1098Q o-II spektryny na cechy



morfometryczne, w tym na wielko$¢ $ledzion. Nie zaobserwowano réznic w funkcji uktadu
odporno$ci wrodzonej i nabytej myszy Spna2R1098Q pomimo odnotowanego spadku liczby

leukocytow i limfocytow we krwi obwodowe;j.



Summary

Recently, an increasing number of cases of a-1lI spectrin-dependent neuropathies have been
identified. Initially, mutations in the SPTAN1 gene encoding a-Il spectrin were associated
with severe infantile spasms disorders, including early infantile epileptic encephalopathies and
West syndrome. Currently, hereditary motor neuropathies (spastic paraplegias or ataxias) have
also been added to these disorders. In the vast majority of cases, spectrinopathies remain resistant
to pharmacological treatment. The pathomechanisms associated with spectrin mutations

underlying infantile spasms are still poorly understood due to the lack of animal research models.

Since the identification of spectrin proteins over half a century ago, it has been discovered
that they play a role not only in the canonical function of cytoskeletal structure but also in
processes such as the development of the nervous system (myelination, axon and dendrite
shaping, synaptogenesis), signal transmission across the cell's external membrane, intracellular
transport of proteins and vesicles, phagocytosis, shaping of the immune response, cell cycle

regulation, and angiogenesis.

So far, only a few animal models useful for studying the function of a-1l spectrin have been
obtained, but only in two of these models, which have a-Il spectrin gene knockout
in the peripheral or central nervous system, have generalized seizures and spastic seizures been
observed. These animals, due to their short lifespan of less than one month, do not allow

for the assessment of the role of a-Il spectrin in mature individuals.

The aim of the doctoral thesis was to provide a phenotypic description of Spna2R1098Q mice,
which carry a point mutation in the a-1l spectrin gene. These mice serve as a model for various
spectrin-dependent cerebellar ataxias and could be used to study the mechanisms responsible
for spectrin-dependent neuropathies throughout an individual's lifespan. Additionally, this model
allows for testing new therapies for these disorders. Interestingly, Spna2R1098Q mice
are the only animal model that exhibits a phenotype of spasms and motor and memory
impairments, which are part of the clinical spectrum observed in patients suffering from spectrin-
dependent neuropathies. Research conducted as part of the doctoral project allowed
for the characterization of the mouse model and demonstrated the presence of motor and memory
deficits. It was confirmed that disruptions in a-II spectrin lead to the secondary loss of B-llI
spectrin. Negative effects of the Spna2R1098Q a-Il spectrin mutation on morphometric

characteristics, including spleen size, were also observed. No differences were observed

10



in the function of the innate and acquired immune systems in Spna2R1098Q mice,

despite a decrease in the number of leukocytes and lymphocytes in peripheral blood.

11
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ang. nuclear factor kappa B

pl. czynnik jadrowy kappa B

ang. NF-kB-inducing kinase

pl. kinaza indukujaca NF-xB

ang. outer hair cells

pl. komorki rzesate zewnetrzne

ang. osteopontin

pl. osteopontyna

ang. Ohtahara syndrome

pl. zespot Ohtahara’y

ang. plasminogen activator inhibitor
pl. inhibitor aktywatora plazminogenu
ang. platelet

pl. hematokryt ptytkowy

ang. phosphodiesterase 4D

pl. fosfodiesteraza D4

ang. platelet distribution width

pl. zréznicowanie objetosci plytek krwi

ang. progressive encephalopathy with edema, hypsarrhythmia, and optic

atrophy

pl. postepujaca encefalopatia z obrzekiem, hipsarytmia i zanikiem

nerwu wzrokowego

ang. prostaglandin E2

pl. prostaglandyna E2

ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

pl. 4,5-bifosforanu fosfatydyloinozytolu

ang. phosphoinositide 3-kinase

pl. 3-kinaza fosfoinozytydu

ang. phosphatidylinositol-4-phosphate

pl. 4-fosforan fosfatydyloinozytolu

ang. protein kinase A

pl. kinaza biatkowa A

ang. pulmonary microvascular endothelial cells
pl. komorki §rodbtonka mikronaczyniowego ptuc
ang. phenylmethylsulfonyl fluoride

pl. fluorek fenylometylosulfonylu
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PVDF
Rb

RDW

receptor NMDA

region CCC

ROCK

SCA5

SDS
SH3

SMAD

SPF

SPH2

SPH3

Src

TCR

TEMED
TGF-p

TJP1

T™MB

Tris
Tscl

pl. poli(fluorek winylidenu)

ang. retinoblastoma protein

pl. biatko siatkowczaka

ang. red blood cell distribution width

pl. zr6znicowanie objetosci krwinek czerwonych
ang. N-methyl-D-aspartate receptor

pl. receptor N-metylo-D-asparaginowy

ang. calpain, calmodulin, caspase

pl. miejsce oddziatywania kalpainy, kalmoduliny i kaspazy
ang. Rho-associated protein kinase

pl. bialkowa kinaza zwiazana z Rho

ang. spinocerebellar ataxia type 5

pl. ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 5

pl. siarczan dodecylu sodu

ang. Src homology 3

pl homologia Src 3

ang. suppressor of mothers against decapentaplegic
pl. supresor matek przeciwko dekapentaplegii
ang. specific patogen free

pl. wolne od okres§lonych patogenow

ang. hereditary spherocytosis type 2

pl. dziedziczna sferocytoza typu 2

ang. hereditary spherocytosis type 3

pl. dziedziczna sferocytoza typu 3

ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
pl. protoonkogenna kinaza tyrozynowa Src

ang. T-cell receptor

pl. receptor limfocytow T

pl. N, N, N’, N'-tetrametyloetylenodiamina

ang. transforming growth factor 3

pl. transformujacy czynnik wzrostu f3

ang. tight junction protein 1

pl. bialko $cistych potaczen 1

pl. 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna

pl. tris(hydroksymetylo)aminometan

ang. tuberous sclerosis 1
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VASP

VCL

VEGF

VEGFR2

VE-kadheryna

VGSC

WASP

WAVE

WS

XPF

YAP/TAZ

Z0-1

pl. stwardnienie guzowate 1

ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein

pl. fosfoproteina stymulowana rozszerzeniem naczyn

ang. vinculin

pl. winkulina

ang. vascular endothelial growth factor

pl. czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego

ang. vascular endothelial growth factor receptor 2

pl. receptor czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego 2

ang. vascular endothelial cadherin

pl. kadheryna $rodbtonka naczyniowego

ang. voltage-gated sodium channels

pl. kanaty sodowe bramkowane napigciem

ang. Wiskott—Aldrich Syndrome protein

pl. bialka zespotu Wiskott’a—Aldrich’a

ang. WASP-family verprolin-homologous protein

pl. biatko z rodziny WASP homologiczne do werproliny

ang. West syndrome

pl. zespot West’a

ang. Xeroderma pigmentosum group F-complementing protein

pl. biatko zwigzane z skorg pergaminowata i barwnikowa nelezace do
grupa komplementacji F

ang. Yes-associated protein/transcriptional coactivator with PDZ-
binding motif

pl. biatko zwigzane z Yes/koaktywator transkrypcyjny z motywem
wigzacym PDZ

tac. zonula occludens 1

pl. potaczenie Sciste 1
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1. Wprowadzenie.

1.1. Spektryny.

Spektryna zostata po raz pierwszy opisana w roku 1968 przez Marchesi’ego i Steers’a (Marchesi
i Steers 1968). Pierwotnie zostata zidentyfikowana jako podstawowy biatkowy sktadnik
cytoszkieletu i btony erytrocytow na podstawie jej roli w strukturze i elastycznosci erytrocytow.
Wedhug obecnego stanu wiedzy zwierzgce spektryny sg kodowane przez 7 gendw i w komorkach
jadrzastych moga ulega¢ ekspresji w kilku izoformach. Dwa geny koduja o spektryny —
a-1 spektryna (SPTAI, 1q23.1, 1 izoforma) i a-Il spektryna (SPTAN1, 9g34.11, 5 izoform).
Pozostate 5 gendéw koduje B spektryny — B-lI spektryna (SPTB, 14qg23.3, 2 izoformy),
B-1I spektryna (SPTBNI, 2p16.2, 4 izoformy), B-111 spektryna (SPTBN2, 11913.2, 1 izoforma),
B-IV spektryna (SPTBN4, 19q13.2, 6 izoform) i B-V spektryna (SPTBN5, 15g15.1, 1 izoforma)
(Morrow, Stankewich 2021; Wang i in. 2018; Saitsu i in. 2010; Tohyama i in. 2015; Huang
i in. 2017). Przyczyna wystepowania wielu rodzajow spektryn jest rozna ekspresja oraz tgczenie
si¢ a1 B spektryn w rozne kombinacje, specyficzne dla danego typu komorek lub kompartmentu
komorkowego badz etapu rozwojowego. Inaktywacja gendw kodujacych spektryny u Drosophila
melanogaster lub u Caenorhabditis elegans wykazata, ze biatka te sg niezbedne do przezycia
i prawidlowego rozwoju tych organizmoéw (Machnicka i in. 2020; Machnicka i in. 2019;
Machnicka i in. 2012).

1.1.1. Budowa spektryn jako bialek cytoszkieletu komérkowego.

Spektryny zbudowane sg z ciggu charakterystycznych powtdrzen nazywanych powtdrzeniami
spektrynowymi (podstawowy element strukturalny), ktére sa ztozone z motywow potrojnej
helisy. Kompleksy spektryny sa diugimi i elastycznymi biatkami sktadajacymi si¢ z dwoch
podjednostek a i B spektryny, ktore tacza sie ze soba antyrownolegle tworzac heterodimery,
a te z kolei formuja tetrametry typu koniec do konca (glowa do glowy), ktoére gromadzg
sie na blonie plazmatycznej i integrujg sie z cytoszkieletem btony (Syrbe i in. 2017; Saitsu i in.
2010; Huang i in. 2017; Tohyama i in. 2015; Rapaccini i in. 2018; Hamdan i in. 2012;
Stankewich i in. 2011; Benz i in. 2008). Liczba powtorzen spektrynowych wynosi 20
w a spektrynach, 16-17 w B spektrynach i wyjatkowo 29-30 dla B-V spektryny. Za$ dlugosé¢
powtorzen miesci si¢ w zakresie od 99 do 114 reszt aminokwasowych. Cztery ostatnie
powtodrzenia spektrynowe o spektryny i cztery pierwsze powtorzenia spektrynowe [ spektryny
sg zaangazowane w asocjacj¢ podjednostek o/ spektryny i tworzenie heterodimeréw oraz

tetramerow, a takze w wigzanie szkieletu spektrynowego z dwuwarstwg lipidowa btony.
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Motywami opartymi na strukturze powtoérzenia spektrynowego sa domena wigzaca ankiryne
(w obrebie 14 i1 15 powtorzenia), domena wiazaca B-spektryne oraz miejsce oligomeryzacji o/
spektryny. Dodatkowo w spektrynach wystepuja domeny nieoparte na powtdrzeniu
spektrynowym jak domena wigzaca aktyne, dloni EF (odpowiedzialna za wigzanie wapnia,
co powoduje zmiany konformacyjne istotne dla integralnosci szkieletu), homologiczna
do plekstryny, homologia Src 3 (SH3 —ang. Src homology 3; Src — ang. proto-oncogene tyrosine-
protein kinase Src; zaangazowana w sygnalizacj¢ komorkowa poprzez interakcje z odcinkami
bogatymi w proling) oraz region CCC (ang. calpain, calmodulin, caspase; bedacy miejscem
wigzania kalmoduliny oraz cigcia przez kaspazy i kalpainy). W przypadku o-11 spektryny domena
SH3 jest umiejscowiona w 9 powtdrzeniu, a region CCC w 10 powtorzeniu spektrynowym.
Tetramery spektrynowe sg sieciowane za pomocg krotkich poprzecznych widkien aktynowych
poprzez domeny wigzace aktyng. Lancuchy B spektryny moga rowniez wystgpowac jako
kompleksy homopolimerowe w mig¢$niach szkieletowych i prawdopodobnie w aparacie Golgiego
(Machnicka i in. 2019; Machnicka i in. 2012; Machnicka i in. 2014).

1.1.2. Wystepowanie.

Ze wzgledu na pelione funkcje i jako gtowny skladnik cytoszkieletu spektryny wystepuja
powszechnie niemal we wszystkich komoérkach zwierzgcych. Wykazano, ze spektryny
sa zlokalizowane we wszystkich regionach i typach komoérek mozgu oraz w komorkach
neuronalnych i neurosensorycznych ekspresji ulega 6 z 7 rodzajow spektryn (Morrow,
Stankewich 2021; Govindaraj, Rao 2016; Wang i in. 2018). Alfa spektryna jest niezb¢dna
do wigzania beta spektryny oraz 3 spektryna ulega degradacji, jesli nie jest ztozona z a-spektryng
(Morrow, Stankewich 2021; Wang i in. 2018). A-I spektryna razem z -1 spektryna wystgpuje
prawie wylacznie w komorkach erytroidalnych, natomiast a-II spektryna jest zasadnicza
spektryng ulegajaca ekspresji w wickszosci komorek eukariotycznych (nierytroidalnych) i tkanek
(gtownie w korze skroniowej i médzdzku). A-Il spektryna jest wszechobecna w komorkach
neuronalnych lub neurosensorycznych i nie jest ograniczona do konkretnego przedziatu w tych
komorkach (wystepuje zarowno w dendrycie, somie jak i aksonie) oraz jest jedynym partnerem
dla B spektryn w ukladzie nerwowym. W przypadku zaburzen a-ll spektryna nie dochodzi
do kompensacji ze strony a-l spektryny. B-I spektryna wystepuje w 11 i V warstwie korowej,
zaggszczeniu  postsynaptycznym — komorek  ziarnistych  moézdzku,  interneuronach
oraz pecherzykach transportujacych. B-1I spektryna jest gtownie zlokalizowana w zakonczeniach
presynaptycznych, szkielecie neuronalnym, ulegajacych mielinizacji komorkach Schwanna,
aksonach i dystalnych domenach aksonalnych. B-Ill spektryna jest obecna w I, 1, IV i VI
warstwie neuronow korowych, zageszczeniu postsynaptycznym komorek Purkinjego,

wierzchotkach i kolcach dendrytycznych oraz w regionie somatodendrytycznym, a takze
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w aparacie Golgiego, btonie plazmatycznej i peczerzykow transportujacych. Przedostatnia
B-IV spektryna znajduje si¢ w weztach Ranviera, aksonie i poczatkowym segmencie aksondéw
(AIS — ang. axon initial segment). Ostatnia -V spektryna jest obecna w fotoreceptorach,
spiralnym zwoju nerwowym ucha wewnetrznego oraz komorkach rzesatych zewnetrznych (OHC
- ang. outer hair cells). W neuronach stwierdzono brak obecnosci a-l spektryny (Morrow,
Stankewich 2021; Wang i in. 2018; Saitsu i in. 2010; Tohyama i in. 2015; Van de Vondel i
in. 2022; Huang i in. 2017; Machnicka i in. 2020; Machnicka i in. 2019; Machnicka i in.
2012).

1.1.3. Ogolna rola spektryn.

Kanoniczna rola spektryny polega na sieciowaniu wtokien i pier§cieni aktynowych oraz wigzaniu
si¢ bezposrednio lub przy pomocy biatek adaptorowych (np. ankiryna) z btonami biologicznymi
i lipidami btonowymi, bedac istotnym ogniwem pomiedzy cytoszkieletem aktynowym a blong
oraz dajac poczatek szkieletowi okresowo zwigzanemu z btong (MPS — ang. membrane-
associated periodic skeleton), ktory jest obecny w roznych tkankach m. in. w gleju i komérkach
nerwowych. Okazalo si¢, ze poza odgrywaniem klasycznej roli glownego sktadnika szkieletu
btony, petnia tez inne czesto zréznicowane funkcje biologiczne. To jak odmienne role petnia
spektryny najlepiej wida¢ na przyktadzie ukladu nerwowego. Spektryny sa zaangazowane
w utrzymanie prawidlowej architektury, polaryzacji, ksztattu i morfologii komorek
oraz odpowiadaja za integralno$¢, wlasciwo$ci mechaniczne (elastyczno$¢ i wytrzymatos¢)
i stabilno$¢ bton komorkowych. Odpowiadajg za prawidlowe rozmieszczenie (grupowanie)
i regulacje biatek, receptorow, transporteréw czy tez kanalow w wyspecjalizowanych obszarach
btony plazmatycznej, np. synapsach. Uczestnicza w procesie adhezji i migracji. Modyfikujg cykl
komorkowy. Laczac si¢ z kinezyna, dynaktyng i miozyna oraz stabilizujac aparat Golgiego
i siateczke $rddplazmatyczng biorg udzial w transporcie wewnatrzkomérkowym w szlakach
sekrecyjnych i endocytarnych, w tym w transporcie aksonalnym. Wspotuczestniczg w rozwoju,
wzroscie 1 przebudowie neuronow. Stanowiag wielowarto$ciowe rusztowanie dla interakcji biatko-
biatko jak réwniez w interakcjach komorka-komorka w celu uporzadkowania powigzanych
z btong kompleksow sygnalizacyjnych i wchodzg w mnogg liczbe bezposrednich lub posrednich
interakcji z wieloma szlakami biologicznymi. Spektryny odgrywaja istotng role w sygnalizacji
komorkowej. Sg zaangazowane w procesy odpornosciowe. Dodatkowo biorg udziat w procesie
apoptozy oraz naprawy DNA. Poza tym ich roznorodne funkcje sa regulowane na skutek
modyfikacji potranslacyjnych (Morrow, Stankewich 2021; Saitsu i in. 2010; Lubbers i in.
2019; Wang i in. 2018; Van de Vondel i in. 2022; Hamdan i in. 2012; Machnicka i in. 2012).
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Nieprawidlowo$ci rozumiane jako niedobory lub defekty spektryn prowadza do szeregu
neuropatii. Choroby wywotane zmianami w spektrynach nazywamy spektrynopatiami. Pierwsze
trzy geny p-spektryny (SPTBNI1, SPTBN2 i SPTBN4), a zwlaszcza B-Ill spektryna,
sa odpowiedzialne za wiele zaburzen neurologicznych, w zalezno$ci od genu i wzorca
dziedziczenia. Stwierdzono, ze zmiany w B-I spektrynie prowadza do autyzmu, probleméw
w uczeniu i zwyrodnienia rdzenia krggowego. Na skutek delecji B-Il spektryny dochodzi do
letalnej dla embrionu utraty macierzystych komoérek nerwowych w strefie podkomorowej,
aczkolwiek heterozygoty pod wzgledem neurologicznym wydaja si¢ normalne, chociaz maja
zwickszong szanse na rozwoj raka przewodu pokarmowego i watroby (Morrow, Stankewich
2021). Uszkodzenie a-I i B-1 spektryny erytroidalnej jest podtozem dziedzicznej sferocytozy
(SPH2 i SPH3 — ang. hereditary spherocytosis type 2 and 3) (Saitsu i in. 2010; Tohyama i in.
2015; Stankewich i in. 2011). Nieprawidtowo$ci w neuronalnej B-111 spektrynie skojarzono
z wystepowaniem ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 5 (SCAS5 — ang. spinocerebellar ataxia
type 5) u ludzi oraz ataksji i drgawek u myszy (Saitsu i in. 2010; Tohyama i in. 2015;
Stankewich i in. 2011). Efektem zmian w 3-IV spektrynie mogg by¢ wrodzone miopatie, ataksja,
neuropatia lub gluchota (Morrow, Stankewich 2021). Mutacje w o-II spektrynie moga
prowadzi¢ do wystepowania zespotu West’a (WS — ang. West syndrome), wczesnej niemowlece;j
encefalopatii padaczkowej typu 5 (EIEE5 — ang. early infantile epileptic encephalopathy type 5),
dziedzicznej paraplegii spastycznej (HSP — ang. hereditary spastic paraplegia) lub dziedzicznej
ataksji (HA — ang. hereditary ataxia). Podczas wielu urazow i chorob uktadu nerwowego
(w tym przy udarze) zaobserwowano podwyzszona degradacje spektryny zalezna od kalpainy,
a rozpad spektryny moze by¢ patologicznym molekularnym wskaznikiem urazow i chorob
neurodegeneracyjnych (Morrow, Stankewich 2021; Morsy i in. 2023; Saitsu i in. 2010;
Tohyamai in. 2015; Stankewich i in. 2011; Huang i in. 2017; Benz i in. 2008).

1.1.4. A-ll spektryna.

Gen SPTAN1 zmapowany u ludzi w pozycji 9933-q34 i ztozony z 57 eksonow, koduje biatko
cytoszkieletu a-II spektryne nieerytrocytarng o masie 285 kDa i dlugosci 2472 aminokwasow,
ktore ulegta ekspresji przede wszystkim w komorkach nieerytroidalnych. Biatko a-11 spektryna
sktada si¢ z 22 domen - 20 powtdrzen spektrynowych, domeny SH3 i domeny dtoni EF (Syrbe i
in. 2017; Morrison-Levy i in. 2020; Wang i in. 2018; Saitsu i in. 2010; Hamdan i in. 2012;
Campbell i in. 2012; Mastrangelo i Leuzzi 2012; Stankewich i in. 2011; Van de Vondel i in.
2022; Benz i in. 2008).

Warto zauwazy¢, ze a-II spektryna tworzy funkcjonalny heterotetrameryczny kompleks z jedng

z czterech nieerytrocytarnych  spektryn poprzez heterotetrameryzacje dwoch podjednostek o
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i dwoch podjednostek B (Morsy i in. 2023; Van de Vondel i in. 2022; Marco Hernandez i in.
2022). Zasadnicza spektryng ulegajaca ekspresji w komoérkach nieerytroidalnych jest
a-1I spektryna, a najczestszym heterodimerem tworzonym przez a-II spektryne jest heterodimer
a-11/B-11 spektryna (Saitsu i in. 2010; Tohyama i in. 2015). Podjednostka a spektryny w uktadzie
nerwowym jest zawsze o-II spektryna, podczas gdy sklad kompleksu spektrynowego pod
wzgledem B spektryny moze si¢ rézni¢ w zalezno$ci od typu komorki, a nawet jej lokalizacji
subkomorkowej (Wang i in. 2018; Van de Vondel i in. 2022). Rozmieszczenie a-11 spektryny
w neuronach korowych pokrywa si¢ z rozmieszczeniem B-11 i B-I1I spektryny oraz gtéwnie lokuje
si¢ w rozszerzeniach i obrzezach neuronow (Saitsu i in. 2010). A-I1 spektryna jest wszechobecna
we wszystkich domenach neurondéw (aksonie, AIS, dendrycie i somie), aczkolwiek jej ekspresja
w dendrytach jest wyzsza niz w aksonach. Szeroki rozktad a-I1 spektryny w neuronach jest zatem
wiarygodnym wyja$nieniem plejotropowych konsekwencji wystepowania mutacji genu SPTAN1.
Zaburzenia mogg by¢ wypadkowa wynikajaca bezposrednio ze zmian spowodowanych
w a-I spektrynie 1 posrednio przez wywolanie zaburzen w P spektrynach oraz tworzeniu
heterodimeru (Wang i in. 2018; Morsy i in. 2023). Utrata o-ll spektryny prowadzi
do jednoczesnej utraty lub niestabilnosci dwoch spektryn B i wybranych ankiryn, ale nie wptywa
na ksztalt, stabilnos¢ lub morfologie komorek nabtonka, ani nie jest wymagana do przezycia
komoérek (Hamdan i in. 2012; Stankewich i in. 2011). Fizjologiczne rozmieszczenie
a i B spektryn w ludzkich fibroblastach jest mniej wigcej rownomierne (Syrbe i in. 2017).
Ekspresje SPTAN1 wykazano rowniez w siatkowce (Writzl i in. 2012). Sama haploinsuficjencja
SPTAN1, czyli sytuacja, gdy jeden zmutowany allel wystarcza by wywota¢ chorobe
lub gdy prawidlowy allel nie jest w stanie zapobiec rozwojowi choroby spowodowanej mutacja
i utratg funkcji przez drugi allel, nie prowadzi do rozwoju WS jak réwniez EIEES z rozlegla
atrofia moézgu, zwlaszcza hipoplazja mostowo-moézdzkowa, hipomielinizacja oraz ogodlna
padaczka. Bardziej negatywny efekt i okreslone fenotypy zaleza od rodzaju i miejsca mutacji
oraz wynikajacej z tego zaburzenia funkcji biatka niz z samej haploinsuficjencji (Nicita i in.
2015; Tohyama i in. 2015). Brak a-Il spektryny w czasie rozwoju zarodkowego okazat si¢
$miertelny dla myszy (Stankewich i in. 2011) i danio prggowanego (Voas i in. 2007) juz na

etapie embionalnym lub larwalnym (Huang i in. 2017).

1.1.4.1. Funkcje a-11 spektryny.

Heterodimer spektryny utworzony przez a-I1I spektryne oraz dowolna [ spektryng jest
zaangazowany Ww Szereg procesow komorkowych. Biatko a-ll spektryny jest jednym
z elastycznych i niezbednych biatek cytoszkieletu oraz szkieletu blon, gdzie peini rolg
rusztowania stabilizujacego, organizujacego i wspierajacego m. in. blony komorkowe, biatka

btonowe, organella wewnatrzkomorkowe, aktywacje receptorow, kanatow blonowych
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i transporterow. Odpowiada za ksztatt i morfologi¢ komorek (Syrbe i in. 2017; Writzl i in. 2012;
Morsy i in. 2023; Tohyama i in. 2015; Stankewich i in. 2011; Marco Hernandez i in. 2022;
Ackermann i in. 2019; Govindaraj i Rao 2016). Udowodniono, iz pelni istotna role
w prawidlowym rozwoju, utrzymaniu integralno$ci oraz reguluje stabilno$¢ aksonow
i dendrytow. Bierze udzial w synaptogenezie i taczy ze soba przewezenia Ranviera. W badaniach
z uzyciem danio pregowanego jako modelu wykazano, iz biatko to peini kluczowa role
w prawidlowym procesie mielinizacji, rozwoju przewezen Ranviera, stabilizacji oraz grupowaniu
kanatéw jonowym, m.in. kanaléw sodowych bramkowanych napigciem (VGSC — ang. voltage-
gated sodium channels) w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym (Syrbe i in. 2017;
Writzl i in. 2012; Morsy i in. 2023; Saitsu i in. 2010; Nicita i in. 2015; Tohyama i in. 2015;
Aravindhan i in. 2018; Stankewich i in. 2011; Marco Hernandez i in. 2022; Govindaraj
i Rao 2016). Jest wymagana do normalnej ekspresji, lokalizacji i funkcji kanatow sodowych
i potasowych bramkowanych napigciem Navl.5 i KV4.3 w kardiomiocytach serca myszy,
tym samym jest wymagana do prawidlowej struktury i funkcji serca, poniewaz doroste myszy
pozbawione a-II spektryny wykazuja zmniejszong kurczliwo$¢ (Lubbers i in. 2019). Razem
z B-1I spektryng i ankyryna B odgrywa bardzo wazna role w tworzeniu i nadzorowaniu pozycji
AIS, jego dtugosci oraz integralnosci (Syrbe i in. 2017; Govindaraj i Rao 2016; Lubbers i in.
2019; Huang i in. 2017). W neuronach kompleksy spektrynowe biora udziat w presynaptycznym
uwalnianiu pecherzykow poprzez interakcje z syntaksynami oraz rozmieszczeniu receptorow
glutaminianu w zaggszczeniach postsynaptycznych (Marco Hernandez i in. 2022).
A-II spektryna jest rowniez zaangazowana w takie procesy komorkowe jak regulacja cyklu
komorkowego, naprawa DNA oraz transport wewnatrzkomorkowy (Stankewich i in. 2011;
Govindaraj i Rao 2016). Do innych zadan a-II spektryny nalezy tworzenie i utrzymywanie
wyspecjalizowanych domen blony plazmatycznej definiujacych polaryzacje komorek
w nabtonku, migs$niach i neuronach. Reguluje szlaki endocytozy, mikropinocytozy i sekrecji
oraz selekcja tadunku (Stankewich i in. 2011). Wptywa na zywotno$¢, ruchliwos¢ i adhezjg
komorek oraz komunikacje migdzykomorkowa (Ackermann i in. 2019). A-1l spektryna jest
miejscem w ktorym zbiegaja si¢ szlaki przekazywania sygnalow za posrednictwem kinazy
wapniowej lub kinazy i fosfatazy tyrozynowej, a wigc ma udzial w sygnalizacji komorkowej
(Stankewich i in. 2011;). Te plejotropowe funkcje a-I1 spektryny prawdopodobnie
odzwierciedlajg jej rozne role w zaleznosci od typu komorki i tego, z ktorg neuronalng 3 spektryna

jest ona powigzana (Huang i in. 2017).

A-Il spektryna wspolpracuje z B-IV spektryna tworzac okresowy cytoszkielet w AIS
1 przewezeniach Ranviera, za$§ w dystalnym aksonie oddziatuje z -1 spektryna. Dlatego utrata
a-II spektryny ma szeroki wptyw na organizacj¢ cytoszkieletu aksonalnego. AIS pelnia dwie

glowne funkcje: inicjowanie potencjalow czynnosciowych i regulowanie polaryzacji neuronow.
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Neurony pozbawione lub ze zmutowang a-1I spektryng wykazuja utrate lub zmiane dtugosci AIS,
odmienny rozw6j dendrytow i aksondw, ostabienie unerwienia hamujacego, obnizenie ekspresji
wszystkich B spektryn oraz zaburzony rozktad B-II i B-111 spektryny oraz ankiryn w komorce,
ale bez wptywu na zdolno$¢ migracji. Delecja a-II spektryny sprawia, ze neurony prezentuja
zaburzong morfologie i brak wlasciwej organizacji (lokalizacji) w warstwach korowych.
Sa pozbawione dendrytu wierzchotkowego (drzewka apikalnego), z kolei ich drzewko bazalne
przybiera posta¢ pojedynczego, krotkiego i pogrubionego (przerosnigtego) wyrostka z bujnymi
malymi odgalezieniami (Wang i in. 2018; Huang i in. 2017; Stankewich i in. 2011).
Heterodimery zmutowanej a-II spektryny z B-1I spektryng sg termolabilne i mniej stabilne, przez
co wplywaja na stabilnos¢ biatek btonowych w AIS, np. ankiryny G badz VGSC oraz transport
wewnatrzkomorkowy. Delecja lub agregacja heterodimeréw zmutowanej o-ll spektryny
z B-II lub B-III spektryng zaburza dystrybucje i ggstos¢ VGSC w AIS, co prowadzi
do podwyzszenia progu i uposledza utrzymanie potencjalu czynnosciowego. Delecja
a-1I spektryny prowadzi do utraty lub pokaznej redukcji liczby oraz dlugosci dendrytow,
uposledza tworzenie AIS, zakloca polaryzacje i pobudliwo$¢ neuronow (Saitsu i in. 2010).
Waznym organizatorem AIS jest roOwniez ankiryna wiazaca si¢ z 14 i 15 powtodrzeniem
spektrynowym B-IV spektryny, ktora rekrutuje biatka specyficzne dla tego regionu. Mutacje
lub utrata a-II spektryny badz rozpad kompleksu all/BIV spektryny zakldca wigzanie ankiryny.
Utrata funkcji przez B-III spektryne skutkuje zwezeniem dendrytéw. Przypuszczalny mechanizm
padaczki jest zwigzany z zaburzeniem hamowania przewodnictwa korowych neuronow
piramidalnych, czego efektem jest nadpobudliwos¢. Wyciszenie a-1l spektryny w neuronach
zmniejsza czestotliwos¢ 1 zwigksza amplitude miniaturowych hamujacych pradow
postsynaptycznych (mIPSC — ang. miniature inhibitory postsynaptic currents) oraz prowadzi
do wadliwego unerwienia GABA-ergicznego (Wang i in. 2018; Stankewich i in. 2011).
Nieprawidtowa integralnos¢ AIS spowodowana mutacja w a-II spektrynie dodatkowo podkresla
znaczenie rusztowan AIS w patogenezie padaczki i dostarcza nowych spostrzezen dla WS.
Powyzsze dane pokazuja szerokie znaczenie a-ll spektryny i cytoszkieletu spektrynowego
dla funkcji i rozwoju uktadu nerwowego oraz majg wazne implikacje dla urazéw i choréb uktadu
nerwowego, poniewaz rozerwanie cytoszkieletu spektryny jest powszechng patologia
molekularng, a utrata spektryny a-II powoduje rozlegle nieprawidlowosci OUN, ktoére moga
wynika¢ z zaktocen w budowie i potencjatach AIS, zaburzen drzewka dendrytycznego
i nieprawidlowego migracji neuronéw do ich wtasciwych lokalizacji (Wang i in. 2018; Saitsu
i in. 2010; Stankewich i in. 2011; Huang i in. 2017).

Wspomniane funkcje a-II spektryny wskazuja, iz cytoszkielet spektrynowy odgrywa bardzo
wazng rol¢ w roznych typach komorek uktadu nerwowego, stad mutacje w genie SPTAN1 maja

dominujacy negatywny wptyw na neurony i moga skutkowac szerokim spektrum neurologicznym
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i rozwojem istotnych zaburzen neurologicznych. Mutacje w SPTAN1 (zwlaszcza duplikacje
i delecje) powigzano z wezesnoniemowleca encefalopatig padaczkows typu 5 (EIEES), zespotem
West’a (WS), niemowlgcymi spazmami (IS — ang. infantile spasm) i zespotem Ohtahara’y (OS —
ang. Ohtahara syndrome), czyli lekkimi lub cigzkimi rozwojowymi encefalopatiami
padaczkowymi o wczesnym poczatku, jak roéwniez dziedziczng neuropatia ruchowa
i autosomalnie recesywnie dziedziczng spastyczng paraplegia (HSP) (Syrbe i in. 2017; Writzl
iin. 2012; Rapaccini i in. 2018; Morsy i in. 2023; Morrison-Levy i in. 2020; Wang i in. 2018).
Komorki nowotworowe CRC (ang. colorectal cancer) o zmniejszonej ekspresji SPTAN1 tatwiej
przerzutuja i przyczyniaja si¢ do progresji nowotworéw na skutek osltabienia oddziatywan
1 potaczen migdzykomorkowych. Oznaczenie poziomu SPTAN1 moze postuzy¢ jako potencjalny

biomarker agresywno$ci nowotworu (Ackermann i in. 2019).

Zmiany w synapsynie-I moga by¢ odpowiedzialne za zaburzenie zachowan seksualnych u samic
szczur6w. Synapsyna-l jest biatkiem wigzacym spektryng, ktore laczy spektryne
z cytoplazmatyczng powierzchnig pecherzykow synaptycznych. Ponadto a-Il spektryna wchodzi
w interakcje z takimi biatkami jak kirrel, aktynina alfa 4 (ACTN4 — ang. actinin alpha 4)
i winkulina (VCL - ang. vinculin), ktore sa zaangazowane w zachowania seksualne,
maskulinizacje i defeminizacj¢. Biatko kirrel3 bierze udzial w organizacji polaczen
komoérkowych i wykazano, ze myszy pozbawione biatka kirrel3 maja trudnos$ci w odréznianiu

samcow od samic, a samce utracity agresywnos¢ seksualng (Govindaraj i Rao 2016).

Dowody eksperymentalne pokazuja, ze naptyw wapnia za posrednictwem receptora NMDA (ang.
N-methyl-D-aspartate receptor) zwigksza rozszczepianie spektryny przez kalpaing i promuje
dhugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP — ang. long-term potentiation), co jest wazne

dla plastycznoS$ci synaptycznej, pamigci i uczenia si¢ (Govindaraj i Rao 2016).

Kiedy sercowa B-ll spektryna zostaje wyeliminowana, nastepuje podwyzszenie ekspresji innych
B spektryn, podczas gdy ekspresja a spektryny jest obnizona. Za$ z utratg a-1l spektryny wigze
sie wzrost ekspresji -1 spektryny i spadek ekspresji g spektryn (Lubbers i in. 2019).

SPTANL1 jest obecny w OHC. Jest krytycznym biatkiem dla morfologii stereocilii komoérek

rzesatych (HC - ang. hair cells) i pelnionej przez nie funkcji stuchowych, poprzez regulacje

sygnalizacji (Govindaraj i Rao 2016).
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1.1.4.2. Dzialanie Kkalpainy i kaspazy oraz wrazliwo$¢ na ciecie

a-11 spektryny.

We wczesnej patologii komorek nerwowych w chorobach neurodegeneracyjnych obserwuje si¢
wystepowanie produktow rozpadu a-II spektryny pod wpltywem dziatania kalpainy i kaspazy 3.
Doktadne poznanie tych mechanizmoéw i szlakow moze pozwoli¢ lepiej zrozumie¢ i dostarczy¢
wiedzy na temat zaburzen neurodegeneracyjnych. Oprocz spektrynopatii zaburzenie sygnalizacji
wapniowe]j 1 aktywacji proteaz aktywowanych wapniem pojawia si¢ w takich zaburzeniach
neurologicznych jak choroba Parkinson’a i Alzheimer’a oraz przy urazach z uszkodzeniem
moézgu, a takze nastgpuje w procesie starzenia sie. Wyniki otrzymane z molekularnego
modelowania mutacji zmiany sensu sugeruja, iz mogg one prowadzi¢ do zmian strukturalnych A,
B i C helisy w zmutowanych powtorzeniach i tym samym zmian sterycznych ulatwiajacych
lub utrudniajacych rozpad za posrednictwem kalpainy lub kaspazy (Syrbe i in. 2017; Morrow,
Stankewich 2021; Schoch i in. 2012). Pomimo, iz kalpaina moze mie¢ wicle substratow,
to we wspomnianych powyzej sytuacjach a-1l spektryna jest gtbwnym celem ataku kalpainy,
ktora rozszczepia pojedyncze wigzanie peptydowe w a-11 spektrynie miedzy Tyr1176 i Gly1177
w obrebie 11. powtdrzenia spektrynowego. Powstajace produkty rozpadu sg czutym wskaznikiem
procesoOw neurodegeneracji, przebudowy neurondéw lub neurotoksycznosci. Wrazliwosé¢
spektryny na kalpaine zalezy od dwoch czynnikow. Pierwszym jest fosforylacja
lub defosforylacja tyrozyny w pozycji 1176 (Y1176) przeprowadzana odpowiednio przez c-Src
(ang. cellular Src) lub wigzaca si¢ z domeng SH3 fosfataze fosfotyrozynowa o niskiej masie
czgsteczkowej LMW (ang. low molecular weight), co prowadzi odpowiednio do zmniejszenia
badz zwickszenia podatno$ci. Drugim czynnikiem jest zalezne od jonéw wapnia (Ca®") wigzanie
kalmoduliny (CaM — ang. calmodulin) i ekspozycja reszt tyrozyny i glicyny odpowiednio
w pozycji 11761 1177 dla proteazy zaleznej od wapnia. Poza sekwencjg liniows, duze znaczenie
ma drugorzedowa i trzeciorzegdowa struktura o-II spektryny w rejonie cigcia, okreslajace
podatno$¢ na dziatanie mu-kalpainy (Morrow, Stankewich 2021; Stabachiin. 1997; Nedrelow,
Cianci, Morrow 2003; Benz i in. 2008; Machnicka i in. 2014). Wigzanie VASP
(ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein) chroni a-II spektryng przed rozszczepieniem
proteolitycznym w apoptotycznych komorkach $rodbtonka, zas PGE2 (ang. prostaglandin E2)
indukuje fosforylacj¢ VASP i znosi interakcje a-11 spektryny/VASP. Ponadto PGE2 indukuje
apoptoze i aktywuje kaspazg¢ 3. Brak VASP prowadzi do defosforylacji a-1l spektryny Y1176
i zwigksza jej wrazliwos¢ na dziatanie kaspazy 3 (Benz i in. 2008). Mutacja Spna2R1098Q
wystepuje w kluczowym miejscu regulatorowym, gdzie spotykaja si¢ szlaki sygnalowe kinazy
tyrozynowej i wapniowej, zmieniajac funkcje biatka. Wariant p.Argl098GlIn stabiej wigze
kalmoduling i zwigksza wrazliwos¢ a-11 spektryny na proteolizg ze strony kalpainy (Miazek i in.

2021). Powstajagce w wyniku ciecia spektryny przez kalpaine produkty rozpadu lgcza sie
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amyloidem beta, prowadzac do powstawania ciemnych komorek Purkinje’go u o0sob
z Alzheimerem lub gromadza w cialach Lewy’ego u 0sob z chorobg Parkinson’a (Morrow,
Stankewich 2021). Nie zaobserwowano by duplikacje p.(Asp2303_Leu2305dup)
lub p.(Arg2308_Met2309dup) zmieniaty podatno$¢ o-II spektryny na ciecie czy tez komorek
na apoptoze lub autofagie (Syrbe i in. 2017).

1.2. Wybrane funkcje spektryn:

1.2.1. Wewnatrzkomoérkowy transport bialek.

Cytoszkielet spektrynowy jest powigzany z blonami wewnetrznymi takimi jak aparat Golgiego
i pecherzyki cytoplazmatyczne, a B-III spektryna jest gldéwnym skladnikiem rusztowania
dla dystalnych przedziatéw aparatu Golgiego oraz bedac swego rodzaju interaktywna platforma
powiazang z cysternami od strony cytoplazmy, gdzie petni kluczowa rolg w utrzymaniu spdjnosci
struktury, regulacji ksztattu i aktywnos$ci wydzielniczej oraz transporcie, a takze selekcji tadunku.
Miejsce wigzace aparat Golgiego posiada rowniez -1 spektryna na N-koncu, w sktad ktérego
wchodzi MAD1 (ang. membrane association domain) i domena wigzaca aktyne. Dla grupowania
si¢ B-III spektryny z kompleksem Golgiego bardzo wazny jest 4-fosforan fosfatydyloinozytolu
(P14P — ang. phosphatidylinositol-4-phosphate). Brak 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu
(P1(4,5)P2 — ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) prowadzi do odmiennej fosforylacji
B-III spektryny w efekcie czego dochodzi do czgsciowego rozpadu aparatu Golgiego i uwolnienia
spektryny. PI(4,5)P2 rowniez uczestniczy asocjacji B-111 spektryny z liposomami. Wyciszenie
B-IIT spektryny lub wprowadzenie do cytoplazmy przeciwciat ukierunkowanych na B-llI
spektryng spowodowato rozpad aparatu Golgiego, podczas gdy nie spowodowato zmian
w budowie siateczki $rodplazmatycznej (Salcedo-Sicilia i in. 2013). Ponadto zmniejszenie
ekspresji B-111 spektryny uposledza transport biatek z siateczki $rodplazmatycznej do aparatu
Golgiego oraz z aparatu Golgiego, czyli sekrecje¢ ale nie transport wsteczny, czego przyktadem
jest zakltocenie transportu transportera glutaminianu EAAT4 (ang. excitatory amino acid
transporter 4) (Salcedo-Sicilia i in. 2013; Stankewich i in. 2011). B spektryna oddziatuje
z podjednostka dynaktyny Arpl (ang. actin related protein 1) i jest zaangazowana w transport
organelli wzdtuz mikrotubul oraz transport fadunkow za posrednictwem dyneiny, CO wymaga
oprocz tego udziatu domeny MADI1 (Salcedo-Sicilia i in. 2013; Li 2022; Stankewich i in. 2011;
Zhang i in. 2013; Dubreuil 2006).
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1.2.2. Fagocytoza.

Rola spektryny w endocytozie wciaz pozostaje stabo poznana. Endocytoza, na ktora sktada sie
fagocytoza 1 pinocytoza, ma na celu wchionigcie czasteczek ze $rodowiska
zewnatrzkomorkowego. Endocytoza eukariotyczna dotyczy pobierania sktadnikéw odzywczych,
internalizacji receptora, prezentacji antygenu i transmisji synaptycznej. Cytoszkielet aktynowy
stanowi nieodzowny element zewngtrznych blon komorki, ktérego filamenty aktynowe
s bezposrednio zaangazowane w proces endocytozy. Poniewaz spektryna jest biatkiem

sieciujacym aktyng jej roOwniez przypisuje si¢ wptyw na lub udzial w endocytozie.

W erytrocytach tetramery spektryny moga stanowic bariere dla dyfuzji biatek w odrdznieniu
od pojedynczych czasteczek lub dimeréw spektryny. Zaobserwowano, iz endocytoza wystepuje
w domenach wolnych od spektyn, gdyz stopniowe usuwanie spektryny umozliwia tworzenie si¢
postgpujacego wglebienia i nastgpnie fuzje blon oraz w rejonach tych nastgpuje grupowanie
receptoréw (Li 2022). Dyfuzja biatka pasma 3 (ang. band 3 protein), transbtonowego transportera
anionOw, wzrasta w erytrocytach pozbawionych spektryny i maleje w przypadku wzbogacenia
sieci. Cytoszkielet erytrocytow reguluje stopien dyfuzji (Mylvaganam, Grinstein, Freeman
2018).

W komorkach nieerytroidalnych endocytoza moze zachodzi¢ za posrednictwem kompleksu
spektryna/koneksyna-43/Z0-1/aktyna, a usuwanie spektryny nie jest konieczne. W fibroblastach
w przebudowe cytoszkieletu spektrynowego podczas paczkownia endocytarnego zaangazowana
jest proteaza o aktywnosci podobnej do kalpainy I, ktora jest hamowana przez inhibitor proteazy
cysteinowej oraz podobny efekt hamujacy zaobserwowano z uzyciem kalpastatyny. Aktywacja
proteazy cysteinowej prowadzi do odlaczenia sieci klatryny od cytoszkieletu spektrynowego
btony plazmatycznej, co skutkuje utratg okoto 50% spektryn (Li 2022). Endocytoza z udziatem
domeny SH3 spektryny nie wykorzystuje mechanizmu wychwytu transferyny. Miejsca wigzace
spektryne z btong przewazajg w regulacji endocytozy, podczas gdy wigzanie aktyny ze spektryna
jest kluczowe dla mobilnosci. W komodrkach nerwowych endocytoz¢ mozna podzieli¢
na mechanizm zalezny od klatryny i mechanizm niezalezny od klatryny (makropinocytoza).
W mechanizmie zaleznym od klatryny i spektryny opisano w literaturze roéwniez udziat biatka
bliskiego homologu L1 (CHL1 — ang. close homolog of L1; neural cell adhesion molecule
L1-like protein) i receptoréw kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego
(AMPARs — ang. o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid receptors).
Endocytoza CHL1 zalezy od integralnosci tratw lipidowych i lokalnej reorganizacji cytoszkieletu,
ktora zostaje wzmozona poprzez wyciszenie ekspresji B-II spektryny, dlatego tez siec

spektrynowa uczestniczy w usuwaniu CHL1 z powierzchni neuronéw w wyniku endocytozy
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(Li 2022). Z kolei obnizenie ekspresji B-1 spektryny i zaburzenie sieci spektrynowej prowadzi
do zwigkszonej internalizacji AMPARs (Li 2022). Kiedy dojrzewaja pecherzyki pokryte klatryna,
biatko spokrewnione z dynaming jest rekrutowane w szyjce pecherzykow, aby uwolni¢ pecherzyk
z blony plazmatycznej. W komodrkach nerwowych dyfuzje ograniczaja zakotwiczone w btonie
plazmatycznej biatka transblonowe razem z siecia spektrynowa i ankyryna, by utrzymac

prawidlowg polaryzacj¢ domen zwigzanych z ich funkcjg (Li 2022).

Domeny spektryny/ankiryny-G ograniczaja dostep klatrynie i transportowi, w ktorym
posredniczy klatryna oraz hamuja endocytozg. Boczne btony plazmatyczne sa wzbogacone
w B-II spektryne i ankiryng-G. Zaburzenie oddziatywania migdzy ankiryng-G i B-1l spektryng
sprzyja endocytozie transferyny z btony bocznej. Olbrzymia ankiryna-G jest skonfigurowana
razem z PlI-spektryng w mikrodomenach w somatodendrytycznych btonach plazmatycznych
neuronéw hipokampa i stabilizuje synapsy GABAergiczne poprzez przeciwstawng endocytoze

(Jenkins, He, Bennett 2015; Ghisleni 2020).

Przeprowadzana przez komorki wrodzonej odpowiedzi immunologicznej fagocytoza oprocz
swojej krytycznej roli we wrodzonej odpornosci i obronie gospodarza ma fundamentalne
znaczenie dla utrzymania homeostazy w organizmie i tkankach, dzigki ktorej mozliwe jest
szybkie usuwanie elementéw powstaty na skutek apoptozy lub nekrozy, przebudowa tkanek,
szybka reakcja na urazy i infekcje. W procesie tym powstaje pgcherzyk endocytarny zwany
wakuolg, ktory jest transportowany do wnetrza komorki. W czasie tego transportu ulega on fuzji
z endosomami lub lizosomami, ktorych zawarto$¢ umozliwia przetworzenie lub degradacje
pochtonigtego materiatu. Materiat ten moze wywotac stan zapalny, a gdy zawiera antygeny moga
one zosta¢ zaprezentowane limfocytom wzbudzajac swoista odpowiedz immunologicznag.
Fagocytoza moze zatem posredniczy¢ w nadzorze i odpowiedzi immunologicznej, w trakcie
ktorej dochodzi do przebudowy zaangazowanego w te procesy cytoszkieletu i grupowania
receptoréw w miejscach kontaktu z celem. Zdolno$ci fagocytarne fagocytow sa $cisle zwigzane
z rozmieszczeniem i rozbudowg cytoszkieletu oraz filamentow aktynowych w warstwie korowej
btony plazmatycznej, rzutujace na ich morfologie, napiecie powierzchniowe, dyfuzje,
rozmieszczenie receptorOw. Domena cytozolowa wielu aktywujacych fagocytoze receptorow
zawiera regiony zwane motywami aktywacyjnymi immunoreceptora opartymi na tyrozynie
(ITAMs — ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Wiazanie jednowartosciowych
ligandéw przez receptory nie wystarcza do wywotania odpowiedzi, stad wymagane jest
grupowanie receptorow, lecz skoncentrowanie receptorow fagocytarnych rowniez nie wystarcza
do zapoczatkowania fagocytozy, ze wzgledu na blokowanie reakcji fosforylacji przez dominujace

transblonowe fosfatazy (CD45 i CD148).
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Ciecie spektryny przez kalpaing w obecnosci kalmoduliny i1 jondw wapnia wplywa
na przebudowg synaps i endocytozg za posrednictwem receptora (Nedrelow, Cianci, Morrow
2003).

Ankiryna-G faczy biatka btonowe z cytoszkieletem spektrynowo-aktynowym. Jedym z takich
biatek jest VE-kadheryna (ang. vascular endothelial cadherin), w efekcie czego ankiryna-G
specyficznie hamuje endocytoze VE-kadheryny. Kadheryna $rodbtonka naczyniowego
(VE-kadheryna) jest glownym biatkiem adhezyjnym wystepujacym w potaczeniach
przylegajacych komorek srodbtonka (Cadwell i in. 2016).

1.2.3. Przekazywaniu sygnaléw przez zewnetrzng blone komérkows.

W komorkach jadrzastych jak réwniez erytrocytach szkielet spektrynowy nadaje lub odpowiada
za ksztalt, architekturg¢ i morfologie komorki, stabilno$¢, integralnos¢, wlasciwa organizacje
oraz wilasciwosci mechaniczne btony komorkowej. Cechy, ktére w istotny sposob wplywaja
na przekazywanie sygnatow. Spektryny sa zaangazowane w prawidlowe rozmieszczenie,
segregacje, organizacje i funkcje integralnych biatek btonowych, takich jak kanaty jonowe,
transportery, receptory i czasteczki adhezyjne w wyspecjalizowanych domenach blonowych,
stanowigc dla nich swego rodzaju platforme, ktérej domeny sg interfejsem do odbierania
sygnatow. Jesli ekspresja badz struktura biatkowa spektryn lub wigzacej ja ankiryny zostanie
zaburzona, oddziatujacy partnerzy btonowi nie gromadza si¢ w odpowiednim miejscu w btonie
i dochodzi do zakldcenia procesow. Rusztowanie sieci spektrynowej jest punktem, w ktéorym
schodzg si¢ szlaki przekazywania sygnatow za posrednictwem kinazy wapniowej oraz kinazy
i fosfatazy tyrozynowej. Nalezy pamigtac, ze do tego wszystkiego na samg spektryne wpltywaja
rozne szlaki regulacyjne, w ktére sg zaangazowane proteazy, kalmodulina i jony wapnia.
W przebudowie rusztowania spektrynowego bierze udziat m- i p-kalpaina oraz kaspazy 2, 31i 7,
a proces ten jest regulowany fosforylacje tyrozyny i oddzialywanie z Ca2+ oraz kalmoduling

(Machnicka i in. 2012; Machnicka i in. 2019; Stankewich i in. 2011; Machnicka i in. 2014).

Jak wspomniano wczesniej, spektryny oddziatujg bezposrednio lub posrednio z wieloma biatkami
btonowymi wplywajac na ich organizacje i funkcj¢. Przykladem takiego biatka moze by¢
kompleks biatka 4.1, ktory sktada si¢ z aktyny, demantyny, adducyny, tropomiozyny
oraz tropomoduliny i poza stabilizacjg interakcji aktyny ze spektryng jego glownym miejscem
wigzania jest dwuwarstwowa btona, przez co wigze sie¢ spektrynowg cytoszkieletu z biatkami
transmembranowymi takimi jak glikoforyna C (poprzez motyw dtoni EF), MPP-1
(ang. membrane palmitoylated protein 1) lub wymieniacz anionowy AE1 (ang. anion exchanger

1), dzieki czemu moze bra¢ udziat w przekazywaniu sygnatéw przez blone zewnetrzng. Drugim
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istotnym facznikiem spektryny z biatkami transmembranowymi jest ankiryna. Fosfatydyloseryna
oraz fosfatydyloetanoloamina sa rowniez sktadnikami dwuwarstwy lipidowej btony, z ktérymi
bezposrednio taczy si¢ spektryna za pomocg domeny homologicznej do plekstryny lub wiagzacej
ankiryne, zatem spektryny oddziatuja réwniez z fosfolipidami. Innym rodzajem biatek blonowych
z jakimi oddzialuje spektryna sg czasteczki adhezyjne jak np. LU/BCAM (ang. Lutheran
protein/basal cell adhesion molecule) czy tez NCAM (ang. neural cell adhesion molecule).
A-l i o-ll spektryna reguluje aktywnos¢ adhezyjng Lu/BCAM (unikalny receptor laminy)
do laminy posredniczac w sygnalizacji pomiedzy laming a aktyng w erytrocytach, komorkach
nablonka i $rodbtonka. Czasteczka adhezyjna komoérek nerwowych (NCAM) promuje wzrost
neurytow, tworzenie synaps, reguluje ich wydajno$¢ oraz gromadzi si¢ w zageszczeniach
postsynaptycznych. Mutacje oraz zaburzong ekspresjc NCAM powigzano z schizofrenia
1 zaburzeniami dwubiegunowymi. NCAM oddziatuje za pomocg tratw lipidowych bezposrednio
z B-I spektryng organizujac sktadanie sieci cytoszkieletu i rekrutujac spektryne do blony
plazmatycznej oraz zaggszczenia postsynaptycznego, co mechanicznie stabilizuje synapsy.
Neurony w hipokampie z niedoborem czasteczki adhezyjnej komoérek nerwowych (NCAM -/-)
maja nienormalnie zwickszony odsetek synaps z perforowanym = zaggszczeniem
postsynaptycznym i obnizony poziom B-l spektryny, za§ nadekspresja NCAM prowadzi
do ogblnego wzrostu poziomu -l spektryny (Puchkov i in. 2011; Machnicka i in. 2019).
Odsetek synaps z perforowanym zageszczeniem postsynaptycznym jest rowniez zwigkszony
w neuronach typu dzikiego (NCAM +/+) z zaburzonym kompleksem NCAM/spektryna
lub obnizonag ekspresja -1 spektryny, co wskazuje, ze cytoszkielet spektrynowy razem z NCAM
utrzymuje integralno$¢ strukturalng zaggszczenia postsynaptycznego i zakldcenie tego
kompleksu wystarcza do podniesienia perforacji, a w efekcie zwiekszenia aktywnosci
synaptycznej i wptywajac na kontakt komodrka-komorka. W perforowanych zageszczeniach
postsynaptycznych wystepuja strefy endocytarne biorgce udzial w internalizacji AMPARS
(receptory posredniczagce w szybkim przekazywaniu sygnatow pobudzajacych). Poziom
AMPARS mozna szybko obnizy¢ na skutek endocytozy za posrednictwem klatryny i ostabienia
sieci spektrynowej (Puchkov i in. 2011). Wzrost odsetka perforacji w zageszczeniu
postsynaptycznym silnie koreluje ze wzrostem liczby pecherzykéw pokrytych klatryna.
Dhugotrwata stymulacja NCAM prowadzi do wstawiania AMPAR do powierzchni komorki
nerwowej, tworzenia perforowanych synaps i endocytozy AMPAR. Swiadczy to o znaczeniu
perforowanych zageszczen postsynaptycznych dla utrzymania homeostazy w pobudzonych
synapsach. W neuronach zar6wno NCAM +/+ jak i NCAM -/- z zaburzong siecig spektrynowg
wystgpuje nasilona endocytoza AMPAR. Taki wysoki wskaznik endocytozy w blonie
postsynaptycznej moze prowadzi¢ do standow patologicznych mozgu. Zatem spektryna jest
niezbedna w procesie tworzenia synaps immunologicznych. Biatko bliskiego homologu L1

(CHLT1) asocjuje z B-II spektryna w celu jego endocytozy wymaganej do wzrostu neurytow
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zaleznej od CHL1. Poza B spektrynami w rozwdj ukladu nerwowego sa zaangazowane rowniez
a spektryny, np. przez odziatywanie z biatkiem 14-3-3, ktdre petni role przetacznika regulujacego
wzrost neurytow w odpowiedzi na stymulacje NCAM oraz jest zaangazowane w plastyczno$é
synaptyczng i migracj¢ neurondow. Kolejnym typem biatek btonowych z ktérymi oddziatluja
spektryny sa kanaly jonowe. Przykladem jest czeSciowa regulacja powierzchniowej ekspresji
i aktywnosci kanalu hTRPC4 (ang. human transient receptor potential channel 4), a wyciszenie
ekspres;ji a-II spektryny skutkuje nie wlgczaniem kanatu do btony komérkowej (Machnicka i in.
2012). Za prawidtowe umiejscowienie transportera glutaminianu EAAT4 na powierzchni btony
plazmatycznej w komorkach Purkinjego odpowiada B-III spektryna poprzez interakcje z ARP1
i dyneing, a mutacje w B-III spektrynie zatrzymujace ja w aparacie Golgiego oraz blokujace
oddziatywanie z ARP1 zaburzaja transport do i lokalizacjc EAAT4 w blonie plazmatycznej,
co moze prowadzi¢ do rozwoju ataksji rdzeniowo-mozdzkowej typu 5 (SCADS). Receptory
NMDA naleza do kanatow kationowych bramkowanych glutaminianem o wysokim
przewodnictwie Ca2+, ktore sg posrednio zaangazowane w szybkie przekazywanie sygnatu
1 plastycznos¢ synaps. Spektryna wiaze si¢ z cytozolowa podjednostka NR2 receptora NMDA
oraz fosforylacja spektryny zmieniajaca jej podatno$¢ na cigcie przez kalpaineg chroni kompleks
receptora NMDA. Fosforylacja rowniez reguluje aktywnos$¢ NR2 oraz chroni przed cigciem
ze strony kapainy, ktore zaburza jej wigzanie ze spektryna. Z kolei B-IV spektryna
1jej fosforylacja wptywa na propagacje, synchronizacje i regulacje potencjatow czynnosciowych
poprzez lokowanie kanatow sodowych i potasowych bramkowanych napigciem w AlS,
przewezeniach Ranviera i nerwach z ostong mielinowa, a takze stabilno$¢ pobudliwych bton
w sercu 1 mozgu. Btedna lokalizacja kanalow bramkowanych napigciem w AIS i1 wezle Ranviera
pod wptywem utraty B-IV spektryna byla zwigzana z wada stuchu. Réwniez mutacje w ankirynie
B prowadza do zlego sortowania VGSC w mig$niu sercowym, co objawia si¢ zespotem dlugiego
odstepu QT typu 4 (Machnicka i in. 2012; Machnicka i in. 2019; Puchkov i in. 2011;
Stankewich i in. 2011; Metral i in. 2009; Machnicka i in. 2014; Zhang i in. 2013).

W limfocytach spektryna peni takze istotng role w regulacji réznych szlakow proceséw
komorkowych i sygnalizacji m. in. aktywacji, prowadzacych do wytworzenia TCR (ang. T-cell
receptor) oraz apoptozie. Spektryna i ankyryna bezposrednio wigzg sie w limfocytach z CD45,
ktory odgrywa kluczowa role w proliferacji limfocytow T w odpowiedzi na stymulacje
z antygenem oraz sygnalizacji i regulacji TCR. Dodatkowo transport receptorow CD3 i CD45
na powierzchni¢ limfocytu wymaga zwigzania si¢ CD45 ze spektryng, co pobudza aktywnosé¢
PTPazy CD45 jak i jest zalezny od ankiryny. Zmiany w genie kodujacym CD45 lub niedobor
receptora CD45 prowadza do cigzkich ztozonych niedoboréw odpornosci, zaburzonego rozwoju
tymocytow, obnizenia ilosci obwodowych limfocytéw T i uposledzonej aktywacji (Machnicka i

in. 2012; Machnicka i in. 2019; Stankewich i in. 2011; Machnicka i in. 2014).
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Za pomoca domeny SH3 (czgsty motyw bialek bioracych udziat w transdukcji sygnalow),
zlokalizowanej w obrgbie 9 powtorzenia, o-II spektryna przekazuje sygnaly prowadzace
do aktywacji Rac i Ras (adhezja, wydtuzanie lamellipodiéw, rozprzestrzenianie si¢ komorek),
bezposrednio  oddzialuje z  biatkkiem  VASP  (nieufosforylowanym) 1 EVL
(ang. enabled/vasodilator-stimulated phosphoprotein-like protein) nalezacymi do rodziny biatek
Ena/VASP (interakcje komorka-komorka, przepuszczalno$¢ s$rodbtonka, adhezja, tworzenie
1 wydtuzanie lamellipodiow, przebudowa aktyny w aktywowanych limfocytach T, polimeryzacja
i dynamiczno$¢ aktyny) oraz posiada zdolno$¢ wigzania z dynaming. A-11 spektryna jest obecna
w wyspecjalizowanym typie kompleksow sygnalizacyjnych integryny B3 indukowanych przez
kalpaing i wspotuczestniczacych w aktywacji Rac. A-II spektryna poprzez oddziatywanie
domeny SH3 z biatkami naprawczymi FA (ang. Fanconi anemia proteins), XPF (ang. Xeroderma
pigmentosum group F-complementing protein), FANCA (ang. Fanconi anaemia,
complementation group A) i FANCG (ang. Fanconi anemia complementation group G) moze by¢
zaangazowana w naprawe nici DNA (szczegolnie w niektorych poczatkowych etapach), dziatajac
w miejscach uszkodzenia jak rusztowanie i mobilizujac biatka naprawcze. Ponadto a-11 spektryna
bierze udziat w utrzymaniu stabilno$ci chromosoméw. Dodatkowo zidentyfikowano
oddziatywanie domeny SH3 z c-Src, wymieniaczami Na+/H+ oraz niskoczasteczkowg fosfataza
fosfotyrozynowa (Machnicka i in. 2012; Machnicka i in. 2019; Stankewich i in. 2011;
McPherson 1999; Qualmann, Kessels 2002; Machnicka i in. 2014).

Spektryna bierze udzial w cyklu komérkowym poprzez regulacj¢ ekspresji receptorow
btonowych, np. w sygnalizacji TGF-p (ang. transforming growth factor ) poprzez odpowiednia
lokalizacje biatek smads 314 (ang. suppressor of mothers against decapentaplegic), regulujacych
aktywno$¢ TGF-B. Myszy elf +/— (ang. embryonic liver fodrin) maja wyzsze ryzyko rozwoju
nowotworu z powodu deregulacjg kontroli cyklu komérkowego w przejsciu G+/S i wadliwej
sygnalizacji TGF-p (Machnickaiin. 2012; Zhang i in. 2013). Obnizenie ekspresji a-11 spektryny
prowadzi do podwyzszenia poziomu p2l1 i zatrzymania cyklu komodrkowego w fazie

G:1 (Machnicka i in. 2012).

W erytrocytach wymieniacz anionowy (AE1) wiaze si¢ z ankiryna a ta taczy go z B spektryna.
Zwigkszong obfitos¢ spektryn odnotowano w rejonach kontaktu komorek, takich jak polgczenia
przylegajace, Sciste i szczelinowe. W polaczeniach przylegajacych spektryna oddziatuje
bezposrednio z kompleksem E-kadheryny i B-kateniny lub a-kateniny. W potaczeniach §cistych
spektryna wspotlokalizuje si¢ z zonula occludens 1 (ZO-1) i oddziatuje z ZO-2 poprzez biatko
4.1. Podczas gdy w potaczeniach szczelinowych szczegolna izoforma a-1l spektryny oddziatuje

z koneksyng-43. W komorkach nablonka B-II spektryna oraz ankiryna G pelnig rowniez istotng
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role w prawidlowej lokalizacji, koncentracji i akumulacji E-kadheryny podczas kontaktu
komorek oraz transporcie biatek i fosfolipidéw do btony bocznej. Zaburzenie ich ekspresji
prowadzi do destabilizacji 1 zmiany proporcji pomiedzy blong boczna, podstawna
1 wierzchotkowa a w efekcie morfologii komorki. W zewnetrznych komoérkach rzgsatych (OHC)
a-Il, B-II i B-V spektryny wraz z filamentami aktynowymi tworza sie¢ zaangazowana
w elektromotoryke indukowang dzwiekiem, z ktérych B-V spektryna jest bezposrednio
zaangazowana w elektromobilno§¢ OHC. Stereocilia HC u podstawy otoczone pierscieniem
a-1l spektryny peig kluczowa rolg¢ w odbieraniu i przekazywaniu dzwicku. Niedobor
a-11 spektryny (Yao i in. 2022) prowadzi do szybkiej gluchoty na skutek nieprawidlowego
formownia si¢ stereocili oraz zmniejszenia obfitosci HC w wyniku apoptozy spowodowanej
zaburzonym oddziatywaniem z integryng P1, FAK, paksyling i winkuling, a w przypadku
B-11 spektryny w efekcie zaburzonej polaryzacji HC. Spektryny sa rowniez elementem kompleksu
receptorow zwiazanych z biatkiem G (GPCR) oraz synaptycznego kompleksu wielobiatkowego.
W s$rodblonku naczyn krwiono$nych spektryny sg zaangazowane w przenoszenie sygnatu
do mechanoreceptorow w odpowiedzi na zmian¢ naprezen i sit rozciagajaco-Sciskajacych,
w ktorych uczestniczg m. in. kanaty Piezol, hialuronian czy tez CD44 (Machnicka i in. 2012;
Machnicka i in. 2019; Machnicka i in. 2014; Mylvaganam i in. 2022; Yao i in. 2022).

1.2.4. Kontrola cyklu komérkowego.

Niedobor a-1I spektryny zaktoca podziat i proliferacje komorek prowadzac do zatrzymania cyklu
komoérkowego w fazie G1, co §wiadczy iz all spektryna moze by¢ zaangazowana w regulacje
cyklu komorkowego (Metral i in. 2009). Obnizenie ekspresji a-11 spektryny w ludzkiej linii
komorkowej czerniaka (WM-266-4) przy uzyciu siRNA znacznie spowolnito przyrost komorek
w hodowli, w skutek zmniejszenia odsetku komoérek obecnych w fazie S i Go/M i zwigkszenia
udziatu (zatrzymanie) komorek obecnych w fazie Gi cyklu komorkowego, podczas gdy nie
wplyneto na apoptoze i $mieré komorek (Metral i in. 2009). Odsetek komorek z obnizong
ekspresja a-11 spektryny w fazie Go/M wynidst okoto 8%, z kolei w komorkach kontrolnych
wyniost okoto 14%. Dodatkowo w komorkach z wyciszong ekspresja a-11 spektryny stwierdzono
znaczny spadek stosunku hiperuforsforylowanego biatka Rb (ang. retinoblastoma protein) do jego
formy nieufosforylowanej, bedacego regulatorem progresji cyklu komorkowego (Metral i in.
2009). Ponadto zauwazono podwyzszong ekspresje p21 (inhibitora cyklinozaleznej kinazy)
jednego z inhibitorow cyklu komoérkowego, ktorego wyciszenie spowodowato wzrost proliferacji,
a jednoczesénie pehni funkcje w kontroli cyklu komérkowego (Metral i in. 2009). Moze zatem
dziata¢ hamujaco na progresje cyklu komoérkowego prowadzac do jego zatrzymania, a poprzez
stabilizacj¢ oddziatywan CDK4/CDK6 (ang. cyclin-dependent kinase 4 and 6) z cyklinami

promowaé. W komorkach tych stwierdzono obnizenie zdolno$ci do adhezji. Rownolegle adhezja
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poprzez integryny moze modulowac zdarzenia molekularne wymagane do postepu cyklu
komorkowego, np. przez obnizenie biatka p21 i p27. Same integryny prowadza do stymulacji
wielu wezesnych zdarzen mitogennych zwiagzanych z przej$ciem z fazy Go do fazy G: cyklu
komorkowego. Obserwowane w komorkach zatrzymanie cyklu komoérkowego moze by¢ wtornie
zwigzane z zaburzeniem adhezji komorek. Przerwanie cytoszkieletu aktyny za pomoca
cytochalazyny hamuje wej$cie w faze S, obniza poziom cykliny D1, podwyzsza p27 i hamuje

fosforylacje Rb (Metral i in. 2009; Machnicka i in. 2012).

Rowniez obnizenie ekspresji B-11 spektryny (ELF) prowadzi do zaburzenia punktu kontrolnego
przejscia cyklu komorkowego w fazie G1/S oraz btgdnej sygnalizacji transformujacego czynnika
wzrostu B (TGF-B), co prowadzi do zwigkszonego ryzyka rozwoju nowotworow u myszy
elf +/-, za$ u myszy elf -/- brak biatka adaptorowego ELF (B-1I spektryny) dla SMAD3/4 hamuje
sygnalizacje TGF-B/SMAD i mutacja ta jest $miertelna dla embriondéw, ktore tatwo mozna byto
odrézni¢c na podstawie mniejszych rozmiarow ciata i glowy, a takze uposledzonej
(nierozgalgzionej) sieci naczyn w woreczku zolttkowym. Podobienstwo fenotypowe myszy elf -/-
do mszy Smad2 +/- Smad3 +/-, ktoére obejmuje m. in. nieprawidtowa anatomi¢ twarzoczaszki,
pierwotnych pecherzykéw mozgowych, budowe jelit i watroby sugeruje, ze ELF i SMAD
oddziatuja ze soba, co potwierdzono w autoimmunologicznym zapaleniu watroby typu C,
pierwotnym zapaleniu drog zotciowych oraz przewlektym wirusowym zapaleniu watroby, gdzie
zaobserwowano utrat¢ oddziatywan pomiedzy ELF i SMAD. Ponadto mutacja elf-/- wywotata
proliferacje limfocytow T. Istnieje takze przypuszczenie o interakcji SMAD4 z B-11 spektryna
na podstawie obserwacji zaburzen mitozy, apoptozy i gruczotow wsrdéd hamartomow lub polipow

(Metral i in. 2009; Zhang i in. 2013; Machnicka i in. 2012).

Oba badania wnoszg, iz spektryna moze by¢ nowym graczem biorgcym udziat w transdukcji
sygnatow pozakomorkowych kontrolujacych cykl komoérkowy (Metral i in. 2009; Zhang i in.
2013; Machnicka i in. 2012).

W  komoérkach raka watrobowokomoérkowego HCC (ang. hepatocellular carcinoma)
potwierdzono podwyzszony poziom ekspresji B-1l spektryny (Yang i in. 2021), a z kolei
zmniejszong ekspresje stwierdzono dla biatek zwigzanych z punktem kontrolnym cyklu
komoérkowego Gi/S m. in. cykliny DI, zaleznej od cykliny kinazy 4 (CDK4) oraz Rb,
co wskazuje, iz B-II spektryna moze regulowaé przejscie cyklu komorkowego G1/S przez szlak
sygnatlowy TGF-B (TGF-B/SMAD). Poniewaz B-II spektryna pelni wazng role adaptora
w translokacji Smads (SMAD3/4), w pozbawionych jej komorkach HCC zaobserwowano
przejscie fazowe G1/S na skutek aktywacji cykliny D1/CDK4. W kardiomiocytach wyciszenie

B-II spektryny doprowadzito do ostabienia aktywnos$ci mitotycznej, rozregulowania i zatrzymania
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cyklu komorkowego oraz zwickszonej apoptozy, gdyz stwierdzono podwyzszenie aktywnoSci
kaspazy-7 i podwyzszony poziom ekspresji proapoptotycznego biatka Bax (ang. BCL2 associated
X) (Yang i in. 2021). Szlak sygnatowy TGF-p razem z B-II spektryng odgrywa wazna rolg
rowniez w hamowaniu innych nowotwordéw, np. zotadka i regulacji adhezji, na co dowodow
dostarczyty myszy B-11 spektryna +/- smad4 +/-. Utrata B-1I spektryny posredniczy w zaburzeniu
sygnalizacji TGF-B, czego efektem jest niewlasciwa regulacja cyklu komorkowego i szybsze

wejscie w fazg S (Yang i in. 2021; Zhang i in. 2013).

1.2.5. Angiogeneza.

Przebudowa aktyny lezy u podstaw przelgczania miedzy stanem spoczynkowym a stanem
angiogennym S$rodbtonka. Regulatory aktyny na potaczeniach komoérka-komorka $rodbtonka
utrzymuja integralno$¢ bariery krew-tkanka, jednocze$nie umozliwiajac przezsrodbtonkowa
migracje leukocytow. Komorki $rddbtonka reguluja dyfuzje tlenu, metabolitow, sktadnikow
odzywczych i przechodzenie komorek przez bariere krew-tkanka. Tworzenie nowych naczyn
krwionosnych (waskulogeneza) i dalsza ekspansja sieci naczyniowej przez angiogeneze
sa ztozonymi procesami wymagajacym skoordynowania proceséw proliferacji, r6znicowania
1 migracji komorek, adhezji do i przebudowy macierzy oraz stabilizacji potaczen komérkowych
krytycznie zaleznych od cytoszkieletu aktynowego. Czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego
(VEGF — ang. vascular endothelial growth factor) jest jednym z czynnikéw wzrostu
stymulujacych te procesy (degradacje macierzy pozakomorkowej, proliferacje, migracje,
tworzenie rurek przez komorki $rodbtonka oraz przepuszczalno$é naczyn), a przebudowa
cytoszkieletu aranzowana przez VEGF pelni istotna role w procesach angiogennych, w ktorych
dodatkowo w kluczowy sposob posredniczy kalpaina (Yadunandanan i in. 2022; Su i in. 2006).
Wyciszenie (knockdown) lub obnizenie ekspresji a-11 spektryny przy pomocy siRNA i ShRNA
w pierwotnych ludzkich komorkach s$rodbtonka zyly pepowinowej (HUVEC - ang. human
umbilical vein endothelial cell) i ludzkich komorkach $rdédblonka mikronaczyniowego skory
(HMEC-1 — ang. human dermal microvascular endothelial cell) prowadzi do obnizenia ekspres;ji
VE-kadheryny, MCAM (ang. melanoma cell adhesion molecule) i f3-integryny, waznych biatek
zaangazowanych w tworzenie 1 skladanie naczyn kapilarnych, co skutkowato znaczna
destabilizacja 1 skroceniem wypustek (filopodidow) komorkowych, zaburzajac proces
angiogenezy i formowania si¢ rurek kapilarnych in vitro. Natomiast nie spowodowalo zmian
poziomu ekspresji biatka VASP, ktore tworzy kompleksy z a-1I spektryng i regulujg tworzenie
cytoszkieletu podczas interakcji komorek $rodbtonka. A-II spektryna peli role kontrolng
nad integrynami i innymi czasteczkami adhezyjnymi w procesie skladania rurek kapilarnych
oraz modyfikacji migracji $rodbtonka. W dodatku zmniejszenie poziomu o-1I spektryny

w komorkach $rodbtonka prowadzi do zmian organizacji cytoszkieletu (sieci aktynowej)
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1 ograniczenia rozmiaru komorek, zmiany w rozmieszczeniu integryny aVP3 i a5 (tworza
agregaty lub nie ulegaja akumulacji), redukcji wiokien stresowych (ang. stress fibers), a takze
odktadania si¢ pozostalej spektryny w formie agregatow w cytoplazmie. Komorki $rodbtonka
z obnizong o-II spektryng wykazuja mniejsza i spowolniona zdolno$¢ do rozprzestrzeniania si¢
oraz formowania lamellipodiow. Zmniejszenie ekspresji a-1I spektryny w komoérkach srodbtonka
wptywa na organizacj¢ inwadosomdow bogatych w aktyne i zmniejsza ich zdolno$¢ do inwaz;ji.
Tym samym efektem niedoboru o-II spektryny jest zaklocenie procesu migracji, adhezji,
rozprzestrzeniania si¢ oraz zmiana morfologii komorek (Machnicka i in. 2020; Machnicka i in.
2019).

Domena SH3 jest unikalna dla o spektryn. Domena SH3 a-ll spektryny wigze biatka Abil
(ang. Abelson interactor 1), EVL, VASP, WASP, WAVE i Tes wplywajace na dynamike
i polimeryzacje aktyny, z ktorych biatka EVL i VASP naleza do rodziny ssaczych fosfoprotein
aktywowanych/stymulowanych  rozszerzeniem  naczyn  krwionosnych  Mena/VASP
(ang. mammalian enabled vasodilator-stimulated phosphoprotein) wystepujacych w filopodiach
1 ogniskach adhezji. Kompleksy a-1I spektryny z VASP inicjuja i reguluja sktadanie cytoszkieletu
w trakcie kontaktow komorek §rodbtonka, zmniejszaja przepuszczalnos¢ srodblonka i stabilizuja
kontakt komoérka-komoérka. W niedoborach VASP obserwuje si¢ zwigkszenie przepuszczalnosci
komorek $rodbtonka i mikronaczyn (Benz i in. 2008a). Sugeruje to wptyw o-1l spektryny
na przepuszczalno$¢ naczyn. Oba biatka kolokalizuja si¢ z markerem Scistych potaczen ZO-1
(fac. zonula occludens 1). Domena SH3 a-Il spektryny wigze si¢ z potrdjnym motywem
GPs VASP (powtorzenie poliprolinowe). Fosforylacja VASP przeprowadzana przez zalezng
od cAMP kinaze biatkowa A (PKA — ang. protein kinase A) hamuje oddziatywanie ze spektryna
(Benz i in. 2008a). Jednoczes$nie zakotwiczona poprzez domeng SH3 spektryny fosfodiesteraza
D4 (PDE4D4 — ang. phosphodiesterase 4D) w regionach kontaktu komoérka-komorka ksztattuje
odpowiedz fizjologiczng na cAMP, kierujac ja do efektoréw domen btonowych wzmacniajacych
bariere¢ 1 ograniczajac tworzenie si¢ przerw w komorkach $rodbtonka oraz zapobiegajac
reorganizacji mikrotubul za posrednictwem PKA. Hamowanie aktywno$ci btonowej PDE4D4
zwicksza zakres sygnalizacji cAMP 1 skutkuje reorganizacja mikrotubul oraz przerwaniem
bariery komorek srodbtonka (Creighton i in. 2008). Wigzanie a-11 spektryny z VASP hamuje
rozpad a-II spektryny zalezny od kaspazy-3 w komorkach apoptotycznych, rownocze$nie PGE2
promuje w sposob zalezy od dawki i czasu fosforylacje VASP regulujac ten proces (Benz i in.
2008b). Wydaje sie, ze a-katenina jest kolejnym sktadnikiem komplekséw a-11 spektryny—VVASP
(Machnicka i in. 2020; Machnicka i in. 2019; Benz i in. 2008a; Yadunandanan i in. 2022;
Creighton i in. 2008; Benz i in. 2008b; Sreeja i in. 2020).
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Rodzina biatek RhoGTPazy w szczegolnosci RhoA, Racl i Cdc42, odgrywaja kluczowa role
w koordynowaniu przebudowy aktyny podczas angiogenezy. Spektryna uczestniczy w aktywacji
RhoGTPazy Rac, a nadekspresja domeny SH3 a-I1 spektryny hamuje aktywacje Racl, tworzenie
filamentu aktynowego i rozprzestrzenianie si¢ komorek w hodowanych komoérkach (Stankewich
i in. 2011). Aktyna i Racl sg réwniez zaangazowane w regulacje polaryzacji neuronow
1 tworzenie aksonow. Utrata Racl prowadzi do powaznych wad twarzoczaszki i uktadu sercowo-
naczyniowego (Stankewich i in. 2011). RhoGTPazy aktywujg forminy biorgce udziat
w tworzeniu filopodiow, sktadaniu widkien stresowych i sieci aktynowych do transportu
pecherzykowego, adhezji komorek i stabilizacji potaczen sroédbtonka (Stankewich i in. 2011;
Yadunandanan i in. 2022).

VEGF zwigksza aktywno$¢ kalpainy w komoérkach $rodbtonka mikronaczyniowego,
gdyz w komorkach PMEC (ang. pulmonary microvascular endothelial cells) inkubowanych
z dodatkiem VEGF zaobserwowano wzrost specyficznych dla kalpainy produktéw rozpadu
spektryny. Nadekspresja kalpastatyny w PMEC nie zmienia udziatu kalpainy-1 i kalpainy-2,
ale prowadzi do spadku aktywnosci kalpainy obserwowanej jako obnizenie zawarto$ci produktow
degradac;ji spektryny, ponadto zmniejsza zdolnosci naprawy ran i formowania naczyn srédbtonka,

takze w PMEC wystawionych na dziatanie VEGF (Su i in. 2006).

Przystosowanie do niskiego poziomu tlenu na skutek zmiany ekspresji genéw jest niezwykle
wazne dla rozwoju tkanek i przezycia komoérek. Powstawanie nowych naczyn krwionosnych
z komorek srodblonka, przywraca doptyw tlenu do niedokrwionych tkanek. Alternatywny
splicing w komorkach srodblonka dla tego wydarzenia zaobserwowano dla dziewigciu gendéw
uprzednio niezwigzanych z niedotlenieniem (Weigand i in. 2012), z ktorych az sze$¢ bylo
zaangazowanych w przebudowe cytoszkieletu za posrednictwem angiogenezy m. in. SPTAN1.
W warunkach niedotleniania kasety eksonowe (pomini¢cie eksonéw) wystepowaty z mniejsza
czestotliwoscig (Weigand i in. 2012). Spektryny tacza si¢ z biatkiem $cistych potaczen 1 - TIP1
(ang. tight junction protein 1; ZO-1), CTNNAL (ang. catenin alpha 1; alfa-katenina) i biatkiem
alfa potaczen szczelinowych 1 zwanym rowniez koneksyna-43 - GJAL (ang. gap-junction protein
alpha 1). W warunkach hipoksji zostaje obnizona zawarto$§¢ dtuzszej izoformy spektryny
(20 dodatkowych aminokwasow na C-koncu domeny SH3) oddziatujacej z koneksyng-43
wymaganej przy tworzeniu potaczen szczelinowych i specyficznie zlokalizowanej w ich obrgbie
(Weigand i in. 2012). Ta 20 aminokwasowa wstawka moze by¢ podatna na fosforylacje przez
N-koncowa kinazg c-Jun (JNK — ang. c-Jun N-terminal kinase). Zatem alternatywny splicing
SPTAN1 promujacy w warunkach hipoksji krotszg izoformg biatka powinien korzystnie wptynaé

na przezycia komoérek lub angiogeneze na skutek redukcji polaczen szczelinowych. Przezycie
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w warunkach niskiego st¢zenia tlenu i angiogeneza stajg si¢ rowniez wazne w trakcie wzrostu

i rozwoju nowotwordéw (Weigand i in. 2012; Ackermann, Brieger 2019).

B-Fodryna dziata jako tacznik dla Smad3 i Smad4 w szlaku sygnalowym transformujacego
czynnika wzrostu B (TGF-B), przez co pelni role regulatora angiogenezy. Jednocze$nie
hamowanie TGF-f/Smad prowadzi do ostabienia angiogenezy (Sreeja i in. 2020).
Heterozygotyczne myszy B-fodrin (+/-) prezentowaly nieprawidtowosci wewnatrznaczyniowe
w watrobie prowadzace do podwyzszonego ryzyka raka, a takze zaburzone rdéznicowanie
komorek srodbtonka. Rowniez w angiogenezie bierze udziat f-11 spektryna. Utrata p-11 spektryny
stymuluje proces angiogenezy i zaburzong, niekontrolowang proliferacje komorek $rodbtonka
naczyn woreczka zottkowego (Sreeja i in. 2020). Poprzez regulacje angiogenezy zapobiega
rozwojowi raka watrobowokomoérkowego, ktory wystepuje w przypadku myszy pozbawionych
B-11 spektryny. Brak a-fodryny lub B-fodryny jest $miertelny dla embrionow z powodu wad
w uktadzie krwiono$nym (zmniejszony rozmiar serca i unaczynienie, nieprawidtowe

rozmieszczenie tropomiozyny oraz dystrofiny) i nerwowym (Sreeja i in. 2020; Yang i in. 2021).

Weczesna utrata specyficznej dla srédbtonka B-1V spektryny zwigksza $miertelnosci embrionow
myszy z powodu hiperwaskularyzacji i defektow krwotocznych, a u noworodkéw intensyfikuje
gesto§¢ naczyn w siatkdwce. B-IV spektryna jest wymagana w komorkach $rodbtonka
do prawidtowego kietkowania naczyn w procesie angiogenezy, gdyz pelni istotng role
w sygnalizacji VEGF, ekspresji oraz aktywnosci VEGFR2, a takze dziata jako negatywny
regulator angiogenezy (Kwak i in. 2022).

Sie¢ spektrynowa jest niezb¢dna do przenoszenia naprezen i sit powstajacych podczas przeptywu
krwi przez naczynia na mechanosensory $rodbtonka. W sieci tej zakotwiczona jest czasteczka
CD44 zmieniajagca zageszczenie hialuronianu na powierzchni komorki, ktéry zamienia
naprezenie styczne na zmiany napiecia btony komorkowej. Ponadto sie¢ spektrynowa kontroluje
aktywnos$¢, stabilno$¢ 1 rozmieszczenie mechanowrazliwych kanatow Piezol, ktéore pod
wplywem napr¢zen stycznych zostajg aktywowane i biorg udzial w wymianie wapnia. Sie¢
spektrynowa oprocz wykrywania natgzen stycznych, odpowiada réwniez za przekazywanie
i rozprowadzanie sit rozciagajaco-$ciskajacych do mechanosensoréw, ktérych zadaniem jest

zapoczatkowanie reakcji ochronnych i wazoaktywnych (Mylvaganam i in. 2022).

W mysich komorkach §rodbtonka z niedoborem EVL -/- stwierdzono mig¢dzy innymi obnizenie
ekspresji genu serpiny 1 (Zink i in. 2021). Traktowanie TGF-B1 zwigkszyto aktywno$¢ wigzania
B-11 spektryny i SMAD3 z ludzkimi i mysimi promotorami inhibitora aktywatora plazminogenu

PAI-1 (ang. plasminogen activator inhibitor) (Chen i in.2016). Zwierzgta leczone
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farmakologicznym inhibitorem PAI-039 przejawiaty obnizony poziom specyficznych produktow

degradacji spektryny o masie 150 kDa (Griemert i in.2019).

W fibroblastach pochodzacych z serca z niedoborem B-1V spektryny obserwowano zwigkszona
sekrecj¢ do medium hodowlanego i ekspresj¢ fraktalkiny (CX3CL1 — ang. C-X3-C motif
chemokine ligand 1) (Nassal i in. 2023). Fraktalkina moze bezposrednio posredniczy¢ w adhezji
monocytow, aktywacji VEGF-A i angiogenezie poprzez swoj receptor CX3CR1 (ang. C-X3-C
motif chemokine receptor 1) na monocytach i $rédbtonku podczas angiogenezy w stanach
zapalnych (Zhang i in. 2012). Stymulacja fraktalking HUVEC i HMVEC prowadzi
do fosforylacji ERK1/2 (ang. extracellular signal-regulated kinases). Aktywacja szlaku m. in. Rho
jest wymagana do aktywacji stymulacji angiogenezy przez fraktalking i w jej nastepstwie
zwigkszenie ekspresji VEGF-A oraz uruchomienia szlaku PI3K/AKT (ang. protein kinase
B)/eNOS (ang. endothelial nitric oxide synthase) lub Raf-1/MEK (ang. mitogen activated protein
kinase kinase)/ERK (Ryu i in. 2008; Lee i in. 2006).

Aktywnos¢ YAP/TAZ (ang. Yes-associated protein/transcriptional coactivator with PDZ-binding
motif) w odpowiedzi na sity mechaniczne zalezy od reorganizacji cytoszkieletu aktynowego
oraz aktywnosci GTPaz Rho. Spektryna poprzez asocjacj¢ z widknami aktynowymi odgrywa
wazna role w aktywnos$ci YAP i zostata uznana za kluczowe biatko cytoszkieletu, ktore ogranicza
aktywno$¢ YAP/TAZ w odpowiedzi na bodzce mechaniczne. Zaburzenie sieci cytoszkieletu
spektrynowego lub utrata spektryny prowadzi do nadmiernej aktywacji YAP/TAZ. Amfiregulina
(AR) jest czynnikiem wzrostu aktywujacym receptor naskorkowego czynnika wzrostu,
ktory to z kolei uruchamia szlak YAP/TAZ, za$ celem transkrypcyjnym YAP/TAZ jest
amfiregulina (Boopathy, Hong 2019; Cai, Wang, Meng 2021). AR promuje produkcj¢ VEGF-
A i indukuje angiogenezg ludzkich komorek progenitorowych srodbtonka (Wang i in. 2017).

Udziat Cyr61 (ang. cysteine-rich angiogenic inducer 61) w angiogenezie wynika z jego interakcji
z r6znymi integrynami, np. aVp3, allbp3, avpS (glownie szlaku oVB3) (Fataccioli i in. 2002;
Boopathy, Hong 2019). Wiazac sie¢ z receptorami integryn wywieraja wptyw na komorki
srddbtonka i angiogeneze (Boopathy, Hong 2019). Cyr61 zwieksza ekspresje genow VEGF-A,
MMP-1 (ang. matrix metalloproteinase-1), MMP-3 (ang. matrix metalloproteinase-3) lub PAI-1
(ang. plasminogen activator inhibitor-1) oraz interakcje z integrynami a3 i a5 (Chen, Mo, Lau
2001; Chen, Du 2007). Nieufosforylowane kinazy YAP/TAZ uczestnicza w ekspresji
docelowego dla nich biatka Cyr61, zwtaszcza w komorkach $rodbtonka w miejscu powstawania
nowych odgalezien naczyn krwionosnych (Lee i in. 2019). Aktywacja YAP/TAZ jest kluczowa
dla funkcjonalnych nastepstw wielu szlakow sygnatowych m. in. VEGF, angiopoetyny
lub CYRG61 (Boopathy, Hong 2019). Ekspresja Cyr61 moze by¢ réwniez zapoczatkowana przez
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szlak RhoA GTPazy (Chen, Du 2007). Niedobor YAZ obniza ekspresj¢ Cyr61, a z kolei
nadekspresja Cyr61 na skutek negatywnego sprz¢zenia zwrotnego inaktywuje YAP, co prowadzi
u myszy z delecja genu Cyr61 w komorkach srodbtonka do ich hiperproliferacji i powigkszenia

naczyn krwiono$nych (Lee i in. 2019).

OPN (ang. osteopontin) bezposrednio stymuluje angiogeneze w komorkach progenitorowych
srodbtonka glejaka poprzez szlak sygnatowy aVB3/P13-K/AKT/eNOS/NO, ale nie spowodowat
zmiany poziomu VEGF, VEGFR-1 lub VEGFR-2 (Wang i in. 2011). W nowotworze piersi OPN
zwicksza ekspresje VEGF w wyniku zaleznej od integryn o'V 33 aktywacji szlaku Brk (ang. breast
tumor kinase)/NIK (ang. NF-kB-inducing kinase)/NF-kB (ang. nuclear factor kappa B)/ATF-4
(ang. activating transcription factor 4) (Chakrabort, Jain, Kundu 2008). OPN wigze si¢
z podzbiorem receptorow integryny i jest przede wszystkim dobrze scharakteryzowanym
ligandem dla integryny aVp3, ktora ulega ekspresji na wysokim poziomie w osteoklastach
i komorkach $rodbtonka, aktywujac kinazg c-Src i P13-K, tym samym jest waznym regulatorem
angiogenezy poprzez szlak sygnatowy integryny (Asou i in. 2001; Gupta, Zhou, Chellaiah
2013). Fosforylacja AKT lub ERK przez OPN zwigksza ckspresje VEGF i jednocze$nie
na zasadzie sprze¢zenia zwrotnego VEGF aktywuje szlak PI3K/AKT i ERK1/2. Zastosowanie
przeciwciata przeciwko OPN lub aVf3 blokuje wptyw OPN na HUVEC, a efekt przeciwciata
anty-OPN jest silniejszy niz anty-VEGF (Dai i in. 2009). Niedobor osteopontyny in vitro hamuje
angiogeneze indukowang przez VEGF (Gupta, Zhou, Chellaiah 2013).

Jedng ze strategii blokowania procesu angiogenezy przez czynnik ptytkowy 4 polega
na hamowaniu oddzialywania VEGF z jego receptorem. Posiada zdolno$¢ wiazania si¢ z avp3
i do pewnego stopnia z integrynami ovB5 i a5B1 (Bikfalvi 2004; Vandercappellen, Van
Damme, Struyf 2011; Aidoudi i in. 2008).

1.2.6. Uklad odpornosci.

Prawidlowy rozwdj reakcji odporno$ciowej w odpowiedzi na infekcje wymaga aktywacji
limfocytow T, podczas ktorej kluczowe jest wlasciwe zaprezentowanie antygenu receptorowi
limfocytow T (TCR), utworzenia synapsy immunologicznej i transdukcji sygnalow, co zwigzane
jest m. in. z przebudowa cytoszkieletu. Spektryny sa zaangazowane w poczatkowa faz¢ kontaktu
miedzy limfocytem T i komorka prezentujgcg antygen oraz tworzenie TCR. Nieerytroidalne
spektryny o-I1 i B-II sa obecne w limfocytach (Wolgast i in. 2011). Do tworzacych si¢
po aktywacji TCR synaps immunologicznych zostaje skierowana a-11 spektryna razem z btonowa
fosfataza tyrozynowa (CD45) i antygenem 1 zwigzanym z funkcja limfocytow (LFA-1 — ang.

lymphocyte function-associated antigen 1), ktore sg istotne nie tylko w procesie powstawania
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synapsy immunologicznej, ale takze dla utrzymania jej stabilnosci (Meissner i in. 2017;
Pradhan, Morrow 2002). Wspolny antygen leukocytow CD45 jest krytycznym regulatorem
odpornosci i proliferacji limfocytow T, ktorego aktywnos$¢ jest modulowana przez interakcje z
cytoszkieletem (Cairo i in. 2010). Delecje lub defekty CD45 prowadza do zaburzenia rozwoju
tymocytow, aktywacji za posrednictwem TCR czy tez ciezkich ztozonych niedoborow
odpornosci (Pradhan, Morrow 2002; Machnicka i in. 2012). Spektryna kontroluje aktywno$¢
oraz powierzchniowg ekspresje CD45 i LFA-1, odpowiada za przestrzenne dopasowanie podczas
kontaktu i adhezje w trakcie interakcji komorka-komorka po utworzeniu synapsy
immunologicznej (Meissner i in. 2017). Aktywacja limfocytow T zalezy od aktywacji fosfatazy
CD45 i jej akumulacji w obszarze kontaktu komorka-komoérka wymaganej do sygnalizacji
i regulacji TCR. Zwigkszona liczba kontaktow z cytoszkieletem w aktywowanych komorkach
prowadzi zmniejszenia szybkosci dysocjacji CD45-spektryna i immobilizacji CD45, tym samym
sie¢ spektryna-ankiryna-aktyna okresla ruchliwo$¢ immunoreceptorow (Cairo i in. 2010).
Zwigzanie ze spektryng zwicksza aktywno$¢ katalityczng CD45, za$ oddziatywanie ze spektryna
1 ankiryna jest kluczowe dla transportu nowo zsyntetyzowanego CD45 do btony komorkowej
i przekazywania sygnatow przez CD45 (Cairo i in. 2010). Zaburzenie interakcji pomig¢dzy
spektryna i ankiryng skutkuje zmiang stopnia dyfuzji i unieruchomienia CD45 (Cairo i in. 2010).
CD45 ma rowniez zdolno$¢ wigzania si¢ z waznymi regulatorami funkcji odpornosciowych
jak CD2, CD11a, CD45AP, CSK2 (ang. C-terminal Src kinase) (Cairo i in. 2010). -1 spektryna
razem z ankiryng jest wymagana do skutecznego dostarczania i ekspresji receptorow CDA45
oraz CD3 na powierzchni limfocytow, a takze pomaga w utrzymaniu domen bogatych
w receptory na powierzchni limfocytow T (Cairo i in. 2010; Pradhan, Morrow 2002; Wolgast
i in. 2011). Jednoczes$nie spektryna moze wptywac na aktywacje komorek T i formowanie si¢
synaps immunologicznych poprzez bezposrednie lub posrednie oddziatywanie na szkielet
aktynowy. W miejscu interakcji komorek dochodzi do polaryzacji aktyny oraz mobilizacji taliny
bedacej aktywatorem LFA-1. Spektryna poprzez bezposrednig interakcje z VASP, posrednio
kontroluje aktywacje taliny, uczestniczac w ten sposob w regulacji grupowania integryny LFA-1
w regionie synapsy immunologicznej. LFA-1 z kolei wigze si¢ z czasteczka adhezji
migdzykomorkowej (ICAM-1/2, ang. intercellular adhesion molecules) (Meissner i in. 2017)
w trakcie interakcji komorki prezentujacej antygen (APC — ang. antygen presenting cell)
z limfocytem T, zapewniajac drugi sygnal aktywacji. Biatka VASP i biatka podobne
do Ena/VASP (EVL), nalezace do rodziny Ena/VASP, odgrywaja réwniez kluczowa role
w przebudowie aktyny podczas aktywacji limfocytéw T, tworzeniu i rozszerzaniu lamellipodiow,
gdyz przylaczaja si¢ do biatkowego przetacznika ADAP, ktory uczestniczy w grupowaniu
integryny LFA-1 (Machnicka i in. 2019; Machnicka i in. 2012). Oddziatywanie TCR z CD8 na
APC prowadzi do podwyzszenia poziomu CD45 i obnizenia poziomu Lck, czego efektem jest

przebudowa szkieletu aktynowego (Meissner i in. 2017). Obnizenie ekspresji spektryny zaktoca
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1 hamuje proces formowania synapsy immunologicznej, adhezji i tworzenia bogatych w aktyne
lamellipodiow oraz filopodiéw (Meissner i in. 2017) przez aktywowane limfocyty T,
czestotliwos$¢ kontaktow miedzykomorkowych poprzez zaburzenie rozmieszczenia i rekrutacji
aktyny, LFA-1 i CD45 w miejscach kontaktu. U mysich mutantow elf-/- utrata funkcji ELF
powoduje proliferacje limfocytow T (Wolgast i in. 2011; Machnicka i in. 2020; Machnicka i
in. 2019; Machnicka i in. 2012; Stankewich i in 2011; Zhang i in. 2013).

Transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-B) pelni kluczowa rolg w regulacji proceséw
immunologicznych i utrzymaniu tolerancji immunologicznej, dziatajac jako inhibitor wzrostu
1 zapoczatkowujac $mieré komoérkowa limfocytow B, np. podczas eliminacji niedojrzatych
limfocytow B za posrednictwem apoptozy. Jednoczesnie w trakcie apoptozy TGF-B indukuje
wazny dla tego procesu niezalezny od kaspazy 3 rozpad a-11 spektryny. Pierwotne miegjsce cigcia
kaspazy 3 w o-Il spektrynie jest zachowane w niedojrzatych i dojrzatych komorkach B.
Limfocyty B, niezaleznie od etapu dojrzewania, sa podatne na apoptozg przez aktywacje kaspazy
3, co prowadzi do naruszenia struktury biatka a-Il spektryny i integralnosci strukturalnej
limfocytow B. Przeciwko odcigtemu fragmentowi spektryny moga powsta¢ autoprzeciwciala,
co objawia si¢ chorobg autoimmunologiczng zespotem Sjogrena (Brown i in. 1999; Williams i
in. 2003).

Wiasciwe zakotwiczenie i dostateczna gestos$¢ (skupienie) receptoréw srodbtonka sg wymagane
do skutecznego wychwytywania i toczenia leukocytow. CD44 jest pojedynczg transbtonowg
glikoproteing, ktora ulega ekspresji zarowno na leukocytach oraz komoérkach §rodbtonka i jest
glownym receptorem kwasu hialuronowego. Sie¢ spektrynowa razem z transbtonowym biatkiem
CD44 jest zaangazowana w rekrutacje i migracje leukocytow do tkanek objetych stanem
zapalnym oraz gromadzenie selektyn. Spektryny ograniczaja dyfuzj¢ i unieruchamiaja CD44,
a takze stabilizuja glikokaliks. Obnizenie ekspresji spektryny skraca czas immobilizacji, zwigksza
dyfuzje oraz zmienia rozktad CD44. Wyciszenie spektryny lub CD44 ogranicza toczenie si¢
i adhezje leukocytow do $srodbtonka, czyli diapedezg (Mylvaganam i in. 2020).

W monocytach zakazonych Mycobacterium tuberculosis zaobserwowano obnizenie ekspresji
a-1I spektryny i brak produktow degradacji, co uposledzato funkcjonalno§¢ monocytow i ich
zdolnos¢ réznicowania si¢ do makrofagow (Shrivastava, Bagchi 2013). U pacjentéw z biataczka
odnotowano akumulacj¢ lub podwyzszong ekspresje a-11 spektryny i obnizony poziom kalpainy-
2, co prowadzito do zaburzenia szlaku apoptozy (Ishihara i in. 2013). Wsrod 40% przypadkow
raka jelita grubego z niedoborem MLH1 (ang. MutL homolog 1) wystepuje obnizona ekspresja
a-1I spektryny. Wyciszenie ekspresji a-1I spektryny w liniach komoérkowych raka jelita grubego

prowadzi do podwyzszenia poziomow biatka i mRNA oraz sekrecji IL-8. Zauwazono rowniez
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wzmozong aktywno$¢ neutrofilii i podwyzszong infiltracje przez cytotoksyczne limfocyty T
(Ackermann i in. 2020). W ziosliwych chtoniakach B-komorkowych dostrzezono zmiany
w ekspresji spektryn, z ktorych 50% utracilo co najmniej jedng izoformg¢. W chloniaku
grudkowym stopnia drugiego i1 trzeciego, chtoniaku Hodgkin’a guzkowym z przewaga
limfocytow 1 stwardnieniu guzkowym stwierdzono zanik a-II i B-II spektryny. Utrate
B-I spektryny spostrzezono w przypadku chtoniaka Burkitta, za§ w chtoniaku Hodgkina
0 mieszanej komorkowosci zaobserwowano utrate o-II i B-1 spektryny (Gorman i in. 2007).
W normalnym reaktywnym szpiku obserwuje si¢ ekspresje a-1 i B-I spektryny w komorkach
prekursorowych linii erytroidalnej, a-II i B-1I spektryny w granulocytach oraz B-1 i B-11 spektryny
w megakariocytach. U niemal potowy o0sdb z ostra biataczka szpikowa zanotowano brak

a-11 spektryny lub nieprawidtowa ekspresje -1 spektryny (Wolgast i in. 2011).

1.3. Przeglad ludzkich spektrynopatii.

O pierwszych przypadkach wspotwystepowania zespotu West’a z mutacjami w genie SPTAN1
wspomina w 2008 roku Tohyama i in., ktérzy dokonali jednoczesnie w tym samym roku
pierwszego opisu WS spowodowanego mutacjg w genie SPTANL u 3 pacjentow. W 2010 roku
zespoét Saitsu i in. dotozyt kolejg bardzo wazna cegietke na drodze do lepszego poznania mutacji
w genie a-ll spektryny i WS. Pierwszy pacjent posiadat delecje (p.Glu2207del), drugi pacjent
duplikacje (Arg2308 Met2309dup), a trzeci mikrodelecje w regionie 9q33.3—q34.11,
ktéra obejmowata oprocz genu SPTANL rowniez gen STXBPI, ktorego mutacje takze prowadza
do encefalopatii padaczkowych o wczesnym poczatku jak w przypadku WS lub OS (Syrbe i in.
2017; Writzl i in. 2012; Morrison-Levy i in. 2020; Tohyama i in. 2015; Saitsu i in. 2010).
Badania przesiewowe i przeszukiwanie baz danych pacjentdw z uposledzeniem umystowym
lub zaburzeniami neurorozwojowymi o nieznanej etiologii, dzigki rozwojowi szybkich i tatwo
dostepnych metod diagnostycznych, dostarczyly wielu nowych przypadkéw i przyspieszyt
identyfikacje pacjentow z brakiem diagnozy i o nietypowych objawach dla mutacji SPTAN1
(Hamdan i in. 2012; Morsy i in. 2023). Do roku 2017 opisano 14 przypadkow ze zmianami
w genie SPTANL - 2 przypadki (1 wariant) mutacji nonsensownej, 4 przypadki (4 warianty)
zmiany sensu, 3 przypadki (2 warianty) delecji oraz 5 przypadkow (3 warianty) duplikacji.
W tym samym roku liczba znanych przypadkow wzrosta do 34 osob, ktore reprezentowaly
22 r6zne warianty - 2 przypadki (1 wariant) mutacji nonsensownej, 11 przypadkéw zmiany sensu
w 10 wariantach, 10 delecji w 7 wariantach oraz 11 duplikacji w 4 wariantach (Syrbe i in. 2017).
Od tego czasu opublikowano tgcznie przypadki opisane u okoto 47 pacjentow (pomijajac
przypadki mikrodelecji w regionie 9033.3-q34.11 lub wylgcznym zaangazowaniem

obwodowego uktadu nerwowego) z prawdopodobnymi patogennymi i patogennymi wariantami
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w SPTAN1. Mutacje wystepowaty czesciej u osobnikow pici meskiej (Marco Hernandez i in.
2022).

Zdecydowana wigkszo$¢ zidentyfikowanych mutacji SPTAN1 jest mutacjami typu de novo
oraz s3 to mutacje typu zmiany sensu, delecji, duplikacji, nonsensowne lub mikrodelecje.
Zidentyfikowano 8 wariantow delecji (9q34.11 p.(Ala927 Lys1002del), c.6605 6607del
p.(GIn2202del),  ¢.6619_6621del  p.(Glu2207del), c.6622_6624del  p.(Asn2208del),
€.6247_6249del  p.(Lys2083del), c.6850_6852del  p.(Asp2284del), ¢.6908_6916del
p.(Asp2303 Leu2305del), ¢.6910 6918del p.(GIn2304 Gly2306del)). Rozpoznano 5 wariantow
duplikacji (c.6546_6556dup p.(Thr2186Argfs*82), ¢.6907_6915dup p.(Asp2303_2305dup),
€.6908 6916dup p.(Asp2303_Leu2305dup), ¢.6910_6918dup p.(GIn2304_Gly2306dup),
€.6923 6928dup p.(Arg2308_Met2309dup)). Zdiagnozowano 23 warianty zmiany sensu
(c.55C>T p.(Argl9Trp), c.271G>A p.(Glu9lLys), c¢.362G>T p.(Argl21Lys), c.533G>A
p.(Glyl78Asp), <¢.917C>T p.(Ala306Val), c.1679A>G p.(Glu560Gly), ¢1697G>C
p.(Arg566Pro), ¢.2572G>T  p.(Ala858Ser), ¢.2950C>T  p.(Arg984Ter), ¢.3292C>T
p.(Argl098Cys), ¢€.3292C>A p.(Argl098Ser), c.3716A>G p.(His1239Arg), ¢.4283C>G
p.(Alal428Gly), c.4828C>T p.(Argl610Trp), c.4846G>A p.(Aspl616Asn), c¢.4870C>T
p.(Argl624Cys), ¢.5326C>T p.(Argl776Trp), c.6184C>T p.(Arg2062Trp), c. 6614A>C
p.(GIn2205Pro), ¢.6811G>A p.(Glu2271Lys), c¢.6947A>C p.(GIn2316Pro), ¢.6990G>C
p.(Met2330lle), p.(Ser2448Phe)). Scharakteryzowano jeden wariant mutacji nonsensownej
(c.6103C>T p.(GIn2035*)). Mutacje odpowiedzialne za ci¢zszy stan byly zwigzane z 16-20
powtorzeniem spektrynowym, w tym wiekszo$¢ przypadata na 19 i 20 powtdrzenie
odpowiedzialne za heterodimeryzacj¢ o/f spektryn. Warianty p.(Alal428Gly) i p.(Met2330Ile)
wystapity razem z ¢.2572G>T p.(Ala858Ser) jako przypadki bialleliczne (Syrbe i in. 2017,
Morrison-Levy i in. 2020; Tohyama i in. 2015; Saitsu i in. 2010; Writzl i in. 2012; Nonoda
iin.2012; Hamdan i in. 2012; Rapaccini i in. 2018; Morsy i in. 2023; Leveille i in. 2019; Van
de Vondel i in. 2022; Marco Hernandez i in. 2022).

Mikrodelecje de novo obejmujg region 9933.3-q34.11 i majg rézna wielkos¢ 0,713 —4 Mb (0,713;
1,619; 1,765; 1,961; 2,1; 2,25; 2,4; 2,649; 2,878; 3,5; 4). Obraz kliniczny zalezy od rozmiarow
usunietego regionu, czyli ilosci, roznorodnosci i funkcji genow jakie wycigty fragment zawieral.
Delecji moze ulega¢ cata o-II spektryna, tylko cze$¢ genu lub w niektdrych przypadkach tylko
a-II spektryna. Wérod gendw ulegajacych mikrodelecji razem z SPTANL najczesciej wymienia
si¢ gen STXBP1, gdyz we wczesniejszych doniesieniach rowniez potwierdzono korelacje mutacji
w obrebie genu STXBP1 z wystapieniem EIEE. W regionie tym wytypowano cztery kluczowe
geny chorobotworcze sposrod 95-101 gendéw  zlokalizowanych w  tej sekwencji

i zidentyfikowanych u pacjentow - SPTAN1 (a-II spektryna; EIEES), STXBP1 (biatko wiagzace
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syntaksyng 1; EIEE4), ENG (endoglina; dziedziczna teleangiektazja krwotoczna typu 1)
i TOR1A (torsyna A; dystoni¢ torsyjna typu 1), co prowadzi do ztozonych fenotypow (Syrbe
i in. 2017; Morrison-Levy i in. 2020; Tohyama i in. 2015; Saitsu i in. 2010; Campbell i in.
2012; Matsumoto i in. 2014; Nicita i in. 2015; Aravindhan i in. 2018).

Pacjentow z mutacjami w genie SPTAN1 w zalezno$ci od wariantu mutacji zostali sklasyfikowani
lub rozpoznawano u nich wystepowanie najczgsciej wczesnej niemowlecej encefalopatii
padaczkowej (EIEE), wczesnej niemowlecej encefalopatii padaczkowej typu 5 (EIEES)
definiowanej jako zespot West’a (czyli EIEES z utrzymujacg si¢ przez dtuzszy czas hipsarytmia,
a pdzniej zwigzany z obnizong aktywnoscig tta 1 wieloogniskowymi skokami potencjatow), WS
o wczesnym poczatku, cigezkiej rozwojowej encefalopatii padaczkowej (DEE — z ang.
developmental epileptic encephalopathy) lub zespotu niemowlecych encefalopatii padaczkowych
ze spazmami dziecigcymi lub tonicznymi, padaczkg ogniskows, czolowa badz miokloniczna,
ogniskowymi napadami dyskognitywnymi, napadami mioklonicznymi i atonicznymi (Syrbe i in.
2017; Wang i in. 2018; Saitsu i in. 2010; Tohyama i in. 2015; Writzl i in. 2012; Morsy i in.
2023). Wszystkie rozpoczynajacych si¢ we wczesnym okresie niemowlecym, nawet juz
w pierwszych dniach po urodzeniu. W pojedynczych przypadkach zdiagnozowano zespét PEHO
(z ang. progressive encephalopathy with edema, hypsarrhythmia, and optic atrophy),
czyli postgpujaca encefalopatie z obrzgkiem, hipsarytmig i zanikiem nerwu wzrokowego (Syrbe
i in. 2017). Ostatnimi czasy mutacje w obrebie SPTAN1 powigzano z dziedziczng neuropati¢
ruchowg i dziedziczng autosomalng recesywna paraplegie spastyczna. Badania przesiewowe
1 przeszukiwanie baz danych pacjentow z zaburzeniami neurorozwojowymi o nieznanej etiologii
dostarczyty dowodow, iz w dziedzicznej paraplegii spastycznej (HSP) i dziedzicznej ataksji (HA)
dochodzi do statystycznie istotnego wzbogacenia rzadkich i przypuszczalnie uszkadzajacych
wariantow SPTAN1. Czystg posta¢ HSP/HA w konteks$cie mutacji SPTAN1 opisano u 8 0séb,
za$ zlozong posta¢ HSP u 2 pacjentow. Zaburzenia neurorozwojowe spowodowane przez
SPTAN1 mozna podzieli¢ na 3 podgrupy: 1 — rozwojowe encefalopatie padaczkowe o ciezkim
fenotypie (DEE), 2 — fagodny fenotyp op6znienia rozwojowego z lub bez napadéw (DD - z ang.
developmental delay), 3 — czysta lub ztozona HA lub HSP (Morsy i in. 2023).

U pacjentow z mikrodelecjami obejmujacymi réwniez gen SPTANL rozpoznawano wystepowanie
wczesnej encefalopatii mioklonicznej — EME (z ang. early myoclonic encephalopathy), EIEE,
EIEE przeksztatcajacej si¢ w WS, encefalopatia padaczkowa o wczesnym poczatku — EOEE
(z ang. early onset epileptic encephalopathy), zespolu OS (czyli EIEE typu 4
z charakterystycznym wzorem cisza-wytadowanie, zwigzany z genem STXBP1), WS, padaczki
o wczesnym poczatku innej niz zespdt EIEE. Zwykle rozpoczynajaca si¢ w pierwszych dniach

lub miesigcach zycia (Syrbe i in. 2017, Morrison-Levy i in. 2020, Tohyama i in. 2015, Saitsu
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i in. 2010; Campbell i in. 2012; Mastrangelo i Leuzzi 2012; Matsumoto i in. 2014; Nicita i
in. 2015; Aravindhan i in. 2018).

Wisrdd pacjentow ze zdiagnozowana mutacjg w genie SPTANL spektrum fenotypowe jest rdzne
od tagodnych po cigzkie fenotypy neurorozwojowe w zalezno$ci od rodzaju mutacji i miejsca jej
wystepowania. Ogoélny obraz kliniczny i1 spektrum fenotypowe mozna scharakteryzowaé
nastepujaco (Syrbeiin. 2017; Tohyama i in. 2015; Saitsu i in. 2010; Writzl i in. 2012; Nonoda
i in. 2012; Hamdan i in. 2012; Gartner i in. 2018; Rapaccini i in. 2018; Morsy i in. 2023;
Leveille i in. 2019; Van de Vondel i in. 2022; Marco Hernandez i in. 2022):

1. W wigkszo$ci przypadkow obserwuje sie ciezkie, glebokie lub powazne zaburzenia
neurorozwojowe, powazne opodznienie rozwoju, glebokie uposledzenie umystowe,
glebokie zaburzenia intelektualne lub cigzki niedorozwoj umystowy oraz brak postepoéw
W rozwoju, a wregcz stagnacje rozwoju psychoruchowego. Opoznienie rozwoju
1 niepelnosprawno$¢ intelektualna mogg réwniez przybraé stopien tagodny
lub umiarkowany z lub bez zaburzen behawioralnych oraz napadéw padaczkowych,
a w dodatku moga mie¢ charakter niesyndromiczny. Normalny rozwoj
psychomotoryczny i intelektualny obserwuje si¢ bardzo rzadko. Pacjenci moga
w pierwszych latach przejawia¢ gtownie opdznienie motoryczne. U chorych obserwuje
si¢ uposledzenie rozwoju psychicznego, neuromotorycznego oraz funkcji poznawczych.
Nawet u 0sob z HSP i HA obserwuje si¢ w blisko 3/4 przypadkow op6znienie w rozwoju,
uposledzenie intelektualne i trudnosci w uczeniu sig.

2. W obrazie EEG znacznej czgsci przypadkow obecny jest charakterystyczny dla WS
wzorzec hipsarytmii lub zmodyfikowana hipsarytmia, gtéwnie u os6éb z napadami
1 mutacjami w obrebie 19-20 powtorzenia spektrynowego. Obraz EEG moze ulegaé
zmianie wraz z ewolucja skurczoOw 1 napadéw od poczatkowo obserwowanego
zmnigjszenia 1 spowolnienia aktywnosci tta i jego monomorficzno$¢, nastgpnie
wieloogniskowe wyladowania padaczkowe, a na koncu przybiera posta¢ hipsarytmii.
Hipsarytmie ujawnia si¢ juz w wieku 3-4 miesigey i utrzymuje si¢ do wieku 1-3 lat,
po czym nastepuje zmniejszenie aktywnosci tta. Hipsarytmia moze mieé krotkie okresy
wygaszenia lub bardzo rzadko wzor cisza-wyladowanie. Inng cecha obserwowang
w zapisie EEG sg wieloogniskowe potencjaty padaczkowe. Zdarzali si¢ rGwniez pacjenci
z normalnym obrazem EEG.

3. Napady padaczkowe moga przybra¢ formg¢ uogoélnionej padaczki, spazmow
niemowlecych (IS), napadéw tonicznych, mioklonicznych lub klonicznych, spazmow
padaczkowych, asymetrycznych napadéw tonicznych, drgawek mioklonicznych,

drgawek noworodkowych, mioklonii, opistotonus o roznym stopniu nasilenia. Napady
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padaczkowe pojawiaja si¢ w wigkszosci w okresie od urodzenia do 9 miesigca zycia
(najczesciej okoto 3-4 miesigca), majg charakter nawracajacy i moga si¢ utrzymywac sie
przez dluzszy czas. Sa w przewazajacej czeSci oporne na leczenie lekami
przeciwpadaczkowymi i hormonami. IS moga z uptywem czasu przeksztalci¢ si¢ w inny
typ napadow (miokloniczne, toniczne, ogniskowe, odruchowe, polimorficzne,
dyskognitywne). U blisko 25% o0s6b nie zaobserwowano wystgpowania zadnego typu
napadoéw lub padaczki, za$ tagodne fenotyp napadow przejawialo 30% pacjentow.
Napady padaczkowe mogg ustgpi¢ samoistnie bez leczenia lub pozostawiajgc krotkie
odruchy epizodyczne badZz po podaniu leku. Po wystapieniu napadéow obserwuje si¢
zatrzymanie rozwoju i zaburzenie zdolnosci motorycznych i komunikacyjnych oraz
kontaktu wzrokowego. U pacjentow z HSP i HA napady padaczkowe i drgawki
wystepowaly w co najmniej 1/3 przypadkow.

Rezonans magnetyczny ujawnit charakterystyczny obraz, w ktérym widoczna jest
przewaznie cigzka i dalece posunigta hipomielinizacja moézgu, znaczne zredukowanie
objetosci glebokiej i podkorowej istoty biatej mozgu, rozlegta i czgsto postepujaca atrofia
i/lub hipoplazja mézgu, kory mozgowej, pnia mozgu, czesci mostowo-mozdzkowej,
moézdzku badz robaka, obecno$¢ cienkiego ciata modzelowatego na skutek agenezji
lub hipoplazji, poszerzeniec komoér i bruzd moézgu wraz z przestrzeniami
podpajeczynéwkowymi w  obszarach czotowo-skroniowych. Mielinizacja jest
zatrzymana nawet w pozniejszym okresie. Tempo progresji atrofii bywa rdzne,
jak rowniez atrofia i/lub hipoplazja moga mie¢ tagodna forme. Zdarzaja si¢ przypadki,
u ktérych nie zaobserwowano zmian w strukturach mézgu (hipomielinizacji, atrofii
lub hipoplazji). Zauwazono, iz pacjenci w duzej czesci przypadkow przejawiaja
mikrocefali¢ poporodowa, a nawet w pdzniejszych okresach. Osoby o normalnych
zdolnos$ciach poznawczych i z fagodng lub umiarkowang niepelnosprawnoscia umystowa
posiadatly mutacj¢ o charakterze zmiany sensu umiejscowiong glownie poza 16 — 20
powtorzeniem spektrynowym. Do rzadkich objawow nalezata jamisto$¢ rdzenia szyjnego
lub polimikrogyria.

Kolejnym objawem jest zaburzenie zdolnoséci komunikacyjnych i kontaktu spotecznego,
czyli przejawianie braku lub stabej uwagi i kontaktu wzrokowego (zdolnosci $ledzenia
1 patrzenia), nie rozwinig¢cie lub znaczne uposledzenie mowy (dyzartria) i utrata stuchu.
Brak kontaktu wzrokowego byt wywotany w niektérych przypadkach przez
przypominajaca colobome obustronng dysplazje tarczy nerwu wzrokowego, a w pewnych
przypadkach atrofia nerwu wzrokowego. Jednak czes¢ pacjentow normlanie reaguje
na bodzce wzrokowe i stuchowe oraz rozwija umiej¢tnos¢ mowy, czyli nabywa
umiej¢tno$ci  komunikacyjne. Zmiany w tarczy nerwu wzorkowego podobne

do colobomy moga by¢ dodatkowa cecha WS obserwowang u 0s6b z mutacjami w genie
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a-II spektryny. Coloboma wystepuje z czgstoscig 0,5-7,5 na 10 000 urodzen i tylko dla
czterech przypadkow mutacji SPTAN1 zgloszonych na calym $wiecie. Dlatego
mozliwo$¢ dziedziczenia digenicznego tych dwodch stanéw wydaje sie mato
prawdopodobna. U niektorych oséb rozpoznano krotkowzrocznos¢. U 70% pacjentow
z HSP i HA zauwazono nieprawidlowe ruchy gatek ocznych.

Do powtarzajacych sie¢ symptomow nalezg réwniez zaburzenia motoryczne od drobnych
przejawow niezbornosci po duze niedobory. Wsrod najczesciej wystepujacych mozna
wymieni¢ ciezkg spastyczng kwadriplegie tudziez tetraplegie (paraliz/porazenie
czterokonczynowe), w wyniku ktérej pacjenci sa przykuci do 16zka i pozbawieni
samodzielnosci oraz moze prowadzi¢ do postawy opistotonicznej. Do zdiagnozowanych
zaburzen ruchowych nalezg rowniez ataksja (np. moézdzkows), dyskineza, paraplegia,
spastyczno$¢ (spastyczne porazenie konczyn dolnych), dystonia (np. konczyn goérnych,
stop lub szyjna), drzenie czynnosciowe i spoczynkowe, hiperrefleksja konczyn goérnych,
drobne niezborno$ci ruchowe, niestabilnos¢ lub umiarkowana zdolno$¢ chodu. Zburzenia
motoryczne mogg reagowac na rehabilitacje. Hipotonia, czyli brak odpowiedniego
napigcia mig$niowego i zwigzane z tym szybkie lub glebokie odruchy $ciggniste, staby
wzorzec odruchéw spontanicznych i proprioceptywnych oraz skurcze i spazmy. Cigzka
hipotonia czgsto prowadzi do tetraparezy i tetraplegii. Innym czesto wspominanym
objawem jest brak kontroli pozycji i ruchéw glowy, jak réwniez brak umiejetnosci
utrzymania postawy siedzacej. Ze wspomnianych wzgledow pacjenci majg problemy
z potykaniem i wymagaja karmienia nosowo-zotadkowego przez sonde.
Indywidualnymi objawami byto wystapienie u jednego z pacjentow zapalenia mie$nia
sercowego, ktore doprowadzito do $§mierci. U innego rozpoznano uszkodzenie przegrody
migdzyprzedsionkowej i laryngomalazje (wrodzona wada krtani). Do indywidulanych
objawow nalezy rowniez zaliczy¢ wysokie wysklepienie stop, nawracajgce ataki bolu
glowy (migrena), zaburzenia ze spektrum autyzmu, dysregulacje termiczng,
nieprawidlowo$ci ze strony pecherza moczowego 1 tarczycy, wglobienia jelita oraz
zgrubiala wierzchnia strona dtoni i stop. Pacjenci moga prezentowac cechy dysmorfii
twarzy (wydtuzona lub trojkatna, uwydatnione lub wysokie czoto, obnizony grzbiet nosa,
mate przednie ciemigczko, wysoko wysklepione podniebienie, nisko osadzone uszy)

lub lejkowatg klatke piersiowa.

W schematach terapii dla zespotu West’a wywotanego mutacjg w genie SPTANL1 stosowano leki

przeciwpadaczkowe takie jak: wigabatryna, hormon adrenokortykotropowy, kwas walproinowy,

pirydoksyna, prednizon, klonazepam, lewetyracetam, topiramat, sultiam, fenobarbital, 5'-fosforan

pirydoksalu, klobazam, karbamazepina, lamotrygina, nitrazepam, kwas folinowy, zonisamid,

etosuksymid oraz diet¢ ketogenna, czyli popularne leki przeciwpadaczkowe i metody
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wykorzystywane w leczeniu WS i innych choréb padaczkowych. Srodki te stosuje sie pojedynczo
lub w zdecydowanej wigkszo$ci sytuacji w przerdéznych kombinacjach z uzyciem nawet 4
preparatow. Poza tym dokonuje si¢ co jaki$ czas zmiany uzywanych kombinacji lekow (Syrbe
i in. 2017; Tohyama i in. 2015; Writzl i in. 2012; Nonoda i in. 2012). W obszarze leczenia
takze mozna zauwazy¢, iz napady padaczkowe os6b z mutacjami w obrebie 19 1 20 powtorzenia
spektynowego, ktore wystapity w okresie niemowlgcym, wykazuja zdecydowanie wicksza
oporno$¢ na leczenie. Podczas, gdy osoby u ktorych napady padaczkowe pojawily si¢ dopiero
okoto 2 roku zycia i z mutacjami zlokalizowanymi w 2, 3, 9, 11 i 14 powtoérzeniu spektrynowym
reaguja znacznie lepiej na leczenie, poniewaz podanie leku prowadzi do ustgpienia napadow.
Zdarzaja si¢ przypadki, w ktorych leczenie prowadzi do ustgpienia skurczow i zatrzymania
progresji zaburzen rozwojowych na lekkim poziomie. Jednak w ogromnej wigkszosci sytuacji
skurcze pozostajg trudne do leczenia i oporne na zastosowane pojedyncze leki lub ich kombinacje,
tylko niekiedy wykazuja czgsciowg lub tymczasowa skuteczno$¢ w pewnych incydentach.
Podobnie jak przy mutacjach punktowych napady padaczkowe towarzyszgce mikrodelecjom

réwniez charakteryzujg si¢ opornoscia na leczenie (Syrbe i in. 2017).

Podsumowujac stopien zaburzen neurologicznych i napadéw padaczkowych koreluje z rodzajem
oraz lokalizacja mutacji, a takze nieprawidtowosciami strukturalnymi. Mutacje w obszarze genu
SPTAN1 obejmuja szerokie spektrum zaburzen neurorozwojowych od lagodnych po cigzkie
lub postepujace. Delecje maja tagodniejszy fenotyp niz duplikacje wystepujace w tym samym
miejscu. Stosunkowo tagodne spektrum fenotypowe powigzane jest z wystapieniem mutacji
w 1-18 powtorzeniu spektrynowym u niemal polowy pacjentow. Mutacje zlokalizowane
w obszarze kontaktu heterodimeru o i  spektryny prowadza do powaznej i postepujacej atrofii
moézdzku, pnia moézgu i mézgu razem z hipomielinizacja oraz stanowig nieco ponad potowe
wszystkich zdiagnozowanych przypadkow. Identyfikacja heterozygotycznych wariantow
SPTAN1 u pacjentow z HA i HSP potwierdza udziat SPTAN1 w szerokim spektrum
fenotypowym. Sama mutacja SPTANL segregujaca si¢ w obrebie tego samego pokrewienstwa,
moze skutkowa¢ znaczng zmienno$cig obrazu klinicznego. Asymetryczny rozktad pod wzgledem
liczby zgloszonych wariantow moze by¢ spowodowany gorgcym punktem mutacji w domenach
19 i 20, ale prawdopodobnie wynika rowniez z faktu, ze pacjenci z tagodniejszymi fenotypami
sa rzadziej diagnozowani lub ich przypadki publikowane. Znajomo$¢ profili klinicznych
i obrazé6w rezonansu magnetycznego w encefalopatii SPTAN1 pomoze klinicystom
przeprowadza¢ skuteczne testy genetyczne i identyfikowaé mutacje SPTANL (Pavone i in. 2020;
Syrbe i in. 2017; Tohyama i in. 2015; Morsy i in. 2023; Van de Vondel i in. 2022; Marco
Hernandez i in. 2022).
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Pacjenci z delecja w obszarze 9q33-q34 cechuja si¢ szerokim spektrum fenotypowym. Z powodu
usuniecia wielu i w kazdym przypadku réznych genow, ciezko okreslic wspolne
charakterystyczne cechy dla os6b z mikrodelecja w miejscu 9q33.3-9q34.11, przez co koncowy
fenotyp wynika z ich kombinacji. Spektrum fenotypowe mikrodelecji mozna scharakteryzowaé
nastepujaco (Syrbe i in. 2017; Morrison-Levy i in. 2020; Saitsu i in. 2010; Campbell i in.
2012; Mastrangelo i Leuzzi 2012; Matsumoto i in. 2014; Nicita i in. 2015; Aravindhan i in.
2018):

1. Glegboki niedorozw6j psychoruchowy, uposledzenie umystowe 1 intelektualne
oraz opoznienie W rozwoju.

2. Napady padaczkowe przybieraja posta¢ napadéw tonicznych (np. toniczne skurcze
zginaczy konczyn), spazmow niemowlecych lub dzieciecych, padaczki lub skurczow
mioklonicznych (zwtaszcza konczyn gornych). Napady padaczkowe moga wystepowaé
pojedynczo, wielokrotnie, obustronnie lub seryjnie. Obserwowana jest hipotonia ogdlna,
osiowa lub konczyn dolnych. Skurcze toniczne moga si¢ przeksztatci¢ w ogniskowe
napady motoryczne. Mogg wystepowa¢ odruchy kostno-§ciegniste. Zdarzaja si¢ tez
przypadki, w ktorych nie zaobserwowano wystgpowania napadow lub skurczow
tonicznych lub innych cech padaczki. W niektérych przypadkach terapia moze
doprowadzi¢ do ustgpienia napadow nawet po odstawieniu lekow.

3. Zapis EEG w stanie spoczynku, czuwania i snu prezentowal nieprawidtowa organizacje,
byt uproszczony, posiadal wieloogniskowe skoki i fale oraz widoczne byto spowolnienie
aktywnosci tla. U duzej czgéci pacjentow obecny jest wzor cisza-wyladowanie
(ang. suppression-burst) odmiennym dla fazy snu i czuwania, ponadto w zapisie moze
pojawi¢ si¢ hipsarytmia. Roéwniez z wiekiem wyladowania moga przeksztalci¢ sie
w hipsarytmieg.

4. W rezonansie magnetycznym mozgu stwierdzono znaczny ubytek istoty bialej, ciezka
hipomielinizacje¢ i atrofi¢ kory mozgowej oraz cienkie cialo modzelowate. Jednak
w niektorych przypadkach dochodzi do nadrobienia mielinizacji lub nie obserwuje si¢
zmian w strukturze moézgu lub odchylen w mielinizacji. Dodatkowo posiadaty
maloglowie.

5. Mozliwos¢ wystapienia zaburzenia lub brak rozwoju/utrata mowy, wzorku (m. in. zez,
astygmatyzm, za¢ma, nadwzroczno$¢) oraz stuchu - zdolnosci komunikacyjnych.

6. Niedorozwd] motoryczny obejmujacy  kwadriplegie, oslabienie  odruchow
spontanicznych, hipotoni¢ (konczyn gornych, osiows, tutowia), dystonia, problemy
z utrzymaniem pozycji stojacej lub przecigganiem oraz oczoplas rotacyjny. Progresja
zburzen psychoruchowych. Brak kontroli pozycji i ruchéw glowy, jak réwniez brak

umiej¢tnosci utrzymania postawy siedzacej. Niepoprawny odruch potykania, $linotok
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i potrzeba karmienia nosowo-zotadkowego przez sonde. Mozliwos¢ odzyskania kontroli
nad glowa, nabrania umiejetnosci do utrzymania pozycji siedzacej i zdolnosci polykania.
7. Cechy dysmorfii twarzy obejmuja zwezenie i sko$no$¢ szpar powiek, hipoplazje miesnia
trojkatnego, obnizenie kacikow ust oraz szerokie usta, rozszczepem podniebienia i wargi,
ptaski grzbiet nosa, hiperteloryzm lub telekantus. Dysmorfia moze ponadto dotyczy¢
powiekszenia  przepukliny pepkowej, malformacji nerkowo-moczowodowych

(ureterocele), powigkszenia miedniczki nerkowej lub podkowiastej nerki.

1.3.1. Wplyw mutacji na dimeryzacje i powstawanie agregatow.

W chorobach neurodegeneracyjnych zaobserwowano wystgpowanie zarOwno agregatow jak
i produktéw rozpadu (proteolizy) spektryny, stad obie formy moga odgrywac role
w encefalopatiach SPTAN1. Zespét West’a cechujacy si¢ lekoopornymi napadami,
czterokonczynowym spastycznym porazeniem, matoglowiem, hipsarytmia, niepetnosprawnoscia
umystowa, opdznieniem rozwoju, hipomielinizacja oraz rozlegla atrofia mézgu spowodowany
jest mutacjami w genie o-ll spektryny, ktore zaburzaja formowanie si¢ heterodimerow.
W neuronach pacjentdow zaobserwowano wystepowanie agregatow kompleksow spektrynowych
(Syrbe i in. 2017; Mastrangelo i Leuzzi 2012; Wang i in. 2018). Cztery ostatnie powtorzenia
spektrynowe sa wymagane do prawidlowego skladania heterodimeréw. Wigkszos¢
zidentyfikowanych patogennych mutacji SPTAN1 u pacjentéw z encefalopatia, np. EIEES5
lub o cigzszym fenotypie, wystepuje W C-koncowym regionie w obrebie dwoch ostatnich
(191 20) powtorzen spektrynowych krytycznych dla heterodimeryzacji, czyli w obszarze istotnym
dla asocjacji heterodimeréw o/p spektryny i wskazuje, iz mutacje te zaburzajg tworzenie si¢
heterodimerow. Na skutek zaburzenia formowania heterodimerow dochodzi do agregacji biatek
z dominujacym efektem negatywnym. Delecje lub duplikacje zaburzajac tworzenie si¢
kompleksow spektrynowych oraz funkcje dimeru spektryny, prowadzg do powaznej
i postepujacej atrofii mozdzku, pnia mézgu i mézgu razem z hipomielinizacja. Rezultatem tych
dominujacych negatywnych mutacji prowadzacych do agregacji heterodimerow ztozonych
ze zmutowanych a-II spektryn oraz podjednostki B-II lub B-III spektryny jest niestabilnos¢ biatek
btonowych zlokalizowanych w AIS, zmiany w wewnatrzkomorkowym transporcie
oraz zaburzenie cytoszkieletu. Zmutowana o-II spektryna moze laczy¢ si¢ z B spektryng na
porownywalnym poziomie jak dzika a-Il spektryna (Hamdan i in. 2012; Syrbe i in. 2017; Wang
i in. 2018; Tohyama i in. 2015; Morsy i in. 2023; Rapaccini i in. 2018; Marco Hernandez
i in. 2022; Saitsu i in. 2010; Campbell i in. 2012). W przypadku wariantow p.Q2202del,
p.E2207del, (Asp2303_Leu2305dup), p.(GIn2304_Gly2306dup) i p.(Arg2308_Met2309dup)
zlokalizowanych w C-koncowej domenie genu SPTAN1 zmiany spowodowane mutacjami

w SPTAN1 prowadzg do agregacji heterodimeréow w poblizu lub na blonie plazmatycznej
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w aksonach i ciatkach komoérek nerwowych oraz kolokalizacji z B-I1 i B-III spektryna, a takze
byly powodem uszkodzenia rusztowania cytoszkieletu w AIS oraz skutkowaty podwyzszonym
progiem potencjatu czynno$ciowego (Saitsu i in. 2010; Syrbe i in. 2017; Hamdan i in. 2012;
Tohyama i in. 2015). Czestotliwo$¢ agregatbw w pierwotnych hodowlach neuronéw
obserwowano w 15-20% komorek dla mutacji p.Q2202del i okoto 95% dla p.E2207del zarowno
z podjednostka B-I1 i B-111 spektryny, podczas gdy dla wariantu p.R566P agregaty wystepowaty
w mniej niz 5% komorek i tylko z podjednostka B-11 spektryny (Hamdan i in. 2012). Tworzenie
si¢ agregatow spektrynowych obserwowano rowniez w fibroblastach z mutacjami pomigdzy
Asp2303 i Met2309 w 20 powtodrzeniu spektrynowym objawiajacymi si¢ cigzkim fenotypem
klinicznym z neurodegeneracja (Marco Hernandez i in. 2022). Powstawanie agregatow
zauwazono takze w przypadku mutacji zmiany sensu p.(Argl9Trp) i (Arg566Pro). Nie wykryto
agregacji spektryny w przypadku wariantow p.(Ala306Val) i p.(Asp2303 Leu2305del) jak
réwniez w sytuacji mikrodelecji (Syrbe i in. 2017; Morsy i in. 2023; Saitsu i in. 2010; Hamdan
i in. 2012; Tohyama i in. 2015). Heterodimery zmutowanej a-II spektryny z B-1I spektryng byty
termolabilne, a co za tym idzie mniej stabilne. Nie zauwazono formowania si¢ agregatow
a-11/B-1V spektryny (Saitsu i in. 2010). Duplikacje maja powazniejsze nastgpstwa dla
formowania si¢ agregatow niz delecje. Nie wszystkie przypadki przejawiaja takie same objawy
1 stopnien ciezkosci. Fenotypowa heterogeniczno$¢ mozna wytlumaczy¢ zaangazowaniem
patogennych wariantéw SPTAN1 w rozne mechanizmy. Warianty mutacji SPTAN1 wystepujace
poza domenami wigzacymi spektryny sa uwazane za mniej dotkliwe klinicznie. Istnieja nawet
przypadki zlokalizowane w obszarach krytycznych, ktére nie wykazuja najpowazniejszego
fenotypu. Podsumowujac, stopien agregacji heterodimerow o-11/B-11 i a-11/B-111 spektryn koreluje
z dotkliwoscig i nasileniem objawow klinicznych. Innym czynnikiem wptywajacym na ciezkos¢
objawow moze by¢ zdolno$¢ do tworzenia agregatéw z B-1II spektryna, ktéra wystepuje obficie
w mozgu lub od stosunku heterodimeréow o-II/B-II do o-II/B-11l. Duplikacje w ostatnim
powtorzeniu spektrynowym zdajg si¢ by¢ bardziej powazniejsze i maja gorsza prognoze niz
delecje, gdyz prowadza do wezesniejszego zgonu pacjentow. Mutacje zlokalizowane na C-koncu
powodujg ciezsze fenotypy, w tym zespot West’a i sg zwigzane z charakterystycznymi wynikami
MRI (Syrbe i in. 2017; Tohyama i in. 2015; Morsy i in. 2023; Marco Hernandez i in. 2022;
Hamdan i in. 2012).

1.3.2. Modelowanie strukturalne.

Przewiduje si¢, ze mutacje zmiany sensu typu p.Glyl178Asp, p.His1239Arg, p.Argl610Trp,
p-Arg2062Trp prowadza do zaburzen sterycznych na skutek, np. przerwania mostkéw solnych
(Syrbeiin. 2017), z kolei warianty p.(Arg1464Trp) i p.(Arg2204Gln) wykazaly mniej szkodliwy
efekt strukturalny (Morsy i in. 2023). Podczas gdy dla wariantow p.Ala306Val
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oraz p.Argl776Trp nie przewiduje si¢ wystepowania zawad sterycznych (Syrbe i in. 2017),
natomiast mutacje p.(Glu2271Lys), p.(Arg2124Cys) i p.(Ser2448Phe) nie wptywaja na strukture
biatka, ale prawdopodobnie zaburzajg proces heterodymeryzacji a-ll spektryny z B spektryna
(Morsy i in. 2023). Mutacja zmiany sensu p.Argl9Trp powoduje utrat¢ tadunku dodatniego
i miata szkodliwy wptyw na strukture biatka, prawdopodobnie ze wzgledu na umiejscowienie
w N-koncowej czgséci biatka i domenie kluczowej dla tetrameryzacji, zapobiegajac tworzeniu si¢
heterotetramerow o/f spektryny w wyniku destabilizacji oddziatywan elektrostatycznych
w miejscu heterotetrameryzacji, utraty mostka solnego tworzonego przez dodatnio natadowana
reszte Argl9 z reszta kwasu asparaginowego helisy B spektryny oraz konfliktu sterycznego
z dwoma resztami leucyny w tancuchu beta (Van de Vondel i in. 2022; Morsy i in. 2023). Utrata
fadunku dodatniego spowodowana mutacja p.Argl098Cys skutkuje zanikiem stabilizujgcych
migdzyhelikalnych oddzialtywan elektrostatycznych w 10 powtoérzeniu spektryny. Mutacja
p.Argl624Cys zlokalizowana w 14 powtodrzeniu spektryny rowniez zaktoca oddzialywanie
elektrostatyczne z resztg Glul549 na skutek utraty dodatniego tadunku. Z kolei mutacja
p.GIn2205Pro prowadzi do utraty wigzania wodorowego z Cys2120 na poczatku 20 powtorzenia
spektryny (Van de Vondel i in. 2022). Podsumowujac, obserwacje te tworzg wspolny wzor
mechanistyczny, sugerujacy destabilizacje powtorzen spektryn poprzez zakldcenie oddzialywan
elektrostatycznych lub wigzan wodorowych. Wykazano, ze interakcje miedzyhelikalne maja
znaczenie w stabilizacji powtorzen spektryny (Syrbe i in. 2017; Morsy i in. 2023; Van de
Vondel i in. 2022).

1.4. Modele zwierzece ludzkich spazmow  niemowlecych

I a-11 spektrynopatii.

Liczba genow zaangazowanyCh w patogeneze spazméw niemowlecych m. in. zespot West’a,
dziedzicznych neuropatii ruchowych lub dziedzicznej paraplegii spastycznej stale wzrasta, dzieki
sekwencjonowaniu catego egzomu i genomu. Odkrycie tych genéw (ARX, CADM3, CDKLS,
DCX, FOXG1, GRIN1, GRIN2A, LIS1, MAGI2, MEF2C, NR2F1, SCO2, SLC25A22, SORD,
STXBP1, TDRKH, TSC1/2) znaczaco zmienito wiedz¢ na temat patofizjologii wspomnianych
zespotow chorobowych, rozszerzajac spektrum procesow komoérkowych w nich uczestniczacych.
Wisrdd tych gendow znajduje sie rowniez gen SPTAN1 kodujacy a-1I spektryne i wyrdzniajacy sie
na tle pozostatych genow, poniewaz zostal powigzany ze wszystkimi trzema jednostkami
chorobowymi. Osiagnigcia prowadzace do lepszego zrozumienia przyczyny wspomnianych
choréb byly mozliwe i gtownie napedzane rozwojem modeli funkcjonalnych — komérkowych
(rowniez wykorzystujgce komorki pacjentdow) 1 zwierzecych, ktore stanowig platforme i swoisty

punkt wyjscia do dalszych badan (Lux 2013; Dohrn, Saporta 2020; Dulla 2018).
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Ze wzgledu na brak dostepnych modeli zwierzecych, ktore dostarczatyby rowniez tkanek do
badan, czgsto wykorzystuje si¢ zmodyfikowane metodami inzynierii genetycznej popularne linie
komorkowe lub bezposrednio linie komérkowe wyprowadzone z tkanek pacjentow jako
platformy do poznania patomechanizmu i rozwoju terapii. Jednakze uzyskane linie komorkowe
maja pewne ograniczenia. Hodowle komoérkowe tworza dwuwymiarowa sie¢, ktoéra nie
odzwierciedla zlozonej sieci neuronéw w nienaruszonym moézgu. W dodatku hodowle neuronow
mogg nie wykazywac ekspresji wszystkich biatek lub na takim poziomie jak neurony w moézgu.
Stad zwierzece modele napadéw niemowlecych sg kluczowym elementem opracowywania
nowych terapii i zrozumienia mechanizmu patologii (Lux 2013; Dohrn, Saporta 2020;
Coppola, Moshé 2012; Dulla 2018).

Prawidlowe modelowanie choroby u gryzoni wymaga zrozumienia jej etiologii, co w przypadku
wymienionych zespolow ze wzgledu na ilo§¢ genow, ktére z nimi powigzano nie jest tatwe.
Dodatkowo poza czynnikiem genetycznym przyczyng spazmow niemowlecych moga by¢ stany
niedotlenieniowo-niedokrwienne, zaburzenia metaboliczne lub naczyniowe, infekcje, urazy

oraz wady rozwojowe mozgu (Dulla 2018; Stafstrom, Holmes 2002).

Spazmy niemowlece nalezace do encefalopatii padaczkowych, sposrod ktorych jako pierwszy
rozpoznano zespol West’a, definiuje szereg unikalnych cech klinicznych okreslanych jako tzw.
triada - skurcze niemowle¢ce, zatrzymanie rozwoju psychomotorycznego i hipsarytmia w zapisie
EEG. Choroba rozpoczyna si¢ od wystapienia skurczow w pierwszym roku zycia, najczesciej
okoto 3-4 miesiagca o rdznej etiologii, ktore nastepnie przeksztalcaja si¢ w napady padaczkowe
w formie naglych skurczow lub cigezkich mioklonii zginaczy i prostownikéw migsni osiowych
i konczyn. Napady te sa czgsto lekooporne i wigkszo$¢ lekéw przeciwpadaczkowych jest
nieskuteczna, co w potgczeniu z ograniczonymi mozliwosciami terapeutycznymi oraz znacznym
dziataniem ubocznym, przektada si¢ na zte rokowania dla niemowlat. Jako leki pierwszego
wyboru najczesciej stosuje si¢ hormon adrenokortykotropowy razem z wigabatryng
(strukturalnym analogiem kwasu y-aminomastowego). Stad wynika potrzeba opracowania
nowych strategii leczenia napadow niemowlgcych, dla ktorych kluczowe sag modele zwierzece.
Kolejna cechg zespotu West’a i IS jest obecnos$¢ hipsarytmii w obrazie EEG, czyli chaotycznego
sygnatu o duzej amplitudzie. Cato$¢ cech/objawdéw prowadzi do zaburzen neurorozwojowych
lub deficytoéw poznawczych. Brak waznego, wystandaryzowanego modelu zwierzecego, ktory
spelialby wszystkie kryteria okreslone dla modelu napadéw niemowlecych utrudnia poznanie
patogenezy napadow padaczkowych (Dulla 2018; Coppola, Moshé 2012; Galanopoulou,
Moshé 2015; Cortez i in. 2009; Stafstrom, Holmes 2002).
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Glownym zadaniem modelu jest wyjasnienie procesu patofizjologicznego i zbadanie, w jaki
sposob rozne etiologie prowadza do ustalonego zestawu objawdw klinicznych. Kryteria
wymagane w prawidtowym modelu mozna podzieli¢ na: minimalne (zalezno$¢ od wieku,
problemy poznawcze, odpowiedz na leczenie hormonem adrenokortykotropowym), optymalne
(spontaniczne spazmy rozpoczynajace si¢ w okresie poporodowym, hipsarytmia, zaburzenie
zdolno$ci poznawczych) i idealne. Wykorzystujac ludzkie ramy kliniczne idealny zwierzgcy
model powinien nasladowac cechy, ktore mozna znalez¢ u niemowlat, ale ktore sa trudne do
uwzglednienia w badaniach na ludziach, tym samym prezentowa¢ napady behawioralne na etapie
niemowlgcym, ktore przeksztalcajg si¢ w pdzniejszym etapie w napady padaczkowe. Kolejna
cecha jaka powinien odznacza¢ si¢ taki model jest wystepowanie napadowych
i migdzynapadowych zaburzen w obrazie EEG w postaci hipsarytmii ze specyficznym
poczatkiem podczas czuwania lub pobudzenia, ale jednocze$nie ktore nie zawsze wystepuja
w kazdym przypadku. Napady padaczkowe powinny wykazywaé lekooporno$é taka samg
lub podobna do tej wystepujacej u pacjentdow, co umozliwi testowanie nowych podejsé
terapeutycznych i ich zestawienie ze standardowymi sposobami leczenia. U zwierzat powinno
by¢ obserwowane zaburzenie rozwoju i funkcji poznawczych, ktore mozna w tatwy sposob
oceni¢ oraz poréwnac¢ podczas stosowania rdéznych nowych terapii. Stworzenie jednego
uniwersalnego modelu dla napadéw niemowlecych jest niemozliwe ze wzglgdu na liczbe genow,
ktore zostaly powigzane z jednostka chorobowa oraz réznice gatunkowe, ktore nie pozwalaja na
skopiowanie wszystkich cech. Obecnie zaden model IS nie nasladuje wszystkich pozadanych
cech, ale kazdy z nich posiada intrygujace podobienstwa, ktore dostarczaja hipotez dla przysztych
badan i umozliwiajg uzyskanie przydatnych informacji o patofizjologii. W oparciu o opisane
powyzej zatozenia teoretyczne zaproponowano kilka modeli (Dulla 2018; Marsh, Golden 2009;
Stafstrom, Holmes 2002).

Przed opracowaniem lub uznaniem zwierzgcego modelu napadow niemowlecych nalezy
rozwazy¢ szereg nastepujacych kryteriow (Stafstrom, Holmes 2002; Marsh, Golden 2009;
Cortez i in. 2009):

1. Wiek — napady padaczkowe powinny by¢ zalezne od wieku i muszg wystgpic
w okreslonym oknie czasowym. Skurcze z reguly nie wystepuja bezposrednio
u noworodkow, co wskazywatoby, ze mozg wymaga jeszcze uksztaltowania na tym
etapie, ale pojawiaja w pierwszym roku zycia, przy czym najczgéciej pomiedzy drugim
a czwartym miesigcem. Istnieje zatem dolna i gorna granica wiekowa podatnosci na
spazmy 1 napady padaczkowe (miokloniczne), ktore powinny wystapi¢ w wieku
odpowiadajacym okresowi noworodkowemu, a nastgpnie trwaly przez cate zycie

zwierzecia.

58



2. Charakter spazm6éw 1 napadow — zarowno skurcze jak i napady padaczkowe maja
u niemowlat charakter spontaniczny i przewlekly, a zatem najlepiej jesli w modelu
zwierzecym rowniez majg charakter spontaniczny i1 przewlekly, chociaz istnieje
mozliwo$¢ wywotania napadéw czynnikami chemicznymi, farmakologicznymi,
stymulacja elektryczng lub przez inne czynniki zewnetrze. Powinny by¢ zgrupowane
w fazach przejSciowych snu — zasypianie i zaraz po przebudzeniu. Wazna jest rowniez
czestotliwo$¢ 1 czas trwania napadow.

3. Cechy EEG - w =zapisie powinna by¢ obserwowana hipsarytmia w fazie
miedzynapadowej, odzwierciedlajaca asynchroniczne uaktywnienie duzych obszarow
kory mézgowe;j.

4. Zaburzenie rozwoju — w wielu przypadkach nast¢puje zahamowanie lub regresja
rozwoju, a dodatkowo jeszcze zanim wystgpia napady padaczkowe. Uposledzenie moze
mie¢ posta¢ behawioralng, neurorozwojowa, poznawczg lub psychomotoryczna.

5. Odpowiedz na leczenie — wigkszo$¢ napaddéw padaczkowych reaguje na terapi¢
z udzialem hormonu adrenokortykotropowego i/lub wigabatryny. Wiarygodnosé¢
zwierzecego modelu bytaby wigksza, gdyby napady padaczkowe odpowiadaty na ACTH,
ale nie jest to bezwzglednym kryterium.

6. Etiologia — przyczyny spazméw niemowlecych moga byé genetyczne, prenatalne,
okotoporodowe lub poporodowe. Szeroka etiologia sugeruje, iz moze istnie¢ wspdlna

Sciezka.

Istnieje wiele roznic migdzy gatunkami, ktore utrudniajg przeniesienie wynikéw badan
uzyskanych dla gryzoni na ludzi. Mézg dorostych gryzoni i ludzi znacznie si¢ r6zni faldowaniem
1 wielkoscig struktur, co sprawia, ze mozg dorostego gryzonia bedzie bardziej odpowiadat
niedojrzalemu ludzkiemu, a takze myszy rodza si¢ na przedwczesnym etapie rozwoju mozgu,
stad odwzorowanie wiekowe mozgu jest trudne do przeniesienia w modelach (Marsh, Golden
2009; Galanopoulou, Moshé 2015). Poza tym dlugo$¢ zycia myszy wynosi okoto 2 lat.
W przypadku porownywania skurczow i napadow modeli nalezy ponadto zwroci¢ uwage na
minimalng intensywnos$¢ bodzca wymagang do wywotania wytadowania, minimalny bodziec
wymagany do wywotlania napadu behawioralnego, okres pomi¢dzy wystapieniem pierwszego
i kolejnych napadow oraz ich czas, doktadny opis zachowania charakteryzujacego napad
padaczkowy w funkcji wieku (Coppola, Moshé 2012). Oprécz tego ekstrapolacje metod leczenia

lub hipotez utrudniaja czynniki sSrodowiskowe lub epigenetyczne.

Istniejg dwie ogdlne klasy modeli zwierzecych: genetyczne i nabyte (indukowane), ktore dotycza
padaczek i encefalopatii padaczkowych charakterystycznych dla noworodkéw i1 niemowlat.

Modele nabyte powstaja na skutek wystawienia zwierzat na dziatanie roéznych czynnikow

59



chemicznych lub farmakologicznych, ktére najczesciej przenikaja do rozwijajacego si¢ mozgu,
wywotujac fenotypy podobne do spazmow niemowlecych. Uzyskane w ten sposob ogolne modele
stosunkowo dobrze nasladuja objawy towarzyszace ludziom, ale nie pozwalaja doktadniej poznaé
mechanizmoéw. Zadaniem modeli genetycznych jest przeniesienie ludzkich mutacji genetycznych
do zwierzat i uzyskanie fenotypu zblizonego dla ludzkiej choroby. W$réd nich najwigkszy
problem stanowia modele genetyczne, ktdre pomimo powielenia ludzkiej mutacji, nie wykazuja
skurczéw ani napadow padaczkowych. Model zwierzecy powinien nasladowaé zaré6wno etiologie
oraz wrazliwo$¢ na srodki farmakologiczne, co daje mozliwos$¢ testowania nowych potencjalnych

terapii w srodowisku przedklinicznym (Dulla 2018; Galanopoulou, Moshé 2015).

Dostepne genetyczne modele przewleklych napadéw/spazméw niemowlecych to (Dulla 2018;
Galanopoulou, Moshé 2015; Coppola, Moshé 2012; Lux 2013; Marsh, Golden 2009):

1. Mysi model ze wstawkg w genie Arx(Cc®1*7 _ \wygenerowany poprzez dodanie

x(CCOL07 \wykazuja skurcze behawioralne zaraz po

7 kodonéw alaniny. Myszy Ar
urodzeniu i napady padaczkowe w pdzniejszym wieku, zaburzony i ulegajacy zmianie
z wiekiem obraz EEG, zaburzenia funkcji poznawczych i rownowagi oraz uposledzenie
umystowe. Okoto drugiego miesigca pojawia si¢ spazmy niemowlece, odruchy kloniczne
i kotysanie glowa oraz mogg wystgpic¢ napady toniczno-kloniczne. Nie udokumentowano
u nich hipsarytmii oraz nie jest znana odpowiedz na hormon adrenokortykotropowy
lub wigabatryne.

2. Mysi model warunkowego nokautu Arx — powstaty na skutek usunigcia genu z komorek
wykazujacych ekspresje DLX5/6. W drugim tygodniu zycia myszy prezentujg napady
behawioralne i zatrzymanie zachowania oraz nieprawidtowosci w korowym zapisie EEG.
W przypadku szczurow najpierw wystepuja skurcze konczyn, ktéore u dorostych
przybieraja posta¢ epizodow przypominajgcych spazmy.

3. Mysi model warunkowego nokautu APC. Fenotyp odznacza si¢ silnymi skurczami
behawioralnymi i nieczestymi zgrupowanymi napadami, zaburzonym zapisem EEG,
klonusem konczyn przednich, zatrzymaniem zachowania (zastyganiem w bezruchu),
kotysaniem gtowa i sztywnieniem ogona.

4. Model myszy (Tscl+/-) — napady majg charakter toniczno-kloniczny oraz wystepuje

nieprawidlowy obraz EEG.
Wsrod nabytych modeli przewlektych lub ostrych napadow/spazméw niemowlgcych wymieniane

sg (Dulla 2018; Cortez i in. 2009; Galanopoulou, Moshé 2015; Lux 2013; Coppola, Moshé
2012; Marsh, Golden 2009; Scantlebury i in. 2010; Stafstrom, Holmes 2002):
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Szczurzy model podania tetrodotoksyny — polegajacy na jednostronnym wlewie blokera
kanatu sodowego tetrodotoksyny do hipokampa szczuréw w wieku od 10 do 40 dni.
Napady padaczkowe rozpoczynaja si¢ mniej wigcej po tygodniu od infuzji i wystepuja
u okoto 1/3 zwierzat. Ponadto jest to jedyny model prezentujacy hipsarytmi¢ w zapisie
EEG. Model reaguje na leczenie wigabatryna, ale brak danych na temat hormonu
adrenokortykotropowego.

Szczurzy model wielokrotnej interakcji czynnikéw — trzydniowe mlode szczury
Sprague-Dawley otrzymuja jednostronnie do komory bocznej mézgu doksorubicyne
i lipopolisachard, a nastepnie w pigtym dniu dootrzewnowo chlorofenyalaning,
co powoduje zmiany strukturalne w mézgu i prowadzi do skurczoéw w 4-7 dniu oraz ich
zaniku w 13 dniu u okoto 2/3 przypadkow. Skurcze nie zawsze korelujg z wystapieniem
zmian w EEG. Napady padaczkowe maja charakter kloniczny lub toniczno-kloniczny.
W dodatku wystepuje uposledzenie neurorozwojowe (pamigci i uczenia si¢), funkcji
poznawczych i towarzyskich, co przypomina zaburzenia ze spektrum autyzmu, ktore
towarzysza IS. Reaguja na leczenie wigabatryng, ale nie hormonem
adrenokortykotropowym. Zastosowanie w badaniach przesiewowych lekow.

Myszy z trizomig traktowane y-butyrolaktonem (baklofenem) — wykorzystujacy myszy
Ts65Dn, ktore nie przejawiaja napadow behawioralnych, ale wykazuja znaczny wzrost
ekspresji biatka receptora kwasu gamma-aminomastowego B we wzgodrzu i rdzeniu
przedtuzonym. Traktowanie myszy Ts65Dn agonista receptora skutkuje fenotypem
przypominajacym skurcze niemowlgce oraz wystapieniem zmian w EEG, jednak napady
padaczkowe nie wystepuja samoistnie ani przewlekle.

Szczurzy model podania hormonu uwalniajgcego kortykotroping — model uzyskuje si¢
poprzez  dootrzewnowe lub  wewnatrzkomorowe — wstrzyknigcie — hormonu
dwutygodniowym osobnikom. Wywotuje to cigzkie napady padaczkowe typu
limbicznego oporne na dziatanie hormonu adrenokortykotropowego. Hisparytmie
obserwuje si¢ w okresie migdzynapadowym, a w trakcie napadu thumienie lub wzrost
aktywnosci. Zwierzgta wykazujg rowniez deficyty poznawcze, uczenia si¢ 1 pamigci.
Szczurzy model chronicznego wczesnego stresu — powstaje poprzez mieszanie
noworodkow roznych miotow w klatach z ograniczong ilo§cig materiatu do gniazdowania
i $ciolki. Skurcze pojawiajg si¢ u okoto 50% i towarzysza im zmiany w zapisie EEG,
ale napady padaczkowe w p6zniejszym etapie zycia wystepuja juz tylko u 10%.
Szczurzy model podania kwasu N-metylo-D-asparaginowego — w wyniku dootrzewnego
podania substancji pomiedzy 12 a 18 dniem zycia. Objawia si¢ skurczami tonicznymi
catego ciala.

Szczurzy model wykorzysujacy prenatalne podanie betametazonu oraz postnatalne

kwasu N-metylo-D-asparaginowego — podanie betametazonu w 15 dniu cigzy oddziatuje
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na o$ podwzgorze-przysadka-nadnercza i ma na celu uwrazliwienie mozgu na

poporodowg ekspozycje na kwas.

Przedkliniczne modele napadéw niemowlecych sg szczegdlnie wazne dla rozumienia wcigz
niepoznanych patofizjologicznych podstaw napadéw, postepoéw terapeutycznych (badania
przesiewowe, nowe metody leczenia), a takze bardzo pomocne w wypracowaniu strategii
zapobiegania nastgpstwom neurologicznym (deficyty poznawcze i intelektualne). Niemowlece
spazmy s3 w duzej czgsci osobliwym schorzeniem i moga wymagaé podej$cia medycyny
precyzyjnej oraz celowanej terapii zamiast leczenia 0golng $ciezka, a brak modelu zwierzgcego
do badania unikalnych zespotow jest czynnikiem ograniczajacym, ktory czeSciowo wynika
z unikalnych cech ludzkiego mézgu na etapie rozwoju, na ktorym wystepuje ten zespol.
Juz mozna zaobserwowa¢ nowe leki ukierunkowane na mechanizmy zidentyfikowane
we wspomnianych modelach, co daje nadziej¢ na przysztos¢ (Dulla 2018; Coppola, Moshé

2012; Stafstrom, Holmes 2002; Galanopoulou, Moshé 2015).

Obecnie wiele grup badawczych stara si¢ uzyska¢ modele myszy z mutacjami w genach ryzyka
IS, ale wygenerowane modele nie zostaly zweryfikowane jako modele dla IS lub EIEE. Dotyczy
to rowniez genu SPTAN1. W trakcie badan nad o-II spektryng w kontekscie wptywu na uktad
nerwowy 1 badan nad przyczynami spazmow niemowlecych m. in. zespol West’a
lub dziedzicznych neuropatii ruchowych wykorzystano modele komorkowe, zwierzece
oraz rekombinowane biatka. W badaniach z uzyciem modelu danio prggowanego z mutacja
w a-1I spektrynie wykazano, iz biatko a-II spektryny odgrywa kluczowsa role w prawidtowym
procesie mielinizacji nerwow, ktérego mutacje uposledzaja mielinizacje zwlaszcza aksonow
nerwow grzbietowych rdzenia kregowego (centralny uktad nerwowy) i ruchowych (obwodowy
uktad nerwowy) (Saitsu i in. 2010; Writzl i in. 2012; Campbell i in. 2012; Tohyama i in. 2015;
Aravindhan i in. 2018), zaburzajg rozwdj przewezen Ranviera, odpowiadajg za destabilizacje
kanatéw sodowych bramkowanych napigciem szczegdlnie w rejonie przewezen Ranviera
(Tohyamaiin. 2015; Leveille i in. 2019) wynikiem, czego jest zaburzenie integralno$ci aksonow
z ostonkg mielinows. Funkcje pourodzeniowe a-II spektryny pozostaja stabo poznane, gdyz jej

niedobory sa $miertelne dla larw (Huang i in. 2017a).

Do badan nad a-II spektryng, wykorzystano rowniez model Drosophila melanogaster, ktorego
delecja rowniez jest letalna dla poznego stadium embrionu i wezesnego stadium larwalnego.
Utrata a-II spektryny skutkuje btednym rozmieszczeniem 3 spektryny i prowadzi do zaburzenia
rozwoju neurytow i aksondow, a doktadniej zmiany dlugosci AIS, lecz nie wplywa na jego

tworzenie (Stankewich i in. 2011; Wang i in. 2018).
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Kolejnym modelem uzytym do badan byt Caenorhabditis elegans, dla ktorego delecja
a-1I spektryny takze okazala si¢ $miertelna dla pdznego stadium embrionu i wczesnego stadium
larwalnego. U C. elegans z niedoborem a-II spektryny zaobserwowano czeste pekniecia aksonow
z chaotyczng naprawa, co byto spowodowane przez sily mechaniczne powstajace podczas ruchu

(Stankewich i in. 2011; Huang i in. 2017b).

Badania funkcji a-II spektryny in vivo z udziatem gryzoni stanowig wyzwanie z powodu braku
wlasciwych modeli lub niewielkiej ich liczby, a co wazniejsze $§miertelnosci genotypu Sptanl—/—
juz na etapie embrionalnym, co wyklucza badania fizjologii i zachowania oraz okreslenie wplywu
na integralno$¢ i funkcje neuronéw. Do tej pory nie ma modeli ssakow opisujacych nokaut
a-11 spektryny (Wang i in. 2018; Metral i in. 2009). Jeden z pierwszych mysich modeli do badan
wptywu mutacji na o-1I spektryne zaprezentowat w 2011 roku zesp6t Stankewich’a i in., ktérych
fenotyp byl bardzo zblizony do fenotypu myszy z niedoborem -1 spektryny. Uzyskany
w wyniku wstawienia obcego eskonu kodujacego P-galaktozydazg do mysiego genu Spna2,
na skutek czego powstaje skrocona od 1153 kodonu (10 powtdrzenie spektrynowe) a-11 spektryna
(Stankewich i in. 2011). W modelu tym embriony o genotypie Sptanl—/— umieraty pomigdzy 12.
a 16. dniem w macicy w efekcie wad rozwojowych uktadu sercowego i cewy nerwowej. Oprocz
tego u embrionéw Sptanl-/— widoczne byly anomalie twarzoczaszki i opdzniony rozwoj
(mniejsze rozmiary). Do obserwowanych wad serca nalezato poszerzenie serca, nieprawidtowy
ksztalt serca i jego komory, zmniejszenie zaggszczenia migsni sercowych oraz 30% spadek
grubosci serca. Za§ zmiany w obrebie glowy obejmowaly zaburzenie krzywizny glowy,
nieprawidlowe wyksztalcenie trzewioczaszki, powiekszenie pierwotnych pecherzykow
mozgowych i zmniejszenie pecherzyka srodmozgowia, zwyrodnienie przodomozgowia i komory
bocznej. Poza tym odnotowano skrocenie AIS i aksonow. Jednak nie kazdy homozygotyczny
embrion prezentowatl wszystkie zaburzenia. Poziomy biatek a-II, B-1I i B-111 spektryny u myszy
Sptanl-/— obnizyly si¢ 0o 80% w stosunku do pozioméw obserwowanych u myszy dzikich bez
zmiany poziomu ich ekspresji, obnizeniu ulegt takze poziom ankiryn. Nie zmienit si¢ natomiast
poziom bialek a-I oraz B-I spektryny jak réwniez takich biatek jak VASP, Abi i 14-3-3.
Tymczasem myszy heterozygotyczne (Sptanl+/—) nie przejawialy zadnego fenotypu nawet
w wieku 2 lat i byty nie do odroznienia od zwierzat typu dzikiego (Stankewich i in. 2011; Wang
i in. 2018). Fibroblasty embrionéw Spna2 -/- mialy nieprawidtowa kolczasta morfologie,
zaburzona proliferacj¢, migracje i adhezje oraz nieliczne lamellipodia, ale nie przejawiaty

zwigkszonej apoptozy.

Inny model myszy Spna2tml.1Gnic zostal pozbawiony trzech eksonow kodujacych miejsce
ciecia dla kaspazy i kalpainy oraz domeny wiazacej kalmoduling (Kassa i in. 2012). Myszy te
nie posiadaty produktow rozpadu a-II spektryny. Zaréwno myszy Spna2tml.1Gnic jak i dzikie
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prezentowaty normalny fenotyp. Nie odnotowano zmian w morfologii rdzenia krggowego,
strukturach uktadu nerwowego czy tez nerwdéw obwodowych oraz kulszowych. Mutacja nie
wptyneta takze na integralno$¢ cytoszkieletu. Nie zaobserwowano réwniez deficytow

motorycznych.

Nastgpnym wygenerowanym modelem byt mysi model posiadajacy delecje a-ll spektryny
w centralnym uktadzie nerwowym (Huang i in. 2017a). Fenotyp odznaczat si¢ Smiertelnoscia
W ciggu pierwszego miesigca zycia, wykazywat uogdlnione ciaggte drgawki i napady padaczkowe,
prawidtowy obraz EEG, zaburzenia neurologiczne, ogo6lng neurodegeneracje (powszechna
obecnos¢ biatka prekursorowego B-amyloidu w korze, mézdzku i wzgorzu), zaburzonym AIS,
dystalng cze$¢ aksonu, weztami Ranviera i laminacjg korows, a takze wyraznym ubytkiem
komorek Purkinje’go oraz uposledzong migracje neuronéw. Ponadto myszy te byly mniejsze
i posiadaty mniejsze mozgi z powickszonymi komorami. Nie wykryto kompensacji ze strony
a-I spektryny. Poziom wszystkich B spektryn zostal znaczaco zmniejszony. Na podstawie tego
modelu stwierdzono, iz o-II spektryna jest wymagana do prawidlowego skladania AIS,
laminowania kory, pobudliwosci neuronéw i do ochrony przed neurodegeneracja. Drugi model
myszy posiadal niedobor a-II spektryny w obwodowych neuronach czuciowych, komarkach
Schwanna oraz korzeniach grzbietowych (Huang i in. 2017b). Nocycepcja i aksony o malej
srednicy nie byly zaburzone, ale aksony o duzej srednicy mialy niepoprawna mielinizacje,
co spowodowalo ciezka ataksje. Poziom B spektryn byt znacznie zredukowany. Homozygoty
umieraly w przeciggu trzech tygodni od urodzenia i wykazywaly drgawki, zaburzony AIS
oraz rozlegla degeneracje aksonow, dodatkowo wykazywaty odruch zaciskania konczyn tylnych

(Leveille i in. 2019), niemniej ich zdolnos¢ do wiszenia na drucie byta znacznie obnizona.

Wang i in. przeprowadzili in vivo delecje SPTAN1 w neuronach korowych embrionéw szczura
oraz w neuronach hipokampa embrionéw myszy. Chociaz transfekcja spowodowata
w embrionalnych neuronach utrate wszystkich B spektryn, ankiryny-G oraz zatracenie lub
wyrazne zmniejszenie dtugosci i liczby dendrytow, zmniejszenie czgstotliwosci miniaturowych
hamujacych pradow postsynaptycznych (ostabienie unerwienia hamujgcego) oraz powstawanie

kompleksow agregatow spektrynowych, to komorki migrowaty prawidtowo (Wang i in. 2018).

Do zbadania pozostaje wciaz rola a-II spektryny w sercu, totez nastepny model zostat stworzony
w tym celu przy wykorzystaniu systemu Cre-flox i posiada nokaut a-11 spektryny specyficzny dla
kardiomiocytéw (Lubbers i in. 2019). Fenotyp myszy wykazywat arytmig, zwloknienie serca
i $miertelnos¢ w odpowiedzi na stres spowodowane zmianami strukturalnymi, komorkowymi
i elektrofizjologicznymi serca, ktore byly wzmacniane przez stres fizjologiczny i patologiczny.

W kardiomiocytach doszto do rearanzacji, podwyzszenia poziomu i ekspresji a-l spektryny oraz
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zmiany rozmieszczenia i obnizenia pozioméw B-spektryn (B-1 0 78% a B-11 0 93%). A-I spektryna
przejeta role kompensacyjna. Obnizeniu ekspresji ulega réwniez kanat bramkowany napigciem
Navl.5 i K+. Zaobserwowano przerost kardiomiocytéw bez wpltywu na mase serca. Objetosc
wyrzutowa byta zasadniczo obnizona. Zwldknienie serca i spadek frakcji wyrzutowej serca byty
zalezne od wieku, natomiast nie zaburzenia elektrofizjologiczne. Zaktocenia aktywnosci
elektrycznej poprzedzaty fenotypy strukturalne i funkcjonalne serca. Stwierdzono zmiang czasu
trwania, zwigkszenie amplitudy i problemy w inicjacji potencjalu czynnosciowego miocytow.
A-Il spektryna pelni krytyczng rol¢ w stabilizacji sieci spektrynowej kardiomiocytow,

elektrofizjologii serca, regulacji kanatéw jonowych i odpowiedzi na stres (Lubbers i in. 2019).

Ostatnio uzyskano mysi model z nokautem a-II spektryny swoistym dla komorek rzgsatych
narzadu Cortiego (Yao i in. 2022). U myszy tych zdiagnozowano wczesng gluchote (zwlaszcza
ubytek stuchu w zakresie niskich czgstotliwosci), szybko postepujacy zanik zewngtrznych
komorek rzgsatych szczegolnie w §rodkowych i wierzchotkowych zwojach §limaka w wyniku
apoptozy, anomalie w tworzeniu stereocili i ptytek naskorka, zaburzenie polaryzacji i architektury
stereocili oraz aktywowang kaspazg-3. Ekspresja SPTANL byla obnizona oraz obserwowano
postepujaca utrate tego biatka wraz z wiekiem. Wykazano, iz a-11 spektryna petni zasadniczg role
w morfologii i funkcjonowaniu stereocili komorek rzesatych kontrolujac tworzenie oraz

sygnalizacje ogniskowej adhezji i integryny.

W celu ominiecia $miertelnosci prenatalnej dla modeli EIEE pomocne moze okaza¢ sie¢
polaczenie edycji genomu gryzoni in vivo i ludzkich modeli indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych, gdyz nadekspresja patogennych ludzkich mutacji SPTAN1 w mysich
neuronach hipokampa i korowych wywoluje zaburzenia i daje wyniki podobne do tych
obserwowanych w neuronach wygenerowanych z komoérek macierzystych pochodzacych od
pacjentow (Wang i in. 2018). Hodowle korowych mysich neuronéw ze zwigkszong ekspresja
zmutowanych form a-II spektryny oraz komorek limfoblastoidalnych pacjentdow wykorzystano
w badaniach nad tworzeniem heterodimerdéw, agregacija, rozmieszczeniem ankiryny-G i VGSC
oraz potencjatem czynno$ciowym (Saitsu i in. 2010; Syrbe i in. 2017; Hamdan i in. 2012).
Komorki mysiej neuroblastomy N2 A oraz pierwotne hodowle mysich neuronéw korowych uzyto
do poréwnania wzorca ekspres;ji i profilu agregacji zmutowanych form a-I1 spektryny (Tohyama
i in. 2015; Hamdan i in. 2012). Na fibroblastach pozyskanych od pacjentow z mutacjami
w obrebie a-II spektryny testowano podatnos¢ do formowania agregatdw, na cigcie oraz apoptoze
i autofagi¢ jak rowniez ekspresje biatka (Syrbe i in. 2017; Morsy i in. 2023). Nowotworowe linie
komorkowe z obnizong ekspresja SPTAN1 wykorzystywane sg rowniez w badaniach nad
wplywem o-II spektryny na zdolno$¢ do przerzutow, proliferacje, adhezje, ruchliwo$e,

a wigc progresje nowotwordéw i jako potencjalny kandydat do terapii celowanej lub marker
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agresywnosci (Ackermann i in. 2019). Rekombinowane biatka a-I1l spektryny z mutacjami
obserwowanymi u pacjentdow zostaly wykorzystane do oceny tworzenia heterodimeréw

i agregatow (Saitsu i in. 2010).

W przypadku modelu myszy z nokautem B-III spektryny opisano postepujacg utrate komorek
Purkinjego w moézdzku, niewtasciwa morfologii neurondw (zwlaszcza czeg$ci dendrytyczne;j),
bardzo wczesng ataksj¢ mozdzkowa oraz zaburzenia zdolno$ci do rozpoznawania przedmiotow
i pamieci (Lise i in. 2012). B-III spektryna wykazywata bledng lokalizacje w korze
przedczotowej. Nie zaobserwowano zmian w ciele modzelowatym. Myszy przejawiaty

zaburzenia behawioralne oraz pamigciowo-poznawcze.
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2. Materialy i metody.

2.1. Materialy.

2.1.1. Odczynniki.

Tabela 1. Wykaz odczynnikéw chemicznych, enzyméw oraz komercyjnych zestawéw

odczynnikow wykorzystanych do realizacji pracy.

Odczynnik ogélne Producent
Tris Fluka, LabEmpire
NP-40 Sigma-Aldrich, 1ITD
Na-deoxycholate Sigma-Aldrich
NaCl Stanlab
EDTA Sigma-Aldrich
Glicyna LabEmpire
SDS POCH, LabEmpire
MilliQ IITD
Metanol POCH, Chempur
Tween 20 Sigma-Aldrich
Akrylamid 29:1 Sigma-Aldrich
APS Serva, POCH
TEMED Sigma-Aldrich
Luminol Sigma-Aldrich
Kwas kumarynowy Sigma-Aldrich
Perfect™ Tricolor Protein Ladder EURx®
Perfect™ Color Protein Ladder EURx®
Perfect Plus 1 kb DNA Ladder EURx®
TMB BioShop
Kwas siarkowy POCH
Dulbecco's Modified Eagle Medium IITD
FBS EURx
[-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, LabEmpire
DMSO Sigma-Aldrich
L-glutamina (200mM) Thermo Scientific
Penicillina-Streptomycyna Sigma-Aldrich
Non-essential amino acids Sigma-Aldrich
Blekit bromofenolowy Sigma-Aldrich
Glicerol Chempur, POCH
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Serva

Calpain Activity Assay Kit

Triton X-100
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
Protease Inhibitor Cocktail P8340 Sigma-Aldrich
RNazy A EURx®
pHrodo™ BioParticles™ Phagocytosis Invi
: nvitrogen
Kits
Abcam

Proteome Profiler™ Array Mouse
Angiogenesis Array Kit

R&D Systems

Murine IFN-y Single-Color Enzymatic

ELISPOT Assay

CTL ImmunoSpot

Owoalbumina Sigma-Aldrich
Sigma Adjuvant System Sigma-Aldrich
Culture-Insert 4 Well in u-Dish 35 mm ibidi
Membrana PVDF Merck
Bibuta Whatman Whatman
Tusz do znaczenia tap Astra
Anty-mysie IgG HRP SantaCruz, Thermo Scientific
Jodek propidyny Sigma
Anty-o-11 spektyna Merck
Merck

Anty-B-111 spektryna

2.1.2. Bufory, roztwory i pozywki.

Tabela 2. Sklad buforéw wykorzystanych do realizacji pracy.

Bufor/Roztwor/Pozywka Odczynnik Tlos¢ / Stezenie
SDS 5%
Biekit bromofenolowy 0,5%
. B-merkaptoetanol 5%
Bufor Laemmliego (5x) -
Glicerol 50%

0,5M Tris-HCI pH 6,8

1,75 ml (87,5 mM)

H,0 MQ do 10 ml

Tris 15,1 g (125 mM)
Bufor do elektroforezy 10% SDS 50 ml (0,5%)
SDS-PAGE (5x) Glicyna 94 g (1,25 M)
H-0O dest do 1000ml
Tris H-Cl pH 7,4 50 mM
NP-40 1%
Bufor do lizy tkanek/komorek Na-deoxycholate 0,25 %
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
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Substrat do Western Blot

H.O MQ
12% zel 7% zel
MQ 2,15 ml 2,775 ml
) 40% akrylamid 1,5ml 0,875 ml
Zel poliakrylamidowy Tris-HCI pH 8,8 1,25 ml 1,25ml
rozdzielajacy
10% SDS 50 l 50 l
10% APS 50 l 50 ul
TEMED 5ul 5ul
5% zel 4% zel
MQ 1,83 mi 1,95 mi
) 40% akrylamid 0,325 ml 0,250 ml
Zel poliakrylamidowy Tris-HCI pH 6,8 0,325 ml 0,325 ml
ZageszCczajacy
10% SDS 25 ul 25 ul
10% APS 25 ul 25 ul
TEMED 5ul 5ul
Glicyna 39 (40 mM)
Tris 6 g (50 mM)
Bufor do transferu 10% SDS 3,75 ml (0,0375%)
metanol 50 ml (5%)
H.O MQ do 1000 mi
2M NaCl 50 ml (200 mM)
. 0,5 M Tris-HCI pH 7,6 20 ml (20 mM)
Bufor do ptukania membran
Tween 20 0,5 ml (0,1%)
H.O MQ do 500 ml
2M NacCl 5 ml (200 mM)
. 0,5M Tris-HCI pH 7,6 2 ml (20 mM)
Bufor do blokowania
Tween 20 0,05 ml (0,1%)
H,O MQ do 50 ml
1M Tris-HCI pH 8,8 1 ml (100 mM)
250 mM luminol

50 ul (1,24 mM)

(luminol) 90 mM kwas kumarynowy 22 ul (0,196 mM)
30% H>0; 0,03%
H.O MQ do 10 ml
Trypsyna 0,25%
Trypsyna (roztwor w PBS)
EDTA 0,02%
baza DMEM 86 ml
Kompletne medium DMEM + FBS 10 mi
10% FBS 0,007% B- 1ml
(100ml) merkaptoetanolu m
Pen-Strep 1ml
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200mM L-glutamina 1ml
Non-essential amino acids 1ml
NaCl 137 mM
Na;HPO4 10 mM
Bufor PBS KH2PO4 1,8 mM
KCI 2,7mM
dostosowanie pH do 7,4
0,2 M NazHPOQO, 25,7 ml
Bufor fosfga/tsrynianowy, 0,1 M kwas cytrynowy 24,3 ml
H20 dest. 50 ml

1 mg TMB rozpuszczony w 1ml DMSO

Substrat do ELISA 9 ml buforu fosfocytrynianowego, pH 5

(roztwor TMB)
30% H20, 2ul
FBS 2%
Bufor FACS
PBS
NH.CI 150 mM
) KHCO3 10 mM
Bufor do lizy erytrocytow

Na,sEDTA 100 uM

H20 MQ do 1000 ml

2.1.3. Myszy Spna2R1098Q.

Myszy Spna2R1098Q powstaly w wyniku spontanicznej punktowej mutacji na tle genetycznym
szczepu C57BL/6J. Mutacja ta jest mutacjg zmiany sensu, ktéra wystepuje w genie Spna2 (mysim
ortologu ludzkiego genu SPTAN1) kodujacym biatko a-II spektryng i prowadzi do zamiany
(tranzycji) guaniny na adening w pozycji 3293 w sekwencji genowej, co skutkuje zamiang
argininy na glutaming w pozycji 1098 w sekwencji aminokwasowej (Spna2

¢.3293G > A:p.R1098Q) w obrebie 10. powtdrzenia spektrynowego a-l1 spektryny.

Myszy bytuja w pomieszczeniach klimatyzowanych (temp. 22 +/-2°C), z kontrolowanym
poziomem wilgotnosci (55% + 10%) oraz z automatyczng regulacja cyklu dobowego dnia/nocy
(12/12 godzin). Myszy sa przetrzymywane w klatkach indywidualnie wentylowanych w liczbie
2-5 myszy/klatke ze stalym dostgpem do filtrowanej i sterylizowanej wody oraz standardowe;j
wyjatowionej paszy dla gryzoni. W klatkach znajdujg si¢ elementy wzbogacenia $srodowiska
w postaci drewnianych tuneli do S$cierania siekaczy i zabawy, materiatu do budowy gniazd,

kartonowych rurek do zabawy.
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System wentylacji zapewnia ogrzewanie i chlodzenie powietrza w zaleznosci od warunkow
atmosferycznych panujacych na zewnatrz zwierzetarni. System ten zapewnia 15-krotng wymiane
powietrza w ciaggu godziny, przy predkosci przeptywu powietrza nieprzekraczajacej 0,3 m/s.
We wszystkich pomieszczeniach wystgpuje nadci$nienie powodujace przeplyw powietrza na
zewnatrz zwierzgtarni, co pomaga w utrzymaniu standardu strefy SPF (ang. specific patogen
free). Centrala klimatyzacyjna nawiewno-wywiewna wyposazona jest w system filtrow
chronigcych przed nawiewaniem pylu, owaddéw i innych niepozadanych czastek z zewnatrz
zwierzetarni. Stacje nawiewu powietrza do klatek oraz same klatki wyposazone sg w filtry HEPA,

chronigce myszy przed patogenami.

2.1.4. Urzadzenia wykorzystane w testach behawioralno-pamieciowych.

2.1.4.1. Test obracajacego si¢ walka.

Do testu wykorzystano urzadzenie zbudowane we wilasnym zakresie (przez mgr inz. Roberta
Budzinskiego) na podstawie wskazowek z artykutow (Deacon 2013; Carter, Morton, Dunnett
2001; Shiotsuki i in. 2010). Urzadzenie sktadato si¢ z watka o $rednicy 25 mm zawieszonego na
wysokosci 200 mm (ryc. 1). Programator umozliwial wybor sposobu obrotow watka z jednostajna
predkoscig lub przyspieszeniem oraz regulacje predkosci (od 4-40 obrotéw/minute)
1 przyspieszenia. Obszar testowy byl przedzielony przegroda umozliwiajgca przeprowadzenie
dwoch testow réwnolegle. Pojedynczy obszar testowy miat szeroko$¢ 100 mm. Na dole aparatu
znajdowaly sie plytki wyposazone w sensor nacisku (upadku) zatrzymujace elektroniczne
stopery. Catos¢ zostala wykonana z materiatdw umozliwiajacych tatwe i szybkie czyszczenie

pomigdzy probami.

Ryc. 1. Urzadzenie zastosowane w te$cie obracajacego sie walka.
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2.1.4.2. Test koordynacji chodu na siatce z ré6wnoleglych pretéw.

Do testu wykorzystano urzadzenie zbudowane we wilasnym zakresie (przez mgr inz. Roberta
Budzinskiego) na podstawie wytycznych z artykutu (Kamens, Crabbe 2007). Testowa arena
miata wymiary 150 mm x 150 mm i byla wykonana z réwnolegtych metalowych pretow
o $rednicy 1,2 mm i rozmieszczonych co 0,75 cm (ryc. 2). Arena byla otoczona §cianami
z pleksiglasu o wysokosci 200 mm. Urzadzenie zostato wyposazone w automatyczny licznik

btednie stawianych krokéw, czujnik przebytej drogi na podczerwien oraz elektroniczny zegar.

sz %

1,

Ryc. 2. Urzadzenie wykorzystane do przeprowadzenia testu koordynacji chodu na siatce

z rownoleglych pretow.
2.14.3. Test sily mi¢gsniowej ,,wire-hang”.

Urzadzenie wykorzystane w tym tescie sktadato si¢ ze $cianek o wysokosci 350 mm i szerokosci
200 mm, oddalonych od siebie 0 350 mm. Pomigdzy $cianami na wysokosci 300 mm nad
podtozem byt rozpiety nierozciagliwy i niewibrujacy metalowy drut o srednicy 2 mm i dlugosci
350 mm. Na dnie urzadzenia znajdowata si¢ warstwa amortyzujaca, chroniaca myszy przed

skutkami upadku z wysokosci.
2.2.Metody.

2.2.1. Ocena morfometryczna myszy.
2.2.1.1.  Okreslenie dlugosci calkowitej, tulowia i ogona.

Dhugo$¢ catkowitg myszy okreslono mierzac odlegtos¢ od czubka nosa do konca ogona. Dhugosé
tutowia zwierzat oznaczono poprzez pomiar odlegtosci od czubka nosa do nasady ogona. Dhugo$é

ogona okres§lano poprzez zaznaczenie odlegtosci pomiedzy nasadg ogona a koncem ogona.
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2.2.1.2. OKreslenie masy ciala.

Pomiar masy ciata myszy wykonano poprzez umieszczenie myszy w przeznaczonej do tego misce

zamontowanej na wadze analitycznej Mettler Toledo AB204 i zwazenie.

2.2.2. Zmodyfikowana skala Racine’a.

Tabela 3. Zmodyfikowana skala Racina zastosowana w ocenie napadéw padaczkowych

u myszy (Van Erum iin. 2019; Cela i in. 2019; lhara i in. 2016; Terzic i in. 2021).

Stopien / faza Zmodyfikowana skala Racine’a

0 brak zmian w zachowaniu

drzenie wasow, znieruchomienie, ostupienie, bezruch, skurcze twarzy, ruch
1 ust i twarzy, drgawki migéni twarzy, wpatrywanie si¢ w bezruch (z
automatyzmem ustno-twarzowym)

kiwanie glowa, kloniczne ruchy gtowy, skurcze szyi, sztywnienie ogona,
nagte miokloniczne szarpnigcia i powtarzalne ruchy glowy i szyi

napad kloniczny (w pozycji siedzacej), jednostronne kloniczne ruchy

konczyny przedniej, postawa lordotyczna

napad kloniczny, toniczno-kloniczny obustronne (lezenie na brzuchu),
4 zwierze staje deba (pozycja stojaca) i wykazuje kloniczne obustronne ruchy

konczyn przednich, wstawanie i upadanie

uogolniony napad kloniczny, toniczno-kloniczny (lezenie na boku), dzikie

podskoki lub bieganie, zwierze staje deba i wykonuje kloniczne obustronne

5 ruchy konczyn przednich oraz upada (czgsto do tytu), wydawanie

dzwiekow, wyprost konczyn przednich i tylnych, krgcenie si¢ lub toczenie
wzdtuz lub poprzecznie do osi ciata

2.2.3. Ocena czestotliwos$ci wystepowania i czasu trwania napadéw.

Myszy podnoszono poprzez standardowy chwyt, nastgpnie obracano tak, by odchyli¢ glowe
zwierzgcia do tytu na 5 sekund, po czym odktadano do klatki i obserwowano z jaka czegsto$cia
wystepuja napady oraz mierzono czas ich trwania. Dodatkowo oceniano nasilenie wywotanych

w ten sposob epizodow napadow padaczkowych wedlug zmodyfikowanej skali Racine’a.
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2.2.4. Testy behawioralno-pamigeciowe myszy.

Kazdy z opisanych ponizej testow byt poprzedzony oswajaniem zwierzat z urzadzeniami
i pomieszczeniem, w ktorym odbywaly si¢ do$wiadczenia oraz osobg przeprowadzajaca

eksperyment, a takze przyzwyczajane do podnoszenia i dotyku.

Procedury byly wykonywane za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na

Zwierzgtach we Wroctawiu wedlug zezwolen o numerze 78/2018 i 70/2021.

2.24.1. Test obracajacego si¢ walka.

Podczas testu mierzono czas, w ktorym myszy poruszaly si¢ po obracajacym si¢ watku dla trzech
statych predkos$ci obrotu watka — 4, 8 i 14 obrotdw/min. Dane zebrano podczas jednej sesji,
w trakcie ktorej kazda mysz miala trzy proby dla danej predkosci. Wyniki prob zostaty
usrednione. Maksymalny zadany czas na kazda probe wynosit 120 sekund. Jes§li mysz przed
osiagnigciem zadanego czasu 120 sekund przestawata chodzi¢ i obracata si¢ pasywnie traktowano
to jako upadek. Odstep miedzy kolejnymi probami wynosit 3 minuty. Po kazdej prébie do

czyszczenia aparatu uzywano 70% etanolu.

2.2.4.2.  Test koordynacji chodu na siatce z rownoleglych.

Myszy umieszczano pojedynczo na $rodku areny i pozwalano im na swobodne poruszanie si¢
wewnatrz areny do momentu pokonania odleglosci 10 m. Zanotowano liczbe blednie
postawionych krokow i czas potrzebny na pokonanie tej odleglosci. Test wykonywano przez 4

kolejne dni, po jednej probie dziennie.

2.2.4.3. Test analizy chodu zwierzat.

Przednie i tylne tapy myszy zostalty pomalowane nietoksycznym tuszem odpowiednio w kolorze
zielonym 1 czarnym. Nastepnie myszom pozwolono przejs¢ wzdluz ograniczonego $cianami
wybiegu wylozonego arkuszem bibuly Whatman o wymiarach 300 mm x 100 mm do
zamknietego pudetka, pozostawiajac slady swoich tap na papierze. Zmierzono odleglo$ci miedzy
poszczegblnymi $ladami, dla co najmniej 5 krokow, aby okresli¢ nastgpujace parametry:
odlegtos¢ migdzy kolejnymi kontaktami tej samej tapy (ang. stride lenght), dtugos¢ kroku
(odlegtos¢ migdzy kolejnymi $ladami przeciwleglych przednich lub tylnych tap wzdluz osi

kierunku ruchu), rozstawu tap (ang. BOS - base of support, odlegto$¢ miedzy kolejnymi
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przeciwlegtymi przednimi lub tylnymi tapami prostopadta do osi kierunku ruchu), zbieznosci
dostawiania tap (ang. interlimb distance, odleglo$¢ miedzy przednimi i tylnymi tapami po tej

samej stronie).

2.24.4. Test sily mi¢gsniowej ,,wire-hang”.

Test rozpoczynat si¢ W momencie zawieszenia zwierzgcia na przednich tapach na $rodku drutu
i polegal na zmierzeniu czasu do chwili upadku lub do osiggni¢cia 180 sekund. Test
przeprowadzono w dwoch nastepujacych po sobie dniach, po jednej sesji na dzien sktadajacej si¢

z 2 préb z 3-minutowym odstgpem.

2.2.4.5. Testrozpoznawania nowych obiektow.

Jeden dzien przed testem kazda mysz przyzwyczajono do pustej areny (500 x 300 x 500 mm).
W pierwszym dniu testu (tzw. sesja treningowa) kazdg mysz umieszczano na arenie z dwoma
identycznymi obiektami zlokalizowanymi posrodku i oddalonymi od siebie o 200 mm oraz
pozwolono na swobodng eksploracje przez 10 minut. Nastepnego dnia (dzien testu) myszom
pozwolono eksplorowaé jeden niezmieniony i jeden nowy obiekt przez 10 minut (ryc. 3). Sesje
byty rejestrowane za pomocg kamery zamontowanej nad areng. Po kazdej sesji arena i obiekty
byly czyszczone 70% etanolem. Czas interakcji mierzono, gdy mysz wykazywala

zainteresowanie obiektem (jej gtowa byta skierowana w stron¢ obiektu i znajdowata si¢

w odlegtosci nie wigkszej niz 15 mm).

Ryc. 3. Arena w teScie rozpoznawania nowych obiektéow w dniu sesji treningowej (zdjecie

po lewej) i testowym (zdjecie po prawej stronie).

75



2.2.4.6. Test lokalizacji obiektu.

Test przebiegat jak opisano w rozdziale 2.2.4.5. z tym, ze w dniu testu podczas tzw. sesji
treningowej kazda mysz umieszczano na arenie z dwoma identycznymi obiektami
zlokalizowanymi w naroznikach przy jednej krawegdzi (ryc. 4) i oddalonymi od siebie 0 200 mm
oraz pozwolono na swobodng eksploracj¢ przez 10 minut. Po godzinnej przerwie nastgpowata
faza testu. W fazie testowej jeden przedmiot zostat przesuniety do przeciwleglego naroznika,

a mysz miata 5 minut na eksploracjg.

Ryc. 4. Arena w te$cie lokalizacji obiektu w trakcie sesji treningowej (zdjecie po lewej)

i testowej (zdjecie po prawej stronie).

2.2.5. Oznaczenia morfologii krwi myszy.

Parametry morfologiczne krwi myszy zostaly oznaczone w laboratorium NeolLek IITD oraz
zewnetrznym laboratorium Vetlab. Do analizy wybrano nast¢pujace parametry: liczbe i udziat
procentowy leukocytow, limfocytow, monocytow, granulocytow, liczbe erytrocytéw i plytek
krwi, hemoglobing, hematokryt, wskaznik $redniej objetosci krwinek (MCV — ang. mean
corpuscular volume), $rednig mas¢ hemoglobiny w krwince czerwonej (MCH — ang. mean
corpuscular hemoglobin, mean cell hemoglobin), s$rednie st¢zenie hemoglobiny w krwince
czerwonej (MCHC —ang. mean corpuscular hemoglobin concentration), zr6znicowanie objgtosci
krwinek czerwonych (RDW —ang. red blood cell distribution width), $rednia objetos¢ ptytek krwi
(MPV — ang. mean platelet volume), zr6znicowanie objetosci ptytek krwi (PDW — ang. platelet
distribution width) oraz hematokryt ptytkowy (PCT — ang. plateletcrit).

2.2.6. Immunizacja myszy.

Preparat do immunizacji jednej myszy zawierat 100 ug peptydu owoalbuminy zawieszonego
w 100 ul adjuwantu (Sigma Adjuvant System). Preparaty zostaly podane jednorazowo

i dootrzewnowo.
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Procedury byly wykonywane za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Dos$wiadczen na

Zwierzetach we Wroctawiu wedtug zezwolenia o numerze 78/2018.

2.2.7. Hodowle komorkowe.

Linie pierwotnych fibroblastow wyizolowanych z embrionéw myszy Spna2R1098Q hodowano
w kompletnym medium DMEM z dodatkiem 10% cielecej surowicy ptodowej (FBS — ang. fetal
bovine serum), antybiotykow (100 I1U/ml penicyliny, 0,1 mg/ml streptomycyny) oraz
L-glutaminy (2 mM) w inkubatorze o statej temperaturze 37°C i 5% COx.

2.2.8. Oznaczanie cyklu komoérkowego.

Materialem do oznaczenia cyklu komodrkowego byly pierwotne hodowle fibroblastow
wyizolowane z homozygotycznych, heterozygotycznych i kontrolnych embrionéw myszy
Spna2R1098Q. Pobrane z hodowli fibroblasty przeptukano dwukrotnie schtodzonym PBS
z dodatkiem 0,1% FBS. Zwirowang peletke komorek delikatnie rozbito i bardzo powoli
wkroplono 1 ml schodzonego do -20°C czystego (96%) etanolu ciggle mieszajac probke.
Nastepnie probki umieszczono na noc w -20°C w celu utrwalenia lub do czasu barwienia i analizy
cytometrycznej. Po etapie utrwalania fibroblasty przeptukano dwukrotnie PBS, po czym do
kazdej probki dodano RNazy A (500ug/ml) oraz jodku propidyny (PI) (10ug/ml) i inkubowano
przez 40 minut w temperaturze pokojowej. Uzyskane preparaty analizowano na cytometrze
przeptywowym BD FACSCalibur™ (BD Biosciences).

2.2.9. Test fagocytozy.

Do oznaczenia zdolnosci do fagocytozy wykorzystano komercyjny zestaw pHrodo™
BioParticles™ Phagocytosis Kits (Invitrogen, A10025), a wyniki odczytano przy uzyciu
cytometru przeptywowego BD FACSCalibur™ (BD Biosciences) stosujagc do wzbudzenia
wigzke laserowa o diugosci fali A = 488 nm, za$ do obserwacji filtr 585/42 nm. Procedurg
doswiadczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcja producenta dotaczong do zestawu. Badania
wykonano na krwi dorostych myszy. Oznaczenie zdolnosci do fagocytozy przeprowadzono
w dwoch warunkach w temperaturze 37°C oraz na lodzie z dodatkiem azydku. Wyniki

opracowano przy uzyciu programu Flowing Software 2.
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2.2.10. Test migracji fibroblastow.

Test zdolno$ci do migracji i zarastania rysy zostal przeprowadzony z uzyciem komercyjnych
zestawOw insertow z ptytkami do hodowli komérkowej Culture-Insert 4 Well in p-Dish 35 mm
(ibidi). Materiatem do badan byty pierwotne hodowle mysich fibroblastow ptodowych po 3 linie
dla kazdego genotypu. W celu wyeliminowania wptywu proliferacji hodowle zostaty
potraktowane mitomycyna. Na insert wysiano po 400 tys. komorek, czyli po 100 tys. komorek na
jedna z czterech studzienek. Komorki byty zawieszone w kompletnym medium DMEM. Po czym
hodowle fibroblastow pozostawiono na noc, aby komorki przytwierdzity si¢ do podtoza.
Nastepnie usunieto inserty, hodowle przeptukano PBS i dodano $wiezego medium hodowlanego.
W celu oznaczenia migracji i zarastania rysy wykonano zdjecia hodowli mysich pierwotnych
fibroblastow ptodowych po 0, 6, 12, 24 i 48 godzinach hodowli. Dla kazdej linii komoérkowe;j
w danym punkcie czasowym wykonano zdjecia czesci centralnej szczeliny oraz kazdego z ramion
rozdzielajacych sasiednie pola. Analize zdje¢ przeprowadzono przy uzyciu programu Imagel,

okreslajac powierzchnig zajeta przez poszczegdlne hodowle komoérkowe i wolng od komorek.

2.2.11. Test ELISA.

Wysoko adhezyjne plytki (MaxiSorp, NUNC) zostaly optaszczone poprzez natozenie 100 pl
peptydu owoalbuminy (1 pug/ml w PBS), czyli 100 ng i inkubacje przez noc w 4°C. Nastgpnego
dnia usuni¢to mieszanine optaszczajacg oraz plytki zostalty przeptukane 200 ul buforu PBS
z dodatkiem 0,05% Tween 20, po czym ptytki blokowano w 5% odttuszczonym mleku przez 2
godziny w temperaturze pokojowej. Wyblokowane ptytki zostaty przeptukane ponownie buforem
PBS + Tween 20. W kolejnym etapie natozono po 100 pl surowicy myszy immunizowanych
owolbuming oraz kontrolnych w dwdch rozcienczeniach 1:5000 i 1:10000, a catos¢ inkubowano
przez poéttorej godziny w temperaturze pokojowej. Potem ptytki zostaty trzykrotnie przeptukane
buforem PBS + Tween 20. P6zniej nakroplono rozcienczony w stosunku 1:10000 koniugat
przeciwciata rozpoznajacego fragmenty mysich przeciwciat sprzezony z peroksydaza chrzanowg
(anty-mysz-HRP) w objetosci 100 pl i inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej. Po
okresie inkubacji ptytki zostaty pigciokrotnie odptukane z przeciwciata buforem PBS + Tween
20. Do studzienek ptytki dodano po 100 pl substratu dla HRP, czyli TMB (tetrametylobenzydyna)
zawieszong w buforze fosforanowo-cytrynianowym, a nastepnie ptytki pozostawiono na 15 minut
w ciemni. W celu zatrzymania reakcji dodano po 100 pl 1M H2SOs. Absorbancje odczytano przy
dtugosci fali 450 nm na spektrofotometrze Perkin Elmer Wallac 1420 Victor?.
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2.2.12. Test immunoenzymatyczny typu ,,sandwich ELISA” na macierzach

przeciwcial (ang.membrane antibody arrays).

W celu réwnoleglej oceny wzglednych pozioméw sekrecji 53 wybranych mysich biatek
zwigzanych z angiogeneza zastosowano komercyjny zestaw Proteome Profiler™ Array Mouse
Angiogenesis Array Kit (Nr kat. ARYO015, R&D Systems). Materiatem do badan byto medium
zebrane znad hodowli pierwotnych mysich fibroblastow ptodowych. Kazda z linii komérkowych
(3 homozygotyczne i 3 dzikie) posiano na plytki w rownych iloSciach po 400 tys. kom.
i inkubowano w 5 ml kompletnego medium DMEM. Medium znad kazdej hodowli zebrano
1 odwirowano, przenoszac medium do $wiezych probowek. Nastepnie potaczono ze soba po 2,5
ml medium znad kazdej hodowli fibroblastow homozygotycznych oraz oddzielnie po 2,5 ml
medium znad kazdej hodowli fibroblastow dzikich. Uzyskane mieszaniny medium zatgzono z 7,5
ml do 1 ml. Stezenie bialek z zageszczonych mediach zmierzono przy pomocy BCA i Nanodrop
One (Thermo Fisher Scientific). Wyniki BCA odczytano przy pomocy analizatora Perkin Elmer
Wallac 1420 Victor?. Do$wiadczenie przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w zalaczonej
do zestawu instrukcji. Dodatkowo w celu porownania zawartosci bialek w niezgeszczonych
1 zageszczonych mediach pohodowlanych przeprowadzono ich elektroforeze w zelu
poliakrylamidowym, a nastepnie wysrebrzenie otrzymanego zelu. Analize zdjg¢ przeprowadzono
przy uzyciu programu Image] okreslajac densytometri¢ (intensywno$¢) par punktow
reprezentujacych kazde biatko zwigzane z angiogeneza, a nastepnie okreslono wzgledny stosunek
poziomu biatek w supernatancie pobranym znad fibroblastow homozygot do dzikich. Przy
obliczeniach uwzgledniono poprawke sygnalu o roznice miedzy probkami okreslang na
podstawie srebrzenia probek uzytych do inkubacji oraz punktami referencyjnymi obecnymi na

membranach.

2.2.13. Test ELISPOT.

Z wypreparowanych $ledzion myszy Spna2R1098Q oraz typu dzikiego immunizowanych
owoalbuming przygotowano zawiesing komorek. Do§wiadczenie przeprowadzono z uzyciem
komercyjnego zestawu Murine IFN-y Single-Color Enzymatic ELISPOT Assay (CTL
ImmunoSpot), postepujac wedtug instrukceji producenta. Do stymulacji komorek w tescie uzyto
owoalbuming w stezeniu 5 pg/ml. Wyniki zostaty odczytane przy uzyciu analizatora S6 Entry M2

firmy CTL ImmunoSpot.
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2.2.14. Homogenizacja tkanek.

Homogenizacje mézdzkow przeprowadzono w buforze do lizy tkanek z dodatkiem koktajlu
inhibitoréw proteaz z uzyciem homogenizatora Dounce wykonujgc 20 ruchoéw tlokiem. Na kazde
100 mg tkanki uzyto 100 ul buforu. Preparat pozostawiano na 15 minut na lodzie, wytrzasajac
mieszaning co 5 minut. Zawiesing zwirowano przy 15000 obr./min w -1°C przez 20 minut.

Supernatant przeniesiono do swiezych proboéwek i przechowywano w -80°C.

2.2.15. Oznaczanie bialka calkowitego.

Stezenie biatka w uzyskanych preparatach m. in. lizatach m6zdzkowych okreslono przy uzyciu
zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit postepujac zgodnie z instrukcjg producenta. Do
przygotowania krzywej wzorcowej wykorzystano bufor uzyty do lizy tkanek oraz dotaczony do
zestawu roztwor BSA (2mg/ml). Absorbancje zmierzono przy dlugosci fali 562 nm na

spektrofotometrze Perkin Elmer Wallac 1420 Victor?.

2.2.16. Elektroforeza SDS-PAGE.

Elektroforez¢ przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym zanurzonym w buforze do
elektroforezy przy statym napigciu 180 V przez 50 minut. Dla biatek o masie powyzej 120 kDa
uzyto 4% zelu zagegszczajacego i 7% zelu rozdzielajgcego, natomiast dla biatek ponizej 120 kDa
uzyto zeli odpowiednio 5% i 12%. Otrzymane lizaty mozdzkowe zmieszano z buforem

Laemmli’ego w stosunku 4:1 i zdenaturowano w 95°C przez 5 min.

2.2.17. Western blotting.

Transfer potsuchy biatek rozdzielonych w zelu poliakrylamidowym na membrang z polifluorku
winylidenu przeprowadzono w buforze do transferu przy statym napigciu 15 V przez 18 minut.
Po transferze membran¢ blokowano przez noc w 5% odtluszczonym mleku w buforze do
ptukania. Po wyblokowaniu membrany przeprowadzano inkubacje z I-rzgdowymi
przeciwciatami specyficznymi wobec biatek docelowych. Do detekcji wykorzystywano
Il-rzedowe przeciwciata anty-mysie 1gG lub anty-szczurze sprzegniete z peroksydazg chrzanows
(HRP). Po kazdej inkubacji membran z przeciwcialami stosowano trzykrotne 10-minutowe
ptukanie w buforze do ptukania. Normalizacj¢ probek przeprowadzono wzgledem poziomu

b-aktyny lub GAPDH.

80



2.2.18. Oznaczanie aktywnoS$ci enzymatycznej kalpain.

Aktywno$¢ kalpainy zostata zbadana przy uzyciu komercyjnego, fluorymetrycznego zestawu
Calpain Activity Assay Kit z firmy Abcam (ab65308) z wykorzystaniem czarnych 96-dotkowych
plytek do pomiaru fluorescencji (FluoroNunc). Poziom aktywnosci kalpainy zostat zmierzony w
lizatach mézdzkowych embrionéw, noworodkéw i myszy dorostych, fibroblastach pozyskanych
z embriondow oraz surowicy z krwi dorostych myszy. Doswiadczenie przeprowadzono zgodnie
z instrukcja zataczong do zestawu. W przypadku lizatow mozdzkowych do testow wykorzystano
po 50 ug, a nastepnie aktywno$¢ przeliczono dla 1 mg lizatu. W do$wiadczeniu z uzyciem
hodowli pierwotnych embrionalnych fibroblastow w celu przeprowadzenia testu pobrano po 200
tys. komorek, ktore nastepnie zhomogenizowano, za§ w przypadku oznaczania kalpainy
w surowicy pobrano po 2 ul. Fluorescencja zostata zmierzona przy dlugosci fali wzbudzenia
A =400 nm i emisji A =505 nm (Ex/Em = 400/505nm) w wielofunkcyjnym czytniku mikroptytek
CLARIOstar Plus (BMG Labtech) i wyrazona w relatywnych jednostkach fluorescencji (RFU)

na miligram biatka.

2.2.19. Procedury wykonywane na zwierzetach.

Procedury byly wykonywane za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na

Zwierzg¢tach we Wroctawiu wedlug zezwolen o numerze 78/2018 i 70/2021.

2.2.20. Metody analizy statystycznej danych.

Do analiz statystycznych wykorzystano program GraphPad Prism 5. W zaleznos$ci od wyniku
testu normalno$ci Shapiro-Wilk’a do analizy wykorzystano test t-Studenta, test Mann’a-
Whitney’a lub test t-Studenta z korekta Welch’a. W przypadku analizy wigcej niz dwoch grup
przy jednej zmiennej zastosowano jednostronng analiz¢ wariancji ANOVA (ang. analysis

of variance), a w przypadku dwoch zmiennych dwustronng analiz¢ wariancji ANOVA.
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3. Wyniki.
3.1. Sposéb dziedziczenia mutacji R1098Q.

Mutacja Spna2R1098Q jest mutacja autosomalng dominujacg dziedziczong stabilnie zgodnie
z prawami Mendla. Analiza genotypu potomstwa myszy wykazata (ryc. 5), ze mutacja
Spna2R1098Q jest dziedziczona zgodnie z prawami Mendla jako autosomalna dominujaca
(Miazek i in. 2021). Zgenotypowanie 190 dorostych myszy oraz 24 zarodkow myszy
potwierdzono 100% korelacj¢ genotypu z fenotypem.

HOMO HOMO HET WT HET HET HET WT

Ryc. 5. Przykladowe genotypowanie zarodk6w myszy Spna2R109Q.

3.2. Opis fenotypowy myszy R1098Q.

Osobniki homozygotyczne zmutowane rodzg si¢ martwe z widoczng deformacja twarzy, cechami
atrofii moézgu, a zwlaszcza struktury mozdzku (Miazek i in. 2021) i czasami z krwotokami
podczaszkowymi lub brakiem wyksztalconej mozgoczaszki. Juz na etapie 14-dniowego zarodka
u homozygot R1098Q mozna zauwazy¢ sptaszczenie i skrocenie trzewioczaszki oraz czasami
brak wyksztalcenia moézgoczaszki oraz worek owodniowy wypetniony krwig (ryc. 6).
U osobnikow heterozygotycznych nie zauwazono wpltywu mutacji na dtugos$¢ zycia jak rowniez
zdolnoéci rozrodcze, chociaz z obserwacji wynika, iz sukces reprodukcyjny kojarzen
heterozygotycznych myszy jest nizszy w przyblizeniu o 25%, co zwigzane jest ze Smiertelnoscia
osobnikow homozygotycznych (Miazek i in. 2021). Osobniki heterozygotyczne wydaja si¢ na
poczatku normalne, ale szybko zaczynajg przejawiac¢ zaburzenia motoryczne. Charakterystyczny
jest dla nich chwiejny chod. Oprocz zaburzen chodu myszy te odznaczaja si¢ réwniez
zaburzeniami rownowagi. W testach pamigciowych zauwazono trudnosci w utrzymaniu kontroli
nad glowg i utrzymaniu glowy w bezruchu. Heterozygotycznym myszom Spna2R1098Q
towarzysza rowniez napady padaczkowe 4-5 stopnia w zmodyfikowanej skali Racine’a (tab. 4).
Zauwazono, ze napady te sa dodatkowo wywolywane przez odwrocenie myszy podczas
rutynowej opieki nad zwierzgtami lub podczas upadku zwiaszcza gdy uderza glowa badz
w przypadku testu RotaRod, gdy chwytaly si¢ watka i obracatly razem z nim. Napady te maja

charakter napadow tonicznych, ktorym towarzyszy naprezenie migsni, wygiecie i odchylenie
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glowy do tytu przypominajace opistotonus. Jednoczesnie nastgpuje rozprostowanie konczyn, po
czym napady padaczkowe przechodza w fazg kloniczng, podczas ktorych myszy zaczynaja si¢
toczy¢ i kreci¢ w roznych kierunkach oraz wykonujg szybkie ruchy tapami. Pomiedzy napadami
padaczkowymi myszom towarzysza ciagle drgawki jako drzenie czynnoSciowe i spoczynkowe,
ktore utrzymujg si¢ przez cale zycie. Rowniez u heterozygotycznych myszy wystepuje atrofia
moézdzku, ktory jest mniejszy i stabiej pofaldowany. Ataksja moézdzkowa postepuje wraz
z wiekiem myszy. Szeroko$¢ warstw molekularnych, organizacja i liczba neuronow w mozgu jak

réwniez w korze nowej i hipokampie ulega zaburzeniu (Miazek i in. 2021). Poza tym myszy te

cechuja si¢ mniejsza $ledziong niz myszy kontrolne (ryc. 7).

Ryc. 6. Zdjecia porownujace homozygotyczne zarodki myszy Spna2R1098Q z dzikimi
embrionami myszy Spna2R1098Q.

Homozygotyczne zarodki myszy Spna2R1098Q w wieku od od 14-18 dpc (ang. days post coitum)
zostaly zaznaczone strzatkami (A-G). Homozygotyczne embriony myszy Spna2R1098Q w worku
owodniowym wypetnionym krwig (E-F). Homozygotyczny embrion wyjety z worka owodniowego

wypetnionego krwig (G).
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Ryc. 7. Poréwnanie wielko$ci Sledzion dzikich myszy Spna2R1098Q (zdjecie po lewej
stronie) z Sledzionami heterozygotycznych myszy Spna2R1098Q (zdjecie po prawej stronie).

3.3. Badania morfometryczne heterozygot myszy Spna2R1098Q.

Realizacje zadania badawczego rozpoczeto od porownania cech morfomertrycznych myszy
Spna2R1098Q, poniewaz W czasie obserwacji myszy Spna2R1098Q podczas hodowli
dostrzezono, iz myszy z tym fenotypem sa mniejsze w porownaniu z myszami o fenotypie dzikim
pochodzacymi z tego samego miotu lub bedgcymi ich rowiesnikami. W celu potwierdzenia
zaobserwowanych w trakcie hodowli réznic zmierzono nastgpujace cechy morfologiczne:
dlugos¢ catkowita, dlugo$¢ tulowia i dtugo$¢ ogona oraz masg ciata, a takze wyliczono
wspotczynnik masy ciala i indeks Lee. Do badanych parametrow wlaczono rowniez pomiar masy
sledziony, gdyz zaobserwowano, iz czgSci osobnikow myszy Spna2R1098Q §ledziony sg
mniejsze w poréwnaniu do myszy typu dzikiego pochodzacych z tego samego miotu lub bedacych

rowie$nikami dla myszy heterozygotycznych.

Do badan wykorzystano myszy w wieku 2 miesiecy oraz w wieku ponad 20 miesiecy. Ze wzgledu
na wplyw pici na cechy morfologiczne do analizy wybrano losowo réwnocenne grupy. Grupg
mtodych myszy stanowily 2 samce i 2 samice Spna2R1098Q oraz 2 samce i 2 samice dzikie.
Starsza grupe tworzyto po 8 samic i po 4 samce typu Spna2R1098Q oraz dzikiego. Dodatkowo
dla poréwnania masy ciala wlaczono grupe rocznych myszy, ktora skladata sie z 24 myszy,

w tym po 8 samic i 4 samcow typu Spna2R1098Q oraz dzikiego.
3.3.1. Masa ciala.

Zebrane pomiary masy ciata wskazujg na wystepowanie i poglebianie si¢ wraz z wiekiem myszy
roznic masy ciata pomiedzy myszami Spna2R1098Q i dzikimi w wieku 12 miesiecy (**p =
0,0013) i u ponad 20-miesiecznych (***p = 0,0006, n; = 12, n, = 12, U = 12), ktdre nie wystepuja
pomiedzy myszami w wieku 2 miesiecy (p = 0,1143, n1 = 4, n, = 4, U = 2), co przedstawia
ryc. 8. Na podstawie otrzymanych wynikow srednia masa ciata mtodych (2-miesigcznych) myszy
Spna2R1098Q wyniosta 19,68 £ 2,71 g, zas dla myszy dzikich $rednia masa ciata wyniosta 23,93

13,36 g. Rdznica w wadze pomigdzy 2-miesi¢cznymi myszami dzikimi i Spna2R1098Q wyniosta

84



4,25 g, czyli myszy Spna2R1098Q sa w tym wieku lzejsze o okoto 18%. Roczne dojrzale myszy
Spna2R1098Q wazyly srednio 24,88 £+ 4,199 g, podczas gdy $rednia masa ciala rocznych myszy
dzikich wyniosta 30,95 + 3,830 g. Blisko 20% mniejszg masg¢ ciala (6,07 g) zarejestrowano takze
dla rocznych myszy Spna2R1098Q wzgledem dzikich. Starsze (> 20 miesigczne) myszy
Spna2R1098Q osiggnety przecigtnie wage 24,50 + 2,57 g, natomiast myszy dzikie w tym wieku
wazg przecigtnie 34,41 + 5,44 g. Wérdd starszych myszy dzikich i Spna2R1098Q zaobserwowano
réznice 9,91 g, zatem niemal dwuletnie myszy Spna2R1098Q sa lzejsze o blisko 30%.
Szczegotowe dane pomiardéw zebrano w tabeli 4.

Mutacja Spna2R1098Q w sposob istotny negatywnie wptywa na mase ciata myszy.
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Ryc. 8. Masa ciala myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Pomiary wykonano dla trzech grup wiekowych (2-miesiecznych, 12-miesiecznych i ponad
20-miesigcznych) myszy. Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem testu t-Student’a oraz
Mann’a-Whitney’a. Stupki przedstawiajq Sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami (e)
zaznaczono mase ciata kazdej myszy. Stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe.

Statystycznie istotne roznice zaznaczono gwiazdkami (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

Tabela 4. Poréwnanie masy ciala myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Wiek 2-miesieczne 12-miesieczne > 20-miesieczne
Fenotyp R1098Q WT R1098Q WT R1098Q WT
Osvélnie 19,68 + 23,93+ 24,88 + 30,95+ 24,50 + 34,41 +

g 271g 3,36 g 4,199 g 3,830 g 2,57 544 g
Roznica 4,25 g (17,8%) 6,07 g (20%) 9,91 g (28,8%)
Samice 17,45 + 21,02 + 20,15+ 27,85+ 23,11+ 33,60 +

0,08 ¢g 0,11g 1271¢g 2,675¢ 1,152 g 6,44 g
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Réznica 3,57 g (17%) 7.7 9 (27,6%) 10,49 g (31,2%)

Samce 21,90+ | 2684+ | 2725+ 325+ 2728+ | 36,02+
1,47 g 0,10 g 2,801 g 3431g 2,36 9 2,60 g
Réznica 4,94 g (18,4%) 5,250 (16%) 8,749 (24,3%)

3.3.2. Dhugos¢ caltkowita.

Podobnie jak dla masy ciata tak rowniez w zebranych pomiarach dla dlugosci catkowitej rdéznica
wystepuje zar6wno pomiedzy 2-miesiecznymi myszami Spna2R1098Q a dzikim (*p = 0,0294, n;
=4, n; =4, U =0)jak i pomiedzy ponad 20-miesigcznymi myszami Spna2R1098Q oraz dzikim
(**p = 0,0012, n; = 12, n, = 12, U = 15,5), opisane wyniki badan zaprezentowano na rycinie
nr 9. Dwumiesi¢czne myszy Spna2R1098Q maja $rednio dlugos¢ 165,3 £ 2,87 mm, jednoczesnie
myszy dzikie bedace ich rowiesnikami lub pochodzace z tego samego miotu w tym samym
okresie mierzg 172 £ 2,31 mm. Rdéznica w dlugosci catkowitej pomiedzy fenotypem dzikim
a Spna2R1098Q w wieku 2 miesigcy wynosi 6,7 mm, co stanowi niecate 4%. Wsrdéd myszy ponad
20-miesi¢cznych $rednia dlugosé¢ catkowita myszy Spna2R1098Q wyniosta 185,1 + 5,16 mm,
natomiast myszy dzikie osiggaty §rednio 192,8 = 5,50 mm, §wiadczy to o wystepowaniu 7,7 mm
réznicy pomiedzy fenotypami, co takze odpowiada 4%. Doktadne dane zebrano w tabeli 5.

Mutacja Spna2R1098Q istotnie w sposOb negatywny wplywa na rozmiar myszy.
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Ryc. 9. Poréwnanie dlugosci calkowitej myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Pomiary zebrano dla dwoch grup wiekowych (2-miesiecznych i ponad 20-miesiecznych) myszy.
Analize statystyczng przeprowadzono w oparciu o test Mann’a-Whitney’a. Stupki przedstawiajq
Sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono diugos¢ catkowitq kazdej myszy. Stupki

bledow reprezentujg odchylenia standardowe. Statystyczmnie istotne roznice zaznaczono

gwiazdkami (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
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Tabela 5. Poréwnanie dlugosci calkowitej myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Wiek 2-miesieczne > 20-miesigeczne
Fenotyp R1098Q WT R1098Q WT
Ogélnie 165,3 +£ 2,87 172 +2.31 mm 185,1+5,16 192,8 £ 5,50

mm mm mm
Réznica 6,7 mm (3,9%) 7,7 mm (4%)
Samice 163,5+ 2,12 170 mm 182,6 + 4,47 191,3+5,75
mm mm mm
Roéznica 6,5 mm (3,8%) 8,7 mm (4,5%)

Samce 167 £ 2,83 mm 174 mm 190 +£ 1,63 mm 195’31:‘;3’95

Réznica 7 mm (4%) 5,8 mm (3%)

3.3.3. Dlugosé tulowia.

Pomiedzy 20-miesi¢cznymi myszami Spna2R1098Q a dzikimi istnieje réznica (**p = 0,0038, ny
=12,n; =12, U =21,5) w dlugosci tulowia, co ilustruje ryc. 10. Dtugo$¢ tutowia mtodych myszy
Spna2R1098Q osiaggneta srednio 90,75 + 2,99 mm, tymczasem dtugos¢ tutowia mtodych myszy
dzikich wyniosta 93,75 + 3,30 mm, czyli dysproporcja wyniosta 3 mm (3,2%). Diugos¢ tutowia
starych myszy Spna2R1098Q osiaga przecigtnie dtugos$¢ 98,42 + 2,81 mm, z kolei tutow starych
myszy dzikich osiaga dtugo$¢ 102,7 £ 4,48 mm, zatem 20-miesi¢czne myszy Spna2R1098Q sa
mniejsze 0 4,28 mm (4,2%). Szczegdtowe dane z pomiaréw zamieszczono w tabeli 6.

Mutacja dziata ograniczajaco na dlugo$¢ tutowia myszy w p6zniejszym wieku.

Tabela 6. Porownanie dlugosci tulowia myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Wiek 2-miesieczne > 20-miesieczne
Fenotyp R1098Q WT R1098Q WT
s 90,75+ 2,99 93,75+ 3,30 98,42 +2,81 102,7 + 4,48
Ogolnie
mm mm mm mm
Réznica 3 mm (3,2%) 4,28 mm (4,2%)
Samice 88,50 + 2,12 91+ 1.41 mm 97,38 £ 2,83 102,9 + 5,28
mm mm mm
Roéznica 2,5 mm (2,7%) 5,52 mm (5,4%)
Samce 93+ 1,41 mm 96,50+ 0,71 100,5+ 1,29 102,3 + 2,87
mm mm mm
Réznica 3,5 mm (3,6%) 1,8 mm (1,8%)
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Ryc. 10. Por6éwnanie dlugosci tulowia myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Pomiary wykonano dla dwéch grup wiekowych (2-miesiecznych i ponad 20-miesigcznych) myszy.
Analize statystyczng wykonano w oparciu o test Mann’a-Whitney 'a. Stupki przedstawiajq srednig
z pomiarow dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono diugosé tutowia kazdej myszy. Stupki bledow
reprezentujq odchylenia standardowe. Statystyczmie istotne roznice zaznaczono gwiazdkami

(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

3.3.4. Dhlugos¢ ogona.

Myszy Spna2R1098Q maja krotszy ogon w poréwnaniu do myszy dzikich w grupie
dwumiesiecznej (*p = 0,0265, ny = 4, n; = 4, U = 0) i ponad 20-miesiecznej (*p = 0,0131),
co ukazano na ryc. 11. Srednia dtugo$¢ ogona dla myszy Spna2R1098Q i dzikich w zaleznosci
od wieku wyniosla dla: 2-miesigcznych myszy Spna2R1098Q — 74,5 £ 1 mm, 2-miesigcznych
myszy dzikich — 78,25 + 1,26 mm, ponad 20-miesiecznych myszy Spna2R1098Q — 86,67 + 3,37
mm oraz w$rod 20-miesiecznych myszy dzikich — 90,08 £ 2,81 mm. Pomiedzy mlodymi myszami
roznica ta wyniosta 3,75 mm, co stanowi niemal 5%. Natomiast rozbiezno$¢ dla starszych myszy
osiagneta wartos¢ 3,4 mm (blisko 4%). Dane z pomiaréw umieszczono w tabeli 7.

Jednym z efektow mutacji jest nieznaczne skrocenie dlugosci ogona myszy niosacych mutacje

Spna2R1098Q.
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Ryc. 11. Zestawienie dlugosci ogona myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Dane zebrano w obrebie dwoch grup wiekowych (2-miesigcznych i ponad 20-miesiecznych)
myszy. W analizie statystycznej zastosowano test t-Student’a oraz Mann’a-Whitney’a. Stupki
przedstawiajg sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono diugos¢ ogona kazdej
myszy. Stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe. Statystycznie istotne roznice

zaznaczono gwiazdkami (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).

Tabela 7. Porownanie dlugosci ogona myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Wiek 2-miesieczne > 20-miesigeczne
Fenotyp R1098Q WT R1098Q WT
Ogélnie 745+ 1 mm 78,2;;1,26 86,6r7nim3,37 90,02;;2,81
Réznica 3,75 mm (4,8%) 3,4 mm (3,8%)

Samice 75mm 79+ 1,41 mm 85,25+ 3,2 88,38 £ 1,3 mm
Roéznica 4 mm (5,1%) 3 mm (3,4%)

Samce 74+141mm | 775+£0,71mm | 89,5+ 1,29 mm 935+£1,29

Roznica 3,5 mm (4,5%) 4 mm (4,3%)

3.3.5. Stosunek wagi do dlugosci tulowia.

Wspolczynnik Mc/De wyraza stosunek masy ciata do dtugosci ciata. Warto$¢ wspolczynnika dla
mtodych myszy Spna2R1098Q wyniosta 0,216 + 0,023 a dla dzikich 0,255 + 0,027, czyli warto$¢
wspotczynnika byla o 15% mniejsza dla mtodych myszy z mutacja. Dowodzi to, iz myszy dzikie
sa wicksze i bardziej rozbudowane w stosunku do myszy Spna2R1098Q. Uzyskane na podstawie
zebranych danych wartosci wspotczynnika Mc/Dc wskazuja, ze myszy Spna2R1098Q maja
odmienny i zaburzony stosunek Mc/Dc, $wiadczacy o tym, iz sg mniejsze, szczuplejsze oraz
smuklejsze [pod wzgledem masy i wielko$ci/rozmiaréw] w obu grupach wiekowych, chociaz
réznica ta (***p < 0,0001) jest zdecydowanie bardziej widoczna wsrdd starszych myszy
Spna2R1098Q (0,249 + 0,023) wzgledem dzikich (0,334 + 0,043), a zatem wartos$¢ stosunku byta
0 25% mniejsza w grupie myszy z mutacjg. Rycina nr 12 przedstawia rezultaty uzyskanych

pomiardéw i analiz.
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Ryc. 12. Wspoélczynnik stosunku masy ciala do dlugosci ciala myszy Spna2R1098Q
(R1098Q) i dzikich (WT).

Pomiary wykonano w obrebie dwoch grup wiekowych (2-miesigcznych i ponad 20-miesigcznych)
myszy. W analizie statystycznej zastosowano test t-Student’a. Stupki przedstawiajq srednig
z pomiarow dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono stosunek Mc/Dc kazdej myszy. Stupki bledow
reprezentujq odchylenia standardowe. Statystyczmie istotne roznice zaznaczono gwiazdkami

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

3.3.6. Indeks masy ciala myszy i indeks otylosci Lee.

Wspdtczynnik masy ciata (stosunek powierzchni ciata do masy ciata) wskazuje na wystgpowanie
roznic (*** p = 0,0002, n; = 12, n; = 12, U = 8) pomigdzy ponad 20-miesigcznymi myszami
Spna2R1098Q i dzikimi oraz spadek indeksu z wiekiem u myszy dzikich (* p = 0,0129). Istnienie
réznic (p < 0,0001) pomigdzy ponad 20-miesiecznymi myszami Spna2R1098Q i dzikimi
potwierdza rowniez indeks Lee (pierwiastek sze$cienny z masy ciala / dlugos¢ tutowia),
dodatkowo ujawniajac réznice (* p = 0,0423) w grupie 2-miesiecznych myszy (ryc. 13).
Obliczone warto$ci wspotczynnika masy ciata prezentowaly si¢ w poszczegdlnych grupach
nastepujgco: 2-miesi¢czne myszy Spna2R1098Q — 3,419 + 0,195, 2-miesieczne myszy dzikie —
3,129 + 0,178, ponad 20-miesigczne myszy Spna2R1098Q — 3,193 + 0,155 mm oraz wsrod
20-miesigcznych myszy dzikich — 2,724 + 0,213. Natomiast indeks Lee osiagnal wartos¢ dla
2-miesigcznych myszy Spna2R1098Q — 297 + 6, 2-miesigcznych myszy dzikich — 307 £ 5 mm,
ponad 20-miesiecznych myszy Spna2R1098Q — 295 + 8 oraz wérod 20-miesiecznych myszy
dzikich — 316 + 9.

Mutacja prowadzi do zmian w proporcji powierzchni lub dtugosci tutowia do masy ciata.
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Ryc. 13. Wspoélcezynnik masy ciala i indeks Lee myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich
(WT).

Wspotczynnik masy ciata (A). Indeks Lee (B). Pomiary wykonano w obrebie dwoch grup
wiekowych (2-miesiecznych i ponad 20-miesiecznych) myszy. W analizie statystycznej
zastosowano test t-Student 'a oraz Mann’a-Whitney 'a. Stupki przedstawiajg sredniq z pomiarow
dla grupy. Okregami (O) zaznaczono wspotczynnik masy ciala kazdej myszy. Stupki bledow
reprezentujq odchylenia standardowe. Statystyczmie istotne rozmice zaznaczono gwiazdkami

(* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

3.3.7. Masa §ledziony i stosunek masy Sledziony do wagi myszy.

Sledziona starszych myszy Spna2R1098Q (0,0684 + 0,0196 g, n = 12) byta 2 razy mniejsza niz
ich dzikich odpowiednikéw (0,1436 + 0,0547 g, n = 12) i r6znica wyniosta 0,0752 g, co stanowilo
52%. W przypadku mtodych myszy Spna2R1098Q (0,0552 + 0,005 g) sledziona byta 1,5 razy
mniejsza niz $ledziona miodych myszy dzikich (0,0829 + 0,007 g), zatem roznica osiggneta
0,0277 g, co odpowiada 33 %. Powyzsze rezultaty badan zaprezentowano na rycinie nr 14A.
Mutacja prowadzi do redukcji wielko$ci $ledzion u myszy Spna2R1098Q), gdyz maja wyraznie
mniejsze $ledziony w poréwnaniu do dzikich myszy zaréwno w grupie mtodych (* p = 0,0286,

ny =4, n; =4, U =0) oraz starszych myszy (*** p = 0,0002)
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Ryc. 14. Poréwnanie masy §ledziony oraz wartosci wspolczynnika bedacego stosunkiem
masy $ledziony do masy ciala myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Masa Sledzion (A). Stosunek masy $ledziony do masy ciata myszy (B). Badania przeprowadzono
wsrod dwoch grup wiekowych (2-miesiecznych i ponad 20-miesiecznych) myszy. Analize
statystyczng przeprowadzono z uzyciem testu t-Student’a oraz Mann’-Whitney’'a. Stupki
przedstawiajg Sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono mase Sledziony
lub stosunek Ms/Mc kazdej myszy. Stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe.
Statystycznie istotne roznice zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Wspdtczynnik stosunku masy $ledziony do masy ciata (Ms/Mc) potwierdzit réznice wystgpujaca
pomiedzy starszymi myszami Spna2R1098Q oraz dzikimi (* p = 0,0162). Wartosc¢
wspotczynnika dla mtodych myszy Spna2R1098Q wyniosta 0,283 + 0,026, podczas gdy wsrod
mtodych myszy dzikich osiggnat wartos¢ 0,35 = 0,043, a zatem dla mlodych myszy
Spna2R1098Q byl o niemal 20% nizszy. Warto§¢ wspolczynnika dla starszych myszy
Spna2R1098Q wyniosta 0,285 + 0,096, podczas gdy wsrod starszych myszy dzikich osiagnat
warto$¢ 0,419 + 0,150, a zatem dla starszych myszy Spna2R1098Q byt mniejszy o nieco ponad
30%. Graficzna interpretacja wspotczynnika (Ms/Mc) znajduje si¢ na ryc. 14B.

3.4. Oznaczenie poziomu a-IT1 i B-111 spektryny oraz biatka GFAP
w lizatach mo6zdzkowych myszy R1098Q.

Mutacja Spna2R1098Q wystepuje a-11 spektrynie. Jednoczesnie a-11 spektryna jest niezbedna do
wigzania B spektryn, ktore ulegaja degradacji, jesli nie sa zlozone z a spektryna. Laczac sie
ze sobg tworza heterodimery. Postanowiono okresli¢ wplyw mutacji na ekpresje a-1I i B-1l1
spektryny oraz GFAP. W tym celu zastosowano metod¢ Western blot do jakosciowej i ilosciowej
oceny poziomu biatek o-II i B-III spektryny oraz GFAP w mozdzkach myszy Spna2R1098Q
i kontrolnych. W przypadku biatek a-11 i B-111 spektryny na $ciezke naktadano po 15 ug lizatow,
natomiast dla GFAP po 50 ug lizatow.

3.4.1. A-ll spektryna.
Z analizy densytometrycznej Western blot zademonstrowanej na ryc. 15 i 16, wynika, iz stosunek
poziomu o-1I spektryny do aktyny w lizatach moézdzkowych wynidst 2,158 dla myszy

kontrolnych, za$ 1,852 dla myszy Spna2R1098Q, a w konsekwencji poziom a-Il spektryny
u heterozygotycznych myszy Spna2R1098Q stanowit w przyblizeniu 86% zawartos$ci
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o-II spektryny obserwowanej w lizatach moézdzkowych myszy kontrolnych, co wskazuje na

nieistotny statystycznie trend obnizenia ekspresji tego biatka w mozdzkach.
3.4.2. B-Il11 spektryna.

Stosunek B-111 spektryny do aktyny osiagnat wartos¢ 1,149 dla myszy kontrolnych, podczas gdy
0,558 dla heterozygotycznych myszy Spna2R1098Q, co $wiadczy, iz u myszy Spna2R1098Q
wystepuje o 51,4% nizszy poziom B-111 (**p = 0,0024) w odniesieniu do myszy kontrolnych,
Co przedstawiono na ryc. 15i 16.

3.4.3. GFAP.

Proporcja GFAP do aktyny wyniosta 0,145 w przypadku myszy kontrolnych, natomiast 0,506 dla
myszy Spna2R1098Q, wobec czego heterozygotyczne myszy Spna2R1098Q wykazuja
3,5-krotne podwyzszenie poziomu GFAP w mézdzku (ryc. 15 i 16). Swiadczy to o nieistotnej
statystycznej tendencji mutacji do podwyzszenia ekspresji GFAP. Nalezy zaznaczy¢, ze 1 z 5
probek myszy Spna2R1098Q znaczgco odstawata. Odrzucajac ta jedng probke proporcja GFAP
do aktyny wyniosta 0,607 w grupie myszy Spna2R1098Q, a roznica zyskata istotnosé
statystyczng (* p= 10,0286, n1 =4, n, =4, U =0).

WT WT R1098Q R1098Q R1098Q WT R1098Q WT R1098Q

Al — g —— — — —
iy ——— «

VAV o U——— L

WT WT R1098Q R1098Q R1098Q WT R1098Q WT  R1098Q

NKYNL e v st opmoes . . 6 e -

B-111
spektryna

WT  WT R1098Q R1098Q R1098Q WT R1098Q WT R1098Q
GFAP

Ryc. 15. Western blotting reaktywnos$ci przeciwcial przeciwko a-11 spektrynie,
B-111 spektrynie i GFAP wobec lizatow mozdzkowych myszy heterozygotycznych
Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).
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Ryc. 16. Ocena zawartos$ci a-1I spektryny, B-1II spektryny i GFAP w lizatach mézdzkowych
myszy heterozygotycznych Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT).

Ekspresja kazdego z bialek zostata znormalizowana wzgledem poziomu aktyny. Analize
statystyczng przeprowadzono z uzyciem testu t-Student’a oraz Mann’a-Whitney’a. Stupki
przedstawiajq Sredniq gestos¢ optyczng sygnatow. Kropki (®) reprezentujq stosunek
intensywnosci sygnatu badanych biatek do sygnatu aktyny dla poszczegolnych probek. Stupki

bledow reprezentujg odchylenia standardowe.

3.5. Oznaczenie aktywnos$ci kalpainy w mézdzkach, fibroblastach

oraz surowicy krwi myszy R1098Q

W naturalnych procesach biologicznych spektryny sa cigte przez kalpaing. Ze wzglgdu na
zaobserwowane roznice w poziomie biatek o-11 i B-IIT spektryny w mozdzkach, postanowiono

sprawdzi¢ czy roznice te nie byty spowodowane odmienng aktywnoscia kalpainy.

Aktywno$¢ kalpainy w mézdzkach wzrasta rownomiernie wraz z wiekiem zarOwno u myszy
heterozygotycznych jak i dzikich. Nie wykazano roznicy w aktywnos$ci kalpainy w lizatach
z mézdzkow fibroblastach i surowicy krwi na zadnym z analizowanych etapéw rozwojowych
(zarodkowym, noworodkowym, dorostym) pomigedzy myszami heterozygotycznymi i dzikimi,
co zaprezentowano na ryc. 17. Aktywnos¢ kalpainy w pierwotnych hodowlach, mysich
heterozygotycznych fibroblastow ptodowych byta 2,26 razy wigksza (0 126%) w stosunku do
fibroblastow embrionéw o dzikim genotypie. Dla fibroblastow pozyskanych z zarodkow
homozygot aktywnos$¢ kalpainy wyniosta 80,2% poziomu aktywnosci zanotowanej dla
fibroblastow embrionéw o dzikim genotypie. Nie ma roéznicy w aktywnosci kalpainy pomiedzy

myszami heterozygotycznymi a dzikimi.

94



3000001

~ 254074 T
E O3 HET § @@ HOMO
) 2.0x10%7 a wTr u%) 0 HeT
g S 2000001 awr
g 15407 <
1} I}
£ 1040 ] £
u 3 W 100000
X X
4 500000004 Y
> o)
L
4 0.0 4 o

Embriony  Noworodki Doroste Embriony Doroste

Lizaty mézdzkowe fibroblasty surowica

Ryc. 17. Aktywno$¢ kalpainy w lizatach mézdzkowych, fibroblastach i surowicy krwi.

Aktywnosé¢  kalpainy zostata wyrazona w relatywnych jednostkach fluorescencji (RFU)
przypadajgcych na 1 mg lizatu mozdzkowego, dla 200 tys. Kom. Fibroblastow lub 2 ul surowicy
krwi. Stupki przedstawiajg Sredniq aktywnos¢ kalpainy w badanym materiale. Kropki (e)
reprezentujq aktywnos¢ kalpainy W kazdej zmierzonej probce. Stupki bledow reprezentujg

odchylenia standardowe.

3.6. Testy sprawnosci motorycznej i sity mieSniowej myszy R1098Q.

Myszy Spna2R1098Q charakteryzuja si¢ zaburzeniami ruchowymi w postaci chwiejnego chodu,
niezbornosci ruchowej, drgawek oraz przez napady motoryczne majg problem z utrzymaniem
rownowagi, przez co upadajg. Zaobserwowano, iz napady motoryczne oraz trudnosci
w poruszaniu si¢ poglebiajg sie wraz z wiekem. W celu oceny progresji zaburzen zdolno$ci
motorycznych u myszy Spna2R1098Q oraz czy zaburzenia te wplywaja na sprawno$¢ myszy
Spna2R109Q wzgledem myszy kontrolnych przeprowadzono testy sprawnosci motorycznej takie
jak test obracajacego si¢ watka, koordynacji chodu na siatce z rownoleglych pretow, sity
miesniowej oraz analize chodu w celu sprawdzenia koordynacji ruchowej, deficytow ruchowych

oraz sity migsniowe;j.
3.6.1. Test obracajacego si¢ walka.

Wyniki badan dowiodty istotnej statystycznie progresji zaburzen koordynacji ruchowej w obrebie
myszy Spna2R1098Q wraz z wiekiem i ze wzrostem predkosci obrotéw waltka. Co obserwowano
jako spadek sprawno$ci motorycznej wszystkich badanych grup wiekowych myszy
Spna2R1098Q, podczas gdy wszystkie myszy dzikie niezaleznie od wieku osiggaly zawsze
maksymalny zatozony czas testu wynoszacy 120 sekund, co pokazano na ryc. 18. Analiza
ANOVA w modyfikacji Kruskala-Wallisa wykazata, ze istniala istotna interakcja migdzy
wiekiem myszy R1098Q, H (2, N = 60) = 26,824, p = 0,0001, a predkos$cia rotarodu H (2, N =
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60) = 16,384, p = 0,0003 na czas upadku z urzadzenia. Wykazano takze istotng statystycznie
roznice w czasie utrzymania si¢ na urzadzeniu pomiedzy myszami Spna2R1098Q i dzikimi we
wszystkich 3 grupach wiekowych. 8-tygodniowe myszy Spna2R1098Q przy obrotach watka
réwnych 4 i 8 obr./min radzg sobie rownie dobrze w tescie jak 8-tygodniowe myszy dzikie,
natomiast przy zwiekszeniu obrotow do 14 obr./min czas utrzymania si¢ byt znacznie krotszy
(*** p <0,001). Sredni czas poruszania si¢ 8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q przy predkosci
14 obr./min wyniost 48,19 + 16,244 s (min — 32,33 s; max — 70,33 s). Pomi¢dzy 24-tygodniowymi
myszami Spna2R1098Q oraz 24-tygodniowymi myszami dzikimi wystepuja istotne statystycznie
dysproporcje (*** p < 0,001) w czasie spgdzonym na urzadzeniu dla wszystkich predkosci
(4, 81 14 obr./min). Sredni czas utrzymania si¢ 24-tygodniowych myszy Spna2R1098Q wyniost
dla 4 obr./min — 71,78 + 45,123 s (min — 18,67 s; max — 120 s), 8 obr./min — 69,11 + 34,664 s
(min — 28 s; max — 100 s) i 14 obr./min — 29,78 £2 3,542 s (min — 10 s; max — 72 s). Rowniez
wyniki naszych badan wskazuja na istotne statystyczne réznice (*** p < 0,001) w czasie
utrzymania si¢ na watku dla trzech predkosci (4, 8 i 14 obr./min) pomiedzy 54-tygodniowymi
myszami Spna2R1098Q a 54-tygodniowymi myszami dzikimi. Sredni czas utrzymania si¢
54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q wyniost dla 4 obr./min — 49,76 + 19,685 s (min — 24,67
S; max — 74,67 s), 8 obr./min — 20,86 + 14,262 s (min — 6,33 s; max — 44,33 s) i 14 obr./min —

4,86 + 0,920 s (min — 3,33 s; max — 6 ). Zaprezentowane dane zebrano w tabeli 8.

Istotng statystycznie réznice (*** p < 0,001) w czasie sp¢dzonym na urzadzeniu pomig¢dzy
8-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q a 54-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q
zanotowano dla wszystkich 3 uzytych predkosci (4 obr./min — 117,81 s vs 49,76 s; 8 obr./min —
119,19 s vs 20,86 s; 14 obr./min — 48,19 s vs 4,857 s). 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q
uzyskaty gorszy $redni czas od 8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q 0 57,76%, 82,5% i 89,91%
odpowiednio dla predkosci 4, 8 i 14 obr./min. Pomig¢dzy 8-tygodniowymi myszami
Spna2R1098Q a 24-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q dysproporcja w utrzymaniu si¢ na
watku (*** p < 0,001) wystgpita dla predkosci 4 i 8 obr./min (4 obr./min — 117,81 s vs 71,78;
8 obr./min — 119,19 s vs 69,11 s), natomiast nie zanotowano roznicy dla predkosci 14 obr./min.
24-tygodniowe myszy Spna2R1098Q uzyskaty gorszy $redni czas od 8-tygodniowych myszy
Spna2R1098Q o 39,07%, 42,01% i 38,2% odpowiednio dla predkosci 4, 8 i 14 obr./min.
W przypadku 24-tygodniowych myszy Spna2R1098Q i 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q
odnotowano rozbiezno$¢ (* p < 0,05) w czasie spedzonym na obracajacym sie watku dla
4 i 14 obr./min (4 obr./min — 71,78 s vs 49,76 s; 14 obr./min — 29,78 s vs 4,86 s), podczas gdy dla
predkosci 8 obr./min roéznica wyniosta *** p < 0,001 (8 obr./min — 69,11 s vs 20,86 s).
Dla 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q zanotowano spadek o 30,68%, 69,82% i 83,68%
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w uzyskanym S$rednim czasie przebywania na walku wzgledem 24-tygodniowych myszy
Spna2R1098Q. Podsumowanie danych zawarto w tabeli 9.

150~
1 8-tygodniowe R1098Q
8-tygodniowe WT
100_‘ 24-tygodniowe R1098Q
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Ryc. 18. Analiza wplywu mutacji Spna2R1098Q (R1098Q) na zdolno$¢ utrzymania si¢
myszy na obracajacym sie walku.

W tescie zastosowano trzy predkosci obracania si¢ watka (4, 8 i 14 obrotow/minute).
Doswiadczenie wykonano na trzech grupach wiekowych (8, 24 i 54-tygodniowych) myszy. Test
przeprowadzono na 38 myszach (18 myszy dzikich i 20 myszy Spna2R1098Q), w tym grupie
8-tygodniowej (5 myszy dzikich i 7 myszy Spna2R1098Q), grupie 24-tygodniowej (7 myszy dzikich
i 6 myszy Spna2R1098Q) i grupie 54-tygodniowej (6 myszy dzikich i 7 myszy Spna2R1098Q).
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Maksymalny zadany czas doswiadczenia wynosit 120 sekund. Sredniq dla kazdej myszy obliczono
na podstawie trzech pomiarow dla kazdej predkosci. Kropki, trojkqty i kwadraty (e, 4, ®)
reprezentujq Sredni czas uzyskany przez kazdg mysz w danych warunkach. Wszystkie myszy dzikie
(WT) osiggnely maksymalny zadany czas 120 sekund z tego wzgledu linie ich wykresow zostaty
oddzielone. Statystyke obliczono za pomocq testu t-Student’a, Mann’a-Whitney’'a oraz
dwustronnej analizy wariancji (ANOVA) oraz dwustronng ANOVA w modyfikacji Kruskala-
Wallisa. Statystycznie istotne roznice miedzy myszami R1098Q i dzikimi oraz w obrebie myszy
RI1098Q wskazujgce na progresje fenotypu zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, **p < 0,01, ***
p < 0,001).

Tabela 8. Test obracajacego si¢ walka.

Spna2R1098Q WT

8-tygodni | 24-tygodnie | 54-tygodnie | 8-tygodni | 24-tygodnie | 54-tygodnie
4 obr/min | 117,81 15117283is fggg;s 120 120 120
8 obr./min | 119,19 ,i?"ggfs flgfgzis 120 120 120
14 obr./min 1468,*21241 23’572;52 (;1,’982601; 120 120 120

Tabela 9. Progresja fenotypu Spna2R1098Q w te$cie obracajacego sie¢ walka.

8 vs 24-tygodniowe 8 vs 54-tygodniowe 24 vs 54-tygodniowe
117,81svs 71,78 s 117,81 svs 49,76 s 71,78 svs 49,76 s
4 obr./min
39,07% 57,76% 30,68%
119,19svs 69,11 s 119,19 svs 20,86 s 69,11 s vs 20,86 s
8 obr./min
42,01% 82,5% 69,82%
48,19 svs 29,78 s 48,19 svs 4,857 s 29,78 svs 4,86 s
14 obr./min
38,2% 89,91% 83,68%

3.6.2. Test koordynacji chodu na siatce z r6wnoleglych pretow.

Analiza liczby btednie postawionych krokéw podczas chodu na siatce z rownolegltych pretow
wykazata (ryc. 19), iz w kazdej grupie wiekowej myszy Spna2R1098Q znacznie czeSciej stawiaty
0,0491,
24-tygodniowymi myszami * p = 0,0127, 54-tygodniowymi ** p = 0,0051), potwierdzajac

blednie kroki niz myszy dzikie (pomiedzy 8-tygodniowymi myszami * p =

deficyty koordynacji ruchowej zaobserwowane w tescie obracajacego si¢ watka. Rowniez test ten

potwierdza zaobserwowana w tescie obracajacego si¢ watka, progresj¢ zaburzen koordynacji
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ruchowej w obrebie fenotypu Spna2R1098Q, wyrazong jako wzrastajaca liczba potkni¢é wraz
z wiekiem, zwlaszcza pomigdzy grupg 8 i 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q (** p =
0,0153), podczas gdy liczba potknig¢ myszy dzikich utrzymuje si¢ na jednakowym poziomie.
Liczba btednie postawionych krokéw zarejestrowanych dla poszczegdlnych grup wiekowych
myszy Spna2R1098Q i dzikich wygladata nastepujaco: 8-tygodniowe myszy dzikie — 0,00956 +
0,00233 potkni¢é/cm przebytej drogi [n/cm], 24-tygodniowe myszy dzikie — 0,00775 + 0,00312
n/cm, 54-tygodniowe myszy dzikie — 0,01075 + 0,00512 n/cm, 8-tygodniowe myszy
Spna2R1098Q — 0,01250 + 0,00307 n/cm, 24 tygodniowe myszy Spna2R1098Q - 0,01444 +
0,00349 n/cm, 54 tygodniowe myszy Spna2R1098Q — 0,01782 + 0,00479 n/cm. Dodatkowo
wsrod 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q zaobserwowano wzrost aktywnosci ruchowej w
poréwnaniu z 24-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q (* p = 0,0280, n1 =5, n, =10, U =7)
oraz ogolny trend wigkszej aktywnosci myszy Spna2R1098Q w odniesieniu do myszy dzikich.
Czas potrzebny na pokonanie dystansu 10 metréow w teScie przez myszy prezentowat si¢
nastepujaco: 8-tygodniowe myszy dzikie (916,6563 + 131,9313 s), 24-tygodniowe myszy dzikie
(955,150 + 229,703 s), 54-tygodniowe myszy dzikie (699,550 + 126,0495), 8-tygodniowe myszy
Spna2R1098Q (560,625 + 183,8953 s), 24 tygodniowe myszy Spna2R1098Q (644,700 +
142,0259 s), 54 tygodniowe myszy Spna2R1098Q (426,825 + 122,9875 s).
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Ryc. 19. Graficzna interpretacja danych testu koordynacji chodu na siatce z rownoleglych
pretow.
Liczba potknieé przypadajgcych na centymetr przebytej drogi (). Czas potrzebny na pokonanie
10 metrow drogi (B). Liczba blednie stawianych krokow zostala przedstawiona jako liczba
potknieé przypadajgcych na centymetr pokonanej odlegtosci [n/cm]. Badanie przeprowadzono
na 58 myszach (28 myszy dzikich (WT) i 30 myszy Spna2R1098Q (R1098Q)), w tym grupie
8-tygodniowej (13 myszy dzikich i 15 myszy Spna2R1098Q), grupie 24-tygodniowej (5 myszy
dzikich i 5 myszy Spna2R1098Q myszy) i grupie 54-tygodniowej (10 myszy dzikich i 10 myszy
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Spna2R1098Q). Stupki przedstawiajq srednig dla grupy. Kropki (e) reprezentujq sredni wynik
uzyskany przez kazdg mysz na podstawie czterech pomiarow (jedna proba/dzien). Stupki bledow
reprezentujq odchylenia standardowe. Statystyke obliczono za pomocq testu t-Student’a
i Mann’a-Whitney’a. Statystycznie istotne roznice miedzy myszami RI1098Q i dzikimi oraz w
obrebie myszy R10980 wskazujgce na progresje fenotypu zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05,
**n < 0,01, ***p<0,001).

3.6.3. Test analizy chodu zwierzat.

Dhugos¢ stawianych krokéw przez myszy Spna2R1098Q jest prawie o potowe krétsza niz dlugosé
krokéw myszy dzikich dla wszystkich badanych grup wiekowych zaréwno dla przednich jak
i tylnych tap (*** p < 0,0001), co zaprezentowano na ryc. 20A i B. Diugo$¢ stawianych krokow
przez 8-tygodniowe myszy Spna2R1098Q wynosita 21,755 + 2,771 mm dla przednich tap i
22,054 + 4,254 mm dla tylnych tap, podczas gdy przez 8-tygodniowe myszy dzikie 39,070 +
4,984 mm (przednich) oraz 38,340 + 6,821 mm (tylnych), a zatem r6znica w dlugosci stawianych
krokéw wynosita 17,315 mm (44%) i 16,286 mm (42%) odpowiednio dla przednich i tylnych tap.
Dhugosc¢ stawianych krokow przez 24-tygodniowe myszy Spna2R1098Q wynosita 21,437 + 3,312
mm dla przednich tap 1 20,267 + 2,248 mm dla tylnych tap, natomiast przez 24-tygodniowe myszy
dzikie 39,799 + 1,772 mm (przednich) oraz 39,254 + 2,173 mm (tylnych), czyli réznica w
dlugosci stawianych krokéw wyniosta 18,362 mm (46%) i 18,987 mm (48%) odpowiednio dla
przednich i tylnych tap. Dtugos¢ stawianych krokow przez 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q
wynosita 19,554 + 2,191 mm dla przednich tap i 23,488 + 4,824 mm dla tylnych tap, z kolei przez
54-tygodniowe myszy dzikie 39,262 + 4,368 mm (przednich) oraz 38,720 + 4,402 mm (tylnych),
a zatem roznica w dtugosci stawianych krokow wynosita 19,708 mm (50%) i 15,232 mm (39%)

odpowiednio dla przednich i tylnych tap. Dane uzyskane w doswiadczeni zebrano w tabeli 10.

Odlegtosci miedzy kolejnymi kontaktami tych samych tap takze byty niemal o potowe krotsze
(*** p < 0,0001) u myszy Spna2R1098Q w odniesieniu do myszy dzikich dla wszystkich trzech
doswiadczalnych grup wiekowych (ryc. 20C i D) i wyniosty dla: 8-tygodniowych myszy dzikich
— 72,106 + 9,865 mm (dla przednich tap); 73,285 + 11,839 mm (dla tylnych tap), 24-
tygodniowych myszy dzikich — 77,962 + 4,297 mm (przednich); 76,567 + 4,624 mm (tylnych),
54-tygodniowych myszy dzikich — 77,577 £ 9,061 mm (przednich); 75,074 + 9,012 mm (tyInych),
8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q — 41,930 + 6,487 mm (przednich); 39,988 + 4,587 mm
(tylnych), 24-tygodniowych myszy Spna2R1098Q — 39,839 + 7,446 mm (przednich); 37,182 +
6,400 mm (tylnych), 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q — 37,015 + 4,930 mm (przednich);
40,833 £ 2,669 mm (tylnych).
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Rozstaw przednich tap myszy Spna2R1098Q podczas przemieszczania si¢ jest Szerszy
0 co najmniej 25% w poréwnaniu do myszy dzikich we wszystkich badanych grupach wiekowych
(pomiedzy 8-tygodniowymi myszami *** p = 0,0006; 24-tygodniowymi *** p = 0,0003,;
54-tygodniowymi ** p = 0,0017), co ukazano na rycinie 20E i F. Tymczasem nie zaobserwowano
roznicy pomiedzy myszami Spna2R1098Q i dzikimi w rozstawie tylnych tap, ale stwierdzono
zwigkszenie rozstawu tylnych tap (* p = 0,0148) pomiedzy 8 i 54-tygodniowymi myszami
Spna2R1098Q. Rozstaw przednich i tylnych tap myszy Spna2R1098Q i dzikich
W poszczegolnych grupach wiekowych prezentowat si¢ nastepujaco: 8-tygodniowe myszy dzikie
— 15,196 + 1,566 mm (przednie); 26,461 + 2,198 mm (tylne), 24-tygodniowe myszy dzikie —
14,220 + 1,774 mm (przednie); 27,974 + 2,689 mm (tylne), 54-tygodniowe myszy dzikie — 14,722
+ 1,397 mm (przednie); 28,839 + 1,973 mm (tylne), 8-tygodniowe myszy Spna2R1098Q — 19,024
+ 1,125 mm (przednie); 26,254 + 2,543 mm (tylne), 24-tygodniowe myszy Spna2R1098Q —
19,273 + 1,362 mm (przednie); 29,897 + 4,170 mm (tylne), 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q
— 18,325 + 1,550 mm (przednie); 30,685 + 2,995 mm (tylne). Roznica w rozstawie przednich tap
pomiedzy 8-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q i dzikimi wyniosta 3,828 mm (25%), 24-
tygodniowymi 5,053 mm (36%) oraz 54-tygodniowymi 3,603 mm (24%).

Interpretacja chodu myszy wskazuje na znaczna réznice w precyzji dostawiania tap miedzy
myszami Spna2R1098Q a dzikimi we wszystkich badanych grupach wiekowych oraz
powiekszajacg si¢ wraz z wiekiem (ryc. 20G), ktora dla 8-tygodniowych myszy wyniosta 4,3 mm
(74%) * p = 0,0120, 24-tygodniowych 3,722 mm (90%) ** p = 0,0030 oraz 54-tygodniowych juz
az 6,568 mm (273%) ** p = 0,0071. Jednoczesnie myszy dzikie wraz z wiekiem coraz doktadnie;
dostawiaja konczyny do siebie, co wskazuje na rosnaca precyzje krokow wraz z wiekiem myszy
dzikich. Rozbiezno$¢ obserwowano zarowno pomig¢dzy 8 i 54-tygodniowymi dzikimi myszami
(* p=0,0370) oraz 24 i 54-tygodniowymi myszami dzikimi (* p = 0,0363). W poszczegdlnych
grupach wiekowych i genotypowych myszy osiagnety nastgpujace rezultaty dla tego parametru:
8-tygodniowe myszy dzikie — 5,821 + 2,361 mm, 24-tygodniowe myszy dzikie — 4,116 + 1,571
mm, 54-tygodniowe myszy dzikie — 2,402 + 0,846 mm, 8-tygodniowe myszy Spna2R1098Q —
10,121 + 2,422 mm, 24-tygodniowe myszy Spna2R1098Q — 7,838 + 1,730 mm, 54-tygodniowe
myszy Spna2R1098Q — 8,970 + 3,561 mm.
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Ryc. 20. Dlugosci krokow, rozstawu i precyzji dostawiania lap przez myszy Spna2R1098Q
(R1098Q) oraz dzikie (WT).

Dtugosé¢ kroku dla przednich konczyn (A) i tylnych konczyn (B). Odlegltos¢ miedzy kolejnymi
sladami tej samej tapy przedniej (C) i tylniej (D). Rozstaw tap przednich NP. i tylnych (F).
Precyzja dostawiania tap (G). Test przeprowadzono na 36 myszach (18 myszy dzikich i 18 myszy
Spna2R1098Q), w tym grupie 8-tygodniowych (miodych) (5 myszy dzikich i 7 myszy
Spna2R1098Q), grupie 24-tygodniowych (dorostych) (7 myszy dzikich myszy i 5 myszy
Spna2R1098Q) i grupie 54-tygodniowych (stara) (6 myszy dzikich i 6 myszy Spna2R1098Q).
Stupki przedstawiajq sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono sredniq uzyskang
przez kazdg mysz dla co najmniej pieciu kolejnych krokéw. Stupki bledow reprezentujg
odchylenia standardowe. Analize statystyczng wykonano postugujgc sie testem t-Studenta i
Mann’a-Whitney’a oraz dwustronng ANOVA z modyfikacjq Bonferroni’ego. Statystycznie istotne
roznice miedzy myszami R1098Q i dzikimi (WT) zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001).

Analiza chodu myszy dostarczytla dowoddéw, iz mutacja Spna2R1098Q zaburza zdolnosci
motoryczne myszy oraz potwierdzita obserwacje z testu obracajacego si¢ watka i koordynacji

chodu po siatce oraz progresje fenotypu z wiekiem.

Tabela 10. Dlugosci krokow, rozstawu i zbieznosci dostawiania lap myszy Spna2R1098Q
(R1098Q) oraz dzikich (WT).

Wiek 8-tygodniowe 24-tygodniowe 54-tygodniowe

Fenotyp R1098Q | WT | R1098Q | WT | R1098Q | WT

21,755+ | 39,070+ | 21,437+ | 39,799+ | 19,554+ | 39,262 £
Przod | 2,771 4,984 3,312 1,772 2,191 4,368

Dlugosé mm mm mm mm mm mm
krokow 22,054 + | 38,340+ | 20,267 + | 39,254+ | 23,488+ | 38,720
Tyl 4,254 6,821 2,248 2,173 4,824 4,402
mm mm mm mm mm mm
Przod | 17,315 mm (44%) 18,362 mm (46%) 19,708 mm (50%)
Roéznica
Tyl 16,286 mm (42%) 18,987 mm (48%) 15,232 mm (39%)
Odleglosé 41930+ | 72,106 + | 39,839+ | 77,962+ | 37,015+ 77577 +
miedzy Przéd 6,487 9,865 7,446 4,297 4,930 9’ 061_
kolejnymi mm mm mm mm mm '
kontaktami 39,988+ | 73,285+ | 37,182+ | 76,567 + | 40,833+ | 75,074+
tej samej Tyl 4,587 11,84 6,400 4,624 2,669 9,012
lapy mm mm mm mm mm mm
Przod | 30,176 mm (42%) 38,123 mm (49%) 40,562 mm (52%)
Roéznica

Tyl | 33,297 mm (45%) | 39,385 mm (51%) | 34,241 mm (46%)
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19,024 + | 15,196 + | 19,273+ | 14,220+ | 18,325+ | 14,722 +
Przod | 1,125 1,566 1,362 1,774 1,550 1,397
Rozstaw mm mm mm mm mm mm
lap 26,254 + | 26,461+ | 29,897+ | 27,974+ | 30,685+ | 28,839+
Tyl 2,543 2,198 4,170 2,689 2,995 1,973
mm mm mm mm mm mm
Réznica | Przod 3,828 mm (25%) 5,053 mm (36%) 3,603 mm (24%)
Zbieinosé 10,121+ | 5821+ | 7,838+ | 4,116+ | 8,970+ 2,402 £
- 2,422 2,361 1,730 1,571 3,561 0,846
dostawiania lap
mm mm mm mm mm mm

Réznica 4,3 mm (74%) 3,722 mm (90%) 6,568 mm (273%)

3.6.4. Test sily mi¢esniowej ,,wire-hang”.

Zaobserwowano, iz myszy Spna2R1098Q odznaczaja si¢ okoto 3-krotnie, 4,5-krotnie oraz 14,5-
krotnie krotszym czasem do upadku migsniowego w wolnym zwisie na lince stalowej w stosunku
do myszy dzikich odpowiednio w 8-tygodniowej (* p = 0,0294; n; = 4, n, = 4, U = 0),
24-tygodniowej (** p = 0,0082) i 54-tygodniowej grupie wiekowej (* p = 0,0294; n; = 4, n, = 4,
U = 0), co swiadczy o mniejszej sile i wytrzymatosci migsniowej myszy Spna2R1098Q
w porownaniu z myszami dzikimi (ryc. 21). Dodatkowo analiza danych dostarczyta informacji
o0 progresji fenotypu Spna2R1098Q z wiekiem, widocznej jako skrocenie czasu upadku pomigdzy
24 a 54-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q (*p = 0,0294, n; = 4, n, = 4, U = 0), a takze
miedzy 8-tygodniowym a 54-tygodniowymi myszami Spna2R1098Q (*p = 0,0265). Srednie
czasy do upadku myszy z zawieszonego preta byly nastepujace: 8-tygodniowe myszy dzikie —
38,250 + 15,740 s, 24-tygodniowe myszy dzikie — 49,375 + 11,982 s, 54-tygodniowe myszy
dzikie — 48,750 + 42,298 s, 8-tygodniowe myszy Spna2R1098Q - 12,250 + 5,620 s,
24-tygodniowe myszy Spna2R1098Q — 11,188 + 2,357 s i 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q
—3,563+ 1,941 s.
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Ryc. 21. Czas utrzymywania si¢ myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikich (WT) w wolnym
zwisie na lince stalowej.

Doswiadczenie przeprowadzono na 24 myszach (12 myszy dzikich i 12 myszy Spna2R1098Q)
podzielonych na trzy grupy wiekowe: 8-tygodniowg (4 myszy dzikie i 4 myszy Spna2R1098Q),
24-tygodniowg (4 myszy dzikie i 4 myszy Spna2R1098Q) i 54-tygodniowg (4 myszy dzikie
i 4 myszy Spna2R10980). W kazdej grupie byly 2 samice i 2 samce. Stupki przedstawiajq sredni
czas uzyskany przez dang grupe. Kropkami (®) zaznaczono sredni czas uzyskany przez kazdg mysz
W dwoch nastepujqgcych po sobie dniach, po jednej sesji na dzien sktadajqcej si¢ z 2 prob. Stupki
bledow reprezentujg odchylenia standardowe. Analize statystyczng wykonano postugujgc sie
testem t-Student’a z lub bez korekty Welch’a i Mann’a-Whitney a. Statystycznie istotne roznice
miedzy myszami R1098Q i WT zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Pomiary w tym doswiadczeniu dostarczyty kolejnych dowodow, iz mutacja Spna2R1098Q
wplywa negatywnie na site i wytrzymato$¢ migsniowg myszy oraz potwierdzita obserwowany
w tescie obracajacego si¢ watka i testach koordynacji chodu negatywny wplyw mutacji na

zdolnos$ci ruchowe oraz progresje fenotypu z wiekiem.
3.7. Testy pamieci (przestrzennej) myszy R1098Q:

W celu oceny wplywu mutacji Spna2R1098Q na rozw6j umystowy i zdolnosci poznawcze,
w tym pamie¢ przestrzenng myszy Spna2R1098Q oraz ewentualnej progresji zaburzen pamieci
u myszy Spna2R1098Q z wiekiem przeprowadzono testy pamieci dlugotrwatej (test

rozpoznawania nowych obiektow) i krotkotrwatej (test lokalizacji obiektu).
3.7.1. Test rozpoznawania nowych obiektow.

W pierwszej fazie tzw. Szkolenia, gdy oba obiekty byly takie same, rozktad czasu interakcji
pomigdzy obiektem lewym i prawym zaré6wno dla myszy Spna2R1098Q jak i dzikich wyniost
mniej wigcej po 50% (ryc. 22). Gdy po 24 godzinach zostat wprowadzony nowy obiekt, zarowno
myszy Spna2R1098Q jak i dzikie wykazaty wicksze zainteresowanie nowym przedmiotem niz
przedmiotem uzytym w pierwszej fazie, jednakze czas interakcji z nowym przedmiotem byt
roézny. Obie grupy wiekowe myszy dzikich wykazaly znaczny (3,49-krotny w przypadku
8-tygodniowych *** p < 0,001 oraz 2,59-krotny w przypadku 54-tygodniowych ** p < 0,01)
wzrost czasu eksploracji nowego obiektu w poréwnaniu z niezmienionym obiektem. Podczas gdy
u 8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q wystgpito niewielkie zainteresowanie nowym
przedmiotem (*p < 0,05), myszy spedzaty 1,54-krotnie wigcej czasu na eksploracje nowego

obiektu. Natomiast w przypadku 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q dostrzezono tylko
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nieistotna oraz bardzo mata tendencje (1,37-krotny) wzrostu zainteresowania. Zatem myszy
Spna2R1098Q), niezaleznie od ich wieku, nie wykazywaty znaczaco zwiekszonej uwagi na
wprowadzenie nowego obiektu. Zarejestrowano znacznie krdtszy czas (***p < 0,0001) interakcji
z nowym obiektem dla grupy 8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q w odniesieniu do
8-tygodniowych myszy dzikich. Tej roznicy nie mozna bylo rozszerzy¢ na 54-tygodniowe myszy,
gtéwnie z powodu krotszych czaséw eksploracji nowych obiektow prezentowanych przez stare
myszy WT. Powyzsze dane zostaty zaprezentowane na ryc. 22. Czas interakcji z nowym obiektem
wyniost dla: 8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q — 20,203 s, 54-tygodniowych myszy
Spna2R1098Q — 21,329 s, 8-tygodniowych myszy dzikich — 44,927 s, 54-tygodniowych myszy
— 33,788 s. Doktadne $rednie czasy interakcji uzyskane przez myszy Spna2R1098Q oraz dzikie
w obu grupach wiekowych zgromadzono w tabeli 11.
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Ryc. 22. Czas eksploracji obiektéow i procentowy rozklad czasu eksploracji w teScie

rozpoznawania nowych obiektow.

Obiekty w pierwszym dniu (tzw. Sesja treningowa) zostaly oznaczone jako ,,lewy” i ,, prawy”,
natomiast obiekty w drugim dniu (dzien testowy) jako ,,nowy” i ,,niezmieniony”. W tescie wzigly
udzial 8 i 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikie (WT) w sumie 36 myszy
(17 myszy dzikich i 19 myszy Spna2R1098Q), z czego 24 myszy w grupie 8-tygodniowej (11 myszy
dzikich i 13 myszy Spna2R1098Q) oraz 12 myszy w grupie 54-tygodniowej (6 myszy dzikich
i 6 myszy Spna2R1098Q). Kreski (—) przedstawiajg sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami,
kwadratami i trojkgtami (o, B, A, W) zaznaczono Sredniq uzyskang przez kazdg mysz. Stupki
bledow reprezentujq odchylenia standardowe. Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem
dwustronnej ANOVA z modyfikacjq Bonferroni’ego oraz testu t-Student’a. Statystycznie istotne
roznice migdzy i w obrebie i pomigdzy myszami R1098Q i WT zaznaczono gwiazdkami (* p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

Oprocz czasu eksploracji postanowiono réwniez sprawdzi¢ procentowy rozktad czasu interakcji
z obiektami, by sprawdzi¢, czy uzyskane roéznice dla czasu interakcji znajdg odbicie
w procentowym udziale czasu poswigconym poszczegdlnym obiektom, czyli w jakich
proporcjach myszy poswigcaly czas kazdemu obiektowi. Miode (8-tygodniowe) myszy
Spna2R1098Q poswigcily procentowo znacznie wigcej czasu (***p < 0,001) nowemu obiektowi
podobnie jak 8 i 54-tygodniowe myszy dzikie (***p < 0,001), co zilustrowano na ryc. 22.
Natomiast u 54-tygodniowych myszy Spna2R1098Q nie ma réznic w czasie jaki przeznaczyty na
eksploracje nowego i niezmienionego obiektu, podczas gdy u 54-tygodniowych myszy dzikich
odnotowano znaczny przyrost udziatu czasu spedzonego z nowym obiektem (*** p < 0,001).
Niezaleznie od wieku 1 genotypu w pierwszej fazie do§wiadczenia myszy poswiecaly mniej
wiecej po 50% czasu obu obiektom. W drugiej fazie eksperymentu 8-tygodniowe myszy
Spna2R1098Q przeznaczyly 63% czasu na eksploracje nowego obiektu, tymczasem myszy dzikie
w tym samym wieku prawie 78%. Roczne myszy Spna2R1098Q i dzikie przeznaczyty
odpowiednio 58% oraz 70% z calkowitego czasu interakcji na eksploracj¢ nowego obiektu.
Poszczegdlne warto$ci rozktadu procentowego zamieszczono w tabeli 12. Zestawiajac nowy
obiekt z niezmienionym 8-tygodniowe myszy Spna2R1098Q poswiecity nowemu obiektowi
26,188% wiecej czasu, 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q jedynie 15,75%, tymczasem 8 i 54-
tygodniowe myszy dzikie odpowiednio 55,306% i 39,116%.
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Tabela 11. Czas eksploracji obiektéw w tescie rozpoznawania nowych obiektow.

Faza testu | Faza (sesja treningowa) II faza (dzien testu)

Obiekt LEWY PRAWY NOWY |NIEZMIENIONY
8-tygodniowe Spna2R1098 155?37(‘:’ N 1; . 25’ . 173, e
stygodniowe daikie | ZOPE | 00N | veers | 1o6es
54-tygodniowe Spna2R1098 12 ?7962 Si 1; j(?g si Zlégéﬁéér 17595;3;1 SJ_r
somnomae | ! | her B h

Tabela 12. Procentowy rozklad czasu eksploracji w tescie rozpoznawania nowych obiektow.

Faza testu | Faza (sesja treningowa) II faza (dzien testu)
Obiekt LEWY | PRAWY | NOWY |NIEZMIENIONY
8-tygodniowe Spna2R1098 i(l)gggo/io ﬁ?g;yio Eg’:gig; 36,906 + 13,2450
8-tygodniowe dzikie iii?{g; ﬁzgg;—; 75706733:; 22,347 + 5,074%
54-tygodniowe Spna2R1098 ﬁg;g; ‘1‘12%;—; i;:gzg; 42,125 + 12,940%
54-tygodniowe dzikie 5609738570/(? ‘2%2315305 fgigi;—; 30,442 + 13,164%

Ze wzgledu na odnotowane roznice w czasie poswieconym na eksploracje przedmiotow,
postanowiono dodatkowo oszacowac liczbe interakcji oraz procentowy rozktad liczby interakcji
z obiektami, by sprawdzi¢, czy skrocone czasy interakcji spowodowane niezbornosciag ruchowa
myszy R1098Q nie sa rekompensowane przez zwigkszenie liczby interakcji. W dniu
treningowym liczba interakcji pomigdzy obiektami byta niemalze rowna we wszystkich badanych
grupach i srednia miescita si¢ w przedziale od 12 do 16 interakcji (tabela 13). W dniu testowym
liczba interakcji z nowym obiektem oraz réznica w liczbie interakcji pomigdzy nowym
a niezmienionym obiektem byta prawie identyczna dla 8-tygodniowych myszy (***p < 0,001),
o przedstawiono na ryc. 23. Dla 8-tygodniowych myszy Spna2R1098Q zanotowano $rednio 28
interakcji z nowym przedmiotem i 11,3 interakcji z niezmienionym, jednoczes$nie dla
8-tygodniowych myszy dzikich byto to odpowiednio 28,8 oraz 13,7 interakcji. Wigksza liczbe
interakcji (24,8) z nowym przedmiotem oraz dysproporcje (** p < 0,01) w liczbie interakcji
miedzy nowym a niezmienionym obiektem dostrzezono rowniez w grupie 54-tygodniowych
myszy Spna2R1098Q, ktora nie wystgpita u odpowiadajagcym im myszom dzikim,
ktore wykonaty 17,8 interakcji z nowym przedmiotem. W dodatku pomigdzy
8 i 54-tygodniowymi myszami dzikimi zaobserwowano istotny spadek liczby interakcji z nowym

obiektem (**p < 0,01). Procentowy rozktad liczby interakcji pokazal, iz wszystkie grupy
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w swoich kategoriach wiekowych poswigcajg taki sam odsetek interakcji pomigdzy nowym
i niezmienionym przedmiotem (***p < 0,001) w drugim dniu oraz pomigdzy lewym i prawym
przedmiotem (***p < 0,001) w pierwszym dniu,. W przypadku 8-tygodniowych myszy okoto
70% interkacji przypadato na nowy obiekt, zas dla 54-tygodniowych myszy bylto to okoto 65%,
przy blisko 50% rozktadzie interakcji migdzy obiektami w pierwszym dniu.

Podsumowujac powyzsze dane potwierdzaja, iz mutacja prowadzi do pogorszenia pamigci

dhugotrwate;.
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Ryc. 23. Liczba interakcji i procentowy rozklad liczby interakcji w tescie rozpoznawania

nowych obiektow.
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Obiekty w pierwszym dniu (tzw. Sesja treningowa) zostaly oznaczone jako , lewy” i ,,prawy”,
natomiast obiekty w drugim dniu (dzien testowy) jako ,,nowy” i ,,niezmieniony”. W tescie wzigly
udzial 8 i 54-tygodniowe myszy Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikie (WT) w sumie 36 myszy
(17 myszy dzikich i 19 myszy Spna2R1098Q), z czego 24 myszy w grupie 8-tygodniowej (11 myszy
dzikich i 13 myszy Spna2R1098Q) oraz 12 myszy w grupie 54-tygodniowej (6 myszy dzikich
i 6 myszy Spna2R1098Q). Kreski (—) przedstawiajq sredniq z pomiaréw dla grupy. Kropkami,
kwadratami i tréjkgtami (e, B, A, V) zaznaczono Sredniq uzyskang przez kazdg mysz. Stupki
bledow reprezentujq odchylenia standardowe. Analize statystyczng przeprowadzono z uzyciem
dwustronnej ANOVA z modyfikacjq Bonferroni’ego. Statystyczmie istotne roznice migdzy
i w obrebie i pomiedzy myszami R1098Q i WT zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, ** p < 0,01,
***p < 0,001).

Tabela 13. Liczba interakcji w tescie rozpoznawania nowych obiektéw.

Faza testu | Faza (sesja treningowa) II faza (dzien testu)
Obiekt LEWY | PRAWY | NOWY |NIEZMIENIONY
8-tygodniowe Spna2R1098 1‘21%261 13;’95%311 288"8311 11,308 + 4,211
8-tygodniowe dzikie 157%14%i 13;9107%i 22;%%8; 13,727 + 4,315
54-tygodniowe Spna2R1098 132'2323; 13237; 2‘;”%31? 14,167 + 5,529
54-tygodniowe dzikie 1%1562? 122"$5°7i 17581393:,} 9,833 + 3,869

3.7.2. Test lokalizacji obiektu.

Czas eksploracji, udziat procentowy czasu, liczba interakcji i rozktad procentowy liczby
interakcji z przedmiotami po zmianie lokacji jednego z nich byt zblizony dla wszystkich grup
poza 8-miesigcznymi myszami dzikimi, ktore jako jedyne wykazaty wigksze zainteresowanie
przesunigtym przedmiotem, co potwierdzita istotna rdéznica w procentowym rozktadzie czasu
eksploracji (*p < 0,01) i liczby interakcji (*p < 0,01), co zostato zademonstrowane na ryc. 24.
Dodatkowo w przypadku czasu interakcji i liczby interakcji rowniez tylko dla 8-tygodniowych
myszy dzikich obserwowany jest nieistotny statystycznie trend, wskazujacy na wigksze
zainteresowanie przemieszczonym obiektem, co tacznie potwierdza, iz krotkotrwata pamiec

przestrzenna myszy Spn2R1098Q jest gorsza.
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Ryc. 24. Czas eksploracji, procentowy rozklad czasu eksploracji, liczba interakcji oraz
procentowy rozklad liczby interakcji w tescie lokalizacji obiektu.

Test przeprowadzono na 20 myszach (10 myszy dzikich (WT) i 10 myszy Spna2R1098Q
(R1098Q)), w tym w grupie 8-miesiecznej (myszy 5 dzikich i 5 myszy Spna2R1098Q) oraz
w grupie 20-miesiecznej (5 myszy dzikich i 5 myszy Spna2R1098Q). Stupki przedstawiajq sredni
czas uzyskany przez dang grupe. Stupki bledow reprezentujg odchylenia standardowe. Analize
statystyczng wykonano w oparciu o dwustronng ANOVA z modyfikacjq Bonferroni’ego.

Statystycznie istotne roznice zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
3.8. Morfologia krwi myszy Spna2R1098Q.

Analize przeprowadzono w celu sprawdzenia czy mutacja Spna2R1098Q ma wplyw na
morfologie krwi obwodowej. Ocen¢ parametrow morfologicznych krwi postanowiono
przeprowadzi¢ réowniez ze wzgledu na obserwowane i potwierdzone réznice w wielkosci
Sledzion, by sprawdzi¢, czy zmiana ta nie skutkuje odmiennym rozktadem populacji
poszczegdlnych leukocytow we krwi. Parametry krzepnigcia krwi postanowiono przesledzié ze
wzgledu na obserwowane wylewy u niektorych homozygotycznych embrionéw. W tym celu
pobrano probki krwi i przestano do oznaczenia maszynowego w laboratorium NeoLek IITD oraz

zewngtrznym laboratorium Vetlab.

Z otrzymanych wynikéw wynika, iz myszy Spna2R1098Q maja obnizona liczbg leukocytow
(**p =0,0046, n; =19, n, = 19, U = 83) i limfocytow (**p = 0,0058, ny = 19, n, = 19, U = 85,5)
przypadajacych na jednostke objetosci krwi oraz w objetosci zajmowanej przez ptytki krwi
w krwi, czyli PCT (*p = 0,0448) w odniesieniu do myszy dzikich. Przebadana populacja myszy

112



Spna2R1098Q miala znaczacy, bo az 29,35% spadek liczby leukocytéw przypadajacych na
okreslong jednostke objetosci krwi w stosunku do poziomu obserwowanego u myszy dzikich.
Niemal taka samg tendencj¢ zaobserwowano dla liczby limfocytow wystepujacych w mikrolitrze
krwi, gdzie wsrdod myszy Spna2R1098Q odnotowano ich ubytek, wynoszacy 31,69%
w porownaniu do myszy dzikich. Myszy R1098Q miaty rowniez mniejsza liczbe monocytow
(18,5%) 1 granulocytow (17,8%) obecnych w mikrolitrze krwi, jednak obserwowane réznice nie
osiagnety istotnosci statystycznej. Podczas gdy nie zaobserwowano az tak duzych rdznic
w udziale procentowym poszczegoélnych frakcji biatych krwinek, co $wiadczy o podobnym
sktadzie. Limfocyty stanowity 76,69% i 80,64% wszystkich leukocytow odpowiednio u myszy
Spna2R1098Q oraz dzikich. Granulocyty stanowily 18,42% i 14,82% wszystkich leukocytow
odpowiednio u myszy Spna2R1098Q oraz dzikich. Udzial monocytéw byt taki sam dla obu
genotypoéw myszy. Z kolei krew myszy Spna2R1098Q zawierata znacznie wigcej ptytek krwi
w jednym mikrolitrze, az 0 29,58% oraz podwyzszony takze o 30% hematokryt ptytkowy (PCT).
Nie zaobserwowano rozbiezno$ci w wynikach lub rozbiezno$¢ byta mniejsza niz 5% dla takich
parametrow jak liczba erytrocytow obecna w mikrolitrze krwi (2,94%), hemoglobina (3,9%),
hematokryt (2,42%), MCV (0,24%), MCH (1,08%), MCHC (1,18%), RDW (3,24%), MPV (1%),
PDW (4,13%). Podsumowanie analizy morfologii krwi myszy Spna2R1098Q przedstawiono na
ryc. 25.

Mutacja prowadzi w sposob istotny do spadku liczby leukocytow i limfocytow oraz wzrostu PCT,

a takze powoduje nieistotne statystycznie podwyzszenie poziomu ptytek krwi.
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Ryc. 25. Graficzna interpretacja parametréw morfologicznych krwi.

Przebadano probki krwi 19 myszy Spna2R1098Q (R1098Q) oraz 19 myszy dzikich (WT). Jedynie
dla parametrow oznaczonych kratkq (#) tj. RDW, plytek krwi, MPV, PDW, PCT oznaczenie
wykonano dla 10 myszy (R1098Q) oraz 10 myszy WT. Stupki przedstawiajq srednie wartosci
parametrow krwi uzyskane przez dang grupe mysz. Stupki bledow reprezentujq odchylenia
standardowe. Analiza statystyczna zostatla wykonana testem t-Studenta, t-Studenta
z wykorzystaniem korekcji Welch’a lub Mann’a-Whitney’a. Statystycznie istotne roznice

zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).

3.9. Oznaczenie poziomu bialek biorgcych udzial w tworzeniu

naczyn krwionosnych u myszy R1098Q.

W celu sprawdzenia wplywu mutacji na sekrecj¢ bialek biorgcych udzial w procesie tworzenia
naczyn krwiono$nych ze wzgledu na obserwowane wady homozygotycznych embrionow
zastosowano komercyjng membrane¢ opartg na macierzach przeciwciat i wykorzystano medium

znad hodowli pierwotnych mysich fibroblastow ptodowych.
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Interpretacja intensywno$ci par punktéw reprezentujacych biatka zwigzane z procesem
angiogenezy pomiedzy medium znad fibroblastow myszy R1098Q homozygotycznych, a dzikich
(ryc. 26), pozwolita na wyliczenie wzglgdnych stosunkow w zawartoSci (Sekrecji)
poszczegblnych biatek, przedstawionych na rycinie 27. Na podstawie otrzymanych w ten sposob
wynikéw, mozna stwierdzié, iz poziom takich bialek jak amfiregulina (AR; 2,49), Cyr61 (CCNI,
IGFBP-10; 2,04), fraktalkina (CX3CL1; 2,28) ulegt ponad dwukrotnemu zwigkszeniu w medium
pozyskanym od homozygotycznych fibroblastow, tym samym wydzielaja go dwa razy wigcej niz
kontrolne komorki. Rowniez homozygotyczne fibroblasty wydzielaja wigcej o okoto 29% HGF
(Hepatopoietiny A), 20% KC (CXCL1, CINC-1, GROaw), 40% MIP-1a (CCL3), 37% MMP-9,
26% TIMP-1. Z obserwacji wynika, iz kontrolne fibroblasty wydzielaty 2,28 razy wigcej
proliferyny, za$ ponad 1,5-krotne podwyzszenie sekrecji stwierdzono w przypadku takich
czynnikow jak osteopontyna (OPN; 1,8) serpiny E1 (PAI-1; 1,7) i czynnika ptytkowego 4
(CXCL4, PF4; 1,68). Ponadto otrzymane dane sugeruja, iz dzikie fibroblasty wydzielajg wigcej
0 blisko 49% IGFBP-3, 48% MCP-1 (CCL2/JE), 36% endoteliny-1 (ET-1), 30% NOV (CCN3,
IGFBP-9), 29% pentraksyny-3 (PTX3, TSG-14), 29% SDF-1 (CXCL12), 29% trombospondyny-
2 (TSP-2), 28% IGFBP-2 oraz 18% VEGF (VPF). Mozna przyja¢, iz pozostale czynniki
zaangazowane w angiogenez¢ jak CXCL16 (15%), angiogenina (4%), serpina F1 (5%),
endostatyna/kolagen XVIII (9%), PIGF-2 (9%), czynnik krzepniecia III (11%) a takze MMP-3

(16%) wystepowaty na podobnym poziomie, gdzie roznica wyniosta maksymalnie 16%.

Mutacja powoduje podwyzszenie sekrecji biatek proangiogennych jak: amfiregulina, Cyr61,
fraktalkina oraz obnizenie wydzielania takich bialek jak: proliferyna, osteopontyna, serpina E1

i czynnik ptytkowy 4.
Amfiregulina Cyr61 Fraktalkina
R1098Q & @ & 8

WT

Proliferyna Osteopontyna SerpinaE1l  Czynnik plytkowy 4

R1098Q F N ® » . &
wT LR * = @

Ryc. 26. Western blotting reaktywnoSci przeciwcial przeciwko czynnikom proangiogennym
obecnym w medium znad hodowli fibroblastow myszy heterozygotycznych Spna2R1098Q
(R1098Q) i dzikich (WT).
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Ryc. 27. Wzgledy stosunek poziomu proangiogennych bialek obecnych w pohodowlanym
medium znad hodowli fibroblastéw myszy R1098Q homozygotycznych (HOMO) i dzikich
(WT).

Do badania wykorzystano medium znad 3 linii fibroblastow ptodowych HOMO i 3 linii
fibroblastow ptodowych WT. Pomiar densytometryczny kazdego z biatek zostat znormalizowany
wzgledem sredniego sygnatu 7 punktow referencyjnych obecnych na membranach. Stupki
przedstawiajg Sredniq gestos¢ optyczng sygnatow. Stupki bledow reprezentujq odchylenia
standardowe z trzech ekspozycji czasowych membran.
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3.10. Ocena zdolnoSci leukocytow krwi i makrofagow otrzewnowych

do fagocytozy.

W celu zbadania efektu mutacji a-11 spektryny R1098Q na proces fagocytozy przeanalizowano

pochtanianie czastek przez leukocyty krwi obwodowej.

Z analizy danych z cytometrii przeptywowej mozna przypuszczac, iz nie ma znaczgcych réznic
w procesie fagocytozy przeprowadzanym przez leukocyty obwodowe krwi pomigdzy myszami
Spna2R1098Q a dzikimi (ryc.28). Zdolnos¢ do fagocytozy w temperaturze 37°C wykazato blisko
61% leukocytow myszy Spna2R1098Q oraz nieco ponad 65% leukocytow myszy dzikich,
za$ w warunkach inhibicji, czyli na lodzie z dodatkiem azydku, proces fagocytozy odnotowano
na poziomie 9,5% leukocytow myszy Spna2R1098Q, natomiast dla myszy dzikich wyniost
12,5%.

Mutacja Spna2R1098Q nie oddzialuje na proces fagocytozy przeprowadzany przez leukocyty

obwodowe krwi.
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Ryc. 28. Zdolnos¢ do fagocytozy leukocytow krwi obwodowej myszy Spna2R1098Q
(R1098Q) oraz dzikich (WT).

Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach inhibicji na lodzie oraz w temperaturze 37°C.
W eksperymencie wykorzystano krew 9 myszy Spna2R1098Q oraz 8 myszy dzikich. Stupki
przedstawiajg sredniqg wartos¢ dla grupy. Kropkami (®) zaznaczono poszczegolne wyniki. Stupki
bledow reprezentujq odchylenia standardowe. Analize statystyczng przeprowadzono uzywajgc
testu t-Student’a. Statystycznie istotne roznice zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, **p < 0,01,

**% 1y < 0,001).
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3.11. Ocena wplywu mutacji R1098Q na tempo migracji
fibroblastow plodowych.

W celu oceny wplywu mutacji R1098Q na tempo migracji przeprowadzono test migracji
i zarastania rysy z udziatem pierwotnych hodowli fibroblastow ptodowych. Dwustronna ANOVA
nie wykazata roznic i zaleznoSci w migracji oraz zarastaniu rysy od genotypu i czasu pomigdzy
pierwotnymi hodowlami fibroblastow ptodowych wszystkich trzech genotypdéw, tym samym
genotyp i czas nie miaty wptywu na stopien migracji i zarastania rysy, gdyz nie zaobserwowano
roznic w powierzchni wolnej i1 zarosnigtej przez fibroblasty pozyskane od homozygotycznych,
heterozygotycznych i dzikich embrionow w poszczegélnych wybranych punktach czasowych.
Dowodzi to, iz mutacja Spna2R1098Q nie wyplywa na migracje i zarastanie rysy przez
fibroblasty homozygotyczne i heterozygotyczne oraz osiggaly one takie same postgpy jak
fibroblasty embrionéw dzikich. Rowniez jednostronna ANOV A nie wykazata wplywu mutacji na
tempo migracji i zarastania rysy w obrgbie poszczegdlnych punktow czasowych, jednoczesnie
wskazujac na brak roznic miedzy genotypami. Postgpy w migracji i zarastaniu rysy

w poszczegdlnych wybranych punktach czasowych ukazano na ryc. 29.
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Ryc. 29. Tempo migracji i zarastania powierzchni przez fibroblasty ptodowe.

Poréwnanie migracji i zarastania powierzchni przez fibroblasty wykonano dla czterech punktow
czasowych — po 0, 6, 12 i 24 godzinach. Czas zerowy (0 h) oznacza zdjecie wykonane zaraz po
wyjeciu insertow. Eksperyment przeprowadzono z udziatem 3 linii fibroblastow plodowych
homozygotycznych (HOMO), 3 linii fibroblastow plodowych heterozygotycznych (R10980) oraz
3 linii fibroblastow plodowych dzikich (WT). Dla centralnej czesci obszaru obserwacji
dokonywano jednego pomiaru w kazdym punkcie czasowym dla kazdej linii. Dla zewnetrznych

obszarow obserwacji (ramion) dokonywano czterech pomiarow dla kazdej linii. Stupki
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przedstawiajg wartos¢ Sredniq dla danego genotypu. Stupki bledow reprezentujq odchylenia

standardowe.

3.12. Ocena wplywu mutacji R1098Q na cykl komérkowy.

W celu oceny wplywu mutacji R1098Q na cykl komoérkowy przeprowadzono analize
cytometryczng pierwotnych homozygotycznych, heterozygotycznych i kontrolnych fibroblastow
plodowych myszy Spna2R1098Q w obecnosci Rnazy i jodku propidyny.

W fazie G2/M wystepuje o 3% wiecej fibroblastow dzikich niz heterozygotycznych (* p = 0,0260
n: =6, n= 6, U = 4), co zademonstrowano na ryc. 30. Z kolei w fazie Go/G1 wystepuje o 13%
mniej fibroblastow dzikich niz heterozygotycznych (* p = 0,0287). W przypadku probek
fibroblastow homozygotycznych w fazie Go/G; znajdowato si¢ przecigtnie 54% =+ 10% komorek,
w fazie S — 31% + 4%, Go/M — 6,4% + 2%. W preparatach fibroblastow heterozygotycznych
w poszczegodlnych fazach wystegpowato srednio: Go/Gy — 61,5% + 7% , S — 30% + 7,5%, Go/M —
5,8% £ 2%, za$ w preparatach z fibroblastami dzikimi rozktad w poszczegdlnych fazach wygladat
nastepujaco: Go/G1 — 48% + 11%, S — 36% + 6%, Go/M — 9,1% + 2,6%. Mozna zauwazyc¢,
iz dzikie fibroblasty wykazuja przesuniecie (maja tendencje) w kierunku fazy S i G2/M oraz jest
ich odpowiednio o blisko 6% 1 3% wigcej w tych fazach w poroéwnaniu do fibroblastow
homozygotycznych i heterozygotycznych. Podczas gdy zaréwno fibroblasty homozygotyczne
i heterozygotyczne wystepuja w podobnych odsetkach w fazie S i Go/M, na ktore przypada
odpowiednio okoto 30% i 6% populacji.

Mutacja zmniejsza w sposob istotny odsetek komoérek osiagajacych faze Go/M oraz promuje

pozostawanie w fazie Go/G;.
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Ryc. 30. Analiza cyklu komdérkowego fibroblastow plodowych pozyskanych
z homozygotycznych (HOMO), heterozygotycznych (HET) i dzikich (WT) zarodkéw
Spna2R10980Q.

W sumie wykorzystano 6 linii fibroblastow dzikich, 6 linii heterozygotycznych i 8 linii
homozygotycznych. Stupki przedstawiajq sredni odsetek komorek. Stupki bledow reprezentujq
odchylenia standardowe. Kropkami (®) oznaczono odsetek komorek w danej fazie dla kazdej
z linii fibroblastow. Analize statystyczng przeprowadzono wykorzystujgc test t-Student’a
i Mann’a-Whitneya. Statystycznie istotne réznice zaznaczono gwiazdkami (* p < 0,05, ** p <

0,01, *** p < 0,001).

3.13. Ocena odpowiedzi immunologicznej myszy Spna2R1098Q na

immunizacj¢ owoalbuming (OVA).

Ze wzgledu na zaobserwowane i potwierdzone wynikami morfometrycznymi réznice w masie
$ledzion i stosunku masy $ledziony do masy ciata u myszy Spna2R1098Q wzgledem myszy
dzikich, postanowiono przetestowa¢ funkcjonowanie uktadu odpornosciowego. W tym celu
myszy Spna2R1098Q oraz dzikie stymulowano peptydem OVA, a nastgpnie porownywano
poziomy swoistych wobec OVA przeciwcial oraz odsetki swoiscie pobudzonych limfocytow T
miedzy zaszczepionymi myszami. Stopien pobudzenia uktadu odporno$ciowego oceniono
poprzez przesledzenie poziomu proliferacji, okreslenie poziomu przeciwcial anty-OVA
w surowicy i zdolnosci limfocytéw T do produkcji INF-y oraz zbada¢ wplyw mutacji na zdolno$ci

do procesowania i przetwarzania antygenu przez uktad odpornosciowy.
3.13.1. Oznaczenie komorkowosci Sledzion.

Nie wykazano réznic w komdrkowosci §ledzion i liczbie komorek $ledziony przypadajacych na
jednostke masy ciala pomigdzy myszami Spna2R1098Q oraz dzikimi zaréwno w grupie
kontrolnej jak i badanej, ktora otrzymywata owoalbuming (OVA), co przedstawiono na ryc. 31.
U myszy Spna2R1098Q i dzikich podanie OVA spowodowalo podobny 6-7% wzrost
komorkowosci $ledzion. Komoérkowos¢ $ledzion myszy Spna2R1098Q byta o okolo 17%
mniejsza w porownaniu do myszy dzikich zarowno w grupie kontrolnej oraz badanej. Stymulacja
OVA spowodowata zwigkszenie o 12,6% 1 7,3% liczby komorek §ledziony przypadajacych na
mas¢ ciala odpowiednio dla myszy Spna2R1098Q oraz dzikich w poréwnaniu do kontroli.
Roéznica pomigdzy myszami Spna2R1098Q a dzikimi w liczbie komorek przypadajacych na
jednostk¢ masy ciata wyniosta 12% w grupie kontrolnej i prawie 8% w grupie badanej.

Podsumowujac myszy Spna2R1098Q maja mniejsza liczbe komorek sledziony, ale ich uktad
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odporno$ciowy zostaje pobudzony przez stymulacje OVA rownie dobrze jak myszy dzikich

1 réznica miedzy nimi utrzymuje si¢ na podobnym poziomie przed jak i po iniekcji OVA.

1.5x108 4

1.0x108 1

——

5.0x107 1

Liczba komoérek
w sledzionie

R1098Q WT  R1098Q + OVA WT + OVA

6.0x106 -

4.0x106 - -T—

2.0x10° +

Liczba komorek /
masa ciala

R1098Q WT R1098Q + OVA WT + OVA

Ryc. 31. Poréwnanie komérkowosci $ledzion oraz liczby komérek sledziony przypadajacych
na jednostke masy ciala pomiedzy myszami Spna2R1098Q (R1098Q) i dzikimi (WT)
w grupie niestymulowanej i stymulowanej owoalbuming (OVA)

Doswiadczenie wykonano na 8 sledzionach myszy Spna2R1098Q i 8 sledzionach myszy dzikich.
Stupki przedstawiajq Srednie wartosci. Stupki bledow reprezentujq odchylenia standardowe.

Kropkami (e) zaznaczono pomiar uzyskany dla poszczegolnych sledzion myszy.

3.13.2.0cena odpowiedzi humoralnej myszy R1098Q po immunizacji
bialkiem OVA

Dalszym krokiem byto poréwnanie odpowiedzi humoralnej poprzez wykorzystanie metody
ELISA i surowicy myszy Spna2R1098Q oraz dzikich immunizowanych i nieszczepionych,
w celu okreslenia poziomu przeciwcial anty-OV A, a co za tym idzie zdolnos$ci do procesowania

1 przetwarzania antygenu przez uktad immunologiczny.

121



Nie wykazano réznic w odpowiedzi humoralnej pomiedzy myszami Spna2R1098Q i dzikimi,
ktorych uktad immunologiczny byt stymulowany poprzez immunizacj¢ owoalbuming (ryc. 32).
Poziom absorbancji (reaktywnosci przeciwcial w) surowicy myszy Spna2R1098Q + OVA
w tescie ELISA byl nizszy od poziomu absorbancji (reaktywnosci przeciwcial) surowicy myszy
dzikich, ktorym podano OVA o 3,23% oraz 4,35% odpowiednio dla rozcienczenia 1:5000
i 1:10000.

Otrzymany rezultat badan potwierdza uzyskany wczesniej wyniki przy badaniu komoérkowosci
sledziony i jednoczesnie pozwala stwierdzi¢ biorac pod uwage oba wyniki, ze uktad
odpornosciowy myszy Spna2R1098Q reaguje podobnie na symulacje OVA jak myszy dzikich
oraz ze nie ma roéznic pomigdzy nimi w odpowiedzi swoistej i humoralnej na zbadanym do tej

pory poziomie, pomimo zaobserwowanej 1 potwierdzonej roznicy w wadze §ledzion.
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Ryc. 32. Reaktywnos§¢ surowicy krwi myszy Spna2R1098Q (R1098Q) oraz dzikich (WT)
immunizowanych owoalbuming (OVA) oraz kontrolnych (K) nieimmunizowanych.

Badanie przeprowadzono na surowicy 20 myszy, w tym 8 myszy Spna2R1098Q i 8 myszy dzikich
otrzymato owoalbuming, zas kontrole stanowity po 2 myszy z obu genotypow. Plytka zostatla
optaszczona antygenem (owoalbuming). Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 450 nm. Do
oceny zastosowano dwa rozcienczenia surowicy 1:5000 i 1:10000. Stupki przedstawiajq Srednig
z pomiarow dla grupy. Stupki bledow reprezentujg odchylenia standardowe. Kropkami (e)

zaznaczono reaktywnosc¢ surowicy poszczegolnych myszy.
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3.13.3.0cena odpowiedzi komoérkowej Thl myszy R1098Q po immunizacji
bialkiem OVA.

Po sprawdzeniu odpowiedzi humoralnej postanowiono si¢ przyjrze¢ blizej odpowiedzi
komorkowej zwigzanej z limfocytami T, a dokladniej porownac liczbe limfocytéw T zdolnych
do produkcji i wyrzutu cytokin, w tym przypadku INF-y na powtorng stymulacj¢ OVA przy
uzyciu metody ELISPOT. Immunizacja myszy dojrzatych (3-miesigcznych) owoalbuming miata
na celu pobudzenie limfocytow T wobec podanego antygenu, co umozliwito przesledzenie
poziomu produkowanych przez nie cytokin oraz zbadanie zdolnosci do procesowania

i przetwarzania antygenu.

Dokonujac interpretacji wynikdw mozna stwierdzi¢, iz odpowiedz komorkowa myszy
Spna2R1098Q jest zblizona do odpowiedzi limfocytéw T myszy dzikich i nie ma miedzy nimi

roznic, co przedstawiono na ryc. 33.

Podsumowujgc brak roznic w odpowiedzi komorkowej oraz humoralnej, a takze podobny wzrost
komorkowosci $ledzion po immunizacji owoalbuming wskazuje, iz mutacja nie zaburza
odpowiedzi uktadu immunologicznego myszy Spna2R1098Q), ktory po stymulacji owoalbuming
zostaje pobudzony w taki sam sposob jak myszy dzikich, co $wiadczy o poprawnym

procesowaniu i przetwarzaniu antygenu przez uktad odpornosciowy.
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Ryc. 33. Porownanie liczby reaktywnych limfocytéw T produkujacych INF-y na powtorna
stymulacje owoalbumina.

Do eksperymentu wykorzystano komorki sledziony pozyskane od 5 myszy Spna2RI1098Q
(R1098Q) oraz 5 myszy dzikich (WT). Stupki przedstawiajq srednig z pomiaréw dla grupy. Stupki
bledow reprezentujq odchylenia standardowe. Kropkami (®) zaznaczono liczbe reaktywnych

limfocytow w poszczegolnych probkach.
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3.14. Ocena czestotliwosci wystepowania i czasu trwania napadow

padaczkowych.

Ze wzglgdu na obserwowane ataki drgawkowo-napadowe podczas podnoszenia i obracania
myszy w trakcie rutynowej opieki lub upadku z urzadzenia wykorzystanego w tescie
obracajacego si¢ walka, przeprowadzono ocen¢ czgstotliwosci wystepowania i czasu trwania

rgcznie wywolanych napadow.

Analiza otrzymanych danych wskazuje, iz ogolnie czas trwania napadow padaczkowych u myszy
Spna2R1098Q niezaleznie od wieku wynosi $rednio okoto 4 sekund, przy czym najdtuzszy
zanotowany napad padaczkowy trwal 15 sekund, za$ najkrétszy 1,5 sekundy, co przedstawiono
na ryc. 34 i w tabeli 14. Napady padaczkowe wystapity u 33 z 43 myszy Spna2R1098Q podczas
pojedynczej proby, co swiadczy, iz czestotliwos¢ wywotania napadoéw wynosi okoto 75%. Nalezy
zaznaczy¢, iz u pozostalych 10 myszy rowniez wystepuja napady padaczkowe, ale nie zostaty
wywotane w trakcie przeprowadzania proby. Czas trwania napadow padaczkowych w grupie
myszy Spna2R1098Q w wieku 5,5-7,5 miesi¢gcy wyniost 4,1 + 2,46 s. Najkrotszy napad
padaczkowy w tej grupie wiekowej trwat 2 sekundy, za$ najdtuzszy 8 sekund, a czestotliwos¢
wywotania napadoéw padaczkowych dla tej grupy oszacowana na 71,43% (5 z 7 myszy). U myszy
Spna2R1098Q w wieku 8-9 miesiecy czas trwania napadow padaczkowych wyniost 3,68 + 2,42
s (najdluzszy — 10 sekund, najkrotszy — 1 sekundg), a czestotliwos¢ wywolania napaddéw
padaczkowych wyniosta 78,57%. W grupie myszy Spna2R1098Q w wieku powyzej 14 miesiecy
napady padaczkowe trwaty Srednio 4,29 + 3,27 s (najdtuzszy — 15 sekund, najkrotszy — 1,5

sekundy), natomiast czgstotliwos¢ wywotania napadéw padaczkowych wynosi 77,27%.
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Ryc. 34. Czas trwania napadéw padaczkowych u myszy Spna2R1098Q.
Analize recznie wywolywanych napadow przeprowadzono na 43 myszach podzielonych na trzy

grupy wiekowe. Grupe wiekowq 5,5-7,5 miesiecy stanowito 7 myszy Spna2R10980, grupe
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wiekowq 8-9 miesiecy stanowilo 14 myszy Spna2R1098Q, a w grupie wiekowej powyzej

14 miesigcy znalazly sie 22 myszy Spna2R1098Q. Wyniki zebrano podczas jednej proby dla kazdej

myszy. Kreski (—) przedstawiajq Sredniq z pomiarow dla grupy. Kropkami, kwadratami

i tréjkqtami (e, M, A) 7aznaczono czas trwania napadu dla kazdej myszy. Stupki bledow

reprezentujq odchylenia standardowe.

Tabela 14. Czas trwania i czestotliwo$¢ napadéow padaczkowych u myszy Spna2R1098Q.

Srednia czasu trwania

Min — max trwania

Grupa wiekowa Czestotliwosé
napadu napadu
5,5 17,5 miesiecy 4,1 + 2,46 sekundy 2 — 8 sekund 71,43 %
8 — 9 miesiecy 3,68 + 2,42 sekundy 110 sekund 78,57 %
> 14 miesiecy 4,29 + 3,27 sekundy 1,5 - 15 sekund 77,27 %
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4. Dyskusja.

Glownymi zatozeniami pracy doktorskiej byly opis i ocena fenotypowa myszy niosgcych mutacje
genu spektryny nieerytrocytarnej (Spna2R1098Q) jako zwierzecego modelu badawczego dla
zespotu  spektrynozaleznych  ataksji moézdzkowych  (spektrynopatii  neuronalnych),
diagnozowanych u pacjentdow jako zespol West’a, wczesne niemowlece encefalopatie
padaczkowe, cigzkie rozwojowe encefalopatie padaczkowe, spazmy niemowlece, dziedziczne
neuropatie ruchowe, dziedziczne paraplegie spastyczne lub dziedziczne ataksje, a w przypadku
wystgpienia mikrodelecji obejmujacej gen a-1I spektryny rozpoznano dodatkowo wystepowanie
zespotu Ohtahara’y i wczesnej encefalopatii mioklonicznej (Syrbe i in. 2017; Wang i in. 2018;
Saitsu i in. 2010; Tohyama i in. 2015; Writzl i in. 2012; Morsy i in. 2023; Morrison-Levy
i in. 2020; Campbell i in. 2012; Mastrangelo i Leuzzi 2012; Matsumoto i in. 2014; Nicita i
in. 2015; Aravindhan i in. 2018).

W literaturze opublikowano i opisano do tej pory okoto 47 pacjentow z prawdopodobnymi
patogennymi i patogennymi wariantami w SPTAN1, pomijajac przypadki mikrodelecji w regionie
9933.3—q34.11 lub wylgcznym zaangazowaniem obwodowego uktadu nerwowego (Marco
Hernandez i in. 2022). Zdecydowana wickszo$¢ zidentyfikowanych mutacji SPTAN1 jest
mutacjami typu de novo oraz s3 to mutacje typu zmiany sensu (23 warianty), delecji
(8 wariantéw), duplikacji (5 wariantéw), nonsensowne (1 wariant) lub mikrodelecje. Poczatkowo
zdecydowana wigkszo$¢ diagnozowanych mutacji byta zlokalizowana w regionie C-koncowym
1 zwigzanych z 16-20 powtorzeniem spektrynowym, a jeszcze $cislej duza cze$¢ mutacji
przypadata na 19 i 20 powtorzenie odpowiedzialne za heterodimeryzacje a/p spektryn, poniewaz
mutacje te byly w ogromnej wigkszosci odpowiedzialne za cigzszy stan latwiejszy do
zaobserwowania (Syrbe i in. 2017; Tohyama i in. 2015). Tymczasem wiele z tagodnych
przypadkow miato mutacje SPTAN1 umiejscowione daleko od regionu C-koncowego
w przewazajacej wiekszoSci prowadzity do tagodnych form choroby (Rapaccini i in. 2018).
Wysnuto trzy hipotezy takiego stanu (Tohyama i in. 2015). Wedtug pierwszego zalozenia byta
to zwykta losowos¢. Druga teoria wskazywata, iz r6zne typy mutacji lub w odmiennym regionie
moga prowadzi¢ do niejednakowych fenotypow lub ich braku. Za$ trzecia hipoteza zaktadata,
iz mutacje w N-koncowym regionie w sposob krytyczny wptywa na funkcje spektryny i wywotuje
efekt letalny. Ostatnio, w wyniku rozwoju metod przesiewowych zaczeto diagnozowaé wiecej
pacjentow z mutacjami zlokalizowanymi poza regionem C-koncowym, ktorzy prezentowali
fagodniejsze objawy chorobowe, co znacznie rozszerzyto obraz i spektrum spektrynopatii
zaleznych od a-11 spektryny (Morsy i in. 2023). Sugeruje sieg, iz owych przypadkéw moze by¢

znacznie wigcej, lecz brak rozpoznania jest wynikiem braku wiedzy na temat schorzenia i dostepu
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do szybkich, tatwych i tanich metod pozwalajacych wykry¢ mutacje u niezdiagnozowanych
pacjentéw o nietypowych objawach dla mutacji SPTANL. Asymetryczny rozktad pod wzglgdem
liczby zgloszonych wariantéw moze by¢ spowodowany goragcym punktem mutacji w domenach
191 20, ale prawdopodobnie wynika réwniez z faktu, ze pacjenci z tagodniejszymi fenotypami sa
rzadziej diagnozowani lub ich przypadki nie sg publikowane. Oprocz wptywu lokalizacji mutacji
na fenotyp istotny wptyw ma réwniez rodzaj mutacji. Delecje maja tagodniejszy fenotyp niz
duplikacje wystepujace w tym samym miejscu. W wyniku czego mutacje w obszarze genu
SPTAN1 obejmujg szerokie spektrum zaburzen neurorozwojowych od tagodnych po cigzkie
lub postepujace. Totez modele zwierzece niosace rozne typy mutacji SPTANL1 moga dostarczy¢
dalszych dowodow na to, w jaki sposob poszczegdlne mutacje uposledzaja funkcje spektryny
lub tez nie. Znajomos$¢ profili klinicznych i cech MRI w encefalopatii SPTAN1 pomoze
klinicystom przeprowadza¢ skuteczne testy genetyczne i identyfikowa¢ mutacje SPTANL.
Potrzebne jest zidentyfikowanie i scharakteryzowanie wigkszej ilo$ci 0sob z mutacja w genie
SPTAN1 by okresli¢, ktore z obserwowanych symptomoéw nalezg do spektrum fenotypowego
mutacji SPTAN1 i wynikajg z niepelnej penetracji badZ zmiennego przejawu efektow mutacji albo
sa zbiegiem okolicznosci. Identyfikacja mutacji w obrebie SPTAN1 u pacjentéw z HA i HSP
potwierdza, ze mutacje SPTANL prowadza do szerokiego spektrum fenotypowym (Morsy i in.
2023). Zaburzenia mogg by¢ zatem wypadkowa wynikajacg bezposredni ze zmian
spowodowanych w o-II spektrynie i posrednio przez wywotanie zaburzen w B-II i B-llI
spektrynie. Podsumowujgc stopien zaburzen neurologicznych i napadow padaczkowych koreluje

z rodzajem oraz lokalizacja mutacji, a takze nieprawidlowosciami strukturalnymi.

Dowiedziono, iz poza kanoniczng rola cytoszkieletu spektryna jest réwniez zaangazowana
w szereg innych procesow, funkcji i rol takich jak: stabilizacja, organizacja i wsparcie biatek oraz
kanatow btonowych, morfologia i ksztalt komorek, transport wewngtrzkomorkowy,
przekazywanie sygnalow, fagocytoza, angiogeneza, regulacja cyklu komodrkowego,

ksztaltowanie odpowiedzi immunologicznej, synaptogenezie czy tez mielinizacji.

W przypadku zwierzgcego modelu napadéw niemowlecych nalezy rozwazy¢ szereg warunkow,
ktore mozna zgrupowaé w 6 kryteriow: wiek, charakter spazméw i napadoéw, cechy EEG,
zaburzenie rozwoju, odpowiedZ na leczenie i etiologia (Stafstrom, Holmes 2002; Marsh,
Golden 2009; Cortez i in. 2009). Poréwnujgc obraz kliniczny i spektrum fenotypowe pacjentow
z mutacjami w a-II spektrynie z majacym go nasladowa¢ modelem zwierzecym, nalezatoby
rozpatrzy¢ nastepujace cechy/symptomy pogrupowane w 7 kategorii (ktore w duzej czeSci
pokrywajg si¢ z kryteriami dla modelu IS): stan upos$ledzenia neurorozwojowego, umystowego,

rozwojowego lub poznawczego, cechy obrazu EEG, charakter napadow i skurczow, cechy obrazu
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rezonansu magnetycznego, stopien zaburzen motorycznych, stopien zaburzen komunikacyjnych

(wzrokowy, stuch, wydawanie dzwigkow) oraz indywidualne objawy.

Zburzenie rozwoju, stan uposledzenia zdolno$ci poznawczych oraz stopien zaburzen

motorycznych modelu myszy Sptan2R10980Q.

Jednym z gtdéwnych objawow prezentowanych przez pacjentdow sg zaburzenia neurorozwojowe,
umystowe, intelektualne Iub poznawcze o réznym stopniu nasilenia od tagodnego przez
umiarkowane do cigzkich i glgbokich, ktore s najczgsciej obserwowane. Obok zaburzen
intelektualnych u pacjentow w réwnym stopniu obserwuje si¢ opdznienie w rozwoju. Na
podstawie przeprowadzonych badan, ktoérych wyniki zamieszczono w pracy doktorskiej
stwierdzono, iz myszy Spna2R1098Q nie wykazaly znaczaco zwigkszonego zainteresowania
nowym przedmiotem w te$cie rozpoznawania nowych obiektow (ryc. 22 i tab. 12), a w dodatku
mozna zaobserwowac progresj¢ zaburzen pamigciowych, co $wiadczy o pogorszeniu pamigci
dhugotrwatej i zdolno$ci poznawczych wsérdéd myszy Spna2R1098Q, ktére dodatkowo ulegaja
ostabieniu z wiekiem. Myszy Spna2R1908Q posiadaja dodatkowo zaburzenie pamigci
krotkotrwatej, co wykazano w tescie lokalizacji obiektu (ryc. 24). Mozna zatem przypuszczac,
iz model posiada uposledzenie neurorozwojowe i/lub poznawcze oraz jest to pierwsza i jedna
z wielu cech laczacych model myszy Spna2R1098Q z obrazem klinicznym pacjentow, ktora
mozna w tatwy sposob oceni¢ oraz poréwnacé podczas stosowania roznych nowych terapii przy
pomocy wspomnianych fatwych testow pamigciowych. W pracy doktorskiej wykazano, iz myszy
Spna2R1098Q maja zaburzone cechy morfometryczne takie jak: masa ciata (ryc. 8) i sledziony
(ryc. 14), dtugosc¢ catkowita (ryc. 9), tutowia (ryc. 10) i ogona (ryc. 11), wspotczynnik masy ciata
oraz indeks Lee (ryc. 12 i 13), co $wiadczy o opOznieniu w rozwoju i koreluje z objawami
pacjentow. Negatywny wplyw a-II spektryny na rozmiary myszy zaobserwowano takze
w modelu zaprezentowanym przez Stankewich’a. Do czgsto powtarzajacych si¢ objawow wsrod
pacjentow naleza takze zaburzenia motoryczne, ktére moga mie¢ postac spastycznej kwadriplegii,
ataksji, dyskinezy, paraplegii, dystonii, drzenia czynno$ciowego i spoczynkowego, drobne
niezborno$ci ruchowe, niestabilno§¢ lub umiarkowana zdolno$¢ chodu. Innym czgsto
wspominanym objawem jest brak kontroli pozycji i ruchéw gtowy, jak rowniez brak umiejetnosci
utrzymania postawy siedzgcej. Charakterystyczny w bezposredniej obserwacji dla opisanego
w pracy doktorskiej modelu myszy Spna2R1098Q jest chwiejny chod, zaburzenie
rownowagi,drzenie czynnosciowe i spoczynkowe oraz trudno$¢ w utrzymaniu kontroli nad glowa
i utrzymaniu gtowy w bezruchu. Wystepowanie wspomnianych nieprawidtowosci ruchowych
zostato potwierdzone testami sprawnosci motorycznej i sity migsniowej, W wyniku ktérych
stwierdzono u myszy Spna2R1098Q progresj¢ zaburzen koordynacji ruchowej (ryc. 18, 19),

oslabienie sity migéniowej (ryc. 21), zmniejszenie dlugosci stawianych krokéw (ryc. 20),
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skrocenie odleglosci miedzy kolejnymi kontaktami tej samej tapy, poszerzenie rozstawu
przednich tap oraz pogorszenie precyzji w dostawianiu tap. Zburzenie réwnowagi i koordynacji
ruchowej jest kolejnym wspolnym elementem pomigdzy modelem myszy Spna2R1098Q
a pacjentami. Zaprezentowany model spetnia zatem pierwszy z szesciu kryteriow dla modeli
spazmoéw niemowlgcych jakim jest zaburzenie rozwoju, ktére moze przybra¢ postal
behawioralng, neurorozwojowa, poznawcza, psychomotoryczng lub ruchowa. Rozpatrujac za$
pokrycie spektrum fenotypowego, model myszy Spna2R1098Q dos¢ dobrze odzwierciedla dwa
z sze$ciu zespoldw objawow jakimi sa zaburzenie motoryczne oraz rozwoju i funkcji
poznawczych, wystepujace zarowno u pacjentéw ze spazmami niemowlecymi jak i opisywane

u 0so6b z dziedzicznymi neuropatiami ruchowymi.

Wiek wystepowania napadéw w modelu myszy Sptan2R1098Q.

Kolejnym waznym kryterium w przypadku modelu spazméw niemowlgcych jest wiek pojawienia
si¢ napadow padaczkowych. Napady padaczkowe nie wystepuja bezposrednio u noworodkow,
lecz powinny rozwija¢ si¢ w pierwszym roku zycia, przy czym najczgsciej pojawiaja si¢ miedzy
drugim a czwartym miesigcem oraz powinny trwaé przez cate zycie. Okres wystgpowania
spazméw niemowlecych pokrywa si¢ z wiekiem, w jakim wystepuja napady padaczkowe
i drgawki u osob z mutacjami w -l spektrynie. W zaprezentowanym modelu drgawki
spoczynkowe i czynnosciowe widoczne sg juz okoto 2 tygodnia zycia, co jest odpowiednikiem
trzeciego miesigca zycia u ludzi, a zatem rowniez rozwijaja si¢ w ciggu pierwszego roku zycia.
Jest to kolejny aspekt taczacy model myszy Spna2R1098Q z osobami z mutacja w a-11 spektrynie.
Tym samym model myszy Spna2R1098Q spetnia drugi wazny warunek wieku wystgpienia
napadéw lub drgawek zaréwno dla modelu spazméw niemowlecych jak i1 spektrynopatii

neuronalnych

Charakter spazmo6w, napadow i drgawek w modelu myszy Sptan2R1098Q.

Trzecim waznym kryterium jest charakter spazméow, napadow i drgawek. W idealnym modelu
dla spazméw niemowlecych powinny one nasladowa¢ te wystepujace u pacjentow,
a wiec posiadaé¢ charakter spontaniczny i przewlekty, by¢ zgrupowane w fazach przejsciowych
snu (zasypianie, przebudzenie) oraz odznacza¢ si¢ wlasciwa czestotliwoscig i czasem trwania.
Duza zaletg modelu myszy Spna2R1098Q podobnie jak niewielu dostepnych genetycznych
modeli zaproponowanych dla IS sa samorzutne drgawki i napady padaczkowe, dzigki czemu
goruje nad modelami nabytymi, gdyz w odroznieniu od nich nie wymagaja wywotania innymi
czynnikami. Druga wazng cecha napadéw w modelu myszy Spna2R1098Q jest to, iz utrzymuja

si¢ przez cale zycie myszy, maja charakter nawracajacy, wystepuja w kazdym przypadku oraz nie
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odnotowano ich samoistnego zaniku. Podczas gdy 25% pacjentdow nie rozwija zadnego typu
napadow, za$ u oséb z HSP i HA o podtozu SPTANL tylko w 1/3 przypadkéw odnotowano
wystepowanie napadoéw lub drgawek. Ale rdznica ta wynika z tego, iz model reprezentuje tylko
jeden wariant mutacji. Drzenie u myszy Spna2R1098Q obserwowane jest nieustannie, za§ napady
padaczkowe maja r6zny czas trwania od sekundowych przez kilkusekundowe (ryc. 34, tabela 15)
do nawet trwajacych prawie minutg (Zalas i in. 2023). Cechy wspdlne napadow dla modelu
myszy Spna2R1098Q a pacjentow to: obustronny toniczno-kloniczny charakter napadow,
uogoblniona padaczka, wygiecie i odchylenie glowy do tylu przypominajace opistotonus. W ten
sposob model spelnia kolejne wazne kryterium. Bardzo waznym aspektem, o ktorym nalezy
wspomniec jest to, iz przedstawiony w niniejszej pracy model myszy Spna2R1098Q jest jedynym
dostepnym zwierzgcym modelem przejawiajacym spektrum ze strony napadow lub skurczow bez
wptywu na dtugos¢ zycia, co sprawia, ze model ten jest unikalny. Poza tym tylko modele z delecja
a-1l spektryny w centralnym uktadzie nerwowym lub obwodowych neuronach czuciowych
wykazywaly drgawki badz napady padaczkowe, ostabienie sity migsniowej w tescie zawisnigcia,
ale przezywaly maksymalnie miesigc (Huang i in. 2017a; Huang i in. 2017b). Dzigki czemu
model myszy Spna2R1098Q zyskuje przewage pod katem badania i testowania nowych terapii
z mozliwoscia dlugofalowej oceny ich dziatania. Jednocze$nie model ten moze otworzy¢ droge
i dostarczy¢ ciekawych wynikow do lepszego poznania wplywu i zaangazowania a-11 spektryny,
produktow jej rozpadu, kalpainy, kaspazy, sygnalizacji wapniowej, proteaz aktywowanych
wapniem, amyloidu B, VASP i PGE2 na procesy neurodegeneracyjne towarzyszace m. in.

Chorobie Parkinson’a i Alzheimer’a.

Atroficzne zmiany w OUN myszy Spna2R1098Q.

Na podstawie obrazu klinicznego pacjentéw z mutacjg w a-11 spektrynie charakterystyczne cechy
obserwowane w obrazie rezonansu magnetycznego mozna uzna¢ za istotne kryterium, chociaz
nie jest ono wymieniane jako warunek dla modelu IS. U pacjentow obserwuje si¢ atrofie
i/lub hipoplazje mozgu, kory moézgowej, pnia moézgu, czesci mostowo-mozdzkowej, mozdzku
badZz robaka, obecno$¢ cienkiego ciata modzelowatego, hipomielinizacje moézgu, redukcje
objetosci istoty biatej oraz mikrocefalic. W model myszy Spna2R1098Q dochodzi do gtebokiej
1 postepujacej atrofii moézgu i mozdzku, nieprawidlowego faldowania mézdzku 1 zwojow kory
mozgowej, zaktocenia szerokosci warstw molekularnych z 50% ich utratg i problemem okreslenia
granic warstw, zaburzenia organizacji i utraty neuronéw w korze nowej i hipokampie,
a dodatkowo u homozygot widoczne sa wady twarzoczaszki (Miazek i in. 2021). Wida¢ zatem,
iz model mysi Spna2R1098Q kopiuje obraz kliniczny pacjentow. Za cechy wspolne
zaobserwowane na podstawie obserwacji i obrazu rezonansu magnetycznego dla pacjentow oraz

na podstawie obserwacji i badan histologicznych dla modelu myszy Spna2R1098Q mozna uznac:
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atrofi¢ struktur mézgowych obejmujaca zwlaszcza mozdzek oraz redukcje istoty biatej i kory
nowej. Dzigki temu myszy Spna2R1098Q speiniaja kolejne wazne kryterium na drodze do

zostania modelem zwierzecym.

Ocena wystepowania zaburzen w obrazie EEG u myszy Spna2R1098Q.

Dalszym aspektem jaki nalezy rozwazy¢ jest obraz EEG. Ze wzgledu na roéznice gatunkowe jak
1 roznice w budowie oraz rozwoju moézgu przeniesienie wszystkich cech ludzkich na modele
zwierzece jest trudne, a wrgcz moze by¢ niemozliwe. Obecno$¢ charakterystycznego obrazu EEG
nie jest jednak kryterium obowigzkowym, lecz uznawane za warunek dodatkowy. Dla czesci
pacjentow z mutacja w a-II spektrynie mozna zaobserwowac wystgpowanie specyficznej
hipsarytmii, ktora jednak nie zawsze wystepuje. Obraz EEG chorych ulega zmianom w zalezno$ci
od rozwoju skurczéw 1 napadow, dlatego moze przyjmowaé posta¢ zmniejszonej i spowolnionej
aktywnosci tla badz wieloogniskowych wytadowan zamiast hipsarytmii. Zdarzajg si¢ rowniez
pacjenci bez zmian w zapisie EEG. U myszy moze nie wystgpowac hipsarytmia, ktdra obserwuje
si¢ u ludzi lub obraz EEG dla niej moze si¢ r6zni¢. Stad wilasnie cechy zapisy EEG nie sa
kryterium obowigzkowym. W przypadku modelu myszy Spna2R1098Q ten aspekt pozostaje

wcigz do zbadania.

Kryterium opornosci napadéw padaczkowych i drgawek na leczenie

Przedostatnim kryterium dla modeli IS jakie nalezy rozpatrzy¢ jest odpowiedz modelu na
leczenie. W obecnym projekcie doktorskim, ze wzgledu na ograniczenia metodologiczne
i techniczne nie sprawdzono reakcji myszy Spna2R1098Q na dziatanie popularnych lekow

przeciwpadaczkowych stosowanych w IS

Etiologia spazmow niemowlecych.

Aby lepiej zrozumieé¢ mechanizmy odpowiedzialne za spektrum objawow chorobowych
U pacjentow z mutacjami o-ll spektryny, najkorzystniejszy bytby model zwierzecy niosgcy
identyczng mutacje. Dzieki temu, w ramach medycyny spersonalizowanej, mozliwe bytoby
testowanie i opracowanie terapii ,,celowanych”. Model myszy Spna2R1098Q dobrze odtwarza
etiologie dominujacych (tj. ujawniajacych si¢ u heterozygot) spektrynopatii neuronalnych,

ktorych podtozem molekularnym jest w zaburzenie stabilnos$ci powtorzen spektrynowych..

Podsumowujac model myszy Spna2R1098Q spetnia 4 z 6 kryteriow dla modeli IS, a pozostale

dwa wymagaja dalszego zbadania Sprawdzenia wymaga zapis EEG u myszy oraz opornosci
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napadow na terapi¢ popularnymi lekami przeciwpadaczkowymi (m. in. Hormon
adrenokortykotropowy i wigabatryna). Z kolei bioragc pod uwage spektrum objawow choroby
U osob z mutacja w a-Il spektrynie, w zaprezentowanym modelu myszy Spna2R1098Q do
okreslenia pozostaja zdolnosci komunikacyjne i interakcje spoteczne, czyli kontakt wzrokowy,
wspolne przebywanie w gniezdzie, obwachiwanie, wydawanie dzwigkow oraz wrazliwo$¢ na
bodzce dzwickowe. Model ten jest bardzo interesujacy ze wzgledu na liczbe pozostatych
kryteriow, ktore spetnia oraz ilo$¢ cech pokrywajacych sie ze spektrum objawow opisanych

U pacjentow cierpiacych na neuropatie spektrynozalezne.

Poziom ekspresji a-IT i B-111 spektryny u heterozygotycznych myszy R1098Q.

Alfa spektryna jest niezbedna do wigzania beta spektryny oraz 3 spektryna ulega destabilizacji
i degradacji, jesli nie jest ztozona z o spektryng (Morrow, Stankewich 2021; Wang i in. 2018).
W lizatach mo6zdzkowych heterozygotycznych myszy Spna2R1098Q zaobserwowano niewielki
14% spadek poziomu biatka o-II spektryny, natomiast roznica w poziomie biatka B-111 spektryny
byta 2-krotna (ryc. 15, 16). Tak znaczny ubytek B-III spektryny moze $wiadczyé, iz mutacja
prowadzi do ostabienia lub zaburzenia oddzialywan odpowiedzialnych za tworzenie stabilnych
kompleksow o/p spektryny, ktére mogg prowadzi¢ do powstawania cytotoksycznych agregatow
badz zmian konformacyjnych w podjednostce a-II spektryny, w wyniku czego B-111 spektryna
ulega degradacji na skutek wiekszej dysocjacji lub mniejszej stabilnosci kompleksu (Wang i in.
2018; Morsy i in. 2023; Miazek i in. 2021; Skrzymowska i in. 2021). B-1ll spektryna jest
obecna m. in. W komorkach Purkinje’go. Druga przyczyng znacznego obnizenia zawartoSci
B-111 spektryny moze by¢ zaobserwowany w przypadku naszej mutacji 80% ubytek komorek
Purkinjego, podczas gdy wzor ekspresji a-1I i B-111 spektryny zostaje zachowany (Miazek i in.
2021). W modelu myszy z nokautem B-IIT spektryny takze zaobserwowano postepujacg utrate
komorek Purkinjego w mo6zdzku (Lise i in. 2012). Stankewich i in. W mysim modelu nokautu
a-1T spektryny stwierdzili 80% obnizenie poziomu biatek a-II, B-IT i B-111 spektryny (Stankewich
iin. 2011). Huang i in. Zaréwno w mysim modelu z delecjg a-11 spektryny w centralnym uktadzie
nerwowym jak i w obwodowych neuronach czuciowych zaobserwowali zmniejszenie poziomu
wszystkich B spektryn, poza tym ubytek komoérek Purkinje’go (Huang i in. 2017a i b). Takze
Wang i in. Wykazali na embrionach szczura i myszy z delecja SPTANL1 w neuronach obnizenie
poziomu wszystkich  spektryn (Wang i in. 2018). Potwierdza to wczesniejsze doniesienia,
iz utrata o-II spektryny prowadzi do wtdrnej utraty wiekszosci B-111 B-111 spektryn. Tym samym
fenotyp myszy posiadajacych mutacje w a-11 spektrynie moze mie¢ znacznie szersze spektrum
fenotypowe i prezentowac objawy odnotowane u pacjentow lub w modelach zwierzgcych dla

B-IT1 B-111 spektryny.
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Zmiany neurodegeneracyjne w obrebie OUN myszy R1098Q.

Biatko kwasne gleju (GFAP) jest markerem patologicznych stanéw os$rodkowego uktadu
nerwowego, zapalenia nerwoéw oraz reaktywnej astrogliozy (Sofroniew, Vinters 2010).
Czterokrotna réznica poziomie biatka GFAP u myszy Spna2R1098Q wzgledem myszy dzikich
(ryc. 15, 16) dodatkowo wskazuje na stany zapalne w obrgbie mézgu myszy niosacych mutacje.
W ciezkich przypadkach patobiologia moze by¢ zwigzana z tworzgcymi si¢ cytotoksycznymi
agregatami spektryny i zaburzonym procesem heterodimeryzacji spektryn a i . Podczas gdy
w lagodniejszych przypadkach za patofizjologic moga odpowiada¢ zmiany w pobudliwosci
neuronalnej oraz mechanizmy inne niz agregacja, by¢ moze zwigkszona podatnos¢ na cigcie

(Syrbeiin. 2017).

AKktywnos$¢ kalpainy w mozdzkach, fibroblastach i surowicy myszy R1098Q.

W spektrynach wystepuje region CCC. Gléwnym celem ataku kalpainy jest a-II spektryna, ktora
rozszczepia pojedyncze wigzanie peptydowe w o-Il spektryng miedzy Tyr1176 i Glyl1177
w obrebie 11. Powtdrzenia spektrynowego, a wigc w poblizu miejsca mutacji R1098Q.
Molekularne modelowania odkrytych do tej pory mutacji wsrdd pacjentdw sugeruje, iz moze
dochodzi¢ do zmian sterycznych utatwiajacych lub utrudniajacych rozpad za posrednictwem
kalpainy lub kaspazy. W chorobach neurodegeneracyjnych oraz stanach neurotoksycznosci
i zapalnych, a takze podczas przebudowy neurondéw obserwuje sie wystepowanie produktow
rozpadu o-II spektryny na skutek aktywnosci kalpainy i kaspazy 3 (Syrbe i in. 2017; Morrow,
Stankewich 2021; Schoch i in. 2012). W zwiazku z tym produkty te sa czutym wskaznikiem
wspomnianych proceséw. Jak wykazaliSmy w innych badaniach, w przypadku mutacji R1098Q
dochodzi do zmniejszenia powinowactwa (obnizenia statej asocjacji oraz dysocjacji) do
kalmoduliny i zwigkszenia wrazliwo$ci na proteoliz¢ za posrednictwem kalpainy (Miazek i in.
2021). Dodatkowo w lizatach mézdzkowych pozyskanych z homozygotycznych zarodkow
R1098Q zaobserwowano wystepowanie zwigkszonej ilosci produktéw rozpadu a-11 spektryny
o masie ~ 150 kDa, ktore sg charakterystyczne dla trawienia przeprowadzanego przez kalpaing
(Miazek i in. 2021). Modelowanie molekularne spektryny z mutacjg R1098Q przewidziato
ekspozycje miejsca cigcia kalpainy. Zmiany te sg prawdopodobnie spowodowane przez utrate
mostka solnego, ktoéry modyfikuje miejsce wigzania kalmoduliny i1 odstania naturalne miejsce
ataku kalpainy, zwigkszajagc wewnetrzng podatnosé spektryny na cigcie. Na podstawie badan
z uzyciem bialek rekombinowanych stwierdziliSmy, iz zmutowany peptyd a-ll spektryny
R1098Q jest bardziej termolabilny oraz bardziej wrazliwy na dziatanie kalpainy niz peptyd a-II
spektryny WT, a ponadto dodatek kalmoduliny promowal w wigkszym stopniu cigcie peptydu
WT niz R1098Q (Skrzymowska i in. 2021).
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Do tej pory powstajace heterodimery lub agregaty zmutowanej a-II spektryny z B-II lub B-11I
spektryna powiazano z takimi zdarzeniami jak: zaktocenie polaryzacji i pobudliwo$ci neuronow,
niestabilno$¢ bialek btonowych, zmiany w wewnatrzkomorkowym transporcie pecherzykow
i biatek, zaburzenie organizacji cytoszkieletu oraz utrata lub pokazna redukcja liczby oraz
dhugosci dendrytéow (Saitsu i in. 2010). Bioragc pod uwage¢ zmiany opisane dla myszy
Spna2R1098Q, (Miazek i in. 2021), nalezy rozwazy¢, czy mozna mowi¢ o wspolnym,
czy odmiennym patomechanizmie. Przeprowadzona w niniejszej pracy ocena aktywnosci
kalpainy w lizatach mézdzkowych zarodkow, noworodkéw i1 dorostych myszy, pierwotnych
hodowlach mysich fibroblastow jak i surowicy (ryc. 17) nie wykazata réznic w aktywnoSci
kalpainy pomigdzy myszami dzikimi a Spna2R1098Q. StwierdziliSmy réwnomierny wzrost
aktywnosci kalpainy z wiekiem, co jest naturalnym procesem (Nixon 2003; Mahaman i in.
2019). Tym samym wykluczono tezg, iz za fenotyp myszy Spna2R 1098Q odpowiada zwigkszenie
aktywnosci kalpainy

Oznaczenie migracji fibroblastéw plodowych myszy R1098Q.

W przeprowadzonym badaniu pierwotnych hodowli fibroblastow ptodowych z myszy R1098Q
nie stwierdzono zmian migracji w te$cie zarastania rysy w stosunku do kontroli (ryc. 29).
W innym modelu, fibroblasty embrionalne pozyskane od myszy z nokautem a Il spektryny (Spna2
-I-) wykazywaty zaburzenie migracji i adhezji (Stankewich i in. 2011). Wsréd neuronow
pozbawionych lub ze zmutowana spektryng nie wykazano wplywu delecji lub mutacji na
zdolnosci migracji (Wang i in. 2018; Huang i in. 2017). We wcze$niejszych badaniach
wykazaliSmy, ze mutacja R1098Q prowadzi do blednej lokalizacji komoérek w warstwach
o$rodkowego uktadu nerwowego (Miazek i in. 2021), co jest zgodne z obserwacjami
dotyczacymi innych mutacji o-11 spektryny (Wang i in. 2018; Saitsu i in. 2010; Stankewich
i in. 2011; Huang i in. 2017) i mogloby $wiadczy¢, ze mutacja R1098Q moze nie by¢
wystarczajaca do zaburzenia migracji fibroblastow, lecz w przypadku komoérek nerwowych juz
tak. Dodatkowo nalezy wzig¢ pod uwage w rozwazaniach, iz mutacja R1098Q jest zmiang

punktows, podczas gdy wspominane modele posiadaty nokaut a-11 spektryny.

Okreslenie wplywu mutacji R1098Q a-II spektryny na cykl komérkowy.

Wisrod wielu funkcji, ktore petnig spektryny, znajduje si¢ modyfikowanie cyklu komérkowego.
Spektryny zaangazowane sa w kontrole cyklu komorkowego poprzez regulacje ekspresji
receptorow blonowych i odpowiednia lokalizacj¢ biatek jak SMAD3/4, bioracych udzial
w sygnalizacji TGF-f (Machnicka i in. 2012). Wykazano, iz obnizenie ekspresji a-11 spektryny

doprowadzito do podwyzszenia poziomu p21 i zatrzymania cyklu komoérkowego w fazie G
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(Machnicka i in. 2012). Z kolei w modelu myszy elf +/— bledna sygnalizacja TGF-/SMAD
i deregulacja cyklu komoérkowego w fazie G1/S zwigkszata ryzyko rozwoju nowotworu (Zhang
i in. 2013). Wyciszenie ekspresji a-II spektryny w ludzkiej linii komorkowej czerniaka (WM-
266-4) przy uzyciu siRNA doprowadzito do zwickszenia odsetka komodrek obecnych w fazie Gy
cyklu komorkowego i obnizenia ilosci komorek obecnych w fazie S i Go/M (Metral i in. 2009),
a roznice byly podobne do uzyskanych przeze mnie w pracy doktorskiej. W niniejszej pracy
postuluje, iz mutacja zmniejsza w sposéb istotny odsetek komorek osiggajacych faze Go/M oraz
promuje ich pozostawanie w fazie Go/G; (ryc. 30).. Poniewaz w literaturze zaobserwowano,
iz wyciszeniu ekspresji o-11 spektryny towarzyszy ubytek hiperuforsforylowanego biatka Rb
i podwyzszenie p21, poziom tych bialek mozna byloby w przysztosci rowniez poréwnac
w modelu myszy Spna2R1098Q, co pozwolitoby lepiej udokumentowaé i potwierdzié
dotychczasowe obserwacije.

Okreslenie wplywu mutacji R1098Q a-l11 spektryny na anomalie $ledziony, odpowiedz
komorkowa i humoralna, zmiany w morfologii krwi, a takze zdolno$¢ do fagocytozy

leukocytow.

Heterozygotyczne myszy Spna2R1098Q maja mniejsze $ledziony (ryc. 14) w poréwnaniu
z myszami dzikimi, co mogtoby wskazywa¢ na uposledzenie funkcji uktadu immunologicznego
Spektryny odgrywaja wazng role w procesach odpornosciowych (Meissner i in. 2017). Jako
element cytoszkieletu odpowiadajg za kontakt pomigdzy limfocytem T i komorka prezentujaca
antygen oraz powstawanie TCR. Do uformowanej synapsy immunologicznej po aktywacji TCR
zostaje skierowana o-II spektryna oraz CD45 i LFAIl, ktore zaangazowane s w tworzenie
i stabilizacj¢ synapsy immunologicznej. Spektryna kontroluje aktywno$¢ oraz powierzchniowg
ekspresje CD45, CD3 i LFA-1, adhezj¢ oraz przestrzenne dopasowanie podczas interakcji
komorka-komoérka. Zas CD45 reguluje proliferacje limfocytéw T, TCR, rozwdj tymocytow,
odpowiada za aktywacje limfocytow T, oddzialuje z takimi czgsteczkami jak CD2, CDl1a,
CD45AP i CSK2 (Cairoi in. 2010; Wolgast i in. 2011), a zaburzenia ze strony CD45 prowadza
do ciezkich ztozonych niedoboréw odpornosci (Pradhan, Morrow 2002; Machnickai in. 2012).
Z kolei poprzez VASP i szkielet aktynowy spektryna rekrutuje taling, ta zas zaangazowana jest
w grupowanie LFA-1 z ICAM-1/2 w trakcie kontaktu limfocytu T z komoérka prezentujgca
antygen, podczas drugiego sygnatlu aktywacji. U myszy elf -/- zaobserwowano nieprawidtowsa
budowe jelit i watroby. Wsréd pacjentow z mutacjami w a-1l spektrynie odnotowano
indywidualne przypadki nieprawidtowosci ze strony pecherza moczowego, nerki i tarczycy.
Przyczyng zaburzen rozwoju $ledziony w przypadku myszy Spna2R1098Q oraz w przypadku
pacjentow moze by¢ zaburzenie szlaku TGF-B/SMAD i wynikajace z niego zaburzenie cyklu

komoérkowego, ktore to moze hamowaé prawidlowy rozwoj narzadow. Poniewaz jednak czestosé
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wystepowania mniejszej $ledziony u myszy Spna2R1098Q jest dos¢ duza, moze to $wiadczyc,
iz mutacja R1098Q moze kry¢ zmiany kluczowe dla rozwoju tego narzadu i ksztaltowania si¢
uktadu immunologicznego. Myszy Spna2R1098Q maja tendencje do mniejszej komorkowosci
$ledziony (ryc. 31), ale ich uktad odpornosciowy zostaje prawidtowo pobudzony przez stymulacje
OVA réwnie dobrze jak myszy dzikich i réznica miedzy nimi utrzymuje si¢ na podobnym
poziomie przed jak i po iniekcji OVA (podobny wzrost komdrkowosci $ledzion). Wskazywatoby
to, iz mutacja R1098Q nie zaburza odpowiedzi uktadu immunologicznego myszy Spna2R1098Q.
Natomiast w obrazie morfologicznym krwi myszy Spna2R1098Q wykazano istotny spadek liczby
leukocytow i limfocytow (ryc. 25), co pokrywa z tendencjg obserwowang w S$ledzionach.
Dodatkowo przeprowadzona na potrzeby tej pracy ocena zdolnoSci leukocytow krwi
1 makrofagéow otrzewnowych do fagocytozy wykazata, iz mutacja Spna2R1098Q nie oddziatuje
na proces fagocytozy przeprowadzany przez leukocyty obwodowe krwi (ryc. 28),
co wskazywaloby na prawidtowe procesowanie i prezentowanie antygenu, a co za tym idzie
wlasciwa przebudowg zaangazowanego w te procesy cytoszkieletu i grupowania receptorow
w migejscach kontaktu z celem. Analiza rezultatow badan odpowiedzi swoistej humoralne;j (ryc.
32) i komorkowej (ryc. 33) rowniez nie wykazata réznic pomi¢dzy uktadem odpornosciowym
myszy Spna2R1098Q i dzikich. Zebrane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze uktad odpornosciowy
myszy Spna2R1098Q reaguje podobnie na symulacj¢ OVA jak myszy dzikich oraz Ze nie ma
réznic pomiedzy nimi w odpowiedzi humoralnej i komorkowej na zbadanym do tej pory
poziomie, pomimo zaobserwowanej i potwierdzonej réznicy w wadze $ledzion. W przypadku
odpowiedzi humoralnej istotny pod katem a-11 spektryny wydaje si¢ TGF-f, ktory to prowadzi
do rozpadu a-1I spektryny w procesie niezaleznym od kaspazy, jednoczes$nie petni kluczowa role
dziatajac jako inhibitor wzrostu i zapoczatkowujac Smieré¢ komorkowa limfocytow B, np. podczas
eliminacji niedojrzatych limfocytow B (Brown i in. 1999; Williams i in. 2003). Uzyskane wyniKki
wptywu mutacji R1098Q na cykl komorkowy sugerowalyby bledng sygnalizacje ze strony TGF-
B/SMAD, jednak nie zaobserwowano zmian w odpowiedzi humoralnej myszy Spna2R1098Q.
Aspekt ten wymaga dalszego zbadania, jak réwniez czy za zaburzenie cyklu komoérkowego
odpowiedzialna jest sygnalizacja TGF-B/SMAD. Wtasciwie przeprowadzana fagocytoza
wskazywataby na prawidlowe oddziatywania pomigedzy cytoszkieletem spektrynowym
i aktynowym, ankiryng, Cdc42, WASP, motywem ITAM, CD45 i CD148, rodzing biatek
Ena/VASP, GTPaza Rho, Rac, Arp2/3, (Mylvaganam, Freeman, Grinstein 2021;

Mylvaganam, Grinstein, Freeman 2018; Qualmann, Kessels 2002).

Okreslenie wplywu mutacji R1098Q a-11 spektryny na proces angiogenezy.

W ramach badan nad spektrynami odkryto, iz jest ona réwniez zaangazowana W procesy

angiogenezy. Wsrod wielu czynnikow i bialek oddziatujacych z a-II spektryng w tym procesie
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mozna wymieni¢ VEGF, integryny, EVL i VASP, PDE4D4 oraz TGF-B, dzigki ktoérym
a-1I spektryna bierze udzial w regulacji przepuszczalnosci komorek $rodblonka i mikronaczyn.
Stankewich i in. Postulowali w swym modelu wptyw Racl, RhoGTPazy i formin na rozwdj
proceséw angiogenezy i wad uktadu sercowo-naczyniowego. Przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej oznaczenie poziomu biatek proangiogennych w nadsaczu znad hodowli pierwotnych
fibroblastow ptodowych myszy Spna2R1098Q (ryc. 26, 27) wskazuje, iz mutacja moze
prowadzi¢ do zwigkszonej sekrecji amfireguliny, Cyr61, fraktaliny oraz obnizenia wydzielania
takich czynnikow jak: proliferyna, osteopontyna, serpina E1 i czynnik plytkowy 4. Amfiregulina
promuje produkcje VEGF oraz poprzez receptor naskorkowego czynnika wzrostu uruchamia
szlak YAP/TAZ, z kolei spektryna hamuje aktywno$¢ szlaku YAP/TAZ na bodZzce mechaniczne.
Na bazie uzyskanych wynikow mozna spekulowaé, ze zmiana konformacji spektryny R1098Q
moze przektada¢ si¢ na zaburzenie inhibicji szlaku YAP/TAZ, co w polaczeniu z promowaniem
ze strony amfireguliny, moze skutkowaé zaburzeniem kontroli tego szlaku. Natomiast VEGF
zwigksza aktywnos$¢ kalpainy, np. komorkach PMEC (Su i in. 2006). Spektryna R1098Q
wykazuje zwickszong wrazliwo$¢ na cigcie przez kalpaing, dodatkowe podwyzszenie aktywnos$ci
kalpainy moze skutkowac¢ jeszcze wigksza degradacja spektryny. Negatywny wplyw na zdolno$ci
naprawy ran i formowania naczyn $rodbtonka odnotowano w PMEC traktowanych VEGEF.
Czasteczka Cyr61 oddziatuje na proces angiogenezy poprzez integryny (aVB3, allbp3, avp5),
zwigkszenie ekspresji VEGF oraz PAI-1 (Chen, Mo, Lau 2001; Chen, Du 2007), za$ sama
ekspresja Cyr61 jest kontrolowana przez szlaki YAP/TAZ (Boopathy, Hong 2019) i RhoA
GTPazy (Chen, Du 2007). Zwigkszong sekrecje do medium hodowlanego i ekspresje¢ fraktalkiny
zaobserwowano takze w fibroblastach pochodzacych z serca z niedoborem B-IV spektryny
(Nassal i in. 2023). W przypadku fraktaliny rowniez podejrzewa si¢ udziat w aktywacji ekspresji
VEGF-A i szlaku PISK/AKT/eNOS lub Raf-1/MEK/ERK, na skutek aktywacji ze strony szlaku
Rho. Dla OPN i spektryny upatruje si¢ wspdlny udziat w angiogenezie poprzez szlak aVB3/P13-
K/AKT/eNOS/NO (Wang i in. 2011) i VEGF (Chakrabort, Jain, Kundu 2008). Podobnie
w przypadku czynnika ptytkowego 4 zaangazowanie w proces angiogenezy odbywa si¢ przez
integryny i VEGF. Obnizenie ekspresji PAI-1 odnotowano w mysich komorkach $rodbtonka
z niedoborem EVL -/- (Zink i in. 2021), podobnie jak w fibroblastach myszy Spna2R1098Q.
Powyzsze dane sugeruja, iz spektryna moze by¢ zaangazowana w proces angiogenezy poprzez
takie szlaki jak YAP/TAZ, GTPazy RhoA lub PI3K/AKT/eNOS z udziatlem glownie integryn
oraz VEGF. Model myszy Spna2R1098Q moze zatem dostarczy¢ ciekawych informacji odno$nie

zaangazowania o-11 spektryny w proces angiogenezy.

137



. WhnioskKi.

Fenotyp myszy Spna2R1098Q dobrze odwzorowuje spektrum kliniczne zaburzen
motorycznych, pamigciowych i rozwojowych wystepujacych u pacjentow z dominujgcymi
mutacjami genu a-l1 spektryny (SPTANL).

Zidentyfikowana anomalia wielko$ci §ledziony oraz ubytek liczby leukocytéw i limfocytow
we krwi obwodowj myszy Spna2R1098Q nie wplywa znaczaco na funkcje ukladu
odporno$ci wrodzonej (mierzonej skutecznoscig fagocytozy bakterii) i nabytej (mierzong

swoistg odpowiedzig humoralng i komoérkowa wobec immunizacji owoalbuming).

Wykazane zmiany w poziomie wydzielania niektorych czynnikow proangiogennych przez
pierwotne fibroblasty plodowe myszy Spna2R1098Q oraz czgSciowy blok cyklu
komorkowegow w fazie Go/Gs i obnizenia odsetka komorek w fazie Go/M stanowia wazne
przestanki dla interpretacji obserwowanych w rozwoju zarodkowym homozygot myszy
Spna2R1098Q krwotokow srodczaszkoych.
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