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1. Wykaz skrotéw

A - alanina

aa. (ang.aminoacids) - aminokwasy

ABD (ang.actin binding domain) — domena wigzaca aktyne

AE (ang. anion exchanger) — wymiennik jonowy

AgNO3 — azotan srebra

AIS (ang.axon inicial segment) — poczatkowy fragment aksonu

AMPAR (ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) — receptor kwasu
glutaminowego aktywowany przez jego sztuczny analog AMPA

APS (ang. ammonium persulfate) — nadsiarczan amonu

Arp 2/3 - (ang. Actin related protein) — kompleks biatkowy, uczestniczacy w regulacji cytoszkieletu
aktynowego

Arp1l - (ang. Actin related protein) — mini filament, sktadnik dynaktyny, czesci kinezyn,

biatek kroczacych poruszajacych sie po cytoszkielecie

Asn —asparagina

ATP (ang. adenosine triphosphate) - adenozynotrifosforan

ATPaza (ang. ATPase — adenosine triphosphatase) — adenozynotrifosfataza

BSA (ang. bovine serum albumin) — surowicza albumina wotowa

C — cysteina — oznaczenie jednoliterowe

C. elegans - Caenorhaabditis elegans — gatunek niepasozytniczego nicienia, zyjgcego w btocie
C57BL/6Spna2mutR1098Q — mysi model z mutacjg R1098Q w genie Spna2

C57BL6J — (C57 black 6 Jackson labratory) szczep myszy laboratoryjnych

Ca2+ - kation wapnia

CaCl2 - chlorek wapnia

CaM (ang. calmodulin - calcium-modulated protein) — kalmodulina

CaMK - (ang. Calmodulin dependent protein kinase) — kinaza biatek zalezna od kalmoduliny
CaMK2 - (ang. Calmodulin dependent protein kinase IlI) — druga kinaza biatek zalezna od
kalmoduliny

CAPN1 — (ang. Calcium Activated Protein) — biatko aktywowane jonami wapnia — podjednostka 1
CAPN2 - (ang. Calcium Activated Protein) — biatko aktywowane jonami wapnia — podjednostka 2
CAPN4 - (ang. Calcium Activated Protein) — biatko aktywowane jonami wapnia — podjednostka 4
CARD - (ang. caspase activation and recruitment domain) — domena aktywujgca i rekrutujgca
kaspazy

CCC (ang. Ca2+-dependent binding site for calmodulin and cleavage sites for caspases and calpain
domain) — domena z miejscem wigzania kalmoduliny zaleznym od wapnia i z miejscami wigzania
dla kaspaz i kalpainy

CD (ang. circular dichroism)

CD (ang. cluster of differentiation)

CD151 - platelet-endothelial tetraspan antigen 3

CD4 - T-cell surface glycoprotein CD4

CD8 - T-cell surface glycoprotein CD8

CD80 - T- activation antigen CD80

CD86 - T lymphocyte -lymphocyte activation antigen CD86

Cdk5- (ang. cyclin-dependent kinase 5) — kinaza cyklinozalezna 5

c-Fos — czynnik transkrypcyjny

CH (ang. calponin homology domain) 1,2— domena homologiczna do kalponiny 1,2

CHAPS — (ang.3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate)

- 3-[(3-cholamidopropylo)dimetyloammonio]-1-propanosulfonian)
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CHL1 - (ang. ATP-dependent DNA helicase CHL1) — helikaza DNA zalezna od ATP-CHL1
c-Jun — czynnik transkrypcyjny

C-koniec — karboksylowy koniec peptydu

CMS5 — chip do SPR pokryty dekstranem z resztami karboksymetylowymi

CRMP-2 (ang. Collapsin response mediator protein 2) — biatko posredniczgce w odpowiedzi
na kolapsyne

c-Src (ang. proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src) — proto-onkogenowa kinaza biatek
tyrozynowych Src

CTD (ang. carboxy-terminal domain) - domena C-koricowa

D - asparaginian

DABCO (ang. (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane) - 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

DAPI (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) - 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

DBD (ang. DNA binding domain) — domena wigzgca DNA

DLS (ang. dynamic light scattering) — dynamiczne rozpraszanie Swiatfa

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas deoksyrybonukleinowy

DTT (ang. dithiothreitol) - ditiotreitol

E. coli (tac. Escherichia coli) — pateczka okreznicy

EAAT4 (ang. excitatory amino acid transporter 4) — transporter glutaminianu

EDC (ang. N-Ethyl-N'-dimethylaminopropylcarbodiimide) N-etylo-N’-dimetyloaminopropylo
karbodiimid

EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EEG —(ang. electroencephalography) - elektroencefalografia

EF-hand — motyw dtoni EF (od helis E i F parwalbuminy)

EGF (ang. epidermal growth factor) — epidermalny czynnik wzrostu

EGTA (ang. ethylene glycol-bis(B-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid) — kwas etylenoglikol-
0-0‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N‘-tetraoctowy

EIEE (ang. epileptic encephalopathy, early infantile) — wczesna dziecieca epileptyczna encefalopatia
EIEE5 (ang. epileptic encephalopathy, early infantile, 5) — wczesna dziecieca epileptyczna
encefalopatia typu 5

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymosorpcyjny

ELV (ang. elovanoid) - elowanoid

emp24 — (ang. transmembrane emp24 domain-containing protein) biatko transbtonowe
zawierajgce domene emp24

Ena/VASP (ang. Ena/vasodilator-stimulated phosphoprotein-like)

ENaC (ang. amiloride-sensitive sodium channel) — nabtonkowy kanat sodowy zalezny od amilorydu
ER (ang. endoplasmic reticulum) — siateczka $rédplazmatyczna

EtOH — etanol

EVL (ang. Enah/Vasp-Like) — biatko podobne do Enah/Vasp

EX/EM (ang. excitation/emission) — ekscytacja/emisja

FAK125 (ang. focal adhesion kinase 125) — kinaza ogniskowo-adhezyjna 125

FANCG (ang. Fanconi anemia group G protein) — biatko G grupy anemii Fanconiego

FERM (ang. F - 4.1 protein, E - ezrin, R - radixin and M — moesin)—czesto wystepujgca domena biatek
FITC (ang. fluorescein isothiocyanate) - izotiocyjanian fluoresceiny

FVB/N (ang. Friend leukemia virus B) - wirus Frienda wywotujgcy biataczke typu B, NIH,
szczep myszy laboratoryjnych wykorzystywany do tworzenia myszy transgenicznych

G - glicyna

GABA (ang. gamma-aminobutyric acid) — kwas gamma-aminomastowy

GDP (ang. guanosine diphosphate) — guanozyno difosforan

GluR2 (ang. glutamate receptor 2) — podjednostka 2 receptora kwasu glutaminowego
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GSH (ang. gamma-glutamylcysteinylglycine - glutathione) — zredukowany glutation
GSNO (ang. S-nitrosoglutathione) — S-nitrozoglutation

GST (ang. glutathione S-transferase) — transferaza glutationowa

GTPaza (ang. GTPase — guanosine triphosphatase) — guanozynotrifosfataza

H202 - nadtlenek wodoru

HBS-NHS — bufor zawierajgcy HEPES, NHS

hCAST (ang. humanCAST) — ludzki gen CAST kodujgcy kalpastatyne

HEPA (ang. high efficiency particulate air filter) — wysokowydajny filtr czgstek statych
Hepes (ang. 4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid) - kwas 4- (2-hydroksyetylo)
-1-piperazynoetanosulfonowy)

His-tag — znacznik biatkowy zawierajgcy ciagg histydyn

HPLC (ang. high-performance liquid chromatography)- wysokosprawna chromatografia cieczowa
HRP (ang. horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

Httt (ang. huntingtin) - huntingtyna

IITD — Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej

IL-2 (ang. interleukin-2) — interleukina-2

IPTG (ang. isopropy! B-D-1-thiogalactopyranoside) — izopropylo-B-D-tiogalaktopiranozyd
JAK2 (ang. Janus kinase 2) — kinaza tyrozynowa JAK2

K - lizyna

ka — stata asocjacji

KCl — chlorek potasu

KCNN (ang. potassium calcium-activated channel subfamily N) — podrodzina N kanatéw potasowych
aktywowanych wapniem

KD — stata rGwnowagi dysocjacji

kd — stata dysocjacji

kDa (ang. kilodalton) -kilodalton

KH2PO4 (ang. potassium dihydrogen phosphate) — diwodorofosforan potasu

KQT — kanat potasowy bramkowany napieciem

L - leucyna

LB (ang. lysogeny broth) — pozywka hodowlana Lurii

Lck (ang. lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) — kinaza tyrozynowa specyficzna
dla limfocytow

LD (ang. loading dye) — bufor do nanoszenia prébek na zel agarozowy

LMW-PTP (ang. low molecular weight — protein tyrosine phosphatase)- fosfataza tyrozynowa
o niskiej masie molekularnej

Lys - lizyna

MAD (ang. membrane association domain) — domena wigzgca btone

MAP2 — (ang. Microtubule-associated protein 2) — biatko wigzgce microtubule 2 typu
mCAST (ang.mouseCAST) — mysi gen CAST kodujacy kalpastatyne

MCS (ang. multiple cloning site) — sekwencja polilinkera

MgCI2 — chlorek magnezu

MPS (ang. membrane-associated periodic skeleton) — cykliczny szkielet przybtonowy
MQ - woda MilliQ

mRNA (ang. messenger RNA) — przekaznikowy RNA

MSD (ang. membrane-spanning domain) — domena obejmujgca btone

Myc-tag — znacznik biatkowy otrzymany z genu c-myc o sekwencji: [EQKLISEEDL]

MYLK (ang. Myosin light chain kinase) — kinaza lekkiego taricucha miozyny

Na+ - kation sodowy

Na2CO03 — weglan sodu
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Na2HPO4 - wodorofosforan sodu

Na2S203 - tiosiarczan sodu

NaAc (ang. sodium acetate) — octan sodowy

NaCl - chlorek sodu

NaOH — wodorotlenek sodu

Nav (ang. voltage-gated sodium channels) 1.2, 1.5 — kanaty sodowe bramkowane napieciem 1.2, 1.5
NBD (ang. nucleotide binding domain) — domena wigzgca nukleotydy

NCAM (ang. neural cel adhesion molecule) — czgsteczka adhezji komdrek nerwowych

NCBI (ang. National Center for Biotechnology Information) — Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej

NCK1 (ang. Non-Catalytic Region Of Tyrosine Kinase) — biatko cytoplazmatyczna NCK1

NFkB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) — czynnik jadrowy
wzmacniacz transkrypcji lekkiego taricucha kappa aktywowanych B

NgCAM (neuron-glia cell adhesion molecule) — czgsteczka adhezji komérek nerwowych i gleju
NHS (ang. N-Hydroxysuccinimide) — N- hydroksysukcynoimid

N-koniec — aminowy koniec peptydu

NMDA (ang. N-methyl-D-aspartate receptor)- receptor N-metylo-D-asparaginowy

nNOS (ang. neuronal nitric oxide synthase) — neuronalna syntaza tlenku azotu

NODAL (ang. node — wezet) — homolog weztowy

NrCAM (ang. neuronal cell adhesion molecule) — czgsteczka adhezji komdrek nerwowych
p25- (ang. P25 protein) — biatko p25

p35- (ang. P35 protein) — biatko p35

PBS (ang. phosphate buffered saline) — buforowany roztwér soli fizjologicznej

PCR (ang. polymerase chain reaction) — reakcja faricuchowa polimerazy

PDB (ang. protein data bank) — bank danych biatek

PDE1 (ang. phosphodiesterase 1) — fosfodiesteraza 1

PH (ang. pleckstrin homology domain) — domena homologiczna do fragmentu plekstryny
PIPES (ang. piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid)) — kwas piperazyno-
N,N'-bis(2-etanosulfonowy)

PKC (ang. protein kinase c) — kinaza biatkowa C

PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) — fluorek fenylometylosulfonylu

PrP (ang. prion proteine) — biatko prionu

PY - fosfotyrozyna

Q - glutamina

R1098Q, - myszy o mutacji R1098Q w genie SPTAN1 lub fragment all-spektryny (9-10 powtérzenie)
ze zmiang R1098Q

R1098Q+hCAST — myszy o mutacji R1098Q w genie SPTAN1 i nadekspresji ludzkiej kalpastatyny
Rac (ang. Rac protein) — biatko Rac

Ras (ang. Ras protein) — biatko Ras

RhoA (ang. transforming protein RhoA) — biatko przeksztatcajgce RhoA -GTPaza

RNA (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

RNAza — rybonukleaza

rpm (ang. rounds per minute) — obrotéw na minute

RU (ang. resonance units) — jednostki rezonansu dla SPR

S - seryna

SAB (ang. spectrin actin binding) — domena wigzaca spektryne i aktyne

SBDP (ang. spectrin breakdown products) — produkty degradacki spektryny

SCA (ang. spinocerebellar ataxia) — ataksja rdzeniowo-mézdzkowa

SDS (ang. sodiumdodecylsulfate) — sél sodowa kwasu dodecylosiarkowego

14



Wykaz skrotow_

SDS-PAGE (ang. SDS poliacrylamide gel electrophoresis) — elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujgcych

SH (ang. SRC Homology Domain) — domena homologiczna do SRC

SH3 (ang. SRC Homology 3 Domain) — domena homologiczna do SRC 3

SH-SY5Y — linia nerwiaka

SMAD (ang. Caenorhabditis elegans SMA ("small" worm phenotype) and Drosophila MAD
("Mothers Against Decapentaplegic") — nazwa pochodzaca od rodziny gendw kodujgcych biatka
bedacymi przekaznikami sygatu dla receptoréw TGF-

SNAP (ang. Synaptosomal-associated protein) — biatko zwigzane z synaptosomem

SNTF — specyficzny proteolityczny fragment all-spektryny otrzymywany w reakcji z kalpaing
SPARCA1 (ang. spectrin associated autosomal recessive ataxia type-1) - autosomalna recesywna
ataksja mézdzkowa zwigzana ze spektrynami typu 1

SPF (ang. specific patogen free) — strefa wolna od specyficznych patogendéw

SPNAL1 (ang. spectrin alpha, erythrocytic 1 gene) — gen kodujacy alfa spektryne erytrocytarng
SPR (ang. surface plasmon resonance) — rezonans plazmondéw powierzchniowych

SPTAN1 (ang. spectrin alpha non-erythrocytic 1 gene) — gen kodujacy alfa spektryne
nieerytrocytarna

SPTB (ang. spectrin beta erythrocytic gene) — gen kodujacy beta spektryne erytrocytarng
SPTBN (ang. spectrin beta non-erythrocytic gene) 1,2,4,5— geny kodujgcy beta spektryny
nierytrocytarne

SUMO (ang. small ubiquitin-related modifier) — maty modyfikator zwigzany z ubikwityng

TAE (ang. tris/aceticacid/EDTA) — oznaczenie buforu zawierajgcego Tris, kwas octowy i EDTA
TBI (ang. traumatic brain injury) — urazowe uszkodzenie mézgu

TCR (ang. T-cell receptor) — receptor limfocytu T

Tec (ang. Tyrosine-protein kinase Tec) — kinaza tyrozynowa Tec

TEMED (ang. N, N, N’, N’-tetramethylethylenediamine)- N, N, N’, N’ tetrametyloetylenodiamina
Tes- testyna

TGF-B (ang. transforming growth factor beta) — transformujgcy czynnik wzrostu beta

TIMP (ang. Tissue inhibitor of metalloproteinase) — tkankowy inhibitor metaloproteinazy

TMB (ang. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) - 3,3',5,5'-Tetrametylobenzydyna

TRAF (ang. TNF receptor-associated factor) — czynnik zwigzany z receptorem TNF

Tris (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane) — tris(hydroksymetylo)aminometan

Trp - tryptofan

TRPC4 (ang. short transient receptor potential channel 4) — krétki przejsciowy receptorowy kanat
potencjatowy 4

Tyr - tyrozyna

UBC9 (ang. Ubiquitin carrier protein 9) — biatko przenoszgce ubikwityne 9

UV (ang. ultra violet) ultrafiolet

VGSC (ang. voltage gated sodium channels) — kanaty sodowe bramkowane napieciem

W - tryptofan

WB (ang. Western blot) — technika western blot

WT (ang. wild type) — typ dziki

Y —tyrozyna

1,2-DAB (ang. 1,2-diacetylbenzene) — 1,2-diacetylobenzen
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2. Streszczenie

Spektryny, jako biatka cyklicznego szkieletu przybtonowego, petnig szereg
funkcji. Przede wszystkim ze wzgledu na swoje charakterystyczne wilasciwosci elastyczne
wynikajace z budowy powtorzenia spektrynowego petnig role amortyzatoréw chronigc btone
komorkowa przed naprezeniami mechanicznymi. Sg szczeg6lnie wazne w kontek$cie
wydhuzonych aksondéw, bedac niezbedne dla rozwoju i stabilnosci komoérek nerwowych.
Dodatkowo poprzez liczne oddzialywania z innymi biatkami uczestniczg m. in. w organizacji
kanatéw btonowych, procesach adhezji, regulacji dynamiki aktyny i1 w przekaznictwie
nerwowym. Mutacje w obregbie spektryn powodujg liczne objawy chorobowe: mioklonie,
mikrocefali¢, atrofie moézdzkowa, hipomielinacj¢[l], neuropati¢ ruchowa, paraplegi¢
spastyczng i ataksje mozdzkowa[2][3]. Objawy te sg rozpoznawane u pacjentow i w modelach
mysich w zroéznicowanym spektrum i1 ze zmiennym nasileniem. Spektryny sa rowniez
substratem dla kalpain i kaspaz podczas przebudowy cytoszkieletu i apoptozy. Domeny SH3
i CCC znajdujace si¢ w obrebie powtorzen 9-10 all-spektryny sg waznym miejscem, w ktorym
krzyzuja si¢ szlaki regulacji oparte na stezeniu jondéw wapniowych 1 kalmodulinie
oraz na sygnalizacji opartej na fosforylacji stanowigc rozdroze pomiedzy proteoliza oparta
na kalpainach, a kaspazach. Liczne produkty proteolizy spektryn byly identyfikowane
po urazach neurologicznych oraz w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Parkinsona, czy Alzheimera. W niniejszej pracy bazujac na modelu mysim R1098Q z mutacja
punktowa w all-spektrynie i myszach transgenicznych hCAST z nadekspresja ludzkiej
kalpastatyny (naturalnego inhibitora kalpain) oraz wykorzystujgc biatka rekombinowane
obejmujgce dwa powtorzenia spektrynowe 9-10, na podstawie szeregu analiz instrumentalnych
zaobserwowano obnizong stabilnos¢ struktury 10 powtdrzenia spektrynowego all-spektryny
oraz obnizone jego powinowactwo wobec kalmoduliny. Wykorzystujac metody
immunochemiczne wykazano podwyzszong podatno$¢ all-spektryny niosacej mutacje R1098Q
na swoistg proteoliz¢ przez kalpaing, co uwidocznion0 rowniez w barwieniu pierwotnych
hodowli komoérek z mézgu myszy R1098Q na obecnos¢ specyficznego produktu proteolizy
all-spektryny przez kalpaing (SNTF). Ze wzgledu na zwigkszony poziom proteolizy
all-spektryny u myszy R1098Q postanowiono wykorzysta¢ myszy hCAST do stworzenia
nowej linii myszy przydatnej do oceny efektu obnizenia aktywnosci kalpainy na fenotyp tych
zwierzat. W testach motorycznych udokumentowano poprawe sity migsniowe] myszy
R1098Q+hCAST oraz lepsza kontrol¢ stawiania krokow bez wyraznej poprawy innych

wynikow testow niezbornosci ruchowe;.
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Summary

Spectrins, as membrane-associated periodic skeleton proteins, perform a number
of functions. First of all, due to their characteristic elastic properties resulting from structure
of spectrin repeat, they act as shock absorbers, protecting the cell membrane against mechanical
stresses. They are particularly important in elongated axons, being necessary
for the development and stability of nerve cells. Additionally, through numerous interactions
with other proteins, they participate in the organization of membrane channels,
adhesion processes, regulation of actin dynamics and neurotransmission. Mutations of spectrin
proteins cause numerous disease symptoms, such as: myoclony, microcephaly, cerebellar
atrophy, hypomyelination[1], motor neuropathy, spastic paraplegia and cerebellar ataxia[2][3].
These symptoms are recognized in patients as well as in mouse models in a diverse spectrum
and variable severity. Spectrins are also a substrate for calpains and caspases during cytoskeletal
remodelling and apoptosis. The SH3 and CCC domains located within 9-10 repeats
of an all-spectrin pose an important crossing point between the regulatory pathways based
on the calmodulin and concentration of calcium ions and those of phosphorylation based
signaling. It constitutes a methabolic link between calpain-based proteolysis and caspases.
Numerous products of spectrin proteolysis have been identified after neurological injuries
and in neurodegenerative diseases such as Parkinson's and Alzheimer's disease. In this study,
a survey based on the R1098Q mouse model with a point mutation in all-spectrin gene
and on transgenic hCAST mice with overexpression of human calpastatin (a natural calpain
inhibitor) was conducted. Also recombinant proteins containing two 9-10 spectrin repeats were
used. A reduced stability of the 10th repeat structure and its reduced affinity for calmodulin
was observed based on a series of instrumental analyzes of -1l spectrin. By using
immunochemical methods it was demonstrated, that all-spectrin carrying the R1098Q mutation
increased its susceptibility to specific proteolysis by calpain. This fact has been also visualised
by immunostaining the primary cell cultures from the brain of R1098Q mice for the presence
of a specific proteolysis product of all-spectrin by calpain (SNTF). Due to the increased level
of all-spectrin proteolysis in R1098Q mice, it was decided to use hCAST mice to create a new
mouse line, useful for assessing the effect of reduced calpain activity on the phenotype of these
animals. Motor tests revealed an improvement of muscle strength in R1098Q+hCAST mice and

better step control without a significant improvement in other tests of motor ataxia severity
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3.  Wstep

3.1. Spektryny jako biatka cytoszkieletu komérkowego
(ewolucja i konserwacja ewolucyjna spektryn, budowa powtérzenia
spektrynowego, znaczenie struktury spektryn dla petnionej funkcji)

3.1.1 Spektryny erytrocytarne versus spektryny nieerytrocytarne zbieznosci i téznice
w budowie
Spektryny to nadrodzina biatek, ktora wyewoluowata od wspdlnego przodka,

podobnego do a-aktyniny na drodze elongacji, duplikacji i rearanzacji, ktorych efektem byto
,fozdzielenie” na dwa tancuchy dwoch skrajnych N i C koncowych regionow biatka[4].
Spektryny to wysoce konserwowane ewolucyjnie biatka. Geny je kodujace mozna znalez¢
na wielu galteziach filogenetycznych. Przyktadowo, ulegaja ekspresji u Homo sapiens
ale tez u Drosophila melanogaster [5][6]. Charakterystyczne jest wystepowanie wielu izoform
roéznigcych si¢ liczbg powtérzen spektrynowych, jak tez wystepujacymi w tych biatkach
specyficznymi domenami. Dla erytrocytow rozpoznano jeden typ heterodimeru zlozony
z tancuchow ol (gen SPNA1L) i Bl (gen SPTB) spektryny. Heterodimery alfa i beta tworza
tetramery, co pozwala na dalsze wydluzanie filamentow i tworzenie sieci[7]. Komorki
posiadajace jadra prezentujg zas wachlarz potaczen a- i B-spektryn w zaleznosci od typu tkanki
I wybranych przedziatdow komoérkowych zawierajacych all (SPTAN1) i Bl (SPTBNL1),
II(SPTBN2), IV(SPTBN4), V(SPTBN5) spektryny[8]. Przyktadowy schemat takiego
tetrameru przedstawiono na rycinie 1. [9]

Domena
wigiaca

a spektryna CaM

B spektryna

21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 190

A1]12|3]|4|5|6|7 8|9 |10]11]12|13]14|15 |16 | . LR BEC RSB 4 319011121314151617131920

Domena
wigzaca a Spektryna
CaM

B spektryna

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie tetrameru ztozonego z o i 8 spektryn.
(Modyfikowane na podstawie: Brown, Jeffrey W et al. “The Physiological Molecular Shape of Spectrin: A Compact Supercoil Resembling a Chinese
Finger Trap.” PLoS computational biology vol. 11,6 e1004302. 11 Jun. 2015, doi:10.1371/journal.pcbi.1004302)

Analizy filogenetyczne wskazuja, ze spektryny nieerytrocytarne i erytrocytarne
u czlowieka roznig si¢ migdzy soba bardziej, niz spektryny nieerytrocytarne cztowieka
i spektryny Drosophila melanogaster[8]. Krggowce posiadajg zestaw genow kodujacych
spektryny. Do powstania genéw spektryn erytrocytarnych doszto dopiero podczas ewolucji

kregowcow, chociaz spektryny erytrocytarne udato si¢ rozpozna¢ i opisa¢ wczesniej
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niz nieerytrocytarne[10]. Zarowno erytrocytarne, jak nieerytrocytarne a-spektryny,
maja 20 powtdrzen spektrynowych i zawieraja motyw dloni EF oraz domen¢ SH3.
Alfa-spektryny nieerytrocytarne majg zas dodatkowa domen¢ CCC znajdujaca si¢ za domeng
SH3 w obrebie powtorzenia spektrynowego[11][12]. Beta-spektryny nieerytrocytarne,
w poréwnaniu do erytrocytarnych, posiadajag dodatkowa domene homologiczng do plekstryny
(PH) potozong na C koncu. Odpowiada ona za wigzanie fosfoinozytydow [13]. Bll-spektryna
posiada dodatkowe, skrajnie potozone wzgledem calej sekwencji regiony o niskiej ztozonosci.
Blll-spektryna ma dodatkowg sekwencje wyst¢pujaca za ostatnim powtdrzeniem
spektrynowym, ale przed domeng PH. W BIV-spektrynie dodatkowe sekwencje, zawierajace
regiony o niskiej specyficzno$ci, okalaja cigg powtdrzen spektrynowych od strony N i C konca.
Co ciekawe, wickszos¢ [-spektryn ma 16-17 powtorzen spektrynowych, natomiast

BV-spektryna blisko dwa razy tyle powtorzen, u cztowieka jest to 30 powtorzen[14][15].

3.1.2 Powtoérzenie spektrynowe, struktura, funkcja
Powtorzenie spektrynowe jest strukturg specyficzng dla tej grupy biatek. Pojedyncze

powtorzenie sktada si¢ z tworzacych podtuzng strukture trzech a-helis, splecionych wzgledem
siebie przeciwlegle, tworzac lewoskretny superskret oraz z peptydéw tworzacych petle taczace
te a-helisy. Petle sg miejscem najwigkszego zréznicowania sekwencji w obrgbie spektryn,
wptywajac na dlugo$¢ i1 konformacj¢ czasteczek. Wewnatrz powtdrzenia spektrynowego
zazwyczaj znajduje si¢ stata ilo$¢ hydrofobowych reszt aminokwaséw aromatycznych[16].

Na rycinie 2 przedstawiono model trzech powtorzen spektrynowych a-spektryny, stworzony

na podstawie struktury krystalograficznej.

Rycina 2. Powtdrzenia spektrynowe z réznych perspektyw - 15,16,17 all spektryny z mdzgu kurczaka.
(Wygenerowano przy pomocy: https.//www.rcsb.org/3d-view ; Kod PDB :1U4Q)
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Skrajnie potozone powtdrzenia spektrynowe, to jest a20-21 i B1-2, tworza dimery
a i B[17]. Gtéwna funkcja strukturalng spektryn jest wspoitworzenie cyklicznego cytoszkieletu
przybtonowego, chronigcego komorki przed stresem mechanicznym. Bedac elementami
strukturalnymi, jednoczesnie uczestnicza w interakcjach miedzy biatkami, uczestniczac
w synchronizacji: dynamiki aktyny, transportu wewngtrzkomorkowego (poprzez
oddzialywania z biatkami motorycznymi), aksonalnego transportu pecherzykow, kierowaniu
niektorych biatek w szlakach wydzielania i endocytozy, lokalizacji kanatow bramkowanych
napig¢ciem, potencjatow czynnosciowych. Maja wptyw na wzrost i remodelowanie neurytow
oraz cykl komodrkowy. Stabilizuja réwniez retikulum plazmatyczne i aparat Golgiego.
Sa miejscem wigzania biatek sygnatowych i regulatorowych, koordynujac potaczenia
sygnatlowe zwigzane z blong. Same ulegaja réwniez modyfikacjom posttranslacyjnym
[81[16][18].

Jak juz wyzej wspomniano, Spektryny sg czesciag cyklicznego szkieletu przybtonowego,
(MPS) bedacego regularnie powtarzajacag si¢ strukturg biatkowa, znajdujaca si¢ po wewnetrznej
stronie btony komorkowej, zawierajacg pierscienie aktynowe i koordynujace je tetrametry
spektrynowe, tworzgce sie¢ zakotwiczonag w  blonie[19]. Zostat on poznany
i scharakteryzowany po raz pierwszy w czerwonych krwinkach[20]. W otoczeniu blony
komorkowej erytrocytow spektryny tworza pseudoheksagonalng sie¢ w odstepach co ok. 70
nm. W komorkach dendrytycznych podobny uktad wystepuje w perikarionie, natomiast
zmienia si¢ w wypustkach, w szczegolnosci w aksonach, tworzac pierScienie aktynowe
rozdzielone co ok. 190 nm przez tetrametry spektrynowe. Prosty schemat prezentujacy budowe

MPS w aksonach neuronalnych przedstawiono na rycinie 3[21].

@8> aktyna @» ankiryna

__@® adducyna s tetramer a /B
Rycina 3. Schemat budowy MPS.

(Modyfikowano na podstawie: Leite, Sérgio Carvalho, and Mdnica Mendes Sousa. “The neuronal and actin commitment:
Why do neurons need rings?.” Cytoskeleton (Hoboken, N.J.) vol. 73,9 (2016): 424-34. doi:10.1002/cm.21273)
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Btona komorkowa sama w sobie nie jest odporna na sity $cinajgce dziatajace stycznie,
réwnolegle do jej powierzchni. Przykladem moga by¢ sity spowodowane przeptywem krwi,
wywierane na komorki $rodbtonka naczyn krwiono$nych [22]. Spektryny w MPS, poprzez
swoja nieliniowg elastyczno$¢ (odksztalcenie struktury nie jest zalezne w sposob
proporcjonalny od przytozonej sity zewnetrznej), odpowiadaja za kompensowanie sit
mechanicznych dziatajacych na komorke. Okres zastgpowania spektryny w szkielecie
przyblonowym to okoto pdt godziny, co jest wartoscia wskazujaca na duza dynamike
ukierunkowanej przebudowy struktury MPS. Jednocze$nie spektryna jest tez zdolna
do przenoszenia obcigzen bez potrzeby przebudowy biatkowej struktury MPS. Spektryny
dziataja wiec jako molekularne amortyzatory. Dzieje si¢ tak ze wzglgdu na zdolnosé
pojedynczego powtorzenia spektrynowego do odwracalnego rozwijania si¢ poprzez przejécia
konformacyjne pod wplywem rozciggania. Spektryny maja zatem wilasciwosci podobne
do potelastycznych polimerow. Powstaly modele opisujace te whasciwosci spektryn — model
tancucha podobnego do robaka i model chinskiej putapki na palce. Drugi z nich zilustrowano
na rycinie 4[23][24]. Elastyczno$¢ entropowa przewiduje usztywnienie struktury
wraz ze wzrostem energii termicznej oddziatujacej na t¢ struktur¢. Okazuje si¢ jednak,
ze wraz ze wzrostem sily rozciagajacej struktura a 1 B spektryny migknie rozplatajac si¢
i eksponujac reszty cysteiny[25]. Zgodnie z tym, aksonalny modut Younga zmniejsza si¢ wraz
ze wzrostem odksztalcenia powodowanego stresem, w przeciwienstwie do wigkszosci innych
typow sieci biopolimerowych, w ktorych ten parametr wzrasta[23][26]. Zdolno$¢ ta jest
analogiczna do zdolnosci innych poznanych biatek strukturalnych, takich jak tytyna (ang. titin)
biatka mig$niowego[27].

W skali komorkowej miedzy wewnetrzng warstwa lipidowa i szkieletem spektrynowym
moze by¢ generowane napigcie pozwalajgce na powstawanie krzywizn. Sprzyja to ochronie
erytrocytow poddawanych duzemu stresowi w krwioobiegu. W neuronach szczegdlnie
naprgzenia rozciggajace wymagaja kompensacji. Prawdopodobnie dlatego w aksonach
tetrametry spektryny sg rozmieszczone co ok 190 nm, blisko pelnego rozwinigcia. Sg one
utrzymywane w napieciu, pelnigc funkcje stabilizujace[23]. Diugie aksony sa poddawane
deformacjom podczas ruchow ciata. Ulegajg fizjologicznym i patologicznym odksztatceniom,
zwlaszcza w obregbie pracujgcych stawow[28]. Mozg takze ulega znacznym odksztatceniom,
nawet do 5% podczas gwattownych ruchéw catego ciata, a w szczegolnosci przy uderzeniach
gtowa[29]. Rola stabilizujaca spektryny dla neuronéw zostata wykazana w eksperymencie,
gdzie brak p2-spektryny w mutancie C. elegans skutkowal zrywaniem aksonow,
nawet przy fizjologicznych ruchach robaka[30].
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Rycina 4. Model chinskiej putapki na palce.

(Modyfikowane na podstawie: Leterrier, Christophe, and Pramod A Pullarkat. “Mechanical role of the submembrane spectrin
scaffold in red blood cells and neurons.” Journal of cell science vol. 135,16 (2022): jcs259356. doi:10.1242/jcs.259356 ;
putapka na palce: https://allegro.pl/oferta/chinska-pulapka-na-palce-zabawka-prezent-13149110725 (17.03.2023-19:25))

Wystepowanie odmiennych od siebie izoform spektryny w réznych typach komorek
oraz  zaggszczenie tych izoform w  konkretnych  strukturach  komoérkowych,
$wiadczy o ich specjalizacji i zrdéznicowaniu funkcjonalnym[31]. W aksonach wystepuja
tetramery spektryn oll/BIV  znajdujace si¢ w poczatkowym segmencie aksonu,
podczas gdy spektryny oll/BIII sg lokalizowane gltéwnie w dendrytach, a spektryny oll/BII
w pozostatej czesci aksonu[32][33]. Rozktad umiejscowienia poszczegdlnych typow spektryn
zilustrowano na rycinie 5[18].

Spektryny sa niezbedne do prawidtowego rozwoju i pracy dojrzatych neuronéow.
Jest to uzaleznione od ich bezposrednich i1 posrednich oddziatywan w obrebie MPS z szeregiem
biatek, petnigcych role czasteczek adhezyjnych, receptorow 1 kanatow jonowych.
Do czasteczek tych nalezag m. in. CHLI, neurofascyna, NgCAM, NrCAM i neuroglian.
Spektryna oll jest niezbedna dla wiasciwego rozwoju mozgu. Wystepuje w duzej ilosci

w okolicach okalajagcych wezty Raneviera, a jej szczegdlne zagegszczenie w tych obszarach
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pojawia si¢ na wczesnych etapach rozwoju tej struktury. Biatko to ma wplyw na wiasciwy

rozw0j tych struktur oraz na stabilno$¢ powstajacych skupisk kanatow sodowych VGSC.
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Rycina 5. Schemat dystrybucji typow spektryn w neuronie.

(Modyfikowano na podstawie: Morrow, Jon S, and Michael C Stankewich. “The Spread of Spectrin
in Ataxia and Neurodegenerative Disease.” Journal of experimental neurology vol. 2,3 (2021): 131-
139)

Domena SH3, wystepujaca w tych bialkach, jest zwiazana z sygnatami skutkujacymi aktywacja
Rac oraz procesami adhezji i rozprzestrzenianiem si¢ komorek. Oddziatuje z ELV
uczestniczacymi w polimeryzacji aktyny i biatkami ognisk adhezji, jak Tes[31][34]. Tetramery
spektrynowe all/BIl oddziatuja poprzez synapsyne 1 z pecherzykami synaptycznymi,
co jest SciSle powigzane z przewodnictwem nerwowym. Przypuszcza si¢, ze nastepstwem
mutacji w all-spektrynie w zespole Westa sg defekty neuroprzekaznictwa — btedy w regulacji
procesu transmisji GABA[31]. Zmniejszenie iloéci all-spektryny powoduje rozleglta
degeneracj¢ aksondw w moézgu, nawet jesli nie s3 poddawane duzym naprezeniom
mechanicznym[35]. Brak all-spektryny skutkuje $miercig na etapie embrionalnym, ze wzgledu
na niedorozwoj systemu nerwowego i serca. Natomiast ograniczony do obwodowego uktadu
nerwowego manifestuje si¢ przez rozstrojong pobudliwos$¢ neuronow i defekty w obrebie
aksonow[18]. Obnizenie ekspresji all-spektryny skutkowato formowaniem komorek
nerwowych o nieregularnym ksztatcie i cienkimi neurytami w linii nerwiaka SH-SY5Y[34].
Spektryna nieerytrocytarna o jest tez odpowiedzialna za laczenie sygnatowania ER 1 blony
komorkowej[36]. Beta-spektryny oddzialuja z czasteczkami NCAM zaangazowanymi

w mechaniczng stabilizacj¢ polaczen neuronalnych. Oddzialywania te s3 niezbedne
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do tworzenia odpowiedniej liczby synaps i1 utrzymania wlasciwego poziomu endocytozy
receptorow  AMPAR przy podstawowej aktywnosci. Wlaczenie do kompleksu tych
oddziatywan biatka PKC B2, powoduje stymulacje wzrostu neurytow. BII-spektryna oddziatuje
rowniez z czynnikiem CHL1 silnie ekspresjonowanym w neuronach i obecnym w astrocytach,
komorkach Schwanna i1 oligodendrozytach, ktorego endocytoza réwniez powoduje wzrost
neurytow [31]. Delecja genu Bll-spektryny réwniez jest Smiertelna na etapie embrionalnym.
Laczy si¢ z utratg naturalnych komorek macierzystych w strefie podkomorowej[18].
Dysfunkcje spektryn BII i BIII wptywaja na destabilizacje bialek blonowych i uposledzenie
transportu aksonalnego. Zaburzenia te, rzutujace na prawidtowa koncentracje ankiryny
i kanaldow sodowych bramkowanych napigciem (VGSC) w AIS, moglyby skutkowaé
podwyzszeniem progu potencjatu czynnosciowego. Harmonijne dziatanie kanatow sodowych
bramkowanych napigciem zapewnia prawidlowa komunikacj¢ neuronalng, zaburzona
w procesach padaczkowych. Skupienie kanatow bramkowanych napigciem w AIS i weztach
Raneviera jest potrzebne do inicjacji i propagacji potencjatu czynnosciowego w neuronach
z ostonka mielinowg. W komorkach Purkinjego dochodzi do silnej ekspresji BIII-spektryny,
ktéra jest odpowiedzialna za stabilizacj¢ 1 lokalizacje w blonie transportera glutaminianu
EAAT4 oraz podjednostki GIluR2 receptora glutaminowego. Elementy te sa niezbgdne
dla wlasciwej sygnalizacji opartej na glutaminianie. Utrzymujace si¢ nieprawidtowosci w tym
zakresie mogg prowadzi¢ do $mierci komorek Purkinjego. Innym cennym aspektem funkcji
BIII-spektryny jest jej obecnos¢ w aparacie Golgiego. Oddzialuje ona z podjednostka Arpl
dynaktyny zaangazowanej w transport pecherzykowy[31]. Delecja BIII-spektryny przejawia sig
w zaburzeniach ustrukturyzowania aparatu Golgiego i retikulum endoplazmatycznego. W jej
wyniku dochodzi do btgdow w lokalizacji niektorych biatek zwigzanych z przewodnictwem
nerwowym[18]. BIV-spektryna utrzymuje stabilno$¢ bton pobudliwych w moézgu i sercu
oraz uczestniczy w regulowaniu lokalizacji kanatow sodowych bramkowanych napigciem.
Nieprawidtowosci w tej funkcji desynchronizujg potencjaty czynnosciowe i1 spowalniajg
propagacj¢. Spektryna BIV moze réwniez ulega¢ fosforylacji przez kinaze biatkowa 11 zalezng
od wapnia i kalmoduliny - CaMK2, co moze wptywac¢ na regulacj¢ kanatow sodowych
Nav1.5[31]. Zaburzenia dotyczace BIV-spektryny maja gieboki wptyw na organizacje aksonu,
szczegbdlnie w poczatkowym fragmencie i weztach Ranviera, co uposledza przewodnictwo
nerwowe. Objawia si¢ to zaburzeniami pracy migéni i gluchota. Podobnie, w przypadku
dysfunkcji PBV-spektryny, dochodzi do utraty zmystow wzroku i shluchu wynikajacych

z uposledzenia transportu pecherzykowego [37].
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3.1.3 Inne domeny funkcjonalne spektryn
Domena ABD

Domena ABD wystepuje w B-spektrynach na N-koncu. Zawieraja si¢ w niej dwie
domeny homologiczne do kalponiny (CH) — biatka wystepujacego w miesniu gtadkim[38].
Domena ta ma dobrze konserwowany sferyczny ksztalt o duzym stopniu warstwowego
upakowania. Sktada si¢ z siedmiu a-helis, trzech krotszych (B,D,F) i czterech dtuzszych
(A,C,E,G)[39]. Funkcja tych domen w spektrynie jest tworzenie oddzialywan z wtoknami
f-aktyny[40]. Szczegoblnie istotna dla tych oddziatywan jest dtugos$¢ tacznika miedzy dwoma
domenami CH zapewniajaca odpowiednig gietkos¢ uktadu. Aktyna kotwiczy w trzech
miejscach ABD. Dwa z nich odpowiadaja pierwszej a-helisie obu domen CH, a trzecie dwoém
przedostatnim helisom CH1 [38][41][42]. Domena ta jest niezb¢dna przy konstruowaniu sieci

periodycznego cytoszkieletu.

Motyw EF

Motywy dioni EF pojawiajg si¢ na C-koncach a-spektryn. Region ten jest odpowiedzialny
za wigzanie kationdw wapniowych poprzez struktur¢ helisa-petla-helisa. Zwiazanie jonow
wapniowych powoduje zmiane konformacji na otwartg, udostepniajac hydrofobowe reszty
aminokwasowe do wigzania innych biatek[38][43]. Motywy dtoni EF innego rodzaju wystepuja
rowniez w dystrofinie i a-aktyninie, sg jednak pozbawione mozliwosci wigzania jondw
wapniowych, petnigc gtoéwnie funkcje strukturalne[44]. W all-spektrynie Kluczowe reszty
motywu EF pozwalaja na wigzanie pojedynczego jonu wapniowego do jednej domeny EF,
co umozliwia zwigzanie kolejnego do drugiej. Motyw EF, gdy spektryny tworza dimer o/f3,

kontroluje aktywno$¢ domeny ABD w wigzaniu wtdkien aktyny[43].

Domena PH

Domeny plekstrynowe maja ok 100 aminokwaséw. Wystepuja one powszechnie
od drozdzy do krggowcow. Wiele biatek majacych domene PH, zawiera rowniez domeny typu
SH 1lub posiada regiony zdolne do oddzialywania z domenami SH innych biatek[13].
Wsérdéd ssaczych biatek zawierajacych te domen¢ mozna znalezé: biatka zwigzane
z cytoszkieletem, kinazy serynowo/treoninowe, kinazy tyrozynowe, regulatory matych
bialek G, GTPazy, adaptory, czy enzymy zwigzane z btong komorkowa[45]. Domeny PH
nie sg mocno konserwowane w rozumieniu sekwencji aminokwasowej, natomiast posiadajg

charakterystyczny = schemat  nastgpstwa  poszczegélnych — typow  aminokwasow.
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Domeny PH maja znaczenie w kontekscie zaleznego od wewnatrzkomoérkowych kaskad
sygnalowych lokalizowania biatek w dwuwarstwie lipidowej[13]. Ich struktura
to uformowane przez N-koniec biatka siedem antyrownolegtych B-nici. Na C-koncu wystepuje
konserwowana reszta Trp, a otaczajace ja ujemnie natadowane i hydrofobowe aminokwasy
formujg a-helise. Cztery pierwsze B-nici tworza niewielka B-kartke, a trzy pozostale druga
odchylong w dot pod katem 60°. Alfa-helisa zamyka szersza czg$¢ tej struktury, chowajac
W jej wnetrzu wspomniang reszte tyrozyny i trzy inne hydrofobowe reszty aminokwasowe,
ktore oddzialuja z  hydrofobowymi resztami  B-kartki, stabilizujgc  strukture.
Wystepuja tez bardziej elastyczne regiony petli. W B-spektrynach w tym obszarze pojawia si¢
krotki ustrukturyzowany fragment helikalny [45][46].

Domena SH3

Domena SH3 zbudowana jest z pigciu B-splotow potozonych przeciw rownolegle
oraz niedhugiego fragmentu heliakalnego. Struktura ta tworzy dwa, niemal réwnolegle
B-arkusze. Po jednej stronie domeny znajduje si¢ miejsce kotwiczenia ligandoéw, a po drugiej
reszta biatka spektrynowego[31]. W all-spektrynie domena SH3 jest usytuowana wewnatrz
dziewiagtego powtdrzenia spektrynowego przed ostatnig z trzech a-helis[12]. Charakteryzuje si¢
powinowactwem do fragmentow bogatych w proling. Stanowi miejsce interakcji z biatkami
sygnalowymi, migdzy innymi z kinazg tyrozynowa c-Src, fosfatazg fosfotyrozyny,
czy kanatami ENaC[31]. Bierze udziat w takich procesach jak inicjowanie sieci aktynowej,

ruch komorek, adhezja, czy reperacja DNA [8]. Ma ok 60 aminokwasow[12].

Domena CCC

Domena CCC (ang. calmodulin, calpain, caspase) wystepuje tylko u kregowcoOw
i charakteryzuje si¢ bardzo wysoka konserwatywnos$cig[47]. Ma dlugos¢ 36 aminokwasow.
Znajduje si¢ w obrebie dziesigtego powtorzenia spektrynowego. Jest obecna tylko w spektrynie
all. Spektryny al erytrocytarne jej nie zawieraja. Region ten nie przyjmuje sztywnej struktury.
Ma charakter pe¢tli i zaleznie od wapnia wigze kalmoduling - biatko regulatorowe[12].
Dodatkowo, sekwencja zawiera miejsca wrazliwe na proteoliz¢ kalpainami
m i p oraz kaspazami 2,3,7[48]. Na podatno$¢ na cigcie ma wpltyw fosforylacja reszt
tyrozynowych 1 oddziatywanie z kalmoduling, 0 czym napisano szerzej w Kkolejnych
podrozdziatach[47].
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3.1.4 Biatka oddziatujace ze spektrynami i znaczenie fizjologiczne tych oddziatywan
Kalmodulina

Kalmodulina to niewielkie biatko wewnatrzkomoérkowe 0 wysokiej i powszechnej
ekspresji. Stanowi wazny element regulatorowy szlakow opartych na zmianach stezen jonow
wapniowych, gdyz jej aktywacja (zmiana konformacji) jest od nich zalezna[49].
Kalmodulina bierze udziat w wielu mechanizmach zwigzanych z szerokim spektrum procesow:
metabolizmem [50], ruchem wewnatrzkomérkowym, dynamika cytoszkieletu [51], skurczem
mie$ni[52], pamigcig [53], jak rowniez stanem zapalnym, odpowiedzig immunologiczng
[54][55] i apoptoza [56]. Kalmodulina kontroluje liczne kinazy, w tym zalezne od kalmoduliny
kinazy (CaMK)[57], kinazy MYLK fosforylujace lekki tancuch miozyny [58],
ale tez Kalcyneuryne - fosfataze wplywajaca m. in. na apoptoze¢ w neuronach zwigzang
z epilepsja [59]. Biatko to bierze udziat w regulowaniu cyklu centrosomu [60], reguluje
bramkowane napigciem kanaty wapniowe [61], wplywa dodatnio na aktywnos¢ kanatow
potasowych KCNNI62].

Kalmodulina jest zdolna do oddziatywania z wieloma innymi biatkami m. in. oddziatuje
specyficznie z domeng CCC, potozong w obrebie 10 powtdrzenia spektrynowego
all-spektryny. W interakcjach uczestnicza cztery jony wapniowe, po dwa na kazda z petli
wigzacych kalmoduliny (petle N i C). Oddziatywanie obu biatek opiera si¢ prawie catkowicie
na resztach hydrofobowych i doprowadza do ustrukturyzowania petli CCC, nieuporzadkowane;j
w roztworze we fragment helikalny, ktorego potozenie jest stabilizowane w kieszeni CaM
przez dwie reszty spektrynowe (Lys 1193 i Asn 1206), zaangazowane w wigzania jonowe
z sekwencjg CaM. Kompleks jest zwarty i ma globularny ksztatt[63]. Wigzanie kalmoduliny
ma wptyw na zdolnos¢ spektryny do wigzania bton komérkowych[64]. Domena CCC zawiera
tez miejsca proteolizy dla kalpainy i kaspaz, a mozliwos¢ trawienia jest regulowana
przez oddziatywania z kalmoduling, ktoéra promuje trawienie kalpaing, a hamuje trawienie
kaspazami 2,3,7[48]. Wiecej informacji na temat proteolizy zawarto w kolejnych

podrozdziatach.

Ankiryna

Ankiryna jest biatkiem uczestniczacym w tworzeniu kompleksu spektrynowo-
ankirynowego, niezbednego do utrzymania organizacji i funkcji bialek btonowych,
w tym pomp jonowych[65]. U ssakow wystepuja trzy typy ankiryn nazwane R, B, G. Ankiryny

posiadajg trzy zasadnicze domeny: domen¢ wigzaca btone na N koncu, domene¢ wigzaca
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spektryny oraz domen¢ §mierci zaangazowang w szlaki apoptozy. Na drodze alternatywnego
splicingu powstaja tez formy tych biatek pozbawione poszczego6lnych typéw domen oraz formy
ankiryny B i G, zawierajace insercje migdzy domeng wigzaca spektryny a domena $mierci
az do 2500 aa. Te formy ankiryny ulegaja ekspresji gtownie w aksonach. Domeny wigzace
btone sktadajg si¢ z 4 subdomen, kazda po 6 powtorzen ankirynowych. Szczego6lna struktura
subdomen pozwala na tworzenie wielobialkowych komplekséw. Sasiednie powtdrzenia
ankirynowe sa zorganizowane w przeciwrownolegle potozone helisy alfa potaczone petlami
usytuowanymi po jednej stronie. Petle te sg odpowiedzialne za swoisto$¢ oddziatywan biatko-
biatko. Kazda z subdomen ma zatem zréznicowane wlasciwosci wigzania. Partnerami wigzan
sa m. in. kanatly i pompy jonowe, wymienniki anionowe (izoformy AE1 AE2 i AE3),
bramkowany napieciem kanal Na*, ATP-aze Na‘'/K* i wymiennik Na*/Ca?* oraz kanaly
uwalniajagce Ca®'. Ankiryny oddziatujg tez z biatkami cytozolowymi, takimi jak tubulina
czy klatryna oraz czasteczkami adhezji komorkowej i czynnikami transkrypcyjnymi[66].
Interakcje ankiryny z kanatami jonowymi maja znaczenie dla generowania potencjatow
czynnosciowych w neuronach. Domena wigzaca spektryny oddziatuje z domeng wigzaca

ankiryne, potozong w obrebie 14 i 15 powtorzenia spektrynowego w B-spektrynach [67].

Aktyna

Aktyna jest szeroko znana jako element cytoszkieletu komoérkowego.
Biatko to, wspomniane juz przy omawianiu MPS, jest wigzane z tetramerami spektrynowymi
przez miejsce obecne w tancuchu B-spektryn[34]. Jej oddzialywania ze spektrynami maja
znaczenie w utrzymywaniu ksztaltu komorek, organizowaniu biatek blonowych, stabilizowaniu
szkieletu mikrotubulowego i elastycznosci kolcow dendrytycznych przy transporcie
organelli[68]. Wystepuje w dwoch wzajemnie przemiennych formach aktyny G i F, z ktorych
pierwsza to monomer, a druga jest w stanie tworzy¢ filamenty zaleznie od ATP. Formowanie
wiokien aktyny i polimeryzacja jest kontrolowana przez grupe biatek, w tym kompleks Arp 2/3
i formine [69].

Bialko 4.1

Innym biatkiem zaangazowanym w interakcje¢ ze spektrynami jest biatko 4.1, promujace
oddziatywania spektryn z aktyng [70]. U krggowcow ulega ekspresji w wigkszosci tkanek.
Odpowiada za wiasciwe polozenie biatek blonowych, w tym receptoréw biatek G i kanatow
jonowych. Biatko to posiada dwie gtowne domeny: domen¢ FERM oddziatujacg z btong
fosfolipidowa i domeng¢ C-koncowa (CTD), charakterystyczng dla tych biatek. Wyzsze
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zwierzeta posiadaja rowniez domene wigzacg spektryne i aktyne (SAB) [71][72].
Domena ta taczy si¢ z B-spektryna w regionie jej N-koncowych domen CHI1 i CH 2.
Bialko 4.1 ma zdolno$¢ gromadzenia wielu bialek transblonowych w miejscach taczacych

aktyne i spektryng [72].

Adducyna

Adducyna jest powszechnie ekspresjonowanym biatkiem, ktore przyjmuje postaé
tetrameréw ztozonych z heterodimerow o/ badz o/y. Kazda podjednostka adducyny sktada sig¢
z co najmniej trzech domen, zwanych domeng glowy, szyi i ogona. Dwie ostatnie
sa zaangazowane w nakrywanie koncow filamentéw aktynowych i laczenie tych miejsc
ze spektrynami. Podobnie jak all-spektryna, biatko to posiada miejsca wigzania
dla kalmoduliny. Zaré6wno aktywno$¢ kalmoduliny jak i fosforylacja przez kinaz¢ C dziata
hamujaco na udziat adducyny w wigzaniu aktyny i spektryny [73]. Szczegdlnie duze ilosci
tego biatka ulegaja ekspresji W uktadzie nerwowym, zwlaszcza w kolcach dendrytycznych
1 stozkach wzrostu aksonow. Wystepowanie heterodimerow o/f jest specyficzne dla mozgu
i tkanek hematopoetycznych[74].

Oprocz omowionych powyzej czasteczek, ze spektrynami oddziatuje wiele wigce;j
biatek o réznorakich funkcjach. Sumarycznie, wszystkie typy spektryn oddziatujg w sposob
bezposredni z co najmniej 273 czasteczkami, a o II-spektryna z 183[75]. Wybrane grupy

interakcji dotyczacych a II-spektryny przedstawiono w ponizszej tabeli 1.
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Tabela 1. Wybrane grupy biatek oddziatujgce z a Il spektryng. [75] [76]

neurofascyna Talina kalpaina

synapsyna Wimentyna kaspaza 3, 7

biatka SMAD Winkulina kinaza biatkowa aktywowana mitogenem 3,6,8
biatko 14-3-3 fancuch alfa fibrynbogenu kinaza biatkowa C

biatko Wnt10B fahcuchy kolagenu kinaza tyrozynowa 2

cyklina-T1 czasteczki adhezyjne komoérek nerwowych kinaza tyrozynowa JAK2

czynnik jadrowy K B homolog synaptobrewiny YKT6 kinaza tyrozynowa Tec

czynnik krzepniecia IIT | aktywator NFKB zwiazany z rodzing TRAF niereceptorowa fosfataza tyrozynowa

czynniki  rybozylacji | biatko cytoplazmatyczne NCK1 specyficzna dla lizyny demetylaza 4B

homolog Cdc42

biatko podobne do Ena/VASP

GTPazy Hras, Kras, Nras

insulina

biatko Racl zwigzane z Ras

antygen CD151

alfa-centraktyna

biatko wigzace receptor czynnika wzrostu

receptor kwasu foliowego

desmina embrionalny czynnik wzrostu/réznicowania 1 receptor §wiatta ER zatrzymujacy biatko 1
dynaktyna FANCG biatko G grupy anemii Fanconiego integryny

dyneina inhibitor metalopeptydazy TIMP nefryna

ezryna NODAL homolog weztowy biatko zawierajagce domeng transbtonowg emp24
filamina A ogoblny czynnik transportu pecherzykowego p115 | elementy kompleksu receptora Golgiego SNAP

karioferyna

transformujgce biatko RhoA

biatka oligomerycznego kompleksu Golgiego

lamina B1 dehydrataza GDP-mannozy 4,6 czynnik wymiany nukleotydéw G aparatu Golgiego
miozyna E3 ligazy ubikwitynowo-biatkowe SMURF kanat sodowy

paksylina enzym UBC9 koniugujacy SUMO kanat sodowy bramkowany napigciem
plakoglobina biatka nakrywajace f-aktyne ATP-aza transportujgca s6d/potas

plektyna biatka rodziny RP/EB zwigzane z mikrotubulami | kanat potasowy bramkowany napieciem KQT
syntaksyna biatko wchodzace w sktad potaczen $cistych ZO2 | kanat wapniowy bramkowany napigciem typu L

3.1.5 Degradacja proteolityczna spektryn

(znaczenie w zdrowiu i chorobie, mechanizmy regulacji)

Kalpainy

Kalpainy to ulegajace powszechnej ekspresji proteazy cysteinowe. Sg aktywowane

przez wzrost stezenia jonéw wapniowych. Sposrod kilkunastu form dwie sg bardzo dobrze

poznane: kalpaina 1 (p-mikromolarna) oraz kalpaina 2 (m-milimolarna). Roéznig sig

one wymaganym do aktywacji stezeniem jondéw wapniowych[77][78]. Oba te enzymy

sa hetorodimerami sktadajacymi si¢ z dwdch podjednostek - duzej katalitycznej, zawierajace;j

miejsce aktywne (~80 kDa) i matej regulatorowej (~28 kDa). Kazda z podjednostek zawiera
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pi¢¢ motywow dioni EF. Kodujg je kolejno geny dla podjednostek katalitycznych CAPN1
I CAPN2, oraz dla regulatorowej CAPN4[79].

Degradacja spektryn przez kalpainy

Kalpaina jest zdolna do proteolizy all- i B-spektryn. Trawieniec wplywa na powstawanie
fragmentéw niezdolnych do sieciowania, zaburzajac wigzanie aktyny, powstawanie tetramerow
I kotwiczenie spektryn do btony komorkowej[80]. Postuluje si¢, ze trawienie spektryn
przez kalpainy jest zwigzane raczej z fizjologicznymi procesami komorkowymi,
W przeciwienstwie do silnie zaangazowanych w procesy apoptotyczne kaspaz[81].

B-spektryny sg trawione w nastepujacych miejscach: Bl-spektryna - W2061/A2062[82],
Bll-spektryna - Q1440/S1441, S1447/Q1448, L1482/A1483 i A2066/ A2067[83][84].
Raportowano rowniez proteolize BIV-spektryny [85]. W warunkach in vitro all-spektryna jest
cieta szybciej niz Bll-spektryna[83]. Miejsce proteolizy jest ulokowane pomigdzy domeng SH3,
a miejscem wigzania kalmoduliny w domenie CCC w szczegdlnie wrazliwym na trawienie
przez peptydazy obszarze[48]. Cigcie nastgpuje pomigdzy resztami Y1176, a G1177.
Zlokalizowano tez drugie miejsce proteolizy G1230-S1231. Trawienie skutkuje pojawieniem
si¢ produktow proteolizy (SBDP-ang. spectrin breakdown products). Dla proteolizy
all-spektryny obserwuje si¢ SBDP o dlugosci 145 1 150 kDa, natomiast w przypadku
Bll-spektryny powstaja fragmenty o dtugosciach 220 i 215 kDa. W obecnosci kalmoduliny
najwiecej produktow wspomianej proteolizy ma dtugos$¢ ok. 160 i 120 kDa. Powstajg rowniez
produkty o dtugosci ok. 60 kDa[83]. Schematyczne przedstawienie degradacji all-spektryny

przez kalpaing przedstawiono na ponizszej ilustracji - rycina 6[83].
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Rycina 6. Schematyczne przedstawienie degradacji all-spektryny przez kalpaine.
(Zrédto: Glantz, Susan B et al. “Sequential degradation of alphall and betall spectrin by calpain in glutamate or maitotoxin-
stimulated cells.” Biochemistry vol. 46,2 (2007): 502-13. doi:10.1021/bi061504y)
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Regulacja kalpainowej proteolizy spektryn przez kalmoduline

Okreslono, ze kalpainy dziataja bardziej na zasadzie powinowactwa do okre$lonych
struktur przestrzennych niz jako takiej sekwencji liniowej aminokwasow[86]. Do regulacji
proteolizy zarowno all-spektryny, jak i B-spektryn, wykorzystywana jest kalmodulina[47][87].
Oddzialywanie z nig promuje proteolize tych biatek. Jak wyzej wspomniano, w domenie CCC
all-spektryny blisko siebie sa potozone miejsca wigzania kalmoduliny oraz specyficzne miejsce
dla kalpainy. Kalmodulina dziata jako allosteryczny regulator, poprzez podniesienie podatnosci
struktury all-spektryny na proteolize. Zaobserwowano takze, ze wzrost temperatury wpltywa
dodatnio w liniowy sposdb na poziom proteolizy all-spektryny przez kalpaing zar6wno
w obecno$ci, jak i bez kalmoduliny, co ma zwigzek z rozluznieniem struktury[88].
BII-spektryna w odizolowanej formie ulega proteolizie w tych samych miejscach, co w formie
tetrameru. Sformutowano koncepcje, wedlug ktorej w dimerze sama all-spektryna moze
blokowa¢ do pewnego stopnia proteolize B-spektryny, stwarzajac zawade steryczna[83].
Samo trawienie all-spektryny nie prowadzi do rozpadu tetrameru[88]. Natomiast warto
odnotowac rowniez obserwacjg, ze kalmodulina jest obecna w kompleksie z all- i BII-spektryna
w momencie proteolizy all-spektryny, a oddysocjowuje od kompleksu dopiero po cieciu beta
spektryny[89] w miejscu oddalonym o ok. 10 nm od miejsca wigzania kalmoduliny.

Dopiero cigcie obu struktur doprowadza do rozpadu tetrameru[88].

Regulacja kalpainowej proteolizy spektryn przez fosforylacje.

Na trawienie all-spektryn przez kalpaing ma wptyw rowniez fosforylacja reszty
Tyrll76, znajdujacej si¢ w miejscu proteolizy. Modyfikacja ta zmniejsza podatnosé
na proteolize. Kinazy c-Src i Lck sa zdolne do oddziatywania z all-spektryng poprzez domeng
SH3. Dodatkowo all-spektryna wigze tyrozynowa fosfataze o niskiej masie molekularnej
(LMW-PTP), ktora defosforyluje wskazang wczesniej reszte tyrozyny I zwigksza podatnosé
na trawienie[90]. Zaleznos¢ ta sprawia, ze all-spektryna jest kluczowym punktem taczacym
regulacje opartg na sygnatlowaniu wapniowo-kalmodulinowym a szlakami opartymi
na kinazach i fosfatazach tyrozynowych. To swoiste skrzyzowanie szlakoéw metabolicznych
ma wplyw na wiele proceséw komorkowych np. endocytoze, czy aktywacj¢ receptora NMDA
(N-metylo-D-asparaginianu),  bedacego  kanalem  bramkowanym  glutaminianem,
a uczestniczagcym w plastyczno$ci synaps i szybkiej transmisji. Ufosforylowanie reszty
Tyr1176 wptywa m. in. na wigzanie all-spektryny z biatkiem 14-3-3 zaangazowanym

w plastyczno$¢ synaptyczng i migracje neuronow. Modyfikacja ta dziala jak przetacznik
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regulujacy wzrost neurytéw w szlaku pobudzanym przez NCAM (czasteczke adhezji komorek

nerwowych) [8][31].

Fizjologiczne role kalpainy

Nie tylko biatka cytoszkieletu sg substratami dla kalpainy. Do tego grona zaliczajg si¢
robwniez enzymy, receptory przezblonowe, czynniki transkrypcyjne. kLacznie jest
to ok. 5% biatek wewnatrzkomorkowych[91]. Kalpaina bierze udziat w takich procesach,
jak remodelowanie polaczen cytoszkieletu i blony komdrkowej przy ruchach komérki i fuzji
komorek, przekazywanie sygnalu poprzez modyfikacje proteolityczng biatek, degradacja
enzyméw kontrolujacych bieg cyklu komoérkowego, ale tez w regulacji ekspresji genow,
apoptozie i przebiegu dlugotrwatego wzmocnienia[92]. Kalpaina 1 jest w zwigzku z tym
taczona z takimi zadaniami jak neuroprotekcja, neuroplastyczno$é, uczenie si¢ i pamig¢[93].
Odpowiedni poziom kalpainy 1 jest wymagany do powstawania wtasciwej liczby polaczen
nerwowych, réwnolegltych do synaps komoérek Purkinjego i utrzymania prawidlowe;
wydajnosci tych potaczen, oraz dojrzewania warstwy ziarnistej. Niedobor za$ prowadzi
do ataksji mozdzkowej[79]. Ma ona rowniez istotne znaczenie dla wtasciwej agregacji ptytek
krwi [94]. Kalpaina jest tez wymagana do utrzymania odpowiedniej liczby i gestosci kolcow
dendrytycznych w neuronach piramidowych oraz do wtasciwego dlugotrwatego wzmocnienia.

Poziomy ekspresji kalpainy 1 1 2 sg zmienne w zalezno$ci od typu komorek 1 etapu
rozwojowego. W czasie rozwoju embrionalnego moézgu kalpaina 2 uczestniczy w gliogenezie,
za$§ kalpaina 1 hamuje roéznicowanie komorek glejowych 1 komorek centralnego uktadu
nerwowego. Na tym etapie w trakcie réznicowania poziom ekspresji kalpainy 2 wzrasta,
kalpainy 1 natomiast maleje. Wczesny okres postnatalny jest zdominowany przez aktywnos¢
kalpainy 1. Uogolniajac aktywno$¢ kalpainy 2 jest wyzsza niz kalpainy 1 i ro$nie
wraz z wiekiem, szczegdlnie w korze, prazkowiu i mézdzku[79].

W kontekscie integralno$ci cytoszkieletu, proteoliza kalpaing powoduje utrat¢ zdolnos$ci
all-spektryny do sieciowania filamentow aktynowych i do jej wigzania do btony komodrkowe;.
Wpltywa to na plastycznos¢ komorki[95]. W $wietle powyzszych informacji nie dziwi,
iz proteoliza tancucha all-spektryny przez kalpaing jest zwigzana z takimi procesami,
jak aktywacja receptora NMDA w odpowiedzi na kortykoliberyng [96], egzocytoza,
endocytoza, degranulacja neutrofili, remodelowanie synapsy, aktywacja ptytek krwi [90],
regulacja ksztattu komorki, ruchliwos$¢, roznicowanie komorkowe, czy cytokineza[63].

Proteoliza all-spektryny przez kalpaing ma miejsce tez w procesie aktywacji astrocytow[36].
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Jest ona réwniez zaangazowana w procesy zwigzane z adhezja komorki 1 powstawaniem
lamellipodii[8]. Oprocz spektryn kalpaina jest zdolna do sprawnego trawienia réwniez innych
biatek strukturalnych cytoszkieletu, wptywajac na zdolnos$¢ do sieciowania, w szczego6lnosci
tych powigzanych z btong. Do grona tego zalicza si¢ biatka 4.1a i 4.1b, ankiryn¢, adducyng,
taling, winkuline, filaming¢ 1 ezryn¢ oraz nalezace do filamentow posrednich desming
1 wimentyne. Proteoliza dotyczy tez bialek kotwiczacych w blonie - receptorow i kanatow.
Chociaz all-spektryna pozostaje gldownym substratem dla kalpainy[36], to podobnie kalpaina,
jest zdolna do proteolizy grupy kinaz i fosfataz. Przyktadami mogg by¢ kinaza CaM II,
kinaza receptora EGF, kinaza PKC oraz fosfataza FAK125. W eksperymentach in vitro
wykazano, ze kalpaina doprowadza niektore czasteczki do stanu, w ktérym zachowuja
wigkszo$¢ sekwencji i nie traca zdolno$ci katalitycznych, natomiast wykluczone zostaja
ich immanentne mechanizmy regulacji. Dzieje si¢ tak w przypadku fosfodiesterazy PDEI,
ktorej aktywnos¢ przed proteoliza jest dodatnio regulowana przez kalmoduling
oraz w przypadku kinazy PKC, ktéra w nastgpstwie cigcia jest Stale aktywna. Innymi
substratami sg niektore czynniki transkrypcyjne jak c-Jun, c-Fos i p53. Produkty degradacji
all-spektryny sa obserwowane w przebiegu apoptozy. Doktadne zrozumienie zagadnien
zwigzanych z apoptoza, W kontekscie integralnosci cytoszkieletu, jest ztozone, przez wzglad
na wystgpowanie w tym procesic rowniez proteolizy all-spektryny przez kaspazy
oraz zdolno$¢ kalpain 1 kaspaz do proteolizy kaspaz, i innych czynnikow regulujacych postep
apoptozy. W niektorych warunkach kalpainy dziataja jako czynnik sprzyjajacy apoptozie

w innych przeciwnie[92].
Patologiczna aktywnos$¢ kalpainy

Podwyzszong aktywnos¢ kalpainy raportowano, omawiajac  wiele schorzen
neurologicznych[90]. Powazne uszkodzenia w centralnym uktadzie nerwowym powstaja czesto
na skutek utrzymujgcego si¢ stanu zapalnego, doprowadzajacego poprzez neurodegeneracje
do $mierci neurondow. Ma to miejsce rowniez na skutek zaburzenia proteostazy i nadmiernej
aktywacji kalpainy - dochodzi wtedy do aktywacji szklaku sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;j
przez NFkB, co prowadzi do wzrostu poziomu interleukiny prozapalnej IL-2[79].
Uktad odporno$ciowy odpowiada na aktywacje kalpainy aktywacja 1 migracja limfocytow T
(CD4+ i CD8+). Ekspresja kalpainy moze tez regulowac czasteczki kostymulatorowe CD80
i CD86. Aktywnos¢ kalpainy prowadzi do odpowiedzi systemu w postaci aktywacji mikrogleju
1 immobilizacji astrocytow, ktéore sg obserwowane w chorobach neurodegeneracyjnych

m. in. w chorobie Parkinsona[97]. W schorzeniu tym w specyficznych obszarach mézgu
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dochodzi do aktywacji szlaku z udziatem kalpainy, cdk5 i p25, ktory skutkuje degradacja
I agregacja a-synukleiny[98]. Kalpaina wydzielana przez komorki gleju uczestniczy
tez w obserwowanych w stwardnieniu rozsianym procesach prowadzacych do degeneracji
otoczki mielinowej aksonow [99]. Oprocz tego jej patologiczna aktywnos$¢ jest odnotowywana
przy urazach, udarze niedokrwiennym mozgu, dystrofii migsniowej,
w tym dystrofii Duchenna, gdzie na skutek utraty funkcji dystrofiny roéwniez dochodzi
do gwaltownego wzrostu stezenia Ca** w mig$niach[100]. Przy udarze mozgu niedokrwienie
i hipoksja powoduja wzrost stezenia Ca?*, co skutkuje degradacja all-spektryny i MAP2.
W tkankach dochodzi wtedy do apoptozy lub nekrozy. Podobnie przy zawale serca,
gdzie odnotowano degradacj¢ zarowno all-spektryny jak i desminy[92]. W chorobie
Alzheimera wysoka aktywno$¢ kalpainy utrzymuje si¢ dlugo przed $miercig komorek
nerwowych. Jest manifestowana w postaci wysokich pozioméw SBPD w modzgach i ptynie
mozgowo-rdzeniowym pacjentow. W eksperymentach na myszach be¢dacych modelem
dla choroby Alzheimera, SBPD byly lokalizowane w komorkach w otoczeniu phytki
amyloidowej[97][101]. Spektryna jest obecna rowniez w cialkach Lewy’ego w chorobie
Parkinsona[18]. W chorobie Huntingtona natomiast, aktywno$¢ kalpainowa prowadzi
do powstawania ztogow poliglutaminy na skutek proteolizy biatka Httt[91][102]. Co ciekawe
podwyzszona aktywno$¢ kalpainy jest tez obserwowana w erytrocytach pacjentow
z zaburzeniami obsesyjno-kompulsywnymi [103].

Proteolize all-spektryny opisano jako skutek uszkodzenia komoérek w rodznych
tkankach[90]. Warto zauwazy¢, ze tkanka mozgu jest szczegélnie bogata w spektryny,
ktore stanowig ok 3% obecnych tam biatek blonowych[98]. Z powodu urazu neurologicznego
dochodzi do gwaltownego wzrostu stezenia jonéw wapniowych w komorce. Nastepstwem
tego sg zaburzenia w poczatkowym fragmencie aksonu (AIS), w tym proteoliza BIV-spektryny,
szczegoblnie reprezentowanej w tym odcinku komorki nerwowej. Proteoliza ta wptywa na utrate
polaryzacji neuronow i jest zdarzeniem nieodwracalnym, ale zachodzgcym niezaleznie
od procesow Smierci neuronu. Podobnie all- 1 BII-spektryny réwniez ulegaja proteolizie
przez kalpaing na skutek urazu neuronow[85]. Zaburzenia AIS moga prowadzi¢
do przeksztatcenia aksonu w dendryt[104]. Produkty degradacji spektryn bedace skutkiem
zwickszonej w poréwnaniu do fizjologicznej aktywnosci kalpainy sg obecne w agregatach
biatkowych wystepujacych w mozgach chorych w przypadku choroby Alzheimera i choroby
Parkinsona[18][98]. Na skutek patologicznic podwyzszonej aktywnosci Kkalpainy
po podwyzszeniu stezenia jondw Ca?* moze dochodzi¢ do uszkodzen w blonie mitochondriéw

co z kolei prowadzi do wycieku cytochromu-c, zainicjowania aktywnos$ci kaspaz i rozwoju

35



_Wstep

apoptozy[105]. Produkty degradacji spektryn mogg shuzy¢ jako biomarkery uszkodzenia
neuronow, krotko po urazie sa obserwowane SBPD 150 i 145, podczas gdy SBPD 120
sg obecne przez dluzszy czas[98]. Wzrost poziomu jonéw wapniowych 1 idaca
za nig aktywacja kalpainy skutkujgca proteoliza wielu bialek cytoszkieletu komoérkowego
w szczegdlnosci spektryn jest wspdlnym procesem w postepie wielu schorzen
neurodegeneracyjnych. Na razie niejasne jest jeszcze czy proteoliza szkieletu spektrynowego
przez kalpaing nastepuje juz jako skutek toczacych si¢ procesow chorobowych i uogdlnione;
neurodegeneracji, czy jednak jest to kluczowe zdarzenie ktére moze stanowi¢ z powodzeniem

cel dla potencjalnych terapii w oméwionych schorzeniach [18].

Kalpastatyna

Aktywno$¢ proteolityczna moze by¢ regulowana przez inhibitory kalpainy
m. in. przez jedyny znany endogenny peptyd o tej funkcji- kalpastatyne[106]. Kalpastatyna jest
obecna jedynie u kregowcow. Istnieja trzy formy splicingowe kalpastatyny dziatajace
jako inhibitor typ LII 1 III, ale zidentyfikowano rdwniez forme ktéra wigze kalpaing przy braku
jondéw wapniowych i petni funkcje ochronng przed jej degradacja[107]. Kalpastatyna nie jest
bezwzglednie niezbedna dla normalnie funkcjonujacego organizmu, natomiast ma zasadnicze
znaczenie w stanach patologicznych. Biatko to ma swdj udziat w proliferacji nerwowych
komorek macierzystych i migracji neuroblastow w obszarach, w ktorych neurogeneza trwa cate
zycie. Eksperymentalny nokaut kalpastatyny prowadzit u myszy do zaburzen lokomocyjnych
i lekowych[79]. W kontekScie choréb w ktorych wystepuje przewlekly stan zapalny
m. in w chorobie Alzheimera zastosowanie inhibitorow kalpainy w tym kalpastatyny jest
proponowane jako potencjalna strategia terapeutyczna[108][109][110]. Inhibitory moga
tez pomoc w zachowaniu struktury cytoszkieletu w AIS po wystapieniu uszkodzenia
mechanicznego, co z kolei moze ograniczy¢é wystgpienie nieprawidlowych potaczen
synaptycznych po urazie[85]. Co wazne, nadekspresja kalpastatyny nie wpltywa znaczaco
na uogodlniony poziom substratéw kalpainy, gdyz proteoliza silnie zalezy od konkretnych
sygnalow komorkowych i wewnatrzkomorkowej lokalizacji enzymu i jego substratow[92].
Istotnie, kalpastatyna w poréwnaniu do farmaceutycznych inhibitorow, ktorych celem jest
kalpaina charakteryzuje si¢ wyzsza selektywnoscig. W  przypadku inhibitorow
farmaceutycznych czgsto tez wystgpuje problem przepuszczalnosci bariery krew-moézg

oraz niestabilno$¢ metaboliczna[111].
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Alternatywne metody modulowania proteolizy

Uzycie inhibitorow kalpastatyny czy farmaceutycznych, jest mimo wszystko dzialaniem
uog6lnionym. Bardziej precyzyjne podejscie moze opiera¢ si¢ na wyborze poszczegélnych
substratow 1 zmianie ich swoistej podatnosci na proteolize np. poprzez wpltyw na bardziej
specyficzne biatka. W przypadku all-spektryny moze to by¢ inhibicja fosfataz
odpowiedzialnych za defosforylacj¢ reszty Y1176 co spowoduje utrzymywanie wigkszej ilosci
tahcuchow w stanie ufosforylowanym odpornym na proteoliz¢, badz tez pobudzenie

specyficznych kinaz do wzmozonej fosforylacji tej reszty aminokwasowej[18].

Degradacja spektryn przez kaspazy

Tylko spektryny nieerytrocytarne sg substratem dla kaspaz. Tng beta spektryny
W nastepujacych miejscach:  Bll-spektryny- D1457/S1458 i D2146/S2147 [89],
natomiast all-spektryna jest cigta w dwodch miejscach D1185/S1186, D1478/S1479 [47],
proteoliza zachodzi z udziatem kaspaz 2,3,7. Kaspaza 3 jest gtéwna kaspazg wykonawcza
dla spektryn podczas apoptozy, natomiast kaspaza 2 wykazuje nizszg aktywno$¢ w cigciu
all-spektryny. Biatko to ulega ekspresji w dwoch izoformach krotszej hamujacej apoptoze
i dtuzszej promujacej apoptoze, tylko dtuzsza forma oddziatuje z o 11-spektryna.[48] Proteoliza
spektryn nastepuje stopniowo ze wzgledu na to ze nie wszystkie miejsca proteolizy
sg eksponowane jednoczesnie. Jesli mowa o all-spektrynie, w pierwszej kolejnosci dochodzi
do proteolizy w miejscu bliskim do domeny wiazacej kalmoduling zaledwie dziewig¢ reszt
aminokwasowych od miejsca specyficznego dla kalpainy, nastepnie w miejscu D1478/S1479.
Inaczej niz w przypadku kalpainy jednoczes$nie z proteoliza all-spektryny dochodzi
do proteolizy Bll-spektryny w ktorej preferowane jest miejsce D1457/S1458, bliskie miejscu
specyficznemu dla kalpainy, taki schemat prowadzi do szybszego rozpuszczenia cytoszkieletu.
Proteoliza spektryn jest waznym zdarzeniem taczacym aktywacj¢ kaspaz ze $miercia
komorkowa. Inhibitory kaspaz blokuja postep $mierci komorki[89]. Proteoliza all-spektryny
jest hamowana przez jej oddzialywanie z aktywowang wapniem kalmoduling silniej wobec
kaspaz 2 i 7, a slabiej dla kaspazy 3[48]. Trawienie kaspazami ma zwigzek z tworzeniem
pecherzykow blonowych, fragmentacja blony i apoptoza[112][113][114]. Na skutek proteolizy
przez kaspaze 3 powstajg kolejno produkty SBPD 150 kDa i 120 kDa. Produkty proteolizy
all-spektryny przez kalpaing (SBPD 145 i 150) rowniez moga ulegac¢ proteolizie przez kaspazg
3 tworzac mniejsze fragmenty w tym SBPD 120 kDa. Produkt SBPD 120 wskazuje
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na apoptotyczny przebieg $mierci komorki[98]. Schemat cigcia tancucha all-spektryny

przez kaspazy zamieszczono na rycinie 7[89].
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Rycina 7. Schematyczne przedstawienie proteolizy all-spektryny przez kaspaze 3.
(Zrédto: Wang, K K et al. “Simultaneous degradation of alphall- and betall-spectrin by caspase 3 (CPP32) in apoptotic cells.”
The Journal of biological chemistry vol. 273,35 (1998): 22490-7. doi:10.1074/jbc.273.35.22490)

Reasumujac informacje zawarte w tym podrozdziale, kalmodulina, kalpaina i kaspazy tworza
razem zlozony system sterowany stezeniem jonéw wapniowych, a zawiadujacy stabilnoscia

cytoszkieletu spektrynowego.

3.2. Spontaniczne mutacje all-spektryny zaburzajace stabilno$¢ powtorzenia
spektrynowego i ich konsekwencje fizjologiczne

Istnieje  szereg dziedzicznych choréb neurodegeneracyjnych  wynikajacych
Z mutacji w obrebie genoéw spektrynowych. Do jednych z szerzej omawianych w literaturze
naleza ataksje moézdzkowo rdzeniowe (SCA)[115] oraz wczesne dzieciece epileptyczne
encefalopatie (EIEE)[116]. Najbardziej znana spektrynopatia jest ataksja moézdzkowa
typu 5 (SCA5). Ma ona zwigzek z mutacjami w obrgbie genu BIII-spektryny,
ktore odpowiadajg za wigkszos¢ sposrdd rozpoznanych neuropatologii, dotyczacych spektryn.
Co ciekawe udowodniono ze dotknigci tg patologia byli m. in. krewni Abrahama Lincolna,
a on sam wykazywal objawy ataksji takie jak nierowny chod[117]. Z genem tym wiaze si¢
rowniez autosomalna recesywna ataksja moézdzkowa zwigzana ze spektrynami
typu 1 (SPARCA1)[18].

Mutacje w obrebie all-spektryny prowadza do wczesnej dzieciecej epileptycznej
encefalopatii typu 5 (EIEE5)[118]. Do objawow zalicza si¢ niepadaczkowe mioklonie,
dyskineze, mikrocefalig, utrate stuchu, nieuwage wzrokowsa. MRI ujawnia atrofi¢ mozdzkowa,
hipomielinacj¢ badZz opo6zniong mielinacje. Natomiast w obrazie EEG widoczne jest

spowolnienie czynno$ci podstawowej, wyladowania wieloogniskowe, czy hipsarytmia[l].
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Wsrod chorych z mutacjami w obrebie tego biatka diagnozuje si¢ réwniez dziedziczng
neuropati¢ ruchowa, neuropatic obwodowa czuciowo-ruchowsa, dziedziczng paraplegie
spastyczng, niepelnosprawno$¢ intelektualng o réznym stopniu nasilenia oraz ataksje
moézdzkowa[2][3]. To duze zrdéznicowaniec w stawianych diagnozach ma swoje
odzwierciedlenie w pierwotnych przyczynach schorzenia. W zaleznosci od miejsca mutacji
mogg nastepowaé bardzo zroznicowane skutki molekularne sprowadzajace na pacjentow
neurodegeneracje 0 Szerokim spektrum zmian makroskopowych[119]. Jednakze mimo
zroznicowania funkcjonalnego poszczegolnych fragmentéw tancucha all-spektryny,
region w ktérym jest potozona mutacja nie decyduje w 100% o skutkach biologicznych[2].
Oczywiscie kluczowe znaczenie ma charakter mutacji, jaka konkretna reszta jest nig dotknigta,
do jakiego podstawienia aminokwasowego dochodzi. Zdarzaja si¢ substytucje, delecje, insercje
i duplikacje oraz mutacje nonsensowne i zmiany ramki odczytu wptywajace na znaczaca
czes¢ sekwencji[1][2][119][120]. Te ostatnie czgsto skutkuja produkcja catkowicie
niefunkcjonalnego peptydu. Nie jest mozliwe dokladne okreslenie fenotypu na podstawie
identyfikacji regionu dotkni¢tego mutacja. Jednak ostatnio podj¢to si¢ pewnego przyblizenia
opisujacego takie zaleznosci.

Dotychczas opisano ok. 40 mutacji w obrebie genu all-spektryny, z czego znaczgca

ilo§¢ ok. 40% dotyka powtdrzenia 20, jak wczesniej wspomniano, zaangazowanego

D
\Q& . *6‘0\
N & N LA \ N g
) ~ J N 02N LD A 3 Q) F O
v N Q v G N Q) )4 WA D o A ey
STE S O & $7 FITFE S SEHAE S SN
P LL F QD 2V ESIY P & Q
TOES & & F RN OSSP S
TP > Q o o Aot \ - N
SIS Q,\ Qx T QT IS Q\®®~:\Q‘$ Q,\Q@é Q~Q~.\Q
Q Q" ¥Q N ]
| | 1| | L L] [ 1]
powtérzenia spektrynowe 1 -9 SH3 I powtdrzenia spektrynowe 10 - 19 [ I EF ]
e Ty
powtodrzenie spektrynowe 20
T ] o
o e
(\9’\}\\‘,;\\ && X < » n)éob%b%\\\
V22D NN S
SIPFRRSERNS F & &
P TVVATIRY S QDN
YOGS ERUN B F P F RS
VRUESTIY I o7 P P SES
PRV TRECS N B AP N
o 3R P
N VT R 37 SThY
QQ‘ VRN (e
7 N A P QNN
W YO IR
& ¥ &
N R\
N N3

Rycina 8. Mutacje zidentyfikowane w sekwencji all-spektryny.

(Modyfikowane na podstawie: Van de Vondel, Liedewei et al. “De Novo and Dominantly Inherited SPTAN1 Mutations Cause Spastic
Paraplegia and Cerebellar Ataxia.” Movement disorders : official journal of the Movement Disorder Society vol. 37,6 (2022): 1175-1186.
doi:10.1002/mds.28959)
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w tworzenie heterodimeréw, nieprawidlowosci w tym regionie mogg prowadzic
do powstawania agregatow spektrynowych przez wzglad na zaburzone oddziatywania miedzy
partnerami dimeryzacji. Jest to zwigzane z diagnozowaniem ci¢zkich przypadkéw zespotu
Westa i EIEES. Z kolei mutacje nonsensowne, przez wzglad na haploinsuficjencje, taczg si¢
czgsto z wystepowaniem dziedzicznej neuropatii ruchowej o $rednim stopniu nasilenia.
Co istotne zmienno$¢ w korelacji migdzy regionem mutacji i fenotypem w przypadku
all-spektryny jest znacznie wigksza niz w przypadku B-spektryn, gdzie zaleznosci te sg Scislej
okreslane. Zidentyfikowano tez kilka mutacji w obrebie powtoérzen 9-11, rdéwniez
w towarzyszacych im domenach SH3 i CCC [2].

Nalezy zwréci¢ szczeg6lng uwage na fakt iz w przypadku tej samej mutacji,
nawet w obrgbie jednej rodziny, przy nieznacznie wszakze zmienionym podtozu genetycznym
obserwuje si¢ rozne nasilenie objawow a nieraz nawet roznorakie objawy chorobowe[121].
Mutacje w  all-spektrynie czgsto prowadza do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
i zywotnosci komorek nerwowych w tym w szczegdlnosci komorek Purkinjego,
wyspecjalizowanego typu  neuronéw  obecnych ~w  korze moézdzku[122].
Komorki te charakteryzujg si¢ licznymi, rozlegtymi, rozgatezionymi dendrytami utozonymi
w ksztalt podobny do wachlarza, jako jedyne wysytaja sygnaly wyjsciowe z kory médzdzku
przez co maja wptyw na hamowanie neuronow w jadrach przedsionkowych i mézdzku[123].

Mozliwymi mechanizmami prowadzacymi do tej patologii sg brak odpowiedniej ilosci
funkcjonalnego biatka przez wzglad na haploinsuficjencje¢ , wytragcanie zmutowanego biatka
z roztworu przez obnizong rozpuszczalno$¢ wynikajaca ze zmiany sekwencji aminokwasowej,
tworzenie trwatych agregatow heterodimeréow all- 1 pII- badz PII- spektryny,
badz tez zaburzenie oddzialywania z biatkami taczacymi spektryny z btong komodrkowa,
czy tez z biatkami regulatorowymi[120][124][125][126]. Laczy si¢ to zstepnie ze zmianami
makroskopowymi i objawami ogélnymi diagnozowanymi u pacjentow.

Co cickawe analogiczng do myszy ,,R1098Q” pod wzgledem umiejscowienia mutacje
udato si¢ wykry¢ u czlowieka — R1098C, gdzie dluga dodatnio natadowana reszta
aminokwasowa zostala zastgpiona reszta cysteiny zawierajaca grupe sulthydrylowa.
Ma ona swoje przetozenie w zbieznych z myszami C57BL/6Spna2mut objawach chorobowych
takich jak ataksja mo6zdzkowa, czy zanik kory mézdzku. U pacjenta zdiagnozowano réwniez
niepetnosprawno$¢ intelektualng. W swojej publikacji jako przyczyne patologii badacze

wskazujg na utrate oddziatywan zapewnianych przez dodatnio natadowang reszte argininy[2].
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3.3. Myszy szczepu R1098Q jako model zwierzecy ludzkich dominujacych
spektrynopatii SPTAN1

3.3.1 Opisane modele spektrynopatii SPTANI

Dotychczas do badan zwigzanych z molekularnymi efektami dysfunkcji all-spektryny
wykorzystywano kilka modeli zwierzecych. Podjeto probe wytworzenia linii knock-out
pozbawionej all- spektryny, co jak si¢ okazalo, skutkowato letalnym fenotypem u homozygot
juz na etapie rozwoju zarodkowego, opdznionym wzrostem i anomaliami w obregbie
twarzoczaszki oraz cewy nerwowej i serca. Utrata all-spektryny spowodowata obnizenie ilosci
Bll- i BII- spektryny o ok 80% oraz btedy w ich dystrybucji, przy czym nie wystepowato
zjawisko kompensacji brakéw przez al-spektryne. Heterozygoty przeciwnie nie wykazywaty
zmienionego fenotypu, co ograniczylo mozliwos¢ ich wykorzystania w badaniach
nad funkcjonalnoscig oll-spektryny. Prowadzono réwniez hodowle in vitro mysich
fibroblastow ptodowych pozbawionych all-spektryny. Wykazaly one uposledzony wzrost
i adhezj¢ do podloza, wrzecionowata morfologie i rzadkie lamellipodia [127].
Innym przyktadem jest linia, w ktorej usunigto domen¢ CCC. Co ciekawe nawet
homozygotyczne myszy nie wykazaty fenotypu odmiennego do typu dzikiego. Wydawaty si¢
zdrowe, rozmnazaly si¢ normalnie 1 nie wykazywaly anomalii histologicznych.
Okrojona wersja biatka prawidtowo wpasowywata si¢ w szkielet blonowy. Wyniki badan
sugerowaty, ze proteoliza kalpaing czy kaspazami nie jest niezbedna dla najwazniejszych
funkcji komorki. Nie zbadano jednak wptywu tej modyfikacji na zdolnosci poznawcze
i pamigc[47]. Stworzono tez linie myszy, w ktorej knock-out jest ograniczony
do kardiomiocytow. Wykazywaty one znaczace zmiany strukturalne komorkowe skutkujace
przyspieszonym remodelingiem, fibroza i1 arytmia. Na poziomie molekularnym wyst¢powata
podwyzszona eksperesja al-spektryny i obnizona B-spektryn ze zmieniong lokalizacja.
Modyfikacja miata tez wplyw na zmiang ekspresji i transportu kanatow jonowych[128].
Wigkszo§¢ powyzszych modeli prezentuje mechanizm patologii oparty na niedoborze
odpowiedniego transkryptu. W literaturze opisano tez przypadki gdzie dochodzito do mutacji
w obrebie domen odpowiedzialnych za dimeryzacje, co skutkowato u chorych agregacja
biatek[118]. Zatem jak juz wczes$niej wspomniano przy pojawieniu si¢ mutacji prowadzacych
do neurodegeneracji najczesciej albo brakuje odpowiedniej ilosci biatka, albo tez biatko tworzy
zlogi w komorce. Mutacja w mysim modelu Spna2mutR1098Q jest pod tym wzgledem
odmienna, gdyz ekspresjonowanie biatka nie jest ograniczone, a zarazem nie dochodzi

tez do agregacji i tworzenia zlogdéw bialek wywotujacych patologie w obrgbie komorki.
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Mechanizm patologii prawdopodobnie opiera si¢ w tym przypadku nie na utracie podstawowej
funkcji zmutowanego biatka, ale na zaburzeniu odpowiedzi all spektryny w szlakach
sygnalowych sterowanych poziomem jonéw wapniowych i1 kalmoduling angazujacych

kalpaing, w punkcie krzyzujacym si¢ jednoczes$nie ze szlakami kinaz tyrozynowych.

3.3.2 Myszy szczepu R1098Q

Badana w naszym laboratorium mutacja R1098Q, wystgpita spontanicznie u myszy
szczepu C57BL/6J znajduje si¢ w obrebie domeny CCC w 10 powtdrzeniu spektrynowym.
Reszta aminokwasowa dotknigta wystepowaniem tej mutacji R1098Q jest ewolucyjnie silnie
konserwowana, co sugeruje jej wysokie znaczenie funkcjonalne. Reszta ta tworzy mostki solne
spinajace alfa helisy powtorzenia spektrynowego. Mutacja jest dziedziczona zgodnie z prawami
Mendla, w sposob autosomalny, dominujacy. Myszy dotknigte tg mutacjg charakteryzujg si¢
zmniejszong masg ciata, zaburzeniami réwnowagi i koordynacji ruchowej. Pojawia si¢
u nich atrofia mo6zdzku, zmniejszenie liczby komodrek Purkinjego 1 astroglioza.
Dendryty sa poszerzone a zageszczenia postsynaptyczne rzadkie. Wystepuja roznice
w kolokalizacji spektryn w neuronach, a poziom B 111 spektryny ulega obnizeniu. U homozygot
czgsto obserwowane sg deformacje czaszki 1 krwotoki podczaszkowe, umierajg juz na etapie
embrionalnym. Poprzez analiz¢ WB tkanek myszy z wykorzystaniem przeciwciata
anty-all-spektryna juz na etapie embrionalnym u homozygot zaobserwowano znaczng ilo$¢
produktéow $wiadczacych o degradacji all-spektryny przez kalpaing, nie obserwujac
jednoczesnie produktéw §wiadczacych o zaawansowanej proteolizie apoptotycznej z udzialem
kaspaz. Z wykorzystaniem immunohistochemii w moézdzkach dojrzatych myszy w typie
heterozygoty zobrazowano specyficzne dla kalpainy produkty degradacji w komorkach
Purkiniego: w perikarionie oraz w przebiegu dendrytu wierzchotkowego, oraz w komorkach
warstwy ziarnistej[129]. Obraz ten przedstawia, ze wskazana pojedyncza mutacja R1098Q
w tancuchu all-spektryny prowadzi do podwyzszonej proteolizy all-spektryny przez kalpaine
doprowadzajac nastepnie do rozlegltych patologii podobnych do tych obserwowanych

w oméwionych wczeséniej cigzkich schorzeniach neurologicznych o zréznicowanym podtozu.

3.3.3 Modelowanie strukturalne fragmentu z mutacja R1098Q

Modelowanie wykonane przez zesp6t z uniwersytetu w Yale na podstawie sekwencji
dwoch powtdrzen 9 1 10 wykazato zmiang potozenia petli CCC wzgledem trzonu struktury.

W tym modelu na skutek utraty oddzialywan zapewnianych przez reszt¢ argininy znajdujacej
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si¢ pomiedzy dwoma powtorzeniami spektrynowymi, nie jest mozliwe utworzenie
stabilizujgcego mostka solnego z petla dziewigtego powtdrzenia. Zmienia si¢ kat pomigdzy
sasiadujagcymi powtdrzeniami spektrynowymi a domena CCC zostaje wyeksponowana
na zewnatrz. Struktura staje si¢ bardziej wypukta i gietka. Zaprezentowano to na rycinie 9.
Podjeto si¢ tez modelowania oddziatywania z kalmoduling i wykonano symulacje wolnej
energii ktora ujawnita zmiany termodynamiczne wptywajace na oddzialywanie kalmoduliny

ze zmutowang wersja spektryny skutkujgce obnizeniem powinowactwa o 15 %[129].

R1098Q

Rycina 9. Modelowanie strukturalne powtdrzen spektrynowych 9 i 10 w typie dzikim i zawierajgce mutacje R1098Q.
(Modyfikowano na podstawie: Miazek, Arkadiusz et al. “Age-dependent ataxia and neurodegeneration caused by an all-spectrin mutation
with impaired regulation of its calpain sensitivity.” Scientific reports vol. 11,1 7312. 31 Mar. 2021, doi:10.1038/541598-021-86470-1)

3.3.4 Myszy transgeniczne Prp-hCAST

Myszy transgeniczne Prp-hCAST posiadaja okoto 40 kopii ludzkiego genu kalpastatyny
(hCAST) pod kontrolg promotora prionowego (PrP). Konstrukcja transgenu opierata sie¢
na modyfikacji wektora kodujacego promotor genu PrP (MoPrP.Xho) ponizej ktorego
(3’-koncu) wklonowano cDNA kodujace ludzka kalpastatyng hCAST. Nastepnie kasete
ekspresyjna wycigto z wektora, oczyszczono 1 uzyto do mikroiniekcji przedjadrzy
zaptodnionych oocytow FVB/N. Modyfikacja ta zapewnia szerokg dystrybucje kalpastatyny
w réznych typach komorek mozgowych i w niektorych tkankach obwodowych. W obrebie kory
i hipokampu obserwuje si¢ u heterozygot tych myszy ok. 80 krotny wzrost poziomu
kalpastatyny w porownaniu do myszy typu dzikiego bez rdéznic miedzy plciami.
Zwierzgta te byty pierwotnie wykorzystywane m. in. do sprawdzenia skutecznosci kalpastatyny

jako czynnika obnizajacego poziom uszkodzen po urazach moézgu do oceny poziomow
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produktéw kalpainowej proteolizy dla all-spektryny, kanatu bramkowanego napieciem Nayl.2
i biatka CRMP-2, co okazalo si¢ skuteczne w obnizeniu poziomu produktu degradacji
all-spektryny SPBD 145. Wzmozona inhibicja byta aktywna juz krotko po urazie i jeszcze
dhugi czas pozniej — moze to by¢ istotne dla stanow w ktorych wysoka aktywno$¢ kalpainy
utrzymuje si¢ przez dluzszy czas. Co istotne w modelu tym nie zachodzi obnizenie
podstawowych poziomow kalpainy 1 i 2. Nie wykazano tez kompensacyjnych zmian
w poziomie ekspresji substratow kalpainy[111]. W kolejnych badaniach ustalono,
ze po uszkodzeniu tkanek mézgowych modyfikacja ta obniza $mier¢ neuronéw i powoduje
ograniczenie objetosci zmian chorobowych, wptywa na zachowanie wlasciwej istoty biatej
1 szarej oraz na poprawe funkcji lokomotorycznych w poréwnaniu do myszy typu dzikiego.
Obnizenie poziomu proteolizy all-spektryny osigga ok. 50%. Badania te  wskazuja
Ze utrzymujaca si¢ proteoliza kalpainowa przyczynia si¢ znacznie do zmian patologicznych
po uszkodzeniach tkanek mozgu[130]. Model ten byt tez wykorzystywany w ostatnich latach
réwniez do badan zwigzanych z uszkodzeniami serca[131][132] i watroby[133], otyloscig[134]
i dotyczacych stwardnienia zanikowego bocznego[135]. Powszechnos¢ ekspresji kalpastatyny
i jej poziom w tych myszach transgeniczych czyni je dogodnym modelem badawczym
dla $ledzenia wpltywu kalpastatyny na aktywno$¢ kalpainy w réznych czynnikach
patologicznych. Ze wzgledu na omoéwione wyzej czynniki myszy te zostaly wybrane
do kojarzenia z myszami noszacych mutacje R1098Q celem oceny w potomstwie PrP-hCAST
x R1098Q skutecznosci kalpastatyny W obnizeniu neurodegeneracji i potencjalnej poprawy
parametrow ruchowych oraz sity migsniowej myszy C57BL/6Spna2mutR1098Q. Biorac
pod uwage, ze mutacja R1098Q wptywa dodatnio na podatnos¢ all-spektryny na proteolize
przez kalpaine poprzez ekspozycj¢ petli CCC, mozna w pewnych ramach ekstrapolowaé
fenotyp wystepujacy u tych myszy na zmiany wynikajagce z uogoélnionego podwyzszonego
poziomu aktywnosci kalpainy w innych schorzeniach neurodegeneracyjnych. Czyni
to eksperyment bardziej intrygujacym zaréwno w kontekScie ustalenia czy proteoliza
kalpainowa  spektryn jest tylko skutkiem innych patologicznych  procesow
wewnatrzkomérkowych, czy tez kluczowym aspektem dla neurodegeneracji i w konteks$cie

mozliwego szerszego zastosowania inhibitoréw kalpainy jako czynnika terapeutycznego.
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4.  Cel pracy

Celem pracy byto wytworzenie nowych modeli badawczych in silico, in vitro i in vivo
pomocnych w ustaleniu wpltywu mutacji punktowej €.3293G>A w genie Spna2, kodujagcym
tancuch all-spektryny (ortolog ludzkiego genu SPTANL1), zidentyfikowanej w szczepie myszy
C57BL/6Spna2mutR1098Q, na struktury Il i HI-rzgdowe zmutowanego biatka, kinetyki jego
oddziatywan z kalmoduling, a takze jego podatnos$ci na trawienie kalpaing i kaspaza 3.
Dodatkowo, w oparciu o uzyskane dane z badan instrumentalnych oraz in vitro, wytworzono
transgeniczny mysi model badawczy w celu oceny wptywu obnizenia aktywnosci kalpainy
w neuronach myszy szczepu C57BL/6Spna2mutR1098Q x hCAST na parametry motoryczne

1 site migSniowa.
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5.  Materialy i metody

5.1. Materiatly

5.1.1 Odczynniki

Tabela 2. Odczynniki do manipulacji DNA.

Odczynniki i roztwory Producent
NG dART RT kit (zestaw) (odwrotna transkryptaza) EURx®
2 x Platinum SuperFi PCR Master Mix (polimeraza) Invitrogen

DreamTaq DNA Polymerase (polimeraza)

Thermo Scientific

DreamTaq DNA Polymerase Buffer (buford dla polimerazy)

Thermo Scientific

10 Mm Ultrapure dNTPs Mix (dNTP)

EURx ®

Fast Digest BamHI (enzym restrykcyjny)

Thermo Scientific

Fast Digest Notl (enzym restrykcyjny)

Thermo Scientific

Fast Digest Pstl (enzym restrykcyjny)

Thermo Scientific

Fast Digest Mspl (enzym restrykcyjny)

Thermo Scientific

10 x Fast Digest Green Buffer (bufor dla enzyméw restrykeyjnych)

Thermo Scientific

FastAPThermosensitiveAlkalinePhosphatase (fosfataza alkaliczna)

Thermo Scientific

T4 DNA Ligase (ligaza - zestaw) TaKaRa
Trizol (ekstrakcja RNA) Sigma

Izopropanol (ekstrakcja RNA) POCH
Etanol (ekstrakcja RNA) Stanlab
Gene MATRIX Agarose-Out DNA Purification Kit (oczyszczanie DNA z Zelu) EURx®
Gene MATRIX PCR/DNA Clean-up Putification Kit (oczyszczanie DNA z roztworu) EURx®
RNAza A (minipreparacja DNA) EURx®
Octan potasu (minipreparacja DNA) BioShop

Gene] ET PlasmidMidiprep Kit (midipreparacja DNA)

Thermo Scientific

Direct Tissue PCR Kit (genotypowanie) EURx ®

Oligonukleotydy Sigma

Tabela 3. Odczynniki do ekspresji i oczyszczania biatek

Odczynnik Producent

IPTG Sigma
Glutation sepharose 4B GE Healthcare
Prescision™ Protease GE Healthcare
Zredukowany glutation Sigma
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
Protease Inhibitor Cocktail P8340 Sigma
Leupeptyna Sigma
Apoproteina Sigma
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Tabela 4. Odczynniki do rozdziatu i wizualizacji czgsteczek.

Odczynnik Producent
DNA
Agaroza EURx
Bromek etydyny Sigma
Simply Safe EURx
Sacharoza Fluka
6x DNA Loading Dye(Bufor obciazajacy) Fermentas
Perfect™ Plus 1 kb DNA Ladder(Marker) EURx
Perfect™100 bp DNA Ladder(Marker) EURx
Perfect Plus™ Molecular Weight Quantitative DNA Ladder (Marker) EURx
DAPI
BIALKA
Akrylamid 29:1 Sigma
APS Serva
PerfectTM Tricolor Protein Ladder EURx
PerfectTM Color Protein Ladder EURx
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa Thermo Scientific
TEMED Sigma
Coomassie Briliant blue Fluka
NaxS:0s Sigma
AgNO; POCH
Formaldehyd 38% POCH
Na,CO:; POCH
Przeciwciato anty-SNTF(H#ABN2264) Sigma
Przeciwciato anty-krélik-FITC (#BD_395212) Becton Dickinson
Przeciwcialo anty-myc-tag (#ab91006) Abcam
Przeciwcialo anty-mysz-HRP (#A59006) Sigma
Przeciwciato anty-PY (#05-1050) Sigma
Przeciwcialo anty-krélik-HRP(#12-348) Sigma

Tabela 5. Odczynniki do hodowli bakteryjne;.

Odczynnik Producent
Agar bakteriologiczny BTL
Podloze LB Mix BTL
Ampicylina Sigma
Chloramfenikol POCH
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Tabela 6. Media i odczynniki do hodowli komdrkowej.

Neurobasal™ Medium Gibco
B-27™ Supplement (50X) Gibco
Antibiotic-Antimycotic Gibco
Penicillin-Streptomycin Gibco
L-Glutamine Gibco

Tabela 7. Odczynniki do metod instrumentalnych.

Superdex® 200 10/300 GL GE Healthcare
Przeciwciato anty-GST (#27457701) GE Healthcare
Bufor HBS-NHS GE Healthcare
EDC GE Healthcare
Etanoloamina GE Healthcare
Mounting medium na bazie alkoholu poliwinylowego z DABCO Sigma
Tabela 8. Odczynniki do buforow.
Tris (Trizmabase) Fluka
SDS POCH
Kwas octowy Chempur
EDTA Sigma
Glicerol POCH
NaCl Stanlab
NaOH POCH
KCl POCH
CaClz Sigma
Bl¢kit bromofenolowy Sigma
B-merkaptoetanol 1ITD
PMSF Sigma
Triton X 100 Serva
DTT Invitrogen
Na2HPO4-12H20 POCH
KH2PO4 POCH
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5.1.2 Sktady buforéw, zeli rozdzielajacych i pozywek:

Tabela 9. Sktady uzywanych roztwordw.

Bufor/Roztwor | Odczynnik | Tlosé / Stezenie
Elektroforeza DNA
Tris-base 242 ¢
Bufor TAE pH 8.5 (50x stezony) Kwas octowy 57,1 ml
0,5 mM EDTA pH 8.0 100 ml
H>0O dest.do 1000ml
o Sacharoza 40%
Bufor obciazajacy do elektroforezy DNA Blgkit bromofenolowy 0.5%
H>O MQ
. Agaroza 0,6¢g
Zel agarozowy (1%) Bromek etydyny/Simply 4 ul
Bufor 1IXTAE 60 ml
Minipreparacja DNA
Tris-HCI pH 8.0 50 mM
Bufor do zawieszania P1 EDTA 10 mM
RNAza A 100 pg/ml
H>O MQ
, NaOH 200 mM
Bufor do lizy P2 SDS 1%
H.O MQ
Bufor neutralizujacy P3 Octan potasu pH 5.5 ‘ 3,0 M
H>O MQ
Hodowla bakteryjna
Proszkowy koncentrat LB 25¢
Agar* (pozywka zestalona) 15¢
Pozywka bakteryjna Ampicylina 100pg/ml
Chloramfenikol 30pg/ml
H>O MQ do 1000 ml
Elektroforeza Biatek
SDS 5%
Bufor Laemmliego (5x) Bl¢kit bromofenolowy 0,5%
B-merkaptoetanol 5%
Glicerol 50%
Tris-HCI pH 6,8 125mM
H>O MQ
Tris 15,1g
Bufor do elektroforezy SDS-PAGE (5x) 10% SDS 50ml
Glicyna 94¢
H>O dest do 1000ml
Zel poliakrylamidowy dolny (12,5%) H>O MQ 2,15 ml]
Akrylamid 29:1 40% 1,5 ml
1,5 M Tris-HCIpH 8.8 1,25 ml
SDS 10 % 50 wl
APS 20 % 25 ul
TEMED 5ul
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Bufor/Roztwor Odczynnik Ilos¢ / Stezenie
Zel poliakrylamidowy gorny (5,0%) H20 MQ 1,83 ml
Akrylamid 29:1 40% 325 ul
0,5 M Tris-HCI pH 6.8 325 ul
SDS 10 % 50 ul
APS 20 % 12,5 ul
TEMED 5ul
Western Blot
Bufor do transferu TRIS 6g
glicyna 3¢
10% t-r SDS 3,75 ml
metanol 10-15 %
H>O destylowana do 1000 ml
Bufor ptuczacy WB 2 M Na(l 100 ml
0.5 M Tris-HCI, pH 7.6 40 ml
Tween-20 1 ml
H>O MQ do 1000 ml
Roztwdr do blokowania WB odtluszczone mleko w proszku ‘ 5%
Bufor pluczacy WB
Substrat dla HRP 1 M Tris-HCI, pH 8.8 1 ml
250 pM luminol (DMSO) 50 wl
09 mM kwas kumarowy (DMSO) 22 ul
30 % r-r H,Oo 10 pl
H>O MQ do 10 ml
ELISA
Substrat (toztwor TMB) 1 mg/ml TMB (DMSO) 1 ml
Bufor fosfocytrynianowy, pH 5 9ml
30 0/0 r-r HzOz 2 },Ll
Bufor fosfocytrynianowy, pH 5 0.2 M Na2HPO4 25,7 ml
0.1 M kwas cytrynowy 24,3 ml
HO MQ 50 ml
Roztwér do blokowania ELISA odtluszczone mlecko w proszku 5%
Tween-20 0,1%
PBS
Bufor pluczqcy ELISA odtluszczone mleko w proszku 0,5%
Tween-20 0,1%
PBS
Wizualizacja Biatek
Barwienie Coomassie
Brilliant Blue G 0,05¢
Coomassie Brilliant Blue Metanol 125¢
Kwas octowy 2,5 ml
H>O MQ do 50 ml
Roztwér do odbarwiania Metanol 75,0 ml
Coomassie Brilliant Blue Kwas octowy 15,0 ml
HOMQ 210 ml
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Bufor/Roztwor Odczynnik | Ilos¢ / Stezenie
Barewienie azotanem srebra
) ) Metanol 50 %
Roztwor utrwalajacy Kwas octowy 12 %
H>O MQ
Roztwor uwrazliwiajacy N2:8:053 l 0,02 %
H,O MQ
Roztwor soli srebra AgNO; | 0,2 %
H>O MQ
Na25203 2% 20 p.l
Roztwér wywolujacy Formaldehyd 38% 12 ul
NazCOg, 1,5 g
H>O MQ do 20 ml
Roztwor zatrzymujacy reakcje Kwas octowy ‘ 5,0 %
H>O MQ
Izolacja Biatek
Na(Cl 0,8%
Bufor PBS pH 7.4 Na,HPO412H,O 0,2%
KH,PO4 0,02%
KCl 0,02%
PMSF 1 ml
) - Triton X 100 1ml
Bufor do lizy bakterii Leupeptyna 100 pl
Apoproteina 100 pl
PBS do 100 ml
Bufor glutationowy do elucji, pH 8.0 Ztredukowany glutation 10Mm
Tris-HCI pH 8.0 50Mm
Bufor Cleavage (dla Prescission Protease) | Tris-HCl pH7.0 50mM
NaCl 150mM
EDTA 1 mM
DTT 1 mM
Proteoliza biatek
NaCl 135 mM
KCl 5 mM
MgCl, 1 mM
Bufor reakcyjny - Kalpaina Glukoza 10 mM
Hepes pH 7.25 10 mM
B-merkaptoetanol 10 mM
CaCl, 3 mM
H>O MQ
NaCl 100 mM
DTT 10 mM
) EDTA 1 mM
Bufor reakcyjny — Kaspaza 3 Sacharoza 10%
PIPES pH 7.2 20 mM
CHAPS 0,1 %
HO MQ
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51.3 DNA
Wektor pGEX-6P-1

Wysokokopijny plazmid uzywany do produkcji biatek fuzyjnych w systemie
bakteryjnym pod kontrolg promotora tac. Biatka rekombinowane wytwarzane w tym systemie
ekspresji zawierajg na N koncu biatko GST oraz miejsce ciecia dla proteazy PreScission.

Zawiera gen opornosci na ampicyling.

Sekwencje oligonukleotydéw

Tabela 10. Sekwencje oligonukleotyddow wykorzystane do klonowania oraz do genotypowania.

Nazwa Sekwencja 5’ — 3'
KLONOWANIE
sptan gst1012F CCAGGATCCCAGGCCCAGCAGTACTTTG
sptan gst1012R GAAGCGGCCGCACCTTCAGACTCCAGGTCTTC
SPTAN13R GAAGCGGCCGCCTGCCCAAGAGCTGGCT
MycF CAAGCGGCCGCATGAACAGAAACTGATCTCTGAAGAAGACCTGAT
MycR GTAGCGGCCGCATCAGGTCTTCTTCAGAGATCAGTTTCTGTTCAT
GENOTYPOWANIE
R1098Q_F CTGCCTTCCTTGTCCATTGT
R1098Q_R AGACAGCCCATACCTTCTGG
hCAST_F GAACTGAACCATTTCAACCGAG
hCAST_R AGAGCTACAGGTGGATAACC
Sekwencja cDNA

Sekwencja cDNA zostata odnaleziona w bazie danych NCBI [Mus musculus spectrin
alpha, non-erythrocytic 1 (Sptanl), transcript variant 4, mRNA][136]. Pochodzi z mysigj
all-spektryny. Skorzystano z fragmentu genu spektryny od poczatku powtdrzenia
spektrynowego 9 do konca powtoérzenialO (2900-3861pz). Sekwencja ta zostata uzyta

przy projektowaniu starterow.
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5.1.4 Bakterie
E. coli HST08Stellar™ Competent Cells[137]

Szczep gatunku Escherichia coli wykorzystywany do klonowania. Komorki te nie posiadaja
genow (mrr-hsdRMS-mcrBC i mcrA), odpowiedzialnych za trawienie metylowanego DNA.
Charakteryzuje je genotyp: F-, endAl, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, phoA, ®80d lacZA
M15, A (lacZYA - argF) U169, A (mrr - hsdRMS - mcrBC), AmcrA, A—

E. coli BL21 CodonPlus®-RIL[138]

Szczep gatunku Escherichia coli, przeznaczony do ekspresji biatek fuzyjnych. Zawiera gen
oporno$ci na chloramfenikol oraz dodatkowe kopie genoéw tRNA:argU, ileY i leuW.
O genotypie:_E. coli B F-omp ThsdS(rs mg”) dcm™ Tet" gal endAHte [argU ileY leuW Cam']

5.1.5 Myszy

Myszy "R1098Q” wyr6zniajg si¢ mutacja punktowa €.3293G>A:p.R1098Q w genie
Spna2 (syn.Sptanl) w obrebie odpowiadajagcym 10 powtodrzeniu tancucha all-spektryny,
skutkujaca zamiang argininy na glutaming w Ssekwencji aminokwasowej. Wywodza si¢
one z linii C57BI/6J. Mutacja nastgpita spontanicznie. Myszy byty wyodrgbnione z hodowli
w zwierzetarni IITD 1 tamze charakteryzowane. Do kojarzeh na nastgpne pokolenia
wykorzystywano myszy C57BI/6J, pochodzace z Centrum Onkologii w Warszawie. [129]

Myszy hCAST to linia myszy, w ktorych osiggnigto podwyzszong ekspresje ludzkiej
kalpastatyny - endogennego inhibitora specyficznego dla kalpainy zaleznego od stezenia jonow
wapniowych. Ekspresja transgenu pod kontrolg mysiego promotora biatka prionowego Prp
prowadzi do zwigkszenia ilo$ci kalpastatyny w aksonach neuronow. [139]

Myszy ,R1098Q” hodowane s3 w zwierzetarni w  pomieszczeniach
0 temp. 22 +/-2°C i wilgotnosci 55% + 10% z klimatyzacja i zachowaniem cyklu dobowego.
Bytuja w warunkach SPF w wentylowanych klatkach z filtrami HEPA chronigcymi
przed patogenami (2-5 myszy/klatke) z dostepem do standardowej wyjalowionej paszy
dla gryzoni i filtrowanej, sterylizowanej wody ad libitum. Myszy “R1098Q+hCAST”
wykorzystywane do testow rota-rod byly hodowane w pomieszczeniach CV z klimatyzacja
i zachowaniem cyklu dobowego bez systemu wentylacji ze standardowa pasza i sterylizowang
woda. W celu utrzymania nalezytego stanu kolonii, wdrozono badania na myszach

strazniczych.
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5.1.6 Pierwotne hodowle komorkowe

Pierwotne hodowle komorkowe zostaly utworzone z mézgéw pobranych z embrionow

myszy ,,R1098Q”, pozyskanych od samicy w 14 dniu cigzy bytujacej w warunkach SPF.
5.1.7 Bialka

Kalmodulina[140][141]

Do doswiadczen wykorzystano komercyjne biatko rekombinowane - kalmoduling
(CaM) (#C4874 Sigma) o sekwencji odpowiadajacej kalmodulinie wolowej z C-koncowsa

metka histydynowg (His-tag). Nie r6zni si¢ ona istotnie od kalmoduliny mysie;j.
Kalpaina[136]

Komercyjna Kalpainal (#C6108 Sigma), zastosowana do proteolizy fragmentow
spektrynowych, jest otrzymywana z ludzkiego osocza. Zostata zakupiona w postaci aktywnej

W roztworze stabilizujagcym (zawierajacym glicerol, imidazol, [-merkaptoetanol, EDTA
i EGTA).

Kaspaza 3[142]

Kaspaza 3 (#CC119 Sigma), uzyta przy proteolizie fragmentow spektrynowych, jest
dystrybuowana w formie rekombinowanej o sekwencji odpowiadajacej ludzkiej kaspazie 3,

wzbogaconej o metke histydynowsa (His-tag).
Kinaza c-Src[143]

Kinaza c-Src (#14-746 Sigma) wykorzystana w eksperymentach to biatko
rekombinowane odpowiadajgce sekwencji aminokwasowej 1-530 ludzkiej Kkinazy c-Src
z dodang metka histydynowa na N-koncu. Do reakcji fosforylacji wykorzystano dedykowany
bufor (#20-121 Sigma).

5.1.8 Zestaw do pomiaru aktywnos$ci kalpainowej

Test aktywnosci kalpainowej przeprowadzono przy pomocy komercyjnego zestawu
- Calpain Activity Assay Kit (#ab65308 Abcam).
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5.2. Metody
5.2.1 Modelowanie strukturalne

Do modelowania wykorzystano serwis ,,SWISSMODEL” dostepny online:
https://swissmodel.expasy.org/.  Wykorzystano  fragment 891-1231 aa  sekwencji
aminokwasowej  all-spektryny ze strony NCBI:  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/NM_001309460.1 (Mus musculus spectrin alpha, non-erythrocytic 1 (Sptanl),
transcript variant 4, mRNA) w czterech wariantach w pozycji 1098 -R,Q,K,C. Fragment
ten zawiera 9 1 10 powtdrzenie spektrynowe wraz z domenami SH3 i CCC. Jako matryce
do tworzenia modelu wybrano strukturg krystalograficzng 0 oznaczeniu: 1u4q.2.A, pochodzaca
z serwisu PDB: https://www.rcsb.org/.

5.2.2 Otrzymywanie biatek rekombinowanych
Klonowanie

Wykorzystywane cDNA otrzymano poprzez izolacjg¢ RNA z mozgu myszy roztworem
Trizol z ekstrakcja w ukladzie chloroform/izopropanol i reakcje odwrotnej transkrypcji.
Klonowanie do ramki odczytu wykonano z uzyciem PCR i enzymdéw restrykcyjnych
Notl i BamHI do wektora pGEX-6P-1. Sekwencja myc-tag zostata potgczona z dwoch
jednoniciowych oligonukleotydow zawierajacych miejsce cigcia Notl 1 wklonowana
do wczesniej otrzymanego plazmidu. Do reakcji PCR zastosowano startery oligonukleotydowe
(sekwencje oligonukleotydowe przedstawiono w tabeli 10). Do okre$lenia poprawnosci

amplikonoéw uzyto sekwencjonowania Sangera.
Transformacja bakterii

Do transformacji wykorzystano bakterie elektrokompetentne E. coli HST08Stellar™
Competent Cells, by namnozy¢ materiat i wstepnie skontrolowa¢ otrzymane konstrukty na zelu
agarozowym. Nastepnie transformowano komoérki E. coli BL21 CodonPlus®-RIL

do docelowej ekspresji peptydow.
Hodowla i indukcja ekspresji bialek rekombinowanych

Bakteriami E. coli RIL, zawierajgcymi plazmid ekspresyjny, zaszczepiano
medium LB z ampicyling (100pug/ml) i chloramfenikolem (30pug/ml) w objgtosci
1/20 docelowej hodowli i inkubowano przez noc (37°C, 180 rpm). Hodowle, po wprowadzeniu
zawiesiny bakteryjnej, prowadzono w objetosci 100-150 ml do otrzymania ggstosci optycznej

0,6. Nastepie schladzano przez 5 min i przeprowadzano indukcje na lodzie, réwniez
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przez 5 min. Hodowla byta prowadzona jeszcze przez 1,5 godziny, aby otrzymac¢ optymalng

ilos¢ biatka.
Oczyszczanie bialek fuzyjnych

Oczyszczanie biatka z hodowli przeprowadzono, korzystajgc z zalecen producenta
Glutathione Sepharose, poprzez odwirowanie medium pohodowlanego (8000 rpm 5 min),
sonikacje bakterii zawieszonych w PBS z dodatkiem PMSF, leupeptyny i apoproteiny,
odwirowanie resztek bakteryjnych (10 000 rpm, 7 min), inkubacj¢ zloza z lizatem
1,5 godziny oraz 4 krotne ptukanie w PBS z dodatkiem PMSF, leupeptyny i apoproteiny
w objetosci min. 20-krotnej wzgledem objetosci ztoza.

Trawienie enzymatyczne bialek fuzyjnych w celu odcigcia transferazy glutationowej
(GST)

Oczyszczone biatko rekombinowane na kolumnie przeptukiwano buforem cleavage
w 20-krotnej objetosci wzgledem objetosci ztoza, a nastepnie naktadano roztwoér Prescision™
Protease (#270843 GE Healthcare) w buforze cleavage (48 u enzymu/ ~1 mg trawionego
biatka). Reakcje prowadzono zgodnie z instrukcjami producenta przez 4 godziny
w temperaturze 5 °C. Odtrawione biatko odptukano tym samym buforem. Przeprowadzono
dialize do PBS. Stgzenia biatka badano testem BCA (#71285-3 Millipore). Ocena czystosci
preparatu byta okreslana poprzez elektroforeze SDS-PAGE wraz z barwieniem Coomasie

brilliant blue.
5.2.3 Chromatografia size-exclusion (SEC)

Przed eksperymentami instrumentalnymi CD i DLS biatka byly oczyszczane
przez wysokoci$nieniowg chromatografie cieczowa (HPLC) na kolumnie ze zlozem
size-exclusion Superdex® 200, 10/300 mm. z uzyciem systemu Ultimate 3000 HPLC - Dionex
wyposazonego W detektor DAD i podiaczonego do kolumny. Jako faze mobilng wybrano
PBS o przeptywie 0.5 ml/min przy nastrzyku 150 ul. Detektor UV nastawiono na dtugos¢ fali
280 nm. Metodg te wykorzystano jednoczesnie do wymiany buforu przed eksperymentami
strukturalnymi, oceny czysto$ci wyjsciowych preparatow i okreSlenie stopnia renaturacji

po zmianach temperatur roztworow biatek[144].
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5.2.4 Dichroizm kotowy (CD)

Dichroizm kotowy zostat wprowadzony do badan celem okreslenia wlasciwosci
strukturalnych  badanych  fragmentéw  spektrynowych. Spektra byly nagrywane
na spektropolarymetrze J-1500 (Jasco) wyposazonym W termostatowany uchwyt na kuwety
kwarcowe i detektor PM-539. Wyniki zostaly wyrazone jako $rednia eliptyczno$é molowa
na reszte aminokwasowa (q) deg-cm?/dmol, zaktadajac 114,5 jako $rednig mase na reszte
aminokwasowg. Widma byly zbierane sze$¢ razy. Wszystkie wartosci zostaly skorygowane
o0 rozpuszczalnik (PBS). Warunki pomiaru to: 0,2 mm — skok danych, 1 mm — przepustowos¢,
2 s — D.LT, przy 50 nm/min. Dla termalnych skandéw podgrzewano biatka od 25 do 71°C
a nastgpnie schtodzono do 25°C z szybkoscig grzania/chlodzenia 1°C/min kontrolowang
przez programowalny modut Peltiera. Spektra CD byly nagrywane przy 25, 45 i 65°C,
a aktywno$¢ dichroiczna przy 222 nm byla stale monitorowana co kazde 2°C. Stgzenia biatek
w eksperymencie to 0.152 mg/ml dla WT i 0.175 mg/ml dla R1098Q. Stezenia zostaty
okreslone przez pomiar absorbancji przy 280 nm, &= 45000 M™cm™ (g0.105 =1.08)[144].

5.2.5 Dynamiczne rozpraszanie §wiatta (DLS)

Dynamiczne rozpraszanie $wiatta wykorzystano, aby oceni¢ podatno$¢ fragmentéw
spektrynowych na tworzenie agregatow biatkowych podczas podgrzewania ich roztworow.
Pomiary zostaly przeprowadzone na urzadzeniu Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Anglia) z laserem 633 nm w 12 ul kuwecie pod statym katem rozpraszania 173° w PBS.
Wplyw wzrostu temperatury na parametry hydrodynamiczne biatek spektrynowych
WT i R1098Q byt szacowany przez DLS z co 5°C od 25 do 75°C i z 2 min czasem
na osiggnigcie rownowagi dla kazdego punktu pomiarowego. St¢zenia biatek w eksperymencie
to 0.152 mg/ml dla WT i 0.175 mg/ml dla R1098Q. Zastosowano nastgpujace parametry:
1.450 — wspotczynnik zatamania $wiatta dla roztworéw biatek i PBS, 0.9060- 10 Pa-s - lepko$¢
rozpuszczalnika (PBS). Wykonano trzy nastgpujace po sobie pomiary dla kazdej probki
z czasem pozyskiwania 30 s na funkcj¢ korelacji. Dane byty analizowane przy uzyciu

oprogramowania dts 7.11 (Malvern Instruments, Worcestershire, Anglia)[144].

5.2.6 Rezonans Plazmonéw Powierzchniowych (SPR)

Metoda rezonansu plazmonoéw powierzchniowych (SPR) zostala wykorzystana
do oceny jakoSciowej i ilosciowej oddziatywan kalmoduliny (CaM) i oczyszczonych

rekombinowanych z GST fragmentow spektrynowych odpowiadajacych 9 1 10 powtorzeniu
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spektrynowemu i w obecnosci jonow wapnia. Do eksperymentu wykorzystano biatka
zawierajace miejsca oddziatywan z kalmoduling i kalpaing, odpowiedniki kodonow 891-1231.
Pracowano na urzadzeniu BIAcore T200 instrument (GE Healthcare) z wykorzystaniem plytki
z chipami CM5 z grupg karboksylowa. Powierzchnia zostata aktywowana, aby przeprowadzié¢
bezposrednie sprzeganie z grupami aminowymi na kozim przeciwciele anty-GST.
Nastrzyknigto na powierzchni¢ chipu 40 upl odgazowanego roztworu sprzggajacego
HBS-NHS/EDC (0.01 M HEPES, pH 74, 015 M NaCl, 005 M NHS
(N-hydroksysukcynoimid), 0.2 M EDC (N-etylo-N’-dimetyloaminopropylo karbodiimid)).
Po przepuszczeniu roztworu zawierajacego przeciwciata anty-GST, nastrzyknieto
etanoloaming, aby dezaktywowac pozostate estry na powierzchni czipu. Nastepnie oczyszczone
biatko spektrynowe w typie dzikim lub zawierajagce mutacj¢ byto wigzane do powierzchni
przeciwcial do koncowego poziomu odpowiedzi — 1000 (RU). Nad ptytka z ligandem
przepuszczano roztwory o wzrastajacych stezeniach kalmoduliny (2-2000 nM) w buforze
HBS-NHS przy statym stezeniu 2 mM CaCl2 o predkosci przeptywu 20 ul/min. Po fazie
asocjacji nad ptytka przepuszczano sam bufor (faza dysocjacji). Jako kontrole zastosowano
ten sam uklad bez obecnosci bialek spektrynowych, a jedynie z immobilizowanym
przeciwcialem anty-GST. Eksperymenty wigzania prowadzono w temperaturze 25 °C.
Sensogramy zostaty otrzymane poprzez odjgcie wynikow otrzymanych przy przepuszczaniu
samego buforu od zapisanych krzywych oddziatywan, odjeto rowniez wartosci odpowiadajace
oddziatywaniu kalmoduliny z powierzchnig sensora. State rownowagi (KD), definiowane
jako stosunek kd/ka, zostaty okre$lone przy uzyciu oprogramowania BlAevaluation 3.1
dostepnego na stronie https://www. biacore. com/ lifesciences/ service/ downloads/ software_
licenses/biaevaluation/. Dla dopasowania globalnego zastosowano model wigzania
1:1 Langmuira z uwzglednieniem transportu mas zgodnie z instrukcjami podrgcznika
BlAevaluation handbook https://www.biacore.com/lifesciences/service/downloadsHandbooks.
Skladniki resztowe oceniano pod katem systematycznych rozbieznosci z algorytmami

dopasowania jako miar¢ stosowno$ci modelu wigzania[129]

5.2.7. Pomiary stabilno$ci biatek - Prometheus

Pomiary stabilnosci biatek wykonano przy pomocy urzadzenia Prometheus PR.48
(Nanotemper). Dokonywano pomiaréw fluorescencji reszt tryptofanowych dla dtugosci fali
330 i 350 nm przy zmianach temperatury w zakresie 20-90°C co ok. 0,1°C na 3-4 s.
Wykonano trzy powtorzenia techniczne w kapilarach o objetosci 10 ul dla biatek w typie dzikim

1z mutacja.
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5.2.8 Rozdziat i wizualizacja biatek

Elektroforeza SDS-PAGE:

Do probek dodawano buforu Laemmliego i inkubowano w 95°C przez 5 min w celu
denaturacji biatek. Probki naktadano w odpowiedniej ilosci na spolimeryzowany zel
poliakrylamidowy uwzgledniajagc marker wagowy. Elektroforez¢ prowadzono w ukladzie

niecigglym, w odpowiednim buforze, pod statym napieciem 180 V przez 30-60 min.
Barwienie Coomassie Brilliant Blue:

Do wizualizacji biatek na zelu uzywano roztworu Coomassie Brilliant Blue G 250.
Zel wybarwiano przez godzine, a nastepnie odbarwiano, zmieniajac roztwor odbarwiajacy

na czysty co 10 min, az do uzyskania czytelnego obrazu.
Barwienie azotanem srebra:

Do barwienia biatlek w zelu poliakrylamidowym stosowano metode
wykorzystujaca srebro. Zel zawierajacy rozdzielone biatka utrwalano w roztworze z kwasem
octowym i metanolem przez 50 min. Optukiwano woda z dodatkiem metanolu trzykrotnie przez
15 min. Zel inkubowano 2 min. w roztworze uwrazliwiajagcym. Dwukrotne odmyto Zel poprzez
ptukanie woda przez 1,5 min. Nastgpnie inkubowano zel z roztworem azotanu srebra
pod przykryciem chronigcym przed $wiattem, przez 30 min. W kolejnym etapie optlukiwano
zel dwukrotnie przez minut¢ w MQ. Barwienie uzyskano wykorzystujac roztwor wywotujacy,
sprawdzajac stopien wybarwienia biatek. Po uzyskaniu wlasciwego efektu wywolywanie

zatrzymano, odrzucajac roztwor barwigcy i ptuczac zel w roztworze kwasu octowego.

5.2.9 Fosforylacja kinaza c-Src — western blot anty-PY

Ztoze ze zwigzanym bialkiem zawieszono w buforze PBS. Z probowki pobrano
zawieszone w buforze zloze odpowiadajacego ok. 20 pnpg biatka rekombinowanego.
Odwirowano i odciagnicto PBS, a zloze zalano 25 ul buforu reakcyjnego (#20-121 Sigma)
zawierajacego kinaze¢ c-Src (#14-746 Sigma) (7,6 ng/ reakcj¢) i ATP (0,1 mM). Przygotowano
rowniez probki kontrolne nie zawierajagce ATP lub kinazy. Reakcje fosforylacji prowadzono
na ztozu w 30 °C w termocyklerze przez 10 min. Po reakcji dodano do probek 20 ul buforu
Laemmliego i 20 ul MQ, zagotowano. Do studzienck natozono probki zawierajace
fosforylowane biatka rekombinowane w objetosciach odpowiadajacych 4, 2.6, 1.3 ug w dwéch

powtorzeniach oraz probki kontrolne 4 pg. Po rozdziale elektroforetycznym przeprowadzono

59



_Materialy i metody.

transfer na membrane nitrocelulozowg (15 V, 18 min.). Membrang zablokowano roztworem
odtluszczonego mleka w proszku. Nastepnie membrane poddano inkubacji z przeciwciatami
pierwszej warstwy - anty-PY (#05-1050 Sigma) w rozcienczeniu 1:5000 przez 1,5 godziny.
Odmyto trzykrotnie po 10 min i natozono druga warstwe przeciwciat anty-mysz-HRP (#A5906
Sigma) w rozcienczeniu 1:10000 i inkubowano godzing. Po ponownym odptukaniu
niezwigzanych przeciwcial, zalano roztworem substratu i odsaczong z nadmiaru cieczy
membrang, umieszczono w ciemni w kasecie wraz z kliszg fotograficzng. Naswietlanie

prowadzono przez 10 min. Po tym czasie klisze wywotano.

5.2.10 Trawienie kalpaing — western blot anty myc-tag

Reakcja krzyzowa z wykorzystaniem bialek bez myc-tag i kalmoduliny

Trawienie kalpaing rekombinowanych fragmentow spektrynowych na zlozu
przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch réznych wariantow biatka na kazdy
typ WT i R1098Q. Jeden z wariantow posiadal na C-koncu myc-tag a drugi nie. Zmieszano
lizaty z dwéch hodowli bakteryjnych przeciwnych typow WT i R1098Q w proporcji
1:4 z nadmiarem biatka bez =znacznika. Tak przygotowane lizaty wykorzystano
przy oczyszczaniu biatek na zlozu, metodologia zostalo opisana w punkcie 5.2.2.
Ztoze ze zwigzanymi bialkami po oczyszczeniu zawieszono w PBS 1 podzielono na probki.
PBS, odwirowano i dodano do kazdej probki 40 ul buforu reakcyjnego zawierajacego
1 u kalpainy i 100 nM kalmoduliny. Przygotowano po cztery powtorzenia (dla 4 punktow
czasowych 5, 20, 15, 25 min) i probke bez kalpainy - nie trawiong. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej. Probki nastgpnie zagotowano z buforem Laemmliego i natozono
na studzienki elektroforetyczne w objetosci 30 ul odpowiadajacej ok. 5 pg biatka. Po rozdziale
elektroforetycznym przeprowadzono transfer na membrane (15 V, 27 min). Kolejno blokowano
membrang w 5 % roztworze mleka przez noc. Po odptukaniu z mleka przeprowadzono
inkubacje z przeciwciatami anty myc-tag przez 1,5 godziny. Odplukano niezwigzane
przeciwciala trzykrotnie po 10 min i inkubowano z przeciwcialami anty-mysz-HRP
przez godzing, po ponownym odptukaniu niezwigzanych przeciwcial uzyto substratu dla HRP
i naswietlano klisz¢ w ciemni przez godzing i ponownie druga klisze przez 40 min (dla obrazu

gornych prazkow).
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Reakcja z wykorzystaniem kolumienek wirowkowych bez kalmoduliny.

Trawienie kalpaing rekombinowanych fragmentow spektrynowych na zlozu
z wykorzystaniem kolumienek przeprowadzono na biatkach WT i R1098Q zawierajacych
metke myc (ang. myc tag). Zloze ze zwigzanymi biatkami po oczyszczeniu zawieszono
w PBS i podzielono na rowne probki w kolumienkach wirowkowych tak ze na kazdej
kolumience z trzech znalazto si¢ ok. 4 pg biatka. PBS odwirowano. Natozono 100 pl buforu
do reakcji kalpainowej i ponownie zwirowano, aby jak najskuteczniej wymieni¢ bufor.
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 20 min w 45 ul buforu z 1 u kalpainy.
Nastepnie probki zwirowano, do przesgczu dodano buforu Laemmliego i zagotowano.
Potowe tak przygotowanych probek nalozono na zel -elektroforezowy. Dodatkowo
przygotowano probki zawierajace biatko nietrawione i natozono na zel po ok. 0,1 g bialka.
Po elektroforezie wykonano transfer na membrane nitrocelulozowa (27 min) i zablokowano
membrang inkubujac ja przez noc w 5% roztworze odttuczonego mleka. Po odptukaniu z mleka
przeprowadzono inkubacje z przeciwciatami anty myc-tag przez 1,5 godziny.
Odptukano niezwigzane przeciwciala trzykrotnie po 15 min i inkubowano z przeciwciatami
anty-mysz-HRP przez 2 godziny, po ponownym odptukaniu niezwigzanych przeciwciat uzyto

substratu dla HRP 1 naswietlano klisz¢ w ciemni przez 30 min.

5.2.11 Trawienie kaspaza 3

Reakcje trawienia kaspazg 3 (#CC119 Sigma) prowadzono w buforze dla kaspaz
w probowkach w objetosci 50 pl. W kazdej probce umieszcezono 1 ug biatka spektrynowego
pozbawionego GST. Przygotowano probki dla wariantow WT i R1098Q z 0,5 U kaspazy 3
oraz probki kontrolne z biatkami, ale bez enzymu. Reakcj¢ prowadzono przez 2 godziny
w 37°C. Nastepnie do probek dodano 20 pl buforu Laemmliego i zagotowano.
Do elektroforezy wykorzystano po 20 ul tak przygotowanych probek. Po przeprowadzeniu

elektroforezy zel wybarwiono srebrem.
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5.2.12 Trawienie kalpaing w protokole ELISA

myctag e myctag e

RA098Q
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CZAS [min]

Rycina 10. Schemat obrazujgcy przebieg eksperymentu trawienia enzymatycznego w protokole ELISA.

Bialka pozbawione GST ze znacznikiem myc-tag w ilosci 80 ng/ dotek zawieszone
w PBS nalozono w objetosci 50 ul na ptytce 96 dotkowej Nunc MaxiSorp™ flat-bottom
(#44-2404-21 Thermo Fisher) celem optaszczenia. Adsorbcjg¢ prowadzono przez godzing
w temperaturze 37 °C. Po tym czasie dotki odptukano jednokrotnie 150 pl buforu pluczacego.
Blokowano 200 pl roztworu mleka przez godzing. Ptukano dwukrotnie 200 pl buforu
ptuczacego. Prowadzono reakcje w kalpainowym buforze reakcyjnym w objgtosci 50 pl
z wykorzystaniem kalpainy (#C6108 Sigma) - 90 ng/studzienke (~25 nM), w obecnosci
lub bez kalmoduliny (#C4874 Sigma) - 45 ng/studzienke (~50 nM) w temperaturze pokojowej.
Aby zatrzymac reakcj¢ zalewano dotki 200 pl buforu pluczacego 1 odbierano roztwor z dolka.
Nastegpnie odptukano dotki jeszcze 4 razy 200 pl buforu ptuczacego. Reakcje zatrzymywano
w Kilku punktach czasowych od 0 do 30 min. Po przerwaniu reakcji wykonywano nastgpne
kroki testu ELISA. Natozono pierwsza warstwe przeciwciata anty-myc tag (#ab9106 Abcam)
w rozcienczeniu 1:30 000, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 70 min. Odptukano
czterokrotnie 200 pl. Natozono drugg warstwe przeciwciata anty-mysz HRP (#A5906 Sigma)
w rozcienczeniu 1:20 000, inkubowano w RT przez godzing. Odptukano 4-krotnie 200 pl.
Natozono 100 pl substratu na bazie TMB, po uplywie 15 min zastopowano reakcj¢ barwna
poprzez dodanie 100 ul 1 M H>SO4. Odczytano wynik na instrumencie Perkin Elmer przy
dhugosci fali A=450 nm[144].

5.2.13 Trawienie kaspaza 3 w protokole ELISA

Biatka pozbawione GST ze znacznikiem myc-tag w ilosci 80 ng/ dotek zawieszone
w PBS nalozono w objetosci 30 pul na plytce 96 dotkowej Nunc MaxiSorp™ flat-bottom
(#44-2404-21 Thermo Fisher) celem oplaszczenia. Adsorbcjg¢ prowadzono przez godzing
w temperaturze 37 °C. Po tym czasie dotki odptukano jednokrotnie 150 ul buforu ptuczacego.
Blokowano 200 pl roztworu mleka przez godzing. Plukano dwukrotnie 200 pl buforu
ptuczacego. Prowadzono reakcje w buforze reakcyjnym dla kaspazy w objetosci 30 pl
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z wykorzystaniem 0,5 u lub 1,5 u kaspazy 3 (#CC119 Sigma) w temperaturze 37°C przez dwie
godziny. Aby zatrzymac¢ reakcj¢ zalewano dotki 200 pl buforu pluczacego i odbierano roztwor
z dotka. Nastepnie odptlukano dotki jeszcze 4 razy 200 pl buforu ptuczacego. Reakcje
prowadzono W trzech powtorzeniach technicznych dla biatka typu
WT i R1098Q. Po przerwaniu reakcji wykonywano nastepne kroki testu ELISA analogicznie

do protokotu reakcji z kalpaing.

5.2.14 Pierwotna hodowla komérek neuronalnych

Cigzarng samice myszy ,,R1098Q” usmiercono poprzez dyslokacje krggéow szyjnych.
Na drodze sekcji pobrano embriony. Calo$s¢ moézgu pochodzaca z kazdego embrionu
rozdrobniono z uzyciem skalpela i PBS. Tak potraktowang zawiesing przeniesiono do medium
hodowlanego dedykowanego do wzrostu komoérek nerwowych z dodatkiem suplementu

B27 i pasazowano odrzucajac komoérki nieadherentne.
5.2.15 Barwienie komoérek neuronalnych

Do wykonania barwienia komoérek moézgowych wykorzystano okragle szkietka.
Po osadzeniu ich na 12 dotkowej pltytce hodowlanej komorki zostaty wysiane na kazdy dotek
— 3 typy komoérek (WT, HET R1098Q, HOMO R1098Q), dla kazdego typu po 3 dofki.
Po okresie wzrostu odrzucono medium przeptukano komorki trzykrotnie schlodzonym
PBS i utrwalono w 4% formaldehydzie w PBS (15 min na lodzie), ponownie przeptukano.
Kolejne komorki permeabilizowano przy uzyciu 0.5% roztworu Triton X—100 w PBS
(10 min w temperaturze pokojowej), przeptukano. Szkietka byty blokowane przez godzing
w 2% BSA w PBS w 4°C, przeptukano. Nastgpnie inkubowano komorki z roztworem
przeciwciala pierwszorzedowego anty-SNTF 1:1200 w 2% BSA w PBS przez godzing,
przemywano PBS i barwiono DAPI 5pg/ml oraz przeciwciatem drugorzedowym anty-krolik-
FITC 1:100 przez 45 min, ponownie odptlukano. Szkietka z utrwalonymi i wybarwionymi
komorkami umieszczono przy pomocy mounting medium (na bazie alkoholu poliwinylowego)
na szkle podstawkowym 1 po zabezpieczeniu styku brzegow szkietek lakierem,
celem konserwacji preparatu, przekazano do analizy mikroskopowej. Do wizualizacji probek
uzyto skanujacego laserowego mikroskopu konfokalnego Stellaris (Leica) z obiektywem
63x NA1.4 HC PL APO CS2 63x/1.40 OIL.
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5.2.16 Genotypowanie myszy R1098Q+hCAST

Do genotypowania myszy wykorzystano bioptaty pobrane z ptatkow uszu
przy znakowaniu osobnikow. Zastosowano zestaw do bezposredniej izolacji DNA z tkanek -
Direct Tissue PCR Kit (#£0940 Eurx). Po ekstrakcji DNA dla kazdej pary starterow
przeprowadzono osobne reakcje. Ekstrakcje DNA oraz reakcje PCR w formie z trzema krokami
(denaturacja, stapianie, wydluzanie) wykonano zgodnie z zaleceniami producenta.[145]
Modyfikacji ulegty temperatura stapiania (58°C - R1098Q, 60°C-hCAST) i1 czas wydluzania
w powtorzeniach cyklu (30 s - R1098Q, 60 s - hCAST). Realizowano 35 cykli. Objetos¢ probki
wynosita 20 pl. Wykorzystano startery przedstawiono w tabeli w sekcji materiatow.
W przypadku genotypowania myszy pod katem wystepowania mutacji R1098Q po reakcji PCR
a przed elektroforeza na calosci probek przeprowadzano trawienie kontrolne
przy  wykorzystaniu enzymu restrykcyjnego  Mspl i dedykowanego  buforu.
Miejsce restrykcyjne dla tego enzymu (5°...CCGG...3’) wystepuje w sekwencji typu dzikiego,

a na skutek mutacji zostalo utracone.

5.2.17 Test aktywno$ci kalpainy w lizatach z mo6zdzkow myszy R1098Q+hCAST

Do pomiaru aktywnosci kalpainy w lizatach z m6zdzkow myszy wykorzystano zestaw
fluorymetryczny — Calpain Activity Assay Kit (#ab65308 Abcam). M6zdzki pobrano od grupy
myszy w wieku 10-11 miesigcy. Tkanke moézdzku homogenizowano na lodzie w buforze
ekstrakcyjnym w proporcji 50 ul buforu na 10 mg tkanki. Probki odwirowano (4°C, 5 min,
16 600 g) supernatant wykorzystano w tescie fluorymetrycznym. Do dotkdéw na czarnej ptytce
NUNC 96 (#237105 Thermo Fisher) natozono 20 pl lizatu z moézdzku, 10 pl buforu
reakcyjnego, 5 pul substratu i 65 pl buforu ekstrakcyjnego. Plytke inkubowano przez 60 min
w 37°C. Nastgpnie dokonano pomiardéw fluorescencji przy EX/EM=400/505 nm na aparacie
CLARIOstar (BMG Labtech). Stezenie biatek w lizatach okre§lono przy pomocy urzadzenia

nanodrop. Wyniki fluorescencji skorygowano o otrzymane warto$ci stezen lizatow.
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5.2.18 Test dot blot anty-SNTF na lizatach z mézdzkow myszy R1098Q+hCAST

Na membrang nitrocelulozowa natozono rzedami po 4 probki lizatow z mézdzkow
myszy w objetosci 1 pl dla grup WT, WT+hCAST, R1098Q, R1098Q+hCAST. Wykorzystano
te same lizaty co do testu kalpainowego. Pozostawiono do obeschnigcia. Nast¢pnie membrane
blokowano w roztworze odttuszczonego mleka w PBS przez godzing. Po krotkim odptukaniu
w buforze ptuczacym inkubowano membrane w roztworze 1:10 000 przeciwciata anty-SNTF
(# ABN2264 Sigma) przez 1,5 godziny. Przeptukano trzykrotnie po 10 min. Prowadzono
inkubacje z przeciwcialem drugiej warstwy anty-krolik-HRP (#12-348 Sigma) 1: 10 000
przez godzing. Przeplukano jak poprzednio i zanurzono membran¢ w substracie dla HRP.
Po odsaczeniu membrang umieszczono w aparacie G-Box gel doc (Syngene, Frederic, MD,
USA) 1 zarejestrowano intensywno$¢ sygnatu $wietlnego dla poszczegdlnych probek.
Uzyskany obraz analizowano przy pomocy oprogramowania ImageJ wersja 1.53e
(U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

5.2.19 Test rotarod myszy R1098Q+hCAST

Testy rotarod wykonano na urzadzeniu skonstruowanym przez mgr inz. Tomasza
Budzinskiego. Aparat ten posiada elektroniczny sekundomierz sprze¢zony z czujnikiem upadku.
Przed rozpoczeciem testow przeprowadzono sesjeé oswajania myszy z urzadzeniem
48 1 24 godziny przed testami, aby osiagnac jak najbardziej miarodajne wyniki nie zaburzone
stresem zwigzanym z nowymi doznaniami. Myszy przebywaly na nieruchomym drazku,
na dragzku krecacym si¢ ze znikomg predkoscig < 0,5 rpm, jak rowniez w przestrzeni
pod drazkiem oraz ostuchiwaty si¢ z praca silnika urzadzenia (min. 3 minuty na kazda
czynnos¢). Pomiarow dokonywano przy uzyciu predkosci 14 rpm. Przy kazdej sesji
wykonywano 4 niezalezne pomiary, migdzy ktérymi mysz odpoczywata min. 3 min.
Konczono pomiar, gdy mysz spadta z drazka. Za maksymalny czas przebywania na drazku
przyjeto 120 s — po tym czasie konczono pomiar prawidlowo poruczajacej si¢ myszy.
Przeprowadzono 5 sesji w nastgpujacych po sobie dniach. Do analizy usredniono wyniki

pomiardéw z kazdej sesji. Myszy wykorzystane w trakcie badania miaty 6-8 miesiecy.
5.2.20 Test sily migsniowej myszy R1098Q+hCAST

Testy sity chwytu wykonano przy uzyciu dynamometru ze stale przylaczonym
fragmentem kratownicy wykorzystywanej w karmidtach. Dzien przed testami przeprowadzono
sesje probng. Pomiaru dokonywano przez oznaczenie sily potrzebnej do zerwania uchwytu

kratownicy przednimi tapami myszy. Pomiary, w ktorych mysz uzyta rowniez tylnych konczyn
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badz siekaczy, odrzucano. Testy prowadzono przez 3 dni. Kazda sesja zawierata 4 nastepujace
po sobie pomiary dla kazdej z myszy. Do analizy usredniono wyniki pomiaréw dla kazde;j sesji.

Myszy wykorzystane w trakcie badania byly w wieku 7-9 miesigcy.

5.2.21 Test footprint analizy chodu myszy R1098Q+hCAST

Pomiaréw chodu myszy dokonano przy pomocy areny/toru wylozonego bibula
Whatmann, polgczonego z zamknietym, zaciemnionym pudetkiem 0 wymiarach
15 x 15 x 15 cm. Przed dokonaniem testow, myszy 0Swajano z areng pomiarowa poprzez
pigciokrotne wpuszczanie ich na tor tak aby mysz po wypuszczeniu kierowala si¢ wzdhuz
Sciezki pomiarowej do zaciemnionej czgsci. tapy przednie i1 tylne znakowano tuszem
kreslarskim w dwoch roznych kolorach. Zmierzono zastgpujace parametry: rozstaw lap
(ang. base of support), dlugos¢ kroku (ang. step length), odlegtos¢ miedzy §ladami tapy
(ang. straight length) zaréwno dla konczyn tylnych i przednich, oraz odlegto$¢ migdzy tapami
przednig i tylng przy dostawieniu (ang. interlimb distance). Myszy wykorzystane w trakcie

badania miaty 8-10 miesigcy.
5.2.22 Metody statystyczne

Na zaprezentowanych wykresach wszystkie roznice istotne statystyczne oznaczono
gwiazdkg (* p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001). Dla wykresow dotyczacych pomiaréw
stabilno$ci biatek na urzadzeniu Prometheus wyrazono niepewnos$¢ pomiaru jako przedziat
ufnosci (95%). Dla pomiarow w eksperymentach ELISA, DLS, dot blot i dla testu aktywno$ci
kalpainy  stupki niepewno$ci wyrazone sg w postaci odchylenia standardowego,
za§ w przypadku testow dotyczacych koordynacji ruchowej i1 sily migsniowej myszy

R1098Q+hCAST zastosowano standardowy btad pomiaru.

Do analizy statystycznej wynikoéw uzyto programu GraphPad Prism 5. Wyniki ELISA
testowano na podstawie dwoch powtorzen biologicznych, kazde po dwa techniczne
powtdérzenia. Do oszacowania zaleznosci pomigdzy utrata gestosci optycznej a czasem
proteolizy zastosowano regresje liniowa na podstawie zbadanych punktow pomiarowych.
Aby okresli¢ istotnos$¢ statystyczng wynikow badania analizowano warto$ci gestosci optycznej,
po 30 min. reakcji dla kazdego badanego uktadu, poprzez test wieloczynnikowej analizy
wariancji two-way ANOVA z poprawka Bonferroniego.

Do analizy wynikéw testu rotarod wykorzystano $rednie z 4 niezaleznych pomiardow
dla wszystkich 5 dni testow. Wykorzystano dane dotyczace grupy myszy o nastgpujacych
liczno$ciach: samice R1098Q(8), R1098Q+hCAST(S), samce  R1098Q(4),
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R1098Q+hCAST(6). Zastosowano test two-way ANOVA dla powtarzanych pomiarow
z poprawka Bonferroniego. Do analizy wynikow testu sity chwytu wykorzystano $rednie
z 4 niezaleznych pomiardw z 2 dni testow. Wykorzystano dane dotyczace grupy myszy
o nastepujacych licznosciach: samice R1098Q (8), R1098Q+hCAST (5), WT+hCAST (7)
samce R1098Q (4), samce R1098Q+hCAST (6), WT+hCAST(6). Uzyto testu one-way
ANOVA z poprawka Bonferroniego.

Do analizy wynikow testu footprint uzyto danych dotyczacych myszy w grupach
mieszanych pitciowo: R1098Q (8), R1098Q+hCAST (7), WT+hCAST (7). Wykorzystano
karty ze $ladami co najmniej pigciu nieprzerwanych krokéw. Przed analizg statystyczng
usredniono pomiary kazdego z parametréw dla danej myszy. Dla parametréw odlegtosci
migdzy tapami przy dostawieniu oraz odlegtosci miedzy Sladami tapy usredniono pomiary
dotyczace prawych i lewych konczyn. Zastosowano test one-way ANOVA z poprawka
Bonferroniego.
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6. Wyniki
6.1 Biatka SPTAN1.2/myc

Wyizolowano z hodowli bakteryjnej i oczyszczono biatka rekombinowane w formie
dzikiej jak 1 zawierajacej mutacje¢ o sekwencji zbieznej z 9 1 10 powtérzeniami spektrynowymi.
Po oczyszczeniu biatka byly dodatkowo traktowane Presscision Protease w celu eliminacji GST
dla eksperymentow wymagajacych wykorzystania jedynie fragmentu powtorzen
spektrynowych. Na rycinie 11 zaprezentowane sg prazki reprezentujace biatka rekombinowane
po rozdziale elektroforetycznym zarowno w formie fuzyjnej jak 1 po odcigciu GST.
Rycina 12 obrazuje wzajemne umiejscowienie poszczegolnych sktadnikow biatka
rekombinowanego i odpowiadajacy fragment a II spektryny. Peptydy te zawierajag domene SH3
oraz domeng¢ CCC - miejsce fosforylacji przez kinaze¢ Src, miejsce wigzania kalmoduliny
oraz proteolizy przez kalpaing i kaspazy. Na C-koncu niedaleko miejsca proteolizy

umieszczono znacznik myc-tag. Na czerwono zaznaczone jest potozenie mutacji.

kDa M GST-WT GST-R1098Q WT R1098Q
135
100
75 - : .
63
48
Prescission — —_ + +
Protease

Rycina 11. Elektroforegram przedstawiajgcy biatka WT i R1098Q po oczyszczeniu i po odtrawieniu GST.

N2 fa]s]a]s]e[7]s ]| ] 11|12|13|14|15|16|1?|18‘19|20@-C

a-ll-spektryna SH3  ccc

- w0
) —
= 77 1
rekombinowane biatko SH3 Atematywny  R1095Q P-Y Miejsce wiazania myc-tag
Transkrypt )

Rycina 12. Schemat przedstawiajgcy rekombinowane fragmenty a Il spektryny
i odpowiadajgce im potozenie w petnym biatku.
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6.2 Modelowanie strukturalne

W modelowaniu strukturalnym wykorzystano 4 wersje sekwencji: w typie dzikim
R1098 i ze zmianami: odpowiadajace badanej mutacji R1098Q, i dodatkowo analizowane
R1098K, R1098C. W przypadku wersji z mutacjg R1098Q modelowanie strukturalne wykazato
znaczng zmian¢ potozenia petli CCC w obrebie ktorej znajduje si¢ miejsce proteolizy
dla kalpainy, wzgledem potozenia alfa helis powtorzen spektrynowych. Zmiana ta wywotuje
rozluznienie tej struktury, odsunigcie 1 wigksza ekspozycje wigzania miedzy
tyrozyng 1176 i glicyng 1177 ktére moze dzigki temu by¢ tatwiej dostepne dla kalpainy.
Do rozwinigcia struktury, odsunigcia i wyeksponowania wigzania Y1776/G1177 dochodzi
tez przy wygenerowaniu bardzo podobnych do siebie modeli w wersjach R1098K i R1098C.
We wszystkich przypadkach modyfikacji miejsce proteolizy zostaje odsunigte od osi srodkowe;j

modelu zawierajacego dwa powtorzenia spektrynowe.
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Rycina 13. Rzuty modelowania strukturalnego fragmentdow all-spektryny w réznych wariantach 1098 reszty aminokwasowe;.
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6.3 Dichroizm kotowy, DLS i chromatografia size-exclusion
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Rycina 14. Obraz dichroizmu kofowego dla biatek spektrynowych w réznych temperaturach.
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Eksperyment dichroizmu kotowego wykonano w o$miu wariantach temperaturowych,
po cztery dla kazdego rodzaju biatka. Porownujac wykresy CD na rycinie 14 mozna
zaobserwowac, ze dla temperatury 45 °C przebieg krzywej jest wyzszy dla biatka w wariancie
R1098Q, co swiadczy 0 jego szybszej denaturacji. R6znice nie sg tak widoczne dla wykresow
w pozostatych temperaturach. Na rycinie 15 widoczne sg zestawione wykresy
CD dla roztworéw biatek w typie dzikim i R1098Q w formie natywnej (25°C)
oraz po denaturacji i schtodzeniu do 25°C. Wglebienia w dolnej cz¢$ci wykreséw $wiadcza
o wysokiej zawarto$ci o-helisy w strukturze biatek 1 sg zblizone dla obu peptydow.
Wykresy CD po denaturacji maja podwyzszone przebiegi w  poroOwnaniu
do tych przed denaturacja. Sa za to odpowiedzialne agregaty o nieuporzadkowanej strukturze.
Po prawej stronie wykreséw CD zaprezentowane sg chromatogramy peptydow. W czesci
centralnej po oczyszczeniu przed eksperymentami CD i denaturacja, a po prawej
po oddziatywaniu termicznym. Na chromatogramach po denaturacji widoczne sa dodatkowe
szczyty odpowiadaja one czasteczkom o nieuporzadkowanej strukturze i wigkszej objetosci,
tym ktore nie ulegly renaturacji po obnizeniu temperatury. Na podstawie przedstawionych
wykresOw mozna stwierdzi¢, ze badane peptydy maja zblizong strukture drugorzedowa

1 podobna sktonno$¢ do renaturacji.
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Rycina 15. Wyniki dichroizmu kofowego w zestawieniu z wynikami chromatografii Zelowej (SEC).
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Na ponizszej rycinie 16 przedstawiono zmiany eliptycznosci molowej
wraz z temperaturg dla biatek typu dzikiego i z mutacja R1098Q. Srodkowy punkt
dla obu krzywych to temperatura, przy ktorej potowa tancucha jest zdenaturowana. W typie
dzikiem wynosita ona 51.25°C+0.09, natomiast w typie R1098Q 45.67°C+0.25. Dla biatka

noszacego mutacje¢ jest ona o ok. 5.5°C nizsza, co oznacza wigkszg labilno$¢ struktury.

Profile termiczne
- zmiany eliptycznosci molowej (CD)

‘_‘7\ 20 T T
©
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© 154
N
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&
N
N
) 0+
< T T
20 40 60

T (°C)
Rycina 16. Zmiany eliptycznosci molowej w zaleznosci od temperatury.
Przeciwnie do wynikéw uzyskanych w dichroizmie kolowym przebiegi krzywych DLS
dla obu peptydow sa do siebie zblizone swiadczy to o podobnym przebiegu agregacji biatek
podczas procesu denaturacji. Temperatury okreslone jako $rodkowy punkt agregacji

na podstawie  wzrostu  S$rednicy  czgsteczek  wynosity w  tym  przypadku

59.09°C dla WT i 58.14°C dla R1098Q. Wykresy przedstawiono na ponizszej rycinie 17.
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Profile termiczne - DLS
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Rycina 17. Zmiany rozmiaru czgsteczek w zaleznosci od temperatury.

Uzyskane przy uzyciu dichroizmu kolowego dane wprowadzono do programu
dostepnego za posrednictwem witryny internetowej Dichroweb:
http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/ntml/home.shtml i przeprowadzono analiz¢ metoda K2D
przyblizajaca zawarto$¢ poszczegolnych struktur drugorzedowych biatka w badanych
probkach. Wyniki analizy przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tabela 11. Przyblizona zawartosc procentowa struktur drugorzedowych we fragmentach
spektrynowych WT i R1098Q.

srucurapronka | wizsc | iossqzve | W T RIEQZC
a helisa 85% 70% 87% 73%
B kartka 0 3% 0 2%
nieuporzadkowana 15% 26% 13% 25%
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6.3 SPR — Rezonans plazmonéw powierzchniowych

Technika rezonansu plazmonéw powierzchniowych postuzyta do oceny oddziatywania
peptydow spektrynowych z kalmoduling w obecno$ci jonéw wapniowych. Jak mozna
zaobserwowaé¢ na rycinie 18, dla bardzo wysokich stezen kalmoduliny w zakresie
200-2000 nM nie zaobserwowano znaczacych roéznic w powinowactwie kalmoduliny
do obu typow ligandow. Widoczne jest jedynie nieco wolniejsze wigzanie i zwalnianie

kalmoduliny przez fragmenty zawierajace mutacje.
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Rycina 18. Wyniki SPR dla peptyddw WT i R1098Q przy stezeniach kalmoduliny 80-2000 nM.
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Na rycinie 19 zaprezentowano wyniki oddziatywania dla stezen kalmoduliny ponizej 80 nm.
Jak mozna zauwazy¢ rdznice s3 znaczace dopiero przy nizszych stezeniach kalmoduliny
gdzie biatko z mutacjg bardzo stabo wiaze kalmoduling, zatem typR1098Q stabo oddziatuje

z kalmoduling, gdy jej stezenia sg blizsze fizjologicznym.
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Rycina 19. Wyniki SPR dla peptydéw WT i R1098Q przy stezeniach kalmoduliny 2-60 nM.
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W ponizszej tabeli 12 przedstawiono wartosci statych asocjacji, dysocjacji i statg rownowagi,

ktore zostaty obliczone na podstawie otrzymanych danych eksperymentalnych.

Tabela 12. Wartosci statych kinetycznych oddziatywania fragmentdw spektrynowych
WT i R1098Q z kalmoduling.

forma bialka ka kd .
[(M-s)7] [s71] [M]
WT 2.7+0.1° 8.6+0.3* 3.2+0.1°
R1098Q 1.3+0.1° 4.8+0.1* 3.8+0.3°
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6.4 Pomiary stabilno$ci biatek - Prometheus

Pomiary na urzadzeniu Prometheus pozwolily na oszacowanie jako$ci biatka
1 zbadanie jego podatnosci na rozfatldowanie pod wplywem wzrastajgcej temperatury podobnie
jak pomiary CD i DLS. Na rycinie 20 zaprezentowano wykres zaleznosci ilorazu fluorescencji
350 nm/ 330 nm od temperatury. Ksztalt zblizony do sigmoidalnego §wiadczy o dobrej jakos$ci

biatka wykorzystanego do pomiarow.
0.95

—_ WT
— R1098Q

=

=]

(]
1

iloraz fluoresce ncji
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)
[= =]
[ 5,
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Rycina 20. Zmiany zaleznosci ilorazu fluorescencji 350nm/330 nm od temperatury- system Prometheus.

Na kolejnej rycinie 21 zaprezentowano pierwsza pochodna tej zaleznosci. Z obrazu tego
mozna odczyta¢ punkt przegigcia odpowiadajagcy polowicznemu  rozfaldowaniu
oraz temperature przy ktorej rozpoczeta sie denaturacja. Wartosci te wskazano w tabeli 13.
Z eksperymentu mozna wnioskowa¢ o zblizonej dla obu typoéw biatek temperaturze
odpowiadajacej punktowi przegiecia. Natomiast znacznie roznig si¢ temperatury poczatkowe
przy ktorych inicjowane jest rozfaldowanie struktury dla typu dzikiego jest

to ok 43°C, natomiast dla wersji R1098Q ok. 34°C.
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Rycina 21. Zmiany pochodnej zaleznosci ilorazu fluorescencji od temperatury - system Prometheus.
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Tabela 13. Wartosci termiczne otrzymane dla biatek WT i R1098Q w eksperymencie na aparacie
Prometheus.

WT R1098Q
Poczatek denaturacji 43,37 °C 34,80 °C
Punkt przegiecia 51,53 °C 51,70 °C
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6.5 Fosforylacja kinaza c-Src — western blot

Aby sprawdzi¢, czy obydwa biatka ulegajg jednakowo skutecznej fosforylacji,
postanowiono zbadaé stopien ufosforylowania biatek w typie WT i R1098Q po reakcji
katalizowanej przez kinaz¢ c-Src. Na rycinie 17 widoczne s3 w dwoch powtorzeniach
(gora i dob) rozne ilosci ufosforylowanego biatka. We wszystkich rozcienczeniach probek
stopien ufosforylowania jest zblizony dla biatek typu WT i R1098Q. Dodatkowo na zelu
umieszczono probke bez kinazy, dla ktorej nie stwierdzono obecno$ci fosfotyrozyny,
biatko nie byto ufosforylowane przed reakcja kinazy. Druga kontrola uwzglgdniata probki
bez ATP, w tym przypadku uwidoczniono fosfotyrozyn¢ na wysokos$ci odpowiadajacej masie
fragmentow spektrynowych. Mozliwe, ze mimo procesu oczyszczania na zlozu zostaty
niewielkie ilosci ATP umozliwiajace kinazie c-Src przeprowadzenie reakcji fosforylacji jednak
z mniejsza wydajno$cia niz miato to miejsce w probkach do ktérych dodano okreslong ilos¢
ATP — ilo$¢ natozonego na elektroforeze biatka w probce bez dodanego ATP byta taka sama

jak w najmniej rozcienczonych probkach reakcyjnych.

- ATP
M WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q

kDa h W ] .
75 g & Gl A

-Src

M WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q

kDa
75 |

Rycina 22. Wynik western blot anty-fosfotyrozyna — fosforylacja fragmentdéw spektrynowych przez kinaze c-src.
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6.6 Trawienie kalpaing — western blot

Podatno$¢ na proteoliz¢ fragmentéw spektrynowych badano przy uzyciu techniki
Westerm blot. Do eksperymentu wykorzystano kolumienki wirowkowe i biatka na ztozu.
Elektroforezie poddano probki bedace przesgczem z wirowania po reakcji na kolumienkach
zawierajacych jedynie produkty reakcji proteolizy oraz poréwnawczo nietrawione probki
biatek. Wynik Western blot anty-myc-tag wskazuje wigkszy stopien proteolizy dla typu
niosacego mutacje R1098Q.

Celem sprawdzenia podatnosci fragmentéw spektrynowych w typie WT 1 R1098Q
na proteoliz¢ kalpaing przy obecnosci kalmoduliny przeprowadzono reakcje¢ w ukladzie
w ktorym biatku z myc-tagiem w typie R1098Q towarzyszylo w nadmiarze biatko
WT ktoére nie posiadato znacznika, oraz uklad przeciwny z biatkiem WT z myc tagiem
1 biatkiem R1098Q bez znacznika. Eksperyment wykazat znacznie wigkszy przyrost produktu
degradacji we wszystkich badanych probkach w przypadku biatka z mutacja R1098Q
co jest widoczne w dolnym zestawieniu obrazow WB na rycinie 18. Reakcj¢ przerywano
w roznych punktach czasowych jednak réznice miedzy poszczegdlnymi czasami przerywania
reakcji nie s3 widoczne prawdopodobnie substrat z myc-tagiem przereagowat juz w czasie

pierwszych 5 min.

GST R9-10 myc-tag myc-tag

I8 [N

kDa WT R1098Q kDa WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q

WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q WT R1098Q

T ——— o G s G e P

Rycina 23. Wynik Western-blot anty-myc-tag dla proteolizy peptydow spektrynowych przez kalpaine.
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6.7 Trawienie kalpaing - ELISA

Trawienie fragmentéw spektrynowych zbadano przy wykorzystaniu zmodyfikowanego
autorskiego testu ELISA. Reakcja zostala przerwana w Kkilku punktach czasowych,
rycina 24 zawiera obliczone na podstawie wynikow z punktow pomiarowych procentowe ubytki
gestosci optycznej wzgledem probek nie poddanych dziataniu kalpainy. Na ich podstawie
wyznaczone zostato liniowe dopasowanie, a stopien nachylenia krzywej $wiadczy o tempie
proteolizy. Obliczone wartosci  nachylenia  krzywych  wynosity:  WT=0,986+0099,
R1098Q=1,489+0,099, WT+CaM=1,664+0,116, R1098Q +CaM=1,897+0,134

80+
T R1098Q + CaM
70+
60 1 WT + CaM
; —— R1098Q
50-. —_ WT

304
204 T ol o

% utrata gestosci optycznej
= N
o o

0 5 10 15 20 25 30
czas [min.]

Rycina 24. Procentowa utrata gestosci optycznej w zaleznosci od czasu reakgji.

Na rycinie 25 zostat ujety sredni procentowy ubytek gestosci optycznej dla finalnego
punktu pomiarowego — po 30 min reakcji. Na pokazanych wykresach zauwazalna jest
podwyzszona podatno$¢ na trawienie kalpaing dla biatka R1098Q. Dodatek kalmoduliny
zgodnie z literaturg [88] utatwia trawienie w przypadku typu dzikiego spektryny ale w
mniejszym stopniu dzieje si¢ tak rdéwniez w przypadku typu R1098Q.
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Rycina 25. Catkowita procentowa utrata gestosci optycznej odpowiadajgca ilosci strawionego biatka -

kalpaina.

Oproécz regresji liniowej na podstawie punktow pomiarowych obliczono takze $rednig szybkos¢

reakcji wyrazong jako ubytek substratu w jednostce czasu, co przedstawiono w tabeli 14:

Tabela 14. Wydajnos¢ proteolizy substratéw spektrynowych przez kalpaine w reakcji tgczonej z ELISA.

WT R1098Q WT + CaM R1098Q + CaM
Sredni ubytek
substratu 0,74 1,68 1,94 2,50
[ng/min]
Sredni czas
proteolizy 1 ng 81,32 35,64 30,90 23,98
substratu [s]
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6.8 Trawienie kaspaza 3 - ELISA

Przeprowadzono testy proteolizy biatek spektrynowych WT i R1098Q przez kaspaz¢ 3
z zastosowaniem 0,5 i 1,5 u enzymu. Wyniki przedstawiono na rycinie 21 jako procentowa
utrate gestosci optycznej dla poszczegdlnych typoéw probek, jej wartos¢ jest proporcjonalna
do ilosci biatka poddanego proteolizie. Stupki reprezentujg srednig ze wszystkich dokonanych
pomiarow. Wykonano po dwa niezalezne eksperymenty dla obu stezen kaspazy 3,
dla 0,5 u trzy powtorzenia, a dla 1,5 u dwa powtorzenia techniczne. Eksperymenty wykazaty
niewielki stopien proteolizy obu typow biatek w stosunku do poczatkowej ilosci biatka
w probce. Byto to srednio 5,4% dla 1 ui 7,4 % dla 1,5 u kaspazy3. Najwyzszy wynik uzyskano
dla probki zawierajacej biatko R1098Q z 1,5 u kaspazy 3, jednak nie przekroczyt
on 13,5% strawionego bialka. Poszczegdlne eksperymenty miaty niska powtarzalnosce.

Nie uzyskano istotnosci statystycznej dla otrzymanych wynikow.
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% utrata gestosci optycznej

Rycina 26. Catkowita procentowa utrata gestosci optycznej odpowiadajqgca ilosci strawionego biatka - kaspaza 3.
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6.9 Trawienie kaspaza 3 — barwienie azotanem srebra

Drugg technika wykorzystang do poroéwnania stopnia proteolizy biatek spektrynowych
WT i1 R1098Q przez kaspazg 3 bylo barwienie azotanem srebra. Barwienie probek po
proteolizie biatek spektrynowych przez kaspaze 3 podobnie jak eksperyment ELISA nie
wykazato duzych réznic pomiedzy probkami WT 1 R1098Q. Analiza densytometryczna nie

data miarodajnych wynikéw ze wzgledu na ciemne niejednorodne tto.

+ Cas3
KDa M wWT R1098Q WT R1098Q
75
63
48 -
35

Rycina 27. Trawienie kaspazg 3 — obraz barwienia azotanem srebra.
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6.10 Barwienie komorek mézgowych na obecnos¢ produktéw degradacji
alfa spektryny

Sprawdzono jaka jest podatno$¢ na trawienie kalpaing biatek spektrynowych
w komoérkach otrzymanych z moézgéow embriondw myszy poprzez barwienie
immunofluorescencyjne specyficzne wobec antygenu SNTF charakterystycznego dla tancucha
spektryny ktory ulegl trawieniu kalpaing. Na ponizszej rycinie 28 widoczne sg barwienia
komorek typu dzikiego oraz z pojedynczym i podwojnym allelem zawierajacym mutacje.
Na zielono ukazana zostala lokalizacja trawionych biatek spektrynowych, za$ na niebiesko
potozenie DAPI odpowiadajace jadrom komoérkowym. Na zdjeciach marker widoczny jest

w komorkach hetero 1 homozygot, natomiast nie jest zauwazalny w przypadku komorek typu

dzikiego.
DAPI SNTF POLACZONE
WT .
) .
h .

Rycina 28. Obraz z mikroskopu przedstawiajqgcy barwienie komdrek moézgowych myszy.
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6.11 Genotypowanie myszy R1098Q+hCAST

Myszy z otrzymanej grupy R1098Q+hCAST genotypowano pod wzglgdem obecnosci
dwoch cech — mutacji R1098Q w genie SPTANI1 i transgenu hCAST. Na ponizszych rycinach
zobrazowano elektroforogramy przyktadowych genotypowan myszy 2z populacji
R1098Q+hCAST. Oba elektroforogramy dotycza tych samych osobnikéw. Sciezki z gérnego
elektroforogramu odnosza si¢ do obecnosci mutacji, z dolnego do DNA kodujacego
kalpastatyng. Mutacja jest widoczna jako dwa $lady na $ciezce elektroforetycznej goérny
odpowiadajacy allelowi z mutacja, dolny allelowi bez mutacji. Allel bez mutacji ulega
trawieniu na dwie cze$ci o zblizonej masie ok. 150 par zasad, gdyz produkt reakcji PCR zostat
zaprojektowany w ten sposob, ze zawiera miejsce restrykcyjne w srodkowej czesci. Pojawienie
si¢ mutacji skutkowato modyfikacja sekwencji tego miejsca i brakiem reakcji enzymu Mspl.
Przy mutacji trawienie Mspl nie nast¢puje a na $ciezce widoczny jest jeden prazek
odpowiadajacy produktowi reakcji PCR ok. 300 pz. Transgen hCAST uwidoczniony jest
w postaci produktu PCR o masie ok. 2000 pz. Mozna zaobserwowaé 4 warianty genotypowe
u osobnikow z tej grupy: WT+hCAST, WT-hCAST, R1098Q+hCAST, oraz R1098Q-hCAST.

Genotyp: WT R1098Q R1098Q WT R1098Q
+hCAST  -hCAST  -hCAST -hCAST +hCAST

M WT R1098Q+ R1098Q+ WT R1098Q+

pz
300

200

100

M hCAST+  WT WT WT hCAST+

Rycina 29. Elektroforegramy - genotypowanie myszy R1098Q+hCAST.
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6.12 Test aktywnoSci kalpainowej

Test kalpainowy mial na celu okre$lenie i poréwnanie aktywnosci kalpainowej
w lizatach z mozdzkéow myszy o czterech genotypach: WT, WT+hCAST, R1098Q,
R1098Q+hCAST. Wyniki przedstawiono na rycinie 30 w postaci jednostek fluorescencji
w przeliczeniu na Img lizatu z moézdzku dla poszczegdlnych genotypéw. Sredni poziom
aktywnosci, obliczony na podstawie wynikow czterech osobnikéw na genotyp, okazat sie
zblizony dla wszystkich genotypéw — nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie.

Najwigksze rozbieznosci migdzy probkami w obrebie genotypu wystapity dla myszy R1098Q.
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Rycina 30. Aktywnos¢ kalpainy w przeliczeniu na 1 mgq lizatu mozdzku.
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6.13 Test dot blot anty-SN'TF na lizatach z mézdzkéw myszy R1098Q+hCAST

Test dot blot anty-SNTF stuzyt zbadaniu ilosci specyficznych produktow proteolizy
all-spektryny w lizatach z moézdzkow myszy grup  WT, WT+hCAST, R1098Q,
R1098Q+hCAST, dla kazdej grupy zbadano materiat od 4 osobnikow. Wyniki przedstawiono
na rycinie 31 jako intensywno$¢ zarejestrowanego sygnalu $wietlnego pochodzacego
od przeciwciata drugiej warstwy. Najwyzsze wyniki uzyskaly myszy z grupy R1098Q.
Grupy WT 1 WT+hCAST wykazaty podobny poziom. Usredniony poziom intensywnosci
sygnalu dla R1098Q+hCAST byt nizszy niz dla R1098Q, bardziej zblizony do poziomu

reprezentowanego przez myszy bez mutacji, jednak nie uzyskano istotnosci statystycznej

dla zobrazowanych roznic.
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Rycina 31. Specyficzne produkty proteolizy all-spektryny w lizatach z mézdzkéw (Dot blot anty-SNTF).
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6.14 Rotarod myszy R1098Q+hCAST

Jednym z testow sprawdzajacym kondycj¢ myszy byt test rotarod. Pomiary prowadzono
przez 5 dni. Wyniki zaprezentowano na wykresach przedstawionych ponizej — rycina 32.
Nie wykazano istotnych statystycznie roznic miedzy grupa R1098Q a grupa R1098Q+hCAST
zarowno w przypadku samic jak i samcow we wszystkich dniach testu. W obu grupach samice
wykazywatly lepsza koordynacj¢ ruchowa niz samce. Znaczenie mial tez czynnik czasu
(p<0.001), w kolejnych dniach pomiaréw obserwowano poprawe w wydajnosci. W przypadku
danych dotyczacych zatrzymania na drazku réznice wystgpity tylko w przypadku dwoch grup
samic R1098Q i samcoéw R1098Q+hCAST (p<0.01) dla dwoch ostatnich dni pomiarow.
Dane dotyczace upadku z drazka pozwolity odnotowac najwicksze roznice w trzech ostatnich
dniach pomiarow pomig¢dzy samicami R1098Q, a samcami R1098Q (p<0.01) i samcami
R1098Q+hCAST (p<0.001). W ostatnim dniu pomiaréw roéznica pojawita si¢ rowniez miedzy
samicami R1098Q+hCAST, a samcami R1098Q (p < 0.05) i samcami R1098Q+hCAST
(p<0.01).
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Rycina 32. Wyniki testu rotarod dla zatrzyman i upadkdw z drgzka.

89



_Wyniki

6.15 Sita chwytu

Drugim z testow zastosowanych do oceny stanu myszy R1098Q+hCAST byt test sity
chwytu (ang. grip strenght test). Wykazat on istotne réznice pomigdzy wszystkimi badanymi
grupami. Na ponizszych wykresach — rycina 33 zaprezentowano usrednione wyniki z dwoch
dni pomiarowych dla grup mieszanych pod wzgledem plci. Myszy z grupy kontrolnej
WT+hCAST wykazywaty najwigkszg sile chwytu, myszy R1098Q najmniejsza.
Myszy R1098Q-+hCAST plasowaty si¢ pomiedzy tymi grupami.

R

I K wEE
2.04 T 10 —_—
*
3 1.5- o *
L) » I‘.'
- *
Z 104 o ﬁ_
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0.5+ a4
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R1098Q R1098Q+hCAST WT WT+hCAST

Rycina 33. Sita chwytu. Wyniki testu dla grup mieszanych ptciowo.

Wyniki z podziatem na pte¢ zaprezentowano na ponizszej rycinie 34. Nie odnotowano roéznic

istotnych statystycznie miedzy plciami w poszczegdlnych grupach.
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Rycina 34. Sita chwytu. Wyniki testu wedtug fenotypu i pfci.
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6.16 Test footprint - analiza chodu
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Rycina 35. Test footprint - Rozstaw fap.
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Rycina 36. Test footprint - Dtugosc kroku.
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Rycina 37. Test footprint - Odlegfos¢ miedzy sladami fapy.
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Rycina 38. Test footprint - Odlegtos¢ miedzy tapami przy dostawieniu.

Przy wuzyciu testu footprint okreslono podstawowe parametry chodu myszy.
Do okreslonych parametrow zaliczyty si¢ Srednie: rozstaw tap, dlugo$¢ kroku i odleglosé
miedzy poszczegdlnymi $ladami tapy, wszystkie dla przednich i tylnych tap, oraz odleglos¢
miedzy tapami przy dostawieniu. Jak mozna zaobserwowaé na zestawieniu wykreséw
na rycinach 35, 36 1 37 trzy pierwsze parametry okazaly si¢ by¢ bardzo zblizone dla myszy
R1098Q i R1098Q+hCAST. Roznity si¢ one istotnie od wartosci stwierdzonych dla myszy
WT+hCAST, z wyjatkiem wynikéw uzyskanych dla rozstawu tylnych tap. Istotne statystycznie
roznice miedzy myszami R1098Q i R1098Q+hCAST stwierdzono jedynie w przypadku
$redniej odleglos$ci miedzy tapami przy dostawieniu — rycina 38. Dla tego parametru najwyzsze
warto$ci wykazaly myszy R1098Q, najnizsze myszy WT+hCAST, myszy R1098Q+hCAST
uzyskaty wartosci pomiedzy myszami zdrowymi, a myszami z mutacjg bez nadekspresji

kalpastatyny.
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7.  Dyskusja i wnioski

7.1 Stabilnos$¢ struktury

Spektryny, mimo stanowienia rozleglej platformy dla oddziatywan migdzybiatkowych,
przede wszystkim pelnig podstawowe funkcje strukturalne cytoszkieletu komorek.
Szeroko omoéwione we wstepie specyficzne elastyczne zdolnosci spektryn pozwalajg
na przenoszenie sit w obrgbie ich struktury aby kompensowac obcigzenia dzialajace na btong
komorkowa wynikajace z oddzialywan zewngtrznych jak i z ruchu generowanego
przez ciato[28]. Do$wiadczenie wykorzystujace CD i analize wynikow przy pomocy witryny
internetowej Dichroweb wykazato r6znice w strukturze drugorzedowej pomiedzy peptydami
WT i R1098Q odpowiadajagcymi 9 1 10 powtorzeniu spektrynowemu[tab.11].
Lancuch zawierajgcy mutacje wykazywal znaczaco mniejszy udzial procentowy a-helisy
na rzecz struktury nieuporzadkowanej w porownaniu do WT. Jest to interesujacy wynik
ze wzgledu na szczegodlng istotnos$¢ struktury a-helisy w powtdrzeniach spektrynowych
i ich funkcjonowaniu. Przeprowadzone eksperymenty w zakresie technik CD i DLS wykazaty
ponadto podwyzszong podatnos¢ formy zmutowanej R1098Q fragmentow all-spektryny
na rozfaldowanie wywotane czynnikiem w postaci energii termicznej. Temperatura
potowicznego rozfaldowania byta znacznie nizsza dla tej formy biatka. Wynik ten koresponduje
z zalozeniami postawionymi na podstawie komputerowego modelowania strukturalnego,
gdzie petla CCC formy R1098Q jest znacznie odsunigta od trzonu struktury ktory stanowig
trojhelisy powtorzen spektrynowych i z modelowaniem opublikowanym w Scientific Reports,
gdzie rowniez wskazano réznice w strukturze trzeciorzgdowej wariantow WT 1 R1098Q
m. in. zmiang¢ potozenia petli CCC [129]. Struktura trzeciorzedowa powtdrzen spektrynowych
bazuje na oddziatywaniach hydrofobowych trzymajacych blisko trzy o-helisy, ale rowniez
na formowaniu mostkéw solnych. Reszta R1098 znajduje si¢ blisko styku powtorzen
spektrynowych 9 i 10 i tworzy mostek solny z resztag D922 obecng w petli taczacej helisy A i B
9 powtdrzenia spektrynowego, pojawienie Si¢ reszty Q w miejsce R1098 catkowicie
uniemozliwia takie oddzialywanie stabilizujace, co wigcej w modelowaniu tym wykazano
zmian¢ kata miedzy powtdrzeniami spektrynowymi. Dodatkowo modelowano rowniez
podstawienie reszty K ktore cze¢$ciowo zachowywato oddziatywanie, jednak rowniez miato
wplyw na zmiang potozenia petli CCC. Zmienne polozenie tej domeny jest widoczne rowniez

w wariantach modelowania R, Q, K, C zawartych w tej pracy[ryc. 13].
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Podobnie, wyniki otrzymane na podstawie eksperymentu wykonanego przy uzyciu
urzadzenia Prometheus wskazuja na wczes$niejszg inicjacj¢ rozfaldowywania biatka R1098Q
pod wplywem wzrastajacej temperatury. Obserwacje te sktaniaja do wniosku, ze struktura
biatka R1098Q jest zauwazalnie bardziej labilna niz jej prawidlowego odpowiednika,
co moze wpltywac na sumaryczng stabilno$¢ tetrameréw spektrynowych w obrgbie komorek.
Jako przyczyne¢ postulujemy utrate oddziatywan zapewnianych przez reszt¢ argininy 1098,
ktora jest odpowiedzialna za tworzenie stabilizujacych mostkow siarczkowych[129].
Jednoczesnie DLS nie wykazal podwyzszonej sklonnosci peptydow typu R1098Q do agregacji
co jest spojne z brakiem agregatoéw spektrynowych w neuronach myszy noszacych mutacjg.
Zatem w przypadku tej mutacji to nie agregacja biatek spektrynowych jest przyczyng
neurodegeneracji, jak zdarza si¢ przy innych opisanych spektrynopatiach. Analiza probek

po denaturacji wykazata zblizong sktonnos¢ obu typow WT 1 R1098Q do renaturacji.

7.2 Oddziatywania regulacyjne

Eksperyment wykorzystujacy technike rezonansu plazmondéw powierzchniowych
ujawnil, ze przy stalym stezeniu jonéw wapniowych i st¢zeniach kalpainy zblizonych
do fizjologicznych peptydy spektrynowe R1098Q wykazuja nizsze powinowactwo
do kalmoduliny. Oddziatywanie wzrasta i stabnie wolniej niz w przypadku biatek typu
dzikiego. Znéw jest to zgodne z modelowaniem publikowanym w Scientific Reports,
ktore przewidywato 15% nizsze powinowactwo wariantu R1098Q wobec kalmoduliny
w porownaniu do WT[129]. Kalmodulina jest znana jako glowny przekaznik sygnatow
wapniowych w komorkach eukariotycznych, w tym jako biatko wigzace oll-spektryne
promujace allosterycznie jej proteolize przez kalpaing [146][88], W aktywowanej wapniem
komorce, W obecnosci kalmoduliny tancuch all-spektryny jest naturalnie bardziej wrazliwy
na proteolizg. Jej dziatlanie koncentruje si¢ na wyeksponowaniu wigzania Y1176G
tak by proteoliza spektryny przez kalpaing zachodzita efektywniej. Stan ten zostat
odzwierciedlony w eksperymentach przeprowadzonych na fragmentach biatkowych,
gdzie zarowno typ dziki, jak i R1098Q byty lepiej trawione z udzialem CaM. Roéznice
te nie byly jednak takie same. Kalmodulina miata nizszy wptyw na promowanie proteolizy
formy R1098Q. Zatem zapewne w stanie spoczynkowym w komorkach roznice migdzy
proteoliza R1098Q 1 WT sg wigksze na korzy$¢ proteolizy R1098Q, zas§ w komorkach
pobudzonych naplywem wapnia réznice zmniejszaja si¢. Kalmodulina w komorkach
pobudliwych bedacych w stanie spoczynku jest w stanie lgczy¢ si¢ z réznymi biatkami
przy niepelnym obsadzeniu wapniem ze wzgledu na zrdéznicowane powinowactwo jej domen
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wigzacych wapn 1 specyfike poszczegélnych oddzialywan, jednak wigzanie spektryny
potrzebne sg wszystkie czterech jony wapnia, zatem interakcja ta wymaga znacznego
podwyzszenia st¢zenia jonéw wapniowych[147][63]. Do stanéw podwyzszonego stezenia
jonow wapniowych w komoérce dochodzi w procesach neuroprzekaznictwa[148], skurczu
serca[149], czy miesni szkieletowych[150] jak réwniez w biegu cyklu komoérkowego[151],
czy apoptozy[152] oraz w patologicznych procesach chorobowych[153] lub podczas
urazow[154].

Modelowanie strukturalne jak i badania instrumentalne wskazujg na podwyzszong
labilno$¢ struktury 1 wyeksponowanie petli CCC all-spektryny w obrgbie ktorej znajduja sie
zarOwno miejsce wigzania kalmoduliny jak i miejsce proteolizy dla kalpainy[ryc.13, 16].
Zmiany te moga powodowac zaburzenia w szlakach sygnalowania opartych na kalmodulinie.

Kinaza c-Src wewnatrz komorek odpowiedzialna jest m. in. za fosforylacje reszty
Y1176, ktéra to jest szeroko opisywana jako czynnik regulujacy podatnos¢ spektryny
na proteolize kalpaing, dziatanie to chroni wigzanie Y 1176G przed proteolizg hamujac dziatanie
kalpainy. Eksperyment dotyczacy fosforylacji reszty Y1176 przez kinaz¢ c-Src nie wykazat
roznic w poziomie fosforylacji dla biatek spektrynowych typu R1098Q i WT[ryc.22],
zatem nie wydaje si¢ by obnizony poziom fosforylacji byt przyczyng zmiany podatnosci

spektryny R1098Q na proteolize¢ przez kalpaing.

7.3 Proteoliza

Podwyzszong podatno$¢ na proteoliz¢ fragmentow spektrynowych R1098Q
przez kalpaing wobec WT wykazano przy pomocy technik WB 1 ELISA zaréwno
dla eksperymentow w obecnosci jak i bez kalpainy[ryc 23, 25]. Wyniki testu ELISA pozwalajg
stwierdzi¢, ze roznice w proteolizie pomiedzy WT i R1098Q byty wigksze w przypadku reakcji
bez udziatu kalmoduliny. Wynik dla biatka R1098Q bez dodatku kalmoduliny jest zblizony
do wyniku otrzymanego dla typu WT z udzialem kalmoduliny. Obserwacje te sugeruja,
ze w warunkach wewnatrzkomérkowych biatko R1098Q bez udzialu kalmoduliny jest
podobnie podatne na proteoliz¢ przez kalpaing jak biatko w typie dzikim przy jej dziataniu.
Rozluzniona petla CCC wraz z wigzaniem Y 1176G nie wymaga oddziatywania z kalmoduling,
aby by¢ bardziej dostepng dla proteolizy, co jest zgodne z modelowaniem i1 wynikami
CDJ[ryc.13, 16]. Efekt dziatania kalmoduliny jest jednak stabszy dla biatka R1098Q,
to za§ koresponduje z danymi otrzymanymi poprzez testy SPR odno$nie stabszego
powinowactwa wariantu R1098Q do kalmoduliny[ryc. 18, 19]. Jednoczesnie eksperymenty

dotyczace Kkaspazy 3 nie wykazaly rdéznic w podatnosci na proteoliz¢ biatek
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w typie WT i R1098Q jest to spojne z wezesniejszymi obserwacjami gdzie nie odnotowywano
zwigkszonej ilosci produktow degradacji all-spektryny charakterystycznych dla dziatania
kaspaz u homozygotycznych embrionéw myszy objetych mutacja[129].

7.4 Produkty proteolizy

Doswiadczenie obrazujace produkty proteolizy all-spektryny przy pomocy
przeciwciala anty-SNTF w komorkach mozgowych z hodowli ukazato obecnos¢ duzej ilosci
specyficznych produktow proteolizy zarowno u homozygot jak 1 heterozygot.
Niestety ze wzgledéw technicznych niemozliwe bylo zastosowanie markeréw specyficznych
wobec konkretnych grup komoérek mézgowych, a szczegdlnie przydatne w tej analizie byloby
zastosowanie przeciwciat anty-NrCAM dla markera neuronéw. Jednak mimo to eksperyment
dostarczyt porcje cennych informacji. U homozygot szkielet spektrynowy obrazowany jedynie
przez produkty proteolizy wydaje si¢ by¢ znacznie watlejszy 1 o mniejszym stopniu
uporzadkowania. W przypadku heterozygot, gdzie w szkielecie spektrynowym znajduja si¢
zardbwno spektryny w formie dzikiej R1098 jak i te obarczone mutacja Q1098 produkty
proteolizy sa lepiej widoczne, ale tez sie¢ polaczen wyglada na lepiej zorganizowana.
Jednocze$nie specyficznych produktéw nie udalo sie zaobserwowaé dla komorek
pochodzacych od embrionow WT. Co do produktéw proteolizy spektryn stan
taki odnotowywano jednak juz wczesniej przy innych eksperymentach w grupach
kontrolnych[33]. Duza ilos¢ SNTF $wiadczy o wzmozonej proteolizie spektryny w obrebie
komorek noszacych mutacje. Wezesniej opisywane doswiadczenie WB ujawnito wzmozonag
ilo§¢ produktow proteolizy spektryn o masie 150 kDa dla embrionéw homozygot,
przy jednoczesnym braku produktow proteolizy 120 kDa generowanych przez kaspazy[129].
Z drugiej strony, duza ilos¢ produktow proteolizy wbudowanych w sie¢ szkieletu
spektrynowego na przedstawionym obrazowaniu moze tez $wiadczyé o wystepowaniu
probleméw w efektywnej degradacji i skutecznym zastepowaniu nieciggtych all-spektryn,
co rowniez moze uposledzac funkcje komorek. We wstepie wspominano 0 udziale kalmoduliny
w kalpainowej proteolizie heterodimerow spektryn, gdzie kalmoduling oddysocjowuje
od kompleksu dopiero po przecigciu tancucha B-spektryny. By¢ moze w tym przypadku mutacji
R1098Q rzadziej dochodzi do proteolizy B-spektryny 1 wystepuje nadreprezentacja nieciggtych
spektryn w sieci. Z pewnoscig cenne bylyby dalsze eksperymenty przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego z wykorzystaniem grupy przeciwcial aktywnych wobec roéznych rodzajow

spektryn, aktyny oraz znacznikow specyficznych dla roznych typow komoérek mozgowych.
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7.5 Aktywno$¢ kalpainy i proteoliza alI-spektryny a stany neurodegeneracyjne

Wyniki opisanych eksperymentow sugerujg iz zaburzenia w regulacji cytoszkieletu
spektrynowego opierajace si¢ na zmienionym powinowactwie do kalmoduliny i wzmozone;j
proteolizie przez kalpaing prowadza do konsekwencji molekularnych skutkujgcych postepujaca
ataksjg 1 neurodegeneracjg co omawialiSmy w publikowanych pracach [129][144][155].
Spostrzezenia te s ciekawe przez wzglad na wzmozong aktywnos¢ kalpainy i towarzyszaca
jej degradacje spektryny odnotowywang wielokrotnie w roéznych okoliczno$ciach
prowadzacych do neuropatologii. Patologicznie podwyzszong aktywnos$¢ kalpainy stwierdzono
W roznych stanach zwigzanych z uszkodzeniami moézgu, a produkty degradacji spektryn SPDB
zidentyfikowano dla wielu modeli m .in. niedotlenienia/niedokrwienia, epilepsji,
narazenia na toksyny, uszkodzenia mézgu. W przypadku ci¢zkich urazoéw aktywacja kalpainy
jest wezesnym wynikajacym z uszkodzenia wydarzeniem. Utrzymujaca si¢ proteoliza moze
z pewnoscia prowadzi¢ do S$mierci zwlaszcza wrazliwych rodzajow komorek.
Produkty degradacji spektryn narastajg w skutek starzenia i w przebiegu choroby Alzheimera.
Istnieje wiele przestanek $wiadczacych o udziale kalpainy w komoérkowych szlakach
apoptotycznych z wzajemnym wplywem na kaspazy. Kalpaina moze przyczyniaé si¢
do eskalacji fazy degradacji apoptozy na skutek proteolizy kalpastatyny za ktora
odpowiedzialne sg kaspazy a ktora czyni ten peptyd bezuzytecznym w hamowaniu aktywnosci
kalpainy[156][157]. Co ciekawe kalpaina jest zdolna do unieczynniajacej proteolizy niektorych
kaspaz blokujac aktywacj¢ proapoptotycznej kaspazy-3, z drugiej strony udowodniono
ze kalpaina 2 jest w stanie sama proteolizowaé kaspaze-3 powodujac jej aktywacje.
Prawdopodobnie =~ w  r6znych  warunkach  kalpainy @ mogag  by¢  biatkami
pro badz antyapoptotycznymi, jednak nie pozostajg bez wplywu na te procesy [158][159].

Powazne uszkodzenie m6zgu moze incydentalnie dotkna¢ kazdego w skutek uprawiania
sportu, poruszania si¢ pojazdami, czy upadku i prowadzi¢ do trwatych zmian neurologicznych,
a nawet do $mierci[160]. Przy TBI (ang. traumatic brain injury) w poczatkowym etapie
proteoliza all-spektryny przez kalpaing utrzymuje si¢ na wyzszym poziomie niz proteoliza
przez kaspazg¢ 3 1 moze przyczyniac si¢ do postgpujacego uszkodzenia strukturalnego aksonow,
natomiast pojawiajaca si¢ pozniej przedluzona aktywacja kalpainy kilka do kilkunastu dni
po urazie koreluje z poOzZniejsza Smiercia komorek 1 pojawiajagcymi si¢ zmianami
zwyrodnieniowymi [161][162][163]. Przy uszkodzeniu opuszki we¢chowej myszy na skutek
uderzenia ptynem (ang. mFPI - mild fluid percussion injury) szczyt 150kDa SBDP przypada

na 3 dobe po wurazie i jest ok. 7 krotnie wyzszy niz w pierwszej dobie,
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jednoczes$nie nie odnotowano w tym czasie podwyzszenia 145 kDa SBDP
oraz charakterystycznych dla kaspaz 120kD SBDP. W traumatycznych urazach innych czgsci
mozgu (kora mézgowa, hipokamp, ciato modzelowate) wzrost byt nawet 10 krotny zar6wno
w przypadku 150 kDa i 145 kDa SBDP, ale jednocze$nie towarzyszyt mu niewielki wzrost
stezenia produktéw pochodzacych od kaspaz[164]. By¢ moze w zaleznosci od struktury mézgu,
typu i intensywnosci uszkodzenia proteoliza kalpainowa przyjmuje zréznicowany przebieg.
Doniesienia te jednak sugeruja ze w okreslonych ramach czasowych to wlasnie podwyzszona
aktywno$¢ kalpainowa i towarzyszgca jej zmasowana degradacja spektryn stanowigcych ok. 3
% mozgowych biatek btonowych jest wlasciwym celem terapeutycznym dla ochrony struktury
komorek przed neurodegeneracja[98]. Urazowe uszkodzenia moézgu zakldcaja roéwniez
mechanizmy przeciwzapalne bazujace na tlenku azotu, ktory z udzialem nieprawidlowej
aktywnosci neuronalnej syntazy tlenku azotu (nNOS), wywotanej podwyzszonym poziomem
wapnia, przeksztatcany jest w nadtlenoazotyn. To zmniejsza biodostepnosé NO dla syntezy
S-nitrozoglutationu (GSNO) z udziatem GSH i dla regulacji neuroprotekcji. Zwigkszony
poziom nadtlenoazotynu koreluje ze zwigkszong aktywnos$cig kalpainy 1 wzrostem 145 kDa
SBDP oraz uszkodzeniem aksondéw 1 komodrek neuronalnych przez mechanizmy
3-nitrotyrozynacji tancucha kalpainy. GSNO natomiast reguluje aktywnos$¢ kalpainy poprzez
wtorng modyfikacje¢ na drodze S-nitrozylacji reszty cysteiny w jej miejscu aktywnym hamujac
jej dziatanie i obnizajac poziom proteolizy spektryn[165][166].

W powszechnie znanej chorobie Alzheimera, jak stwierdzono na podstawie
analizy posmiertnej] mozgoéw pacjentow, podwyzszona aktywno$¢ kalpainy 1 jest obecna
juz we wczesnych etapach i1 ulega zwigkszeniu w III i IV stadium w skali Braaka
az do ok. 400% kontroli w stadium VI, natomiast aktywno$¢ kalpastatyny wzrasta w stadiach
IV iV (ok. 1700% kontroli), ale nie utrzymuje si¢ w koncowym etapie choroby. Co istotne
mimo ze w chorobie Alzheimera wykazano zar6wno apoptotyczng jak i nieapoptotyczna
aktywacje kaspazy 3 jej aktywno$¢ utrzymuje si¢ na tym samym zblizonym do kontroli
poziomie podczas rozwoju choroby. W rozwoju choroby na etapach 11-VI dochodzi do wzrostu
145kDa 1 150 kDa SBDP, natomiast nie wykazano wzrostu produktow specyficznych
dla kaspaz co sugeruje, ze za rozpad all-spektryny w eskalacji choroby odpowiedzialna jest
wlasnie kalpaina[167][168][169]. Ciekawe pod katem analizy przyczyn schorzenia
1 potencjalnych terapii jest naturalne podwyzszenie aktywnosci kalpastatyny bedace dziataniem
neuroprotekcyjnym wykazywanym przez objete chorobg komorki. Kalpaina w $wietle
przytoczonych faktow z pewno$cia ma istotne znaczenie dla rozwoju choréb i stanowi

uzasadniony cel terapeutyczny.
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7.6 Znaczenie udzialu proteolizy alI-spektryny wobec neurodegeneracji

Jak juz wspomniano w wielu chorobach neurodegeneracyjnych na skutek patologii
dochodzi do wzrostu poziomu jonéw wapniowych wewnatrz komorki i aktywacji szlaku
Ca?*/CaM/kalpaina. W rezultacie dochodzi do proteolizy biatek szkieletu komorkowego
w szczegolnosci spektryn. Nie jest wiadome czy proteoliza spektryn jest priorytetowym
wydarzeniem postgpujacej neurodegeneracji, czy raczej nastepuje w skutek nagromadzenia
innych niekorzystnych zmian w komorce i czy moze by¢ skutecznym celem dla terapii.
W przypadku myszy R1098Q nie dochodzi do wzmocnionej sygnalizacji Ca®* czy idacej
za nig wzmozonej aktywnosci kalpainy co zostato zobrazowane przez test aktywnosci kalpainy
na lizatach z mysich mézdzkéw — rycina 30. Jednak wystepuje zwigkszona podatnosé
na proteoliz¢ spektryny przez kalpaing. Kluczowe wydaje si¢ wyjasnienie czy zwickszona
podatno$¢ substratowa spektryny na proteoliz¢ kalpainowa moze wyzwoli¢ neurodegeneracje,
czy tylko jest jej wtdrnym przejawem? Spektryna jest zaangazowana w wiele zréznicowanych
procesow komorkowych i wydaje si¢ malo prawdopodobne, aby jej rozpad u myszy
R1098Q byt jedynie wynikiem ogo6lnego krancowego stadium uszkodzenia neuronow.
W modelu tym identyfikujemy rozlegte zmiany neurodegeneracyjne i w szczegdlnosci $§mierc¢
komorek wyrazona poprzez zmniejszenie liczby komodrek Purkinjego i atrofie moézdzku.
W kontrascie do sporadycznego ujawniania si¢ mutacji SPTANI wywolujacych
neurodegeneracja w  populacji, schorzenia w ktorych wystepuje patologicznie
podwyzszona aktywno$¢ kalpainy sa czeste, a nowe strategie terapeutyczne sg pozadane
w obu tych przypadkach. Na podstawie wcze$niejszych wynikow dotyczacych myszy
R1098Q spekulowano, ze zwigckszona aktywno$¢ kalpainy wobec all-spektryny typu dzikiego
moze powodowac fenotyp zbiezny z tym obecnym u myszy z wariantem R1098Q all-spektryny
o podwyzszonej podatnosci na proteoliz¢ kalpaing, a zmniejszenie aktywnosci kalpainy
prawdopodobnie moze odwroci¢ fenotyp znaczaco upodobniajgc go do myszy typu dzikiego
[18]. Ostatnie badania zamieszczone w niniejszej pracy w duzym stopniu weryfikuja

te podejrzenia.

7.7 Inhibicja kalpainy przez kalpastatyne a fenotyp R1098Q

Aby zweryfikowaé odpowiedzialno$¢ wzmozonej proteolizy all-spektryny za fenotyp
myszy R1098Q, otrzymali§my lini¢ charakteryzujacg si¢ zarowno mutacja R1098Q
w all-spektrynie jak i nadekspresja inhibitora kalpainy — kalpastatyny wykorzystujac
do krzyzowania myszy hCAST. Obserwacje i dane eksperymentalne uzyskane na grupach
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myszy 0 genotypie R1098Q+hCAST 1 R1098Q pozwalaja oceni¢ ogdlng kondycje myszy
z nadekspresja kalpastatyny obarczonych mutacja. W przypadku eksperymentu rotarod
nie wykazano bezposrednich réznic w wydajnosci w grupach mieszanych plciowo migdzy
myszami R1098Q+hCAST i R1098Q. Myszy z obu grup wykazywaly zdolno$¢ uczenia si¢
poprawiajagc  sprawno$¢ w  poruszaniu si¢ na dragzku w  kolejnych  dniach.
Obecnos$¢ dodatkowych kopii genu kalpastatyny nie spowodowata jednak wyraznych
pozytywnych zmian w zlozonej koordynacji ruchowej niezbednej do wlasciwego
przechodzenia tego testu charakterystycznej dla myszy typu dzikiego. Sposob poruszania si¢
myszy o genotypie R1098Q+hCAST w oczach obserwatora jest do$¢ podobny do myszy
R1098Q, natomiast roznice w sposobie przemieszczania si¢ miedzy myszami R1098Q i WT
sa tatwo zauwazalne. Inaczej w kontekscie testu sity chwytu uzyskano istotne statystycznie
znaczne réznice miedzy wszystkimi badanami grupami mieszanymi ptciowo, gdzie grupa
R1098Q+hCAST sytuowala si¢ w sile chwytu pomiedzy grupa R1098Q a grupa kontrolng
co s$wiadczy o tym, ze znacznej poprawie ulegla wydajno$¢ widkien mig$niowych
u tych myszy. Ostabienie sity migsniowej u myszy R1098Q jest spdjne z objawami neuropatii
ruchowej odnotowywanymi przez Beiyera i in. [125], a poprawa tego parametru u myszy
R1098Q+hCAST musi by¢ zwigzana z ograniczong aktywno$cia kalpainy wobec
all-spektryny. Kolejnym eksperymentem byt test footprint skupiajacy si¢ na ocenie
parametrow chodu. W doswiadczeniu tym nie wykazano r6znic miedzy grupami
R1098Q+hCAST i R1098Q dla parametrow takich jak rozstaw tap, dlugos¢ kroku,
czy odlegtosci migdzy sladami jednej tapy, gdzie cechy te roznily si¢ od wartosci uzyskanych
dla myszy WT. Rozstaw przednich tap byt wiekszy dla myszy noszacych mutacje,
natomiast dlugos¢ kroku 1 odlegltos¢ migdzy s$ladami tapy byly znacznie mniejsze.
Jedynym parametrem, dla ktorego wykazano réznice migdzy R1098Q+hCAST i R1098Q byta
odleglos¢ miedzy tapami przy dostawieniu. Dla myszy R1098Q+hCAST warto$¢ ta byla
mniejsza, bardziej zblizona do tej reprezentowanej przez grupe WT. Prawdopodobnie spadek
tego parametru moze mie¢ zwigzek ze zwigkszong sita migsniowa wykazang we wczesniej
omoOwionym eksperymencie.

Oceniono réwniez $rednig aktywno$¢ kalpainowa w lizatach z mdzdzkow
dla wszystkich grup genotypowych (R1098Q, R1098Q+hCAST, WT, WT+hCAST)
1 nie wykazano réznic istotnych statystycznie, jednak najmniej spojna w wynikach byta grupa
myszy R1098Q. Jeszcze niepublikowane doswiadczenia otrzymane przy wspotpracy naszego
zespotu z badaczami z Yale University w ktorych barwieniu poddano moézgi i mézdzki myszy

R1098Q+hCAST na produkty degradacji spektryny wskazuja ze produkty degradacji spektryny
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wystepuja cho¢ w mniejszej ilosci niz w przypadku R1098Q w moézdzku, jednak w strukturach
hipokampa ilo§¢ SNTF jest porownywalna z poziomem otrzymanym dla myszy WT.
Moze to wskazywac na poprawe funkcji kognitywnych, co zostalo przez nas odnotowane jako
zwiekszenie precyzji dostawiania tap. Podobng obserwacje co do ilosci produktéw degradacji
spektryny SNTF poczynilismy w tescie dot blot[ryc. 31], gdzie myszy R1098Q+hCAST miaty
tendencj¢ do mniejszej ilosci SNTF, w porownaniu do myszy R1098Q. Nadekspresja
kalpastatyny u myszy hCAST w obrgbie kory i hipokampu jest ok. 80 krotnie wigksza
niz ekspresja endogennej mysiej kalpastatyny w tych rejonach. Jednak stosunek ten jest
juz mniejszy w przypadku mozdzku, dodatkowo nadekspresja hCAST moze czg$ciowo
ogranicza¢ naturalng ekspresjc mCAST w tym rejonie[111]. Mozna postawi¢ pytanie
czy nadekspresja kalpastatyny w tym obszarze jest wystarczajaco wydajna, aby znaczaco
zmieni¢ fenotyp? Istnieje tez mozliwo$¢ ze kalpastatyna jako naturalny inhibitor kompetycyjny
wobec formy spektryny o zwiekszonej podatnosci na proteoliz¢ jest nieco mniej wydajna
niz wobec formy dzikiej. Z pewnoscig uzyskany obecnie Obnizony poziom proteolizy
nie wplywa jednak znacznie na szeroko pojete funkcje ukladu nerwowego

w tym na wystepowanie dotkliwej ataksji.

7.8 Ataksja u myszy R1098Q

Powyzej opisane obserwacje te sktaniajg z drugiej strony do przypuszczen, ze gtdéwny
problem w przypadku mutacji R1098Q w all-spektrynie moze stanowi¢ sama uposledzona
forma biatka o zmienionych wilasciwosciach nie pozwalajacych na sprawne funkcjonowanie
przekaznictwa nerwowego juz we wczesnych etapach zycia, za$ fakt wzmozonej podatnosci
na proteolize tej formy biatka nie pozostaje bez wptywu, jednak ma drugorzedne znaczenie
dla wystepujacego fenotypu. Ciezko rowniez znalez¢é piSmiennictwo taczace bezposrednio
wystepowanie ataksji z proteoliza spektryn przez kalpainy. Juz wczesniej w Swietle wynikow
CD zaktadalismy mozliwo$¢, ze niestabilnos¢ all-spektryny w formie R1098Q moze wptywac
na jej wlasciwosci mechaniczne i interakcje z innymi biatkami. Spekulowali$my, Zze czynniki
fizyczne wywierajace wplyw na neurony moga skutkowaé wczesnym rozluZznianiem
heterodimeréw spektryn 1 doprowadza¢ do patologii w funkcjonowaniu ukladu
nerwowego[155]. Ataksja jest jednym z szerzej opisywanych objawdéw wystepujacych
u pacjentéw z mutacjami w obrebie genu SPTANL i jednym z najpowazniejszych dotykajacych
heterozygotycznych myszy R1098Q. Moze ona mie¢ wiele przyczyn jednak zazwyczaj pojawia
si¢ na skutek degeneracji struktur moézdzku. W spektrynopatiach ataksja idzie w parze
z astrogliozg i ubytkiem komorek Purkiniego[170]. W przypadku all-spektryny wystgpienie
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ataksji u pacjentow czesto, ale nie zawsze towarzyszy mutacjom zast¢pujgcym lub usuwajgcym
argining np. P.Argl9Trp, p.Arg627*, p.Argl098Cys, p.Argl464Trp, p.Argl624Cys,
p.Arg2124Cys nawet w regionach odleglych od miejsc proteolizy all-spektryny przez kalpaing
(Y1176/G1177,G1230/S1231), ale tez innym mutacjom w obrgbie tego biatka.
Wigkszos¢ z wymienionych arginin ma przypisywane funkcje stabilizujace dla struktury
all-spektryny poprzez oddziatywania na dystans z innymi cze$ciami tancucha takie jak
tworzenie mostkow solnych[2][171]. Bardzo istotny jest rowniez fakt zr6znicowania objawow
wystepujacych wewnatrz rodzin np. w obrebie jednej rodziny, w ktorej pojawia si¢ mutacja
p.Argl9Trp ataksja wystepuje tylko w przypadku czeSci obarczonych nig pacjentow[2].
Zmienne nasilenie fenotypowe jest obserwowane u myszy R1098Q o niemal jednorodnym tle
genetycznym, jednak nigdy przez wszystkie wyprowadzone pokolenia nie odnotowano

przypadku myszy z mutacjg p.Argl098GIn, u ktorej nie wystgpowataby ataksja.

7.9 Utrata komoérek Purkiniego

Smier¢ komorek Purkiniego jest wydarzeniem czesto taczonym z ataksja a jednoczesnie
powszechnym u myszy R1098Q. Aktywno$¢ receptorow AMPA jak i kalpainy w réznych
kontekstach byla taczona zardwno z apoptotyczng jak i nekrotyczng $miercia komorek.
Pod katem analizy mutacji R1098Q niezwykle istotne wydaje si¢ ustalenie jaki mechanizm
odpowiada za $mier¢ nerwowych komorek Purkinjego w mozdzku 1 jakie znaczenie
ma w nim kalpaina. Receptory AMPA posredniczg we wprowadzeniu komorek w stan
prowadzacy do $mierci poprzez poczatkowy i wydtuzony wpltyw jonéw wapniowych w obrebie
cytozolu i jadrze 1 szybka aktywacje¢ kalpainy. Aktywnos$¢ kalpainy odnotowana na podstawie
obecnosci jej produktow proteolizy 150 kDa 1 145 kDa ma miejsce glownie w przypadku
zaprogramowanej $mierci komorki. Komorki Purkinjego przed $miercia wykazuja cechy
morfologiczne takie jak kurczenie si¢ czy kondensacja chromatyny[172][173].
Uzycie antagonistow kalpainy w tym przypadku ograniczyto o 50% liczbe ciemnych komorek
zmierzajacych do $mierci, co wskazuje na zaangazowanie w proces rowniez kaspaz oraz miato
wplyw na obnizenie produktow degradacji all-spektryny, co nie miato miejsca w przypadku
komorek nekrotycznych. Dodatkowo komorki nekrotyczne wykazaty umiarkowany wzrost
produktoéw degradacji all-spektryny. Wydaje si¢ to zaskakujace ze wzgledu na szczegdlnie
taczony z nekroza gwattowny wplyw jonéw Ca?*. Jednak w tym przypadku wlasciwy czas
i lokalizacja wzrostu stezenia jonéw Ca?* moze mie¢ sprzyjajacy wptyw na aktywacje kalpainy
tak jak sugerowano w temacie aktywacji kalpainy przy udziale NMDA[172][174]. Podobnie

juz dawno wykazano, ze procesy prowadzace do $mierci indukowane ekscytotoksycznoscia
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zwigzang np. z niedokrwieniem komoérek mozna tagodzi¢ poprzez zastosowanie antagonistow
kalpainy[175]. Biorac pod uwage powyzsze nalezatoby doceni¢ role kalpainy i degradacji

all-spektryny w apoptotycznym mechanizmie $§mierci komorek Purkinjego.

7.10 Znaczenie proteolizy domeny CCC

We wstgpie wspominano model mysi w ktérym usunigto domen¢ CCC
i nie zidentyfikowano znaczacych rozwojowych zmian fenotypowych w zachowaniu
czy histologii. Autorzy sugerowali na tej podstawie, ze domena ta nie jest szczegolnie wazna
dla zachowania podstawowych funkcji komoérki. Niestety dotychczas nie zbadano wplywu
tej modyfikacji na pamie¢¢ i funkcje poznawcze[47]. Wczesniej podejrzewano, ze kalpainowa
proteoliza spektryny moze mie¢ zwigzek z procesami dlugotrwatego wzmocnienia[176].
Analiza taka bytaby dla nas interesujgca ze wzgledu na przeprowadzone przez nasz zespot testy
rozpoznawania obiektow na mtodych i starszych osobnikach R1098Q, oceniajace pamigc
wzrokowo-przestrzenng, ktore nie ujawnity zwigkszonego zainteresowania nowym obiektem
umyszy R1098Q 1 wykazaty znaczne r6znice migdzy wynikami myszy WT i R1098Q w grupie
8-tygodniowej[155], co jednoczesnie odpowiadato utracie neurondw w korze nosowej i czesci
hipokampa[129]. Wyniki te rzeczywiscie sugeruja znaczenie miejsca proteolitycznego kalpainy
w domenie CCC w kontekscie procesoOw neuronalnych zwigzanych z pamigcia. Spektryna ulega
proteolizie przez kalpaing na skutek aktywacji receptorow NMDA, moze uczestniczy¢
w modulacji transmisji synaptycznej 1 wpltywaé¢ na ilo$¢ receptoréw w blonach
synaptycznych[177]. Inng cickawg obserwacja poczyniong przez ten zespot byto wystepowanie
normalnych pecherzykow apoptotycznych u myszy bez domeny CCC, co wskazywalo
na to ze proteoliza tego regionu nie jest wstepnie wymaganym wydarzeniem dla apoptozy,
jak byto to postulowane[47]. Dodatkowo zmiana ta nie uniemozliwita proteolizy BII-spektryny,
ponownie wskazujac na ztozono$¢ zaleznosci proteolizy z udziatem all- BII-spektryny
i kalmoduliny. W innej publikacji na podstawie obserwacji po indukowanej 1,2-DAB
aksonopatii sugerowane jest, ze domena wrazliwa na kalpainy i kaspazy nie jest istotna
dla integralnosci cytoszkieletu w nerwach obwodowych, a proteoliza all-spektryny jest
zdarzeniem pozniejszym w patogenezie zapoczatkowanej addukcja biatek i sieciowaniem[180].
Jednak w doswiadczeniu tym jako zaczatek stanu patologicznego wykorzystano wiasnie
czynnik sieciujgcy. W $wietle tych cytowanych badan i przedstawionych w tej pracy wynikow
dotyczacych fenotypu myszy R1098Q+hCAST kalpainowa proteoliza domeny CCC zdaje si¢
nie mie¢ szerokich skutkéw czynnosciowych dla podstawowego funkcjonowania komorek

w uktadzie nerwowym. Myszy R1098Q+hCAST wykazaty w dotychczas przeprowadzonych
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badaniach jedynie wzrost sity mig$niowej 1 zwiekszong precyzje dokroku w pordéwnaniu
do myszy R1098Q. Jesli chodzi o neuroplastyczno$¢ zwigzang z procesami poznawczymi
to mozliwe, ze zardwno brak naturalnej plastycznosci cytoszkieletu — regulowanej
za posrednictwem domeny CCC przez kalpaing, czy tez odkryty przez nas patologicznie
podwyzszony poziom proteolizy all-spektryny u myszy R1098Q moze mie¢ zgubny wptyw
na procesy zapamigtywania. Z pewnoscig cenne bytoby przeprowadzenie poréwnawczych
testow rozpoznawania nowego obiektu u myszy R1098Q+hCAST i R1098Q. Ciekawy
pozostaje rowniez aspekt zmienionej sity migsniowej. Czy mozliwe, ze myszy pozbawione

domeny CCC wykazywatyby zmieniong sil¢ mi¢§niowa w poréwnaniu do kontroli?

7.11 Znaczenie proteolizy all-spektryny dla wariantu R1098Q

Jak si¢ okazuje przypuszczalnie proteoliza all-spektryny w wariancie R1098Q jest
zdarzeniem pierwotnym, niewymagajacym podwyzszonej aktywnos$ci kalpainy, wynikajagcym
z immanentnej cechy tej formy biatka a spowodowanym wigkszg ekspozycja petli
CCC na dziatanie enzymu. W niniejszej pracy udato si¢ okresli¢ wptyw tej proteolizy na site
mig$niowa i precyzje dokroku myszy. Jak wskazuja obserwacje fenotyp R1098Q jest zwigzany
z innymi ciezkimi objawami, ktore na razie zdaje si¢ nie wynikaja bezposrednio
ze swobodniejszej proteolizy tej formy spektryny. Prawdopodobnie rownolegle pojawiajg sie
inne nieprawidlowosci zwigzane z zaburzong stabilizacja w obrgbie 9-10 powtdrzenia
spektrynowego  wplywajace na podstawowe funkcje spektryny. Niewykluczone,
ze w tym przypadku dochodzi do zmiany natury oddziatywan z innymi zidentyfikowanymi
badz niepoznanymi dotychczas partnerami oll-spektryny, ktére roéwniez maja wplyw
na obserwowany fenotyp, co z pewnoscig bedzie przedmiotem dalszych badan. Nadmierna
aktywnosc¢ kalpainy i proteoliza all-spektryny w $wietle literatury jest wigzana z obumieraniem
komorek Purkinjego i atrofig mozdzku, jednak praca ta nie potwierdza zwigzku przyczynowo
skutkowego miedzy tymi procesami. Nadmierne dzialanie kalpainy jest w tym przypadku
wyizolowane do wzmozonej proteolizy wybranego biatka, cho¢ najprawdopodobniej ma
miejsce nawet w stanie podstawowym komoérki bez zwiekszonego poziomu Ca?*

Z pewnoscig konieczna bedzie dalsza charakterystyka linii R1098Q+hCAST w celu
wytuszczenia komponenty kalpainowej w wystepujacych u myszy R1098Q objawach,
a petniejszy obraz bedzie mozna skuteczniej odnie$¢ do neuropatologii bedacej udziatem
proteolizy  spektryn w innych schorzeniach neurodegeneracyjnych, szczegolnie

przy uwzglednieniu analizy stanu myszy na réznych etapach rozwoju.
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8. Podsumowanie

Szereg eksperymentéw instrumentalnych, zawartych w tej pracy, motywowanych
wynikami modelowania in silico pozwolit na wykazanie, ze mutacja punktowa ¢.3293G>A
w obrebie genu all-spektryny wptywa na stabilno$¢ struktury szczegolnie w obrebie petli CCC
gdzie znajduja si¢ miejsca oddzialywania z kalmoduling jak 1 specyficzne miejsce proteolizy
przez kalpaine. Jednocze$nie wykazano, ze stan ten wplywa na znacznie podwyzszong
podatno$¢ mutanta na proteoliz¢ wigzania Y 1176G przez kalpaing bliska do podatno$ci dzikiej
formy biatka oddziatujagcego z kalmoduling. Wykazano réwniez zmniejszone powinowactwo
zmutowanej formy wobec kalmoduliny. Jednoczesnie oddalono mozliwos¢ mniejszej
podatnosci na fosforylacje reszty Y1176 przez kinaze c-Src jako przyczyne zwigkszonej
podatnosci na proteolizg. Przy zwigkszonej podatnosci na proteolize przez kalpaing nie wykryto
réznic w podatnosci na proteolize przez kaspaze 3. Specyficzng wrazliwo$¢ na proteolize
zmutowanej formy all-spektryny skonfrontowano z nadekspresja kalpastatyny, inhibitora
kalpainy, tworzac lini¢ myszy R1098Q+hCAST, aby oceni¢ potencjalne zmiany fenotypu
w kontekscie udzialu owej proteolizy w cato§ciowym obrazie zmian neurodegeneracyjnych.
Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz obnizenie proteolizy przez kalpastatyng wptywa
pozytywnie na sit¢ migSniowa oraz precyzje dostawiania tap, nie przynoszac jednoczesnie
znacznej poprawy w szerzej pojetych zdolnosciach motorycznych, w tym wielu parametrow
chodu 1 wydajnos$ci na urzadzeniu rotarod. Utworzenie linii pozwolito réwniez na analizg ilosci
SNTF (specyficznego dla kalpainy produktu degradacji all-spektryny) w moézgach myszy
R1098Q+hCAST, a wyniki pomimo braku istotnosci statystycznej wskazywaly trend spadku
poziomu SNTF w moézgu myszy R1098Q+hCAST, co zostalo niezaleznie potwierdzone
badaniem immunohistochemicznym w obrgbie hipokampu myszy przy jednoczesnym
niecatkowitym obnizeniu barwienia SNTF w obrebie mozdzku [dane niepublikowane
komunikowane przez Dra Michael’a Stankewich’a]. Otrzymane wyniki wskazujg
na uzyteczno$¢ modelu myszy R1098Q+hCAST w konteksécie eksperymentalnych terapii

neuropatii spektrynozaleznych.
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