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Streszczenie

Pomimo kilku dekad intensywnych badan wcigz stabo poznalismy etiologie zaburzen
psychicznych i nie w petni rozumiemy mechanizmy decydujgce o skutecznosci ich farmakoterapii.
Szczegdlnie zaskakiwaé moze drugi z tych problemdéw — w wiekszosci przypadkow biologiczne punkty
uchwytu lekéw sg opisane i mamy obszerng wiedze wzgledem mechanizméw komérkowych, z
ktédrymi sg one zwigzane. Problem lezy jednak w tym, ze leki czesto dziatajg plejotropowo, w znacznej
mierze poprzez mechanizmy posrednie, a do tego moga miec przeciwstawne efekty na rdozne typy
komoérek nerwowych. Stad tez najczesciej stosowana klasyfikacja lekdw psychotropowych oparta jest
o wskazanie medyczne, np. leki przeciwdepresyjne, przeciwpsychotyczne czy przeciwlekowe, przy
czym w ramach poszczegélnych klas wystepujg leki o mocno zrdznicowanych profilach
receptorowych oraz innych mechanizmach dziatania na poziomie molekularnym. Stworzenie
klasyfikacji lekow w oparciu o ich wewnatrzkomérkowe mechanizmy dziatania pozwolitoby na
zrozumienie etiopatologii choréb psychicznych, skuteczniejsze poszukiwanie wskaznikéw ich
efektywnosci oraz nowych drdg terapii, ale jak dotgd podejmowane wysitki nie przyniosty znaczacych

postepow.

Na poziomie komdrkowym leki psychotropowe wptywajg m.in. na reorganizacje i
normalizacje potgczen neuronalnych. Procesy inicjujgce i kontrolujgce powstawanie oraz rozwdj
zmian neuroplastycznych sg zalezne od ekspresji odpowiednich gendéw i syntezy nowych produktéw
biatkowych. Zrozumienie mechanizméw molekularnych aktywowanych przez leki psychotropowe
moze pomédc wyjasni¢ dlaczego wiele z efektéw klinicznych ich dziatania pojawia sie dopiero po
dtuzszym czasie stosowania. Ponadto, wiele genéw wykazuje ekspresje alternatywnych izoform,
ktore mogg petni¢c w komédrce odrebng lub nawet przeciwng funkcje, za$ proces alternatywnej
transkrypcji jest zjawiskiem szczegdlnie czestym w uktadzie nerwowym. Wiedza na temat
poszczegdlnych jednostek transkrypcyjnych i ich wzorcéw ekspresji w okreslonych rodzajach
komérek nerwowych jest niezbednym pierwszym krokiem do poznania roli danego genu w pracy

mazgu, a takze sposobu jego zaangazowania w dziatanie lekow psychotropowych.

Celem moich badan byto wskazanie zmian w ekspresji genéw wywotanych dziataniem lekéw
psychotropowych, ktére mogtyby wskaza¢ mechanizmy inicjujgce ich dtugotrwate efekty oraz

umozliwi¢ klasyfikacje opartg o podobienstwa na poziomie transkrypc;ji.

W pierwszym etapie badan przeprowadzitam pogtebiong analize zmian transkryptomu
zachodzacg pod wptywem lekdw psychotropowych. Wykorzystatam metode sekwencjonowania

nastepnej generacji (NGS), do zbadania zmian ekspresji transkryptéw w dwadch strukturach moézgu



myszy (kora przedczotowa i jadro potlezagce przegrody) wywotanych podaniem lekow
reprezentujgcych rozne klasy terapeutyczne. Wykazatam, ze transkrypty mozna podzieli¢ na
podgrupy, dla ktdérych okreslony zostat specyficzny wzér regulacji, zaangazowane czynniki
transkrypcyjne i ontologie funkcjonalne. Zmiany w ekspresji zidentyfikowanych przez RNA-seq
alternatywnych transkryptow gendw potwierdzitam w niezaleznych doswiadczeniach z

wykorzystaniem ilosciowej reakcji PCR.

Druga czes¢ rozprawy skupia sie na wybranym przyktadzie genu Dclk1. Lepsze zrozumienie
dziatania Dclk1 jest szczegdlnie istotne, gdyz zaobserwowano asocjacje wystepowania polimorfizmdw
tego genu ze sktonnoscia do schizofrenii i zespotu nadpobudliwosci psychoruchowej u ludzi. Oznacza
to, ze regulacja ludzkiego genu DCLK1 moze petni¢ role w etiologii zaburzen neuropsychiatrycznych,
jak i mechanizmie dziatania lekéw zwalczajgcych objawy chorobowe. Gen Dclkl posiada wiele
wariantéw transkrypcyjnych powstatych poprzez wykorzystanie dwéch alternatywnych promotoréw i
alternatywne skfadanie eksondw. Warianty te réznig sie profilem ekspresji i aktywnosciag kinazowsa.
Dotychczasowe badania wskazywaty na udziat kinazy Dclkl w neurogenezie i plastycznosci
synaptycznej, jednakze proces regulacji transkrypcyjnej i znaczenia biologicznego réznych wariantéw
genu Dclk1 pozostawat wcigz stabo poznany. W tej czesci rozprawy przedstawitam regulacje izoform
tego genu po podaniu wybranych lekéw psychotropowych. Ponadto, w moich badaniach po raz
pierwszy wskazatam na specyficzny dla dziatania mianseryny i rysperydonu proces regulacji ekspresji

nowego wariantu transkrypcyjnego nazwanego Dclk1-m.

Podsumowujac, w wyniku badain prowadzonych w ramach mojej rozprawy doktorskiej
zidentyfikowany zostat zbiér wariantdw transkrypcyjnych oraz niekodujgcych RNA regulowanych
podaniem lekéw psychotropowych. W dalszych doswiadczeniach dokonatam weryfikacji wywotanych
dziataniem lekéw zmian ekspresji wybranych alternatywnych transkryptéw, poswiecajac szczegdlng
uwage Dclkl. Zidentyfikowatam nowy krétki transkrypt i pokazatam, Zze jego ekspresja
prawdopodobnie zalezna jest od aktywacji receptorow 5HT2A. Otrzymane wyniki mogg pomac
zrozumie¢ udziat Dclkl-m w regulacji proceséw neuroplastycznych wywotanych przez leki
psychotropowe, ktérych efekty mediowane sg poprzez receptory SHT2A. Moje wyniki znaczgco
pogtebiajg zrozumienie dziatania lekéw na ekspresje gendw, przenoszac analize na poziom
indywidualnych transkryptéw. Mam nadzieje, ze przyczyni sie to do mozliwosci klasyfikacji lekéw
psychotropowych w oparciu o ich molekularne mechanizmy dziatania. W dalszej perspektywie,
zgromadzona wiedza moze otworzy¢ nowe perspektywy w badaniach neurobiologicznych podstaw
leczenia zaburzen psychotycznych i afektywnych, w tym wyjasni¢ role zréznicowania sekwencji genu

DCLK1 w podatnosci na choroby psychotyczne i afektywne.



Abstract

Despite several decades of intensive research, our understanding of the etiology of mental
disorders and the mechanisms that determine the effectiveness of their treatment remain limited.
The second of these problems is arguably more surprising - in most cases the biological drug targets
are known and we have considerable knowledge of the cellular mechanisms with which they are
associated. The problem, however, is that drugs often act pleiotropically, through indirect
mechanisms, and they can have opposite effects on different types of nerve cells. Therefore, the
most commonly used classification of psychotropic drugs is based on a medical indication, e.g.
antidepressants, antipsychotics or anxiolytics, with classes with very diverse receptor profiles and
other mechanisms of action at the molecular level. The development of drug classification based on
their intracellular mechanisms of action would provide insight into the etiopathology of mental

disorderss, indicate better biomarkers of drug effectiveness and novel targets for pharmacotherapy.

At the cellular level, psychotropic drugs affect, among others, the reorganization and
normalization of neuronal connections. The processes initiating and controlling the formation and
development of neuroplastic changes requires gene expression and de novo protein synthesis.
Understanding the molecular mechanisms activated by psychotropic drugs may help explain why
many of their clinical effects appear only after prolonged use. In addition, many genes express
alternative isoforms that can play a distinct or even opposite roles, and the alternative transcription
process is a particularly frequent phenomenon in the central nervous system. Knowledge about
individual transcription units and their expression patterns in specific types of neuronal cells is an
indispensable first step for understanding the role of a given gene in brain function, as well as how it

is involved in the action of psychotropic drugs.

The aim of my research was to verify the hypothesis that the transcriptional effects of
psychotropic drugs with different clinical profiles reflect the activation of specific molecular

pathways and the directions of plastic processes.

In the first part of the research, | carried out an in-depth analysis of brain transcriptome
changes under the influence of psychotropic drugs. | used the next-generation sequencing (NGS) to
study changes in transcript expression levels in the two mouse brain structures (prefrontal cortex
and nucleus accumbens) after the administration of drugs representing different therapeutic classes.
| found that transcripts can be divided into subgroups, for which a specific patterns of regulation, sets
of transcription factors and functional gene ontologies were specified. Expression of selected

transcripts that exhibited an atypical profile was confirmed using an independent method.



The second part of the dissertation focuses on the chosen example of the Dclkl gene.
Investigation of DCLK1 action is particularly important as an association of the occurrence of this
gene sequence polymorphisms with schizophrenia and attention-deficit hyperactivity disorder in
humans has been observed. This means that the regulation of DCLK1 may play a role in the etiology
of neuropsychiatric disorders as well as the mechanism of action of drugs that combat disease
symptoms. The Dclkl gene has many transcriptional variants resulting from the usage of two
alternative promoters and the alternative assembly of exons. These variants differ in the expression
profile and kinase activity. Previous studies have indicated the participation of Dclkl kinase in
neurogenesis and synaptic plasticity, however, the process of transcriptional regulation and
biological significance of various variants of the Dclk1 gene remains still poorly understood. In this
part of the dissertation, | presented the regulation of isoforms of this gene after administration of
selected psychotropic drugs. These results show for the first time that the mianserin and risperidone

treatment affects regulation of specific transcriptional variant Dclk1-m.

In conclusion, as a result of research carried out as part of my doctoral dissertation, a data-
base of transcriptional isoforms and non-coding RNAs regulated by the administration of
psychotropic drugs was created. Based on profiling results, | selected a few candidate genes with
multiple transcripts, including Dclk1, for further analysis. In this way | have identified a novel
transcript of the murine Dclk1 gene, which appears to be specifically regulated by psychotropic drugs
acting through 5HT2 receptors, and may be involved in the mechanisms that underlie the observed
association between DCLK1 polymorphisms and susceptibility to psychotic and affective disorders in

humans.



Spis tresci

Spis tresci
. Wstep
1. Metody klasyfikacji lekow psychotropowych
2. Regulacja transkrypcji genéw
3. Alternatywna transkrypcja genéw
4. Zmiany ekspresji gendw w mdzgu
5. Przyktady alternatywnego splicingu genéw w mdzgu
6. Regulacja ekspresji niekodujgcego RNA w osrodkowym uktadzie nerwowym
7. Poszukiwanie wspdlnych cech faczacych grupy podobnie regulowanych genéw
8. Molekularna klasyfikacja lekéw psychotropowych
Il. Cel badan
lll. Materialy i metody
1. Zwierzeta
2. Podania lekéw
3. Preparacja tkanki i izolacja RNA
4. Sekwencjonowanie transkryptomu
4.1 Przygotowanie bibliotek DNA
4.2 Namnazanie biblioteki cDNA w emulsji
4.3 Proces sekwencjonowania transkryptomu
5. Pomiar poziomu mRNA metodg ilosciowego PCR
6. Detekcja biatkowego produktu genu Dclk1
6.1 Przygotowanie probek do analizy biatek
6.2 Analiza spektrometrii mas
7. Analiza danych
7.1 Analiza danych mikromacierzowych

7.2 Analiza danych z sekwencjonowania nastepnej generacji

10

10

12

16

19

22

24

26

28

31

32

32

32

33

35

36

37

39

39

41

41

42

42

42

43



7.3 Klasyfikacja transkryptéw
7.4. Analiza obszarow regulatorowych gendéw
7.5. Grupowanie funkcjonalne genéw

7.6. Poréwnanie ekspresji transkryptomu regulowanego
podaniem lekdw z bazg danych transkryptomoéw pojedynczych
komdrek kory wzrokowej

7.7. Analiza wynikéw qPCR

IV. Wyniki

1. Zmiany transkryptomu wywotane podaniem lekéw psychotropowych

2. Komoérkowa klasyfikacja zmian transkrypcji genéw
wywotanych podaniem lekéw psychotropowych

3. Wptyw lekdw psychotropowych na ekspresje wybranych genéw
3.1 Weryfikacja wynikéw sekwencjonowania przy pomocy metody qPCR

3.2 Potwierdzenie ekspresji alternatywnych wariantéw wybranych genéw
przy pomocy metody qPCR

4. Zmiany ekspresji Dclk1 po podaniu lekéw psychotropowych

5. Regulacja ekspresji izoform Dclk1

6. ldentyfikacja nowej izoformy genu Dclk1

7. Potwierdzenie zmian ekspresji izoform Dclk1 metodg qPCR

8. Zmiany ekspresji izoform Dclk1 w czasie po podaniu mianseryny i rysperydonu

9. Potencjalne funkcje nowo wykrytego wariantu Dclk1

V. Dyskusja

1. Zmiany w profilu ekspresji genéw wywotane podaniem
poszczegdlnych lekdw psychotropowych

2. Analiza transkryptomu w kontekscie alternatywnych wariantéw genéw

3. Charakterystyka wybranych gendw regulowanych podaniem
lekéw psychotropowych

4. Wybidrcza regulacja ekspresji transkryptow genu Dclk1

5. Wykorzystanie wynikow pochodzacych z sekwencjonowania
transkryptomu pojedynczych komadrek

43

44

44

44

45

46

46

53

56

56

58

60

62

63

65

67

69

71

71

78

81

83

87



VI. Podsumowanie i wnioski
VIl. Wykaz wybranych skrotow
VIII. Spis rycin

IX. Spis tabel

X. Bibliografia

XI. Tabele dodatkowe

89

91

93

95

96

112



I. Wstep 10

l. Wstep

Poczatki badan dotyczacych molekularnych podstaw proceséw zachodzacych w modzgu
siegaja lat 60-tych ubiegtego stulecia, kiedy to pojawity sie pierwsze postulaty, ze u podtoza uczenia
sie i pamieci lezg procesy biochemiczne zwigzane z udziatem biatek i kwaséw nukleinowych [1].
Przetomowe dla rozwoju dziedziny byty doswiadczenia wykonywane na organizmie modelowym,
$limaku morskim Aplysia californica. Kandel i wsp. przeprowadzili szereg doswiadczen pokazujac, ze
podczas gdy pamieé krotkotrwata powstaje dzieki oddziatywaniom pomiedzy biatkami, pamiec
dtugotrwata wymaga ekspresji gendw [1, 2]. Opisane wyniki wskazaty na mozliwos¢ przeprowadzenia
molekularnej analizy podstaw procesu powstawania i utrzymywania sie sladéw pamieciowych. Byt to
poczatek wielu lat badan nad zjawiskami zachodzacymi w centralnym uktadzie nerwowym. Za
badania nad fizjologicznymi podstawami mechanizméw pamieci Eric Kandel wraz z Arvidem
Carlssonem i Paulem Greengardem otrzymali w 2000 roku Nagrode Nobla w dziedzinie Fizjologii lub

Medycyny.

Pofaczenia pomiedzy komdrkami neuronalnymi w médzgu moga ulega¢ przebudowie lub
modulacji w wyniku proceséw biologicznych okreslanych jako plastycznos¢ neuronalna.
Neuroplastyczno$s¢ ma podstawowe znaczenie zaréwno dla proceséw fizjologicznych, takich jak
uczenie, pamiec jak i patologicznych — jak np. zmiany bedace przyczyng depresji czy psychozy.
Biologiczne podstawy zaburzen psychicznych sg zwigzane z nieprawidtowym dziataniem uktadéw
neuronalnych ksztattujgcych emocje, motywacje oraz nastréj. Badania epidemiologiczne pokazuja, ze
kazdego roku 38% populacji Unii Europejskiej cierpi z powodu réznego typu zaburzen psychicznych,
m.in. depresji, psychoz, uzaleznien i zaburzen lekowych [3]. Umiarkowana skutecznosé stosowanych
lekéw psychotropowych, czeste nawroty objawdw choroby oraz wysokie koszty terapii wskazujg na
potrzebe poszukiwania etiologii schorzen psychicznych oraz na poznanie mechanizméw dziatania
lekéw w celu opracowywania precyzyjnych terapii. Leki psychotropowe przywracajg prawidtowe
funkcje poszczegdlnych systemoéw neuroprzekaznikowych poprzez oddziatywanie na specyficzny
zestaw receptoréw komoérkowych. Uwaza sie, ze na poziomach komodrkowym i molekularnym

dziatanie lekdw psychotropowych jest zwigzane z modulacjg plastycznosci neuronalnej.
1. Metody klasyfikacji lekéw psychotropowych

Leki psychotropowe to w najszerszym ujeciu wszelkie substancje, ktére majg wplyw na
funkcje psychiczne, czyli zmiany nastroju, percepcji, myslenia i zachowania. Jest to szerokie pojecie i
dotyczy zaréwno lekéw stosowanych do leczenia zaburzen psychicznych, jak i substancji

narkotycznych, odurzajgcych czy w niektérych przypadkach lekow stosowanych przeciwbélowo. Inna
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definicja podaje, ze leki psychotropowe, to preparaty posiadajgce zdolnos¢ przekraczania bariery
krew-modzg i wptywania na funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego. Istnieje co najmniej
kilka klasyfikacji lekéw psychotropowych, jednakze najczesciej stosowany jest podziat oparty na ich
zastosowaniu  klinicznym.  Wyrdzniane sg gtéwne grupy lekédw przeciwdepresyjnych,
przeciwpsychotycznych  (neuroleptycznych),  normotymicznych  (stabilizatorow  nastroju),

przeciwlekowych (anksjolitycznych), nasennych oraz prokognitywnych (nootropowe).

Wiekszos¢ lekdw psychotropowych wykazuje szerokie spektrum dziatania. Wymienione grupy
obejmujg substancje o réznej budowie chemicznej, réznych wtasciwosciach fizycznych i odmiennych
profilach receptorowych. Obecna nomenklatura nie wskazuje na mechanizm dziatania lekéw, a takze
nie opisuje wszystkich potencjalnych zastosowan danej substancji. Leki z jednej grupy wykazujg
zrdznicowang skutecznos¢ w klinice, a ich efekty mogg by¢ ograniczone do konkretnych podtypoéw
lub objawdéw danego zaburzenia. Dobrym przyktadem sg leki przeciwdepresyjne, podzielone na
podgrupy w zaleznosci od ich gtéwnych celéw farmakologicznych. Wyrézniane sg m.in. inhibitory
wychwytu zwrotnego neuroprzekaznikow (np. selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu
serotoniny, jak fluoksetyna lub inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny SNRI, do
ktéorych nalezy wenlafaksyna), leki o receptorowych mechanizmach dziatania (np. antagonisci
receptorow a2 i 5HT2 jak mianseryna), inhibitory monoaminooksydazy (np. tranylcypromina) oraz
leki o atypowych mechanizmach dziatania (takie jak tianeptyna lub agomelatyna). Zazwyczaj pierwszg
linie leczenia stanowia leki przeciwdepresyjne z grupy selektywnych inhibitoréw zwrotnego
wychwytu serotoniny ze wzgledu na relatywnie szeroki zasieg skutecznosci oraz mato dziatan
niepozgdanych. Jednakze okoto potowa pacjentdw odczuwa korzys¢ z terapii dopiero po zmianie na
alternatywny lek przeciwdepresyjny lub po dodaniu drugiego leku, czesto nalezgcego do innej grupy
klinicznej [4]. Z uwagi na plejotropowe dziatanie w przypadku depresji psychotycznej bardziej

skuteczna moze okazad sie mianseryna, a przy silnych objawach anhedonii - tranylcypromina [5].

Czesto leki sklasyfikowane w jednej grupie sg w praktyce stosowane do leczenia wielu
jednostek chorobowych. Leki przeciwdepresyjne stosowane sg rowniez w zaburzeniach odzywiania i
zaburzeniach obsesyjno-kompulsyjnych. Leki przeciwpsychotyczne sg stosowane w leczeniu psychozy
towarzyszacej np. schizofrenii, ale takze manii, niektérych typdw depresji, zespotu Tourette’a i
agresji. Ciekawe jest dziatanie lekéw na zjawisko zmiany faz pomiedzy stanami manii i depresji, ktére
jest charakterystyczng cechg choroby afektywnej dwubiegunowej. Leki stosowane w celu
zmniejszenia objawow depresyjnych mogg wykazywaé zdolnos$¢ do indukowania manii, natomiast
neuroleptyki redukujgce objawy manii mogg powodowad przejscie w faze depresji. Znaczna czesé
antydepresantow z grupy trdjcyklicznych lekéw przeciwdepresyjnych (np. imipramina) lub

selektywnych inhibitorow zwrotnego wychwytu noradrenaliny i serotoniny (np. wenlafaksyna)
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powoduje przejscie z depresji w manieg, z kolei inne jak np. mianseryna nie wywotujg tego efektu.
Typowe neuroleptyki (np. haloperydol), bedgce antagonistami receptorow D2, mogg ze znacznym
prawdopodobieistwem powodowaé zmiane fazy z maniakalnej na depresyjng, natomiast atypowe

neuroleptyki (np. rysperydon) cechujg sie relatywnie niskim ryzykiem zmiany fazy [6].

Od lat rozwazane jest udoskonalenie klasyfikacji lekdw psychotropowych. Proponowane byty
inne formy nazewnictwa i sposoby klasyfikacji lekdw, np. klasyfikacja oparta o profil dziatania
farmakologicznego, jednakze nowe rozwigzania nie zyskaty akceptacji wséréd klinicystéw [7, 8]. Nie
zmienia to faktu, ze szerokie spektrum dziatania poszczegdlnych lekédw psychotropowych komplikuje
ich stosowanie i wprowadza konieczno$¢ personalizacji leczenia. Wspodfczesna neurofarmakologia
wcigz stoi przed wyzwaniem udoskonalenia klasyfikacji lekdw psychotropowych. Poznanie
mechanizméw dziatania lekdw na poziomie molekularnym pozwala na wykorzystanie do celéw
klasyfikacji nowych parametréw. Leki psychotropowe moga dziata¢ poprzez rekonstrukcje i
normalizacje potgczed neuronalnych w konkretnych obszarach mdzgu osoby chorej [9]. Jest to
potencjalne wyttumaczenie dlaczego efekty terapeutyczne lekéw psychotropowych zwykle pojawiajg
sie dopiero po dtuzszym czasie ich stosowania. Ustanowienie trwatych zmian w strukturze potgczen
neuronalnych wymaga regulacji ekspresji gendw i syntezy nowych biatek [10, 11]. Zmiany te mogtyby
stuzy¢ jako markery proceséw biologicznych aktywowanych przez leki psychotropowe oraz poméc w
zrozumieniu mechanizmdéw terapeutycznych. Ponadto poréwnanie profili dziatania poszczegdlnych
lekéw psychotropowych na poziomie molekularnym zapewnia dodatkowe kryteria dla racjonalnej

klasyfikacji lekéw psychotropowych.

2. Regulacja transkrypcji genéw

Kontrola ekspresji genéw odgrywa kluczowg role w dziataniu komorki. Jest podstawg
réznicowania sie typéw komoérek oraz zdolnosci dostosowania funkcji w odpowiedzi na sygnaty
pochodzace z otoczenia. Badania ostatnich lat pokazujg, ze wiele mechanizméw regulacji ekspres;ji
gendw, ktére zachodzg podczas rozwoju i réznicowania organizmu jest réwniez zaangazowanych u
dorostych osobnikéw jako proces adaptacji komérek do bodzicéw zewnetrznych. Mechanizmy
zaangazowane w regulacje transkrypcji sg ztozone, angazujgc przede wszytkim aktywacje i
hamowanie czynnikéw transkrypcyjnych, modyfikacje struktury chromatyny i DNA oraz regulacje na

poziomie niekodujgcych RNA [12].

Najlepiej opisany mechanizm regulacji ekspresji gendw zachodzi poprzez czynniki
transkrypcyjne czyli biatka, ktére w odpowiedzi na wewnatrzkomdrkowe sciezki przekazu sygnatu
wigzg sie do specyficznej sekwencji DNA. Miejsca wigzania zazwyczaj znajdujg sie w regionach

promotorowych i wzmacniajgcych (ang. enhancer) gendéw docelowych. Interakcje czynnikow
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transkrypcyjnych oraz struktury DNA prowadzg do wzrostu lub spadku ekspresji genu. Mechanizmy
regulacji polegajg na utatwianiu lub blokowaniu przytaczania kolejnych biatek wchodzgcych w sktad
kompleksu transkrypcyjnego dla polimerazy RNA II. Czynniki transkrypcyjne dziatajg jako czesci
duzych kompleksow biatkowych, ktére po czesci wptywajg na modelowanie struktury chromatyny, by
utatwic wigzanie polimerazy. Promotory dla polimerazy RNA || mozna opisac¢ jako serie modutéw czyli
krétkich sekwencji nukleotydowych bedgcych miejscem wigzania biatka majgcego wptyw na
sktadanie kompleksu inicjujgcego transkrypcje. Mozna wyrdznié moduty, ktore biorg udziat w
utrzymaniu podstawowego poziomu transkrypcji oraz takie, ktére kontrolujg inicjacje transkrypcji w
odpowiedzi na sygnaty z zewnatrz komorki. Te drugie maja istotniejsze znaczenie z punktu widzenia
ponizszej rozprawy i obejmujg np. modut odpowiedzi na cykliczne AMP — CRE (ang. cAMP response
element) rozpoznawany przez aktywator CREB [13]. Transdukcja sygnatu odbywa sie poprzez
przekaznik cAMP wytwarzany z ATP w odpowiedzi m.in. na pobudzenie niektérych receptoréw
btonowych komdrek. Wiekszos$é gendw posiada tzw. promotory alternatywne. Dobrym przyktadem
jest ludzki gen kodujacy dystrofine, w ktérym mutacje s przyczyng choroby — dystrofii miesniowej
Duchenne’a. Gen ten posiada przynajmniej siedem alternatywnych promotordéw, z ktérych trzy lezg
po stronie 5’ genu i sg aktywne w roznych tkankach (korze mdézgowej, miesniach i mézdzku), zas
pozostate cztery sg potozone wewnatrz genu i powstajg z nich krétsze transkrypty, réwniez
specyficzne tkankowo [14, 15]. Co ciekawe, pomimo nazwy , promotor alternatywny”, moga by¢ one
aktywne réwnoczesnie. Kazdy z promotoréw ma specyficzng strukture modularng i moze by¢
regulowany przez ten sam lub inny wzmacniacz (ang. enhancer) i wyciszacz (ang. silencer). Biatka
stymulujace inicjacje transkrypcji nazywa sie aktywatorem lub koaktywatorem, w zaleznosci od tego
czy specyficznie wigze sie do konkretnych sekwencji DNA czy tez wigze DNA niespecyficznie lub
poprzez inne biatka. Niektére aktywatory rozpoznajg miejsca potozone w niedalekiej odlegtosci
powyzej elementdw promotorowych i wptywajg na inicjacje transkrypcji tylko z promotora, zas inne-
mogace wigzac sie z sekwencjami wchodzacymi w sktad wzmacniaczy - powodujg jednoczesne

oddziatywania na transkrypcje wielu genéw.

Stabiej poznany jest mechanizm represji transkrypcji. Poczatkowo sgdzono, ze represja nie
petni istotnej roli w procesie kontroli transkrypcji u eukariontéw, z uwagi na obserwacje wskazujace
na bardzo niski podstawowy poziom transkrypcji genéw z udziatem promotora polimerazy RNA II.
Kolejne odkrycia opisujg jednakze coraz wiecej biatek wigzgcych DNA biorgcych udziat w represji
inicjacji transkrypcji. Podobnie jak w przypadku aktywatordw, represory rowniez mogq wigzac sie z
elementami potozonymi powyzej promotora podstawowego Ilub oddalonymi sekwencjami
wyciszajgcymi. Na przyktad sekwencja NRSE (ang. neuron-restrictive silencer element)

zidentyfikowana w okolicy niektérych gendéw o wysokim poziomie ekspresji w neuronach, np. w genie
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kodujacym podjednostke B2 receptora nikotynowego, odpowiada za wyciszanie transkrypcji tych

gendw w innego typu komérkach [16].

Wiasciwa kontrola nad aktywnoscig czynnikdw transkrypcyjnych, aktywatordéw i represoréw
ma kluczowe znaczenie dla zachowania homeostazy komérki. Jednym z mechanizméw kontroli ich
aktywnosci jest chemiczna modyfikacja, na przyktad fosforylacja lub zmiana konformacji. Proces ten
jest szybszy niz synteza biatka de novo i umozliwia komérce natychmiastowg odpowiedz na bodziec
zewnetrzny. Przyktadem takiego mechanizmu jest czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktéry jest
utrzymywany w cytoplazmie przez biatko kB, ktére maskuje sygnat lokalizacji jadrowej biatka NFkB.
Fosforylacja IkB, np. przez kinaze PKC prowadzi do oddysocjowania NFkB i jego translokacji do jadra.
Z kolei inne czynniki, jak np. CREB sg obecne w jadrze komdrkowym i uaktywniajg sie po fosforylacji
przez odpowiednig kinaze, ktdra translokuje do jadra i rekrutuje biatko adaptorowe np. CBP. Proces
ten prowadzi do interakcji z podstawowym kompleksem transkrypcyjnym, modyfikacji histondéw i
wzmocnieniem transkrypcji. CREB nalezy do rodziny biatek zawierajgcych motyw suwaka
leucynowego, do ktoérej zaliczane sg réwniez biatka CREM (ang. cAMP Responsive Element
Modulator) i ATF (ang. activating transcription factor). Wiele czynnikdw transkrypcyjnych jest
zdolnych do formowania kompleksdw, ktére istotnie zwiekszaja mozliwos¢ regulacji ekspresji gendw
w komdrce. Wazng rodzing czynnikéw transkrypcyjnych petnigcych istotne funkcje w komérkach
nerwowych sg kompleksy AP-1 (ang. activator protein 1) zbudowane z biatek z rodziny Fos (c-Fos,
Fra-1, Fra-2, FosB) i Jun (c-Jun, JunB, JunD). Co ciekawe, sekwencja do ktdrej biatka z tej rodziny wigza
sie do DNA jako hetero- lub homodimery rdzni sie tylko jednym nukleotydem od sekwencji CRE.
Odrebng grupe czynnikéw transkrypcyjnych stanowig receptory hormonoéw sterydowych — niezwykle
wazne w rdéznicowaniu komérek nerwowych oraz w odpowiedzi na bodZce zwigzane ze stresem i
reakcjg na leki. Przyktadem jest receptor glikokortykoidowy (GR, ang. glucocorticoid receptor), ktéry
jest obecny w cytoplazmie komérki w formie nieaktywnej — zwigzany m.in. z biatkami szoku
cieplnego. Po zwigzaniu liganda (np. kortyzolu u ludzi lub kortykosteronu u gryzoni) nastepuje
oddysocjowanie receptora, homodimeryzacja, translokacja do jgdra komodrkowego i aktywacja

transkrypcji poprzez zwigzanie ze swoistg sekwencjg DNA.

Mniej wiadomo na temat mechanizméw konczgcych transkrypcje. Terminacja syntezy
wiekszosci mRNA jest potgczona z poliadenylacjg czyli dodaniem sekwencji ztozonej z samych reszt
adenozyny (do 250) na koncu 3’ transkryptu [17]. Sygnatem do poliadenylacji (PAS, ang.poly(A) site)
jest sekwencja obecna w mRNA, z ktdrych najczesciej wystepujgca to 5’-AAUAAA-3’. Jeden z
postulowanych modeli terminacji transkrypcji zaktada, ze polimeraza RNA Il w niejasny jak dotad
sposdb wykrywa przejscie przez funkcjonalne PAS, co powoduje przytgczenie ztozonego kompleksu

biatkowego CPA (ang. cleavage and polyadenylation). W rezultacie dochodzi do zmiany konformacji



I. Wstep 15

w miejscu aktywnym Polll, wstrzymania transkrypcji i oddysocjowania enzymu od DNA [18].
Poliadenylacja stanowi cze$¢ mechanizmu terminacji transkrypcji, niemniej jednak rola ogona poli(A)
nie jest w petni wyjasniona. Jego wystepowanie jest tgczone ze stabilnoscig transkryptu oraz inicjacja
translacji. mRNA nieulegajgce poliadenylacji stanowig relatywnie matg grupe, jednakze moga petnié

podstawowe dla komorki funkcje, czego najlepszym przyktadem sg mRNA kodujace biatka histonowe.

Odrebny rodzaj mechanizmu regulacji ekspresji gendéw odbywa sie przy udziale
niekodujgcych RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA). Zaréwno mate (<200 nukleotyddw), jak i dtugie
(>200 nukleotyddw) niekodujace RNA sg waznymi regulatorami ekspresji gendéw. Funkcje ncRNA
obejmujg synteze biatek (np. tRNA i rRNA), modyfikacje RNA (np. snoRNA) i post-transkrypcyjne
wyciszanie (np. miRNA, siRNA i piRNA) [19, 20]. Jednym z lepiej opisanych mechanizméw jest
regulacja transkrypcji poprzez mikroRNA (miRNA). miRNA jest komplementarny do fragmentu
komérkowego RNA, dzieki czemu tworzy pary zasad ze swojg sekwencjg docelowg, co prowadzi do
ciecia mRNA. Czesto miRNA przytgczajg sie do nie ulegajgcego translacji regionu 3’ docelowego RNA,
czasem w wielu kopiach. W efekcie prowadzg do wyciszenia mRNA [21]. Ponadto szacuje sie, ze
istnieje okoto 20 000 dtugich ncRNA (IncRNA), ktére mogg uczestniczy¢ w regulacji transkrypcji
gendw poprzez modyfikacje dynamiki chromatyny, modulowanie aktywnosci czynnikéw
transkrypcyjnych lub interakcje wynikajace z komplementarnosci do sekwencji genu [22]. Wazne by
podkresli¢ w tym miejscu, ze o ile poczgtkowo skupiano sie gtéwnie na sposobie regulacji genomu
przez biatka, to odkrycie ze czgsteczki RNA mogg by¢ réwnie istotne pod tym wzgledem doprowadzito

do zmiany postrzegania mechanizméw kontroli funkcji komdrek na poziomie molekularnym.

Rozwdj badan nad strukturg chromatyny sprawit, ze wiele uwagi poswiecono w ostatnich
latach badaniu zmian epigenetycznych, ktére zachodzg réwnolegle i uzupetniajgco do innych form
regulacji transkrypcji. Modyfikacje biatek histonowych tworzgcych nukleosomy decydujg o stopniu
upakowania chromatyny, a tym samym bezposrednio wptywa na aktywnos¢ genomu [23]. Najlepiej
poznana zostafa acetylacja histondéw, czyli przytgczanie grupy acetylowej do reszt lizynowych w N-
koncowym fragmencie histonu rdzeniowego. Taka modyfikacja zmniejsza powinowactwo histonéw
do DNA destabilizujgc strukture witdkna chromatynowego i tym samym utatwiajgc powstanie
kompleksu polimerazy. Jedng z grup enzymdw zaangazowanych w ten proces sg acetylotransferazy
histonow wsréd ktérych wyrdznia sie przynajmniej pie¢ réznych rodzin biatek (HAT, ang. histone
acetylotransferase). Aktywacja gendw jest procesem odwracalnym, a enzymy, ktére przywracajg
wyjsciowg strukture chromatyny to deacetylazy histonéw (HDAC, ang. histone deacetylase). Znane s3
ponadto przynajmniej trzy inne rodzaje modyfikacji kowalencyjnych biatek histondw: metylacja reszt
lizynowych i argininowych, fosforylacja reszt serynowych oraz ubikwitynacja reszt lizynowych [24].

Rozwéj badan nad rdinorodnosciag rézinych typow modyfikacji histonéw oraz sposobu ich
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wzajemnego oddziatywania doprowadzit do sformutowania hipotezy dotyczgcej kodu histonowego,
zgodnie z ktdrg wzér chemiczny modyfikacji histonéw miatby okresla¢, ktéry region genomu ulega
ekspresji w danym czasie i kieruje innymi aspektami biologii genomu [25]. Kluczowg dla aktywnosci
genomu role odgrywajg réwniez modyfikacje chemiczne samego DNA. Mozliwe jest dtugotrwate
wyciszenie regiondw DNA lub nawet catego chromosomu. Przyktadem jest tutaj metylacja DNA czyli
przeprowadzana przez enzymy metylotransferazy DNA reakcja przyfaczenia grupy metylowej do

cytozyny tworzacej tancuch DNA [26].

Udziat opisanych powyzej mechanizméw regulacji ekspresji gendw wskazywany jest rdwniez
w rozwoju chordéb psychicznych takich jak depresja, schizofrenia lub uzaleznienie. Przyktadowo,
stwierdzono, ze przewlekte podania kokainy prowadzity do zwiekszenia poziomu acetylacji histonéw
H3 i H4 [27] oraz zaburzen aktywnosci enzymu metylotransferazy DNMT3a [28]. Szereg kolejnych
prac wskazuje na wzrost acetylacji histonéw w regionach hipokampa po wystawieniu myszy lub
szczurow na czynniki stresowe (w tescie wymuszonego ptywania lub tescie porazki spotecznej) [29,
30]. Badanie zmian regulacji funkcji histondw i struktury chromatyny w modzgu wywotfanych
dziataniem substancji psychoaktywnych jest w tym momencie odrebng dziedzing badan. Dotychczas
najwiecej danych podchodzi z eksperymentéw z wykorzystaniem substancji uzalezniajgcych, jednakze
opublikowane zostaty takie prace dotyczace wptywu lekdw psychotropowych, np. haloperidolu i
kwasu walproinowego [31-33]. Czes$¢ badaczy przypuszcza, ze terapie epigenetyczne, wptywajgce na
deacetylacje histondw lub metylacje DNA, moga by¢ drogg do odkrycia nowszych i bardziej

skutecznych lekow [34].

3. Alternatywna transkrypcja genéw

Rozwazania na temat ekspresji gendw chciatabym rozpocza¢ od zdefiniowania czym jest gen.
Pomimo powszechnego uzycia, termin ten jest niejednoznaczny. Wczesne definicje skupiaty sie na
genach kodujacych biatka i traktowaty geny jako oddzielne, precyzyjnie okreslone fragmenty
genomu. Ta definicja ulegata zmianie wraz z postepem metod wysokoprzepustowego odczytu
sekwencji genoméw i transkryptomoéw. Okazato sie, ze dla wiekszosci loci ekspresji ulega wiele
transkryptéw, zaréwno kodujgcych jak i niekodujacych biatka. Te alternatywne transkrypty maja
czesto odmienne miejsce startu transkrypcji, ktére mogg by¢ od siebie oddalone nawet o ponad
100 000 par zasad. Dlatego, uwzgledniajgc obecny stan wiedzy o regulacji transkrypcji zasadnym jest
zdefiniowanie genu jako zestawu fragmentdw genomu zaangazowanych w ekspresje okreslonej
jednostki transkrypcyjnej (Rycina 1) [35].

Wiekszos$¢ gendw ulega procesowi alternatywnego sktadania (ang. alternative splicing), w
wyniku ktérego mogg powstawaé mRNA kodujgce odmienne biatka oraz niekodujace, regulatorowe

RNA. Proces ten istotnie zwieksza repertuar mozliwosci odpowiedzi komérki na bodzice zewnetrzne i
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zmiany Srodowiska. Ekspresja genéw podlega kontroli na wielu poziomach, od transkrypcji do
procesowania RNA i translacji. Proces alternatywnego sktadania jest szczegdlnie rozpowszechniony w
przypadku gendw wykazujgcych ekspresja w os$rodkowym uktadzie nerwowym [36]. Wynika to
zaréwno z mnogosci typow komoérek jak i liczby réznych transkryptéw wystepujacych w komodrkach
nerwowych. Wariantowa ekspresja obejmuje wykorzystanie alternatywnych promotoréw
transkrypcji, alternatywnej terminacji transkrypcji, alternatywnych miejsc ,splicingowych” oraz

wykorzystania eksondw kasetowych czy retencji intronu.

Czesc¢ regulacji alternatywnego sktadania eksonéw odbywa sie na pdznych etapach obrébki
RNA zachodzacych w spliceaosomie [37]. Coraz wiecej informacji wskazuje jednak, ze kluczowy
wplyw na budowe transkryptu ma regulacja zachodzaca na wczesnych etapach $ciezki kontrolujgcej
ekspresje genu. Procesy kontroli zachodza poprzez wzajemne oddziatywanie miedzy czynnikami cis
(czyli sekwencjami regulatorowymi w obrebie promotoréw i wzmacniaczy) oraz trans (biatka wigzgce
sie do sekwencji regulatorowych), ktére promujg lub represjonujg rozpoznawanie sygnatow
kluczowych dla obrébki transkryptow czyli miejsc 5' splicingowych, miejsc rozgatezienia i miejsc 3'
splicingowych. Z tego powodu w ponizszej rozprawie gtdwny nacisk potozony jest na analize

wczesnych etapéw proceséw transkrypcji.

Proces regulacji ekspresji danego genu moze obejmowaé jedno lub wiele zdarzen
alternatywnego splicingu. Mogga one zachodzi¢ niezaleznie od siebie lub by¢ pofagczone w specyficzny
uktad kombinacji. Przyktadowo, dwa sgsiednie eksony mogg by¢ alternatywnie tgczone tak, aby jeden
lub drugi znalazt sie w ostatecznym transkrypcie (wzajemnie wykluczajgce sie eksony, ang. mutually
exclusive exons). Poprzez dziatanie dwéch lub wiecej réznych promotoréw transkrypcji otrzymywane
sg dodatkowe warianty transkrypcyjne danego genu rdznigce sie 5’ koncem. Alternatywny koniec 5’
transkryptu moze by¢ uzyskany poprzez wydtuzenie lub skrécenie pierwszego eksonu lub przez
wykorzystanie innego eksonu jako pierwszego. W podobny sposéb modyfikowany moze by¢ 3’ koniec
transkryptu poprzez obecnos$¢ sekwencji zawierajagcych dwa lub wiecej miejsca poliadenylacji.
Pomijanie eksonu oraz wykorzystanie alternatywnych miejsc 5’ i 3’ to najczesciej wystepujgce formy
alternatywnego splicingu. Alternatywna terminacja zostata stwierdzona w przypadku 24% gendw,

rzadszym zjawiskiem jest wykluczanie eksondw podczas transkrypcji [38, 39].
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Rycina 1. Budowa genu oraz przyktady mozliwych wariantéw transkrypcji. Dla kazdego z teoretycznych
transkryptéw wskazane zostaty miejsca startu transkrypcji (TSS, oznaczone strzatkami) i zwigzany z nim obszar
minimalnego promotora, umiejscowiony powyzej w bezposrednim sgsiedztwie TSS. Zaznaczona zostata
sekwencja terminacji transkrypcji, zwykle poprzedzona sekwencjami poliadenylacji (oznaczonymi szarymi
kotami), ktére sg sygnatem rozpoznawanym przez kompleks Pol Il. Wariant zawierajgcy ekson konstytutywny
jest oznaczony jako CNE. Przedstawione zostaty przyktady alternatywnych transkryptéow ulegajacych ekspresji w
mozgu w odpowiedzi na podanie lekéw psychotropowych, w tym: wariant zawierajgcy alternatywny pierwszy
ekson (AFE), np. Sgk1, alternatywny ostatni ekson ("ALE"), np. Homer1, retencja intronu (IR) np. Fosb. W danym
regionie genomu mogg dodatkowo wystepowac sekwencje kodujace krotkie i dtugie niekodujagce RNA
(oznaczone odpowiednio jako "a" i "b") o potencjalnych funkcjach regulatorowych, np. miR-212 lub Neat1.

Opisana ztozonos$¢ transkrypcji wptywa na poziom réznorodnosci proteomu. Po pierwsze

alternatywny splicing moze dotyczy¢ regiondw nieulegajgcych translacji (UTR, ang. untranslated
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region) i w ten sposdb moze doprowadzi¢ do zmiany stabilnos¢ lub lokalizacji dojrzatego mRNA.
Proces ten nie ma wptywu na sekwencje biatka. Po drugie alternatywne miejsce startu transkrypcji
czesto zmienia sekwencje N-konca biatka, podczas gdy alternatywne miejsce terminacji czesto
modyfikuje jego C-koniec. W ten sposdb moze zosta¢ zmodyfikowana lub dodana funkcja do
produkowanego biatka. Pominiecie eksonu moze doprowadzi¢ do usuniecia danej domeny lub
motywu funkcjonalnego biatka. Dodatkowo, w niektérych przypadkach alternatywny splicing moze
spowodowac zmiane ramki odczytu i wprowadzenie przedwczesnego kodonu stop prowadzgcego do

degradacji transkryptu.

Wysokoprzepustowe metody analizy transkryptomu znacznie przyczynity sie do poszerzenia
wiedzy na temat zjawiska alternatywnego splicingu. Opracowane zostaty metody mapowania (np.
CLIP-Seq, Chip-Seq lub TRAP) miejsc wigzania sie biatek do chromatyny, oceny ich interakcji oraz

poziomu dostepnosci [40].

4. Zmiany ekspresji genéw w mézgu

Zwigzek miedzy aktywnoscig komdrek nerwowych i zmianami w ekspresji genéw zostat po
raz pierwszy zaobserwowany w latach 80-tych XX wieku. W pierwszych badaniach pobudzenie
neurondéw byto wywotywane silnymi bodZzcami takimi jak stymulacja elektryczna, podanie czynnikéw
wzrostu czy srodkédw depolaryzujacych btone komérkowa [41, 42]. Z czasem liczne obserwacje
potwierdzity, iz ekspresja genéw zachodzi réwniez w odpowiedzi komdrek nerwowych na bodzce
zblizone do fizjologicznych, w tym podanie substancji psychoaktywnych [43, 44]. Wraz z rozwojem
technik molekularnych identyfikowano coraz wiecej gendéw ulegajacych regulacji i okreslano ich
funkcje m.in. w procesach sygnalizacji wewnatrzkomaérkowej, réznicowania komérek i przekaznictwa
synaptycznego. Na podstawie dostepnej wiedzy mozna stwierdzi¢ bez watpliwosci, iz leki
psychotropowe dziatajg poprzez reorganizacje i normalizacje potgczern neuronalnych. Na poziomie
molekularnym zaangazowane sg w to procesy inicjujgce i kontrolujgce rozwdj zmian
neuroplastycznych, wymagajgce ekspresji odpowiednich gendw i syntezy nowych produktéw
biatkowych. To ttumaczy dlaczego czes¢ efektéw terapeutycznych lekéw psychotropowych pojawia

sie dopiero po dtuzszym czasie ich stosowania (Rycina 2).
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Rycina 2. Schemat dziatania lekéw psychotropowych poprzez modulacje proceséw neuroplastycznych w
maézgu. Leki psychotropowe poprzez swoje dziatanie receptorowe aktywuja wewnatrzkomoérkowe sciezki
przekazu sygnatu. Centralnym punktem kontroli zmian na poziomie molekularnych s3 mechanizmy regulacji
ekspresji gendéw. Produkty zmian ekspresji gendw w postaci biatek i regulatorowych RNA modulujg plastycznosé
neuronalng i mogg braé¢ udziat w formowaniu dtugotrwatych efektow lekéw.

Wywotana lekami regulacja przekaznictwa neuronalnego prowadzi do szybkich zmian w
transkrypcji, co jest szczegdlnie widoczne w ekspresji tzw. gendw wczesnej odpowiedzi komdrkowej
(ang. immediate-early gene, IEG) [11]. Efekt zmiany poziomu abundancji mRNA jest przejsciowy i w
wiekszosci przypadkow jest zauwazalny maksymalnie do kilku godzin [5]. Mozna ten proces
postrzegaé jako czes¢ petli sprzezenia zwrotnego: aktywnos¢ synaptyczna wyzwala ekspresje genu,
ktory z kolei dostarcza sktadniki niezbedne do zmian strukturalnych w synapsach. Stopien, w jakim
indukowana przez aktywnos$¢ ekspresja gendw definiuje zmiany w plastycznosci i w konsekwenc;ji
wplywa na zachowanie jest obiektem intensywnych badan. Przyktady bezposrednich powigzan zmian
molekularnych i adaptacji zachowania obejmujg role CREB-zaleznej ekspresji genéw w konsolidacji
pamieci strachu [45], udziat genu Npas4 w polu CA3 hipokampa w nabywaniu pamieci przestrzenne;j
[46], czy znaczenie genu Arc w regulacji plastycznosci synaptycznej [47]. Postulowany jest model, w
ktorym regulowana aktywnoscig neuronalng ekspresja genéw wptywa na prawdopodobieristwo

wystgpienia trwatych zmian w procesie przekazywania sygnatéw na poziomie synapsy [48].

Wiele poczatkowych badan nad wptywem lekéw na ekspresje gendw w mdzgu skupiato sie
na substancjach wywotujgcych uzaleznienie [49, 50]. Zaobserwowano, ze opioidy i psychostymulanty

silnie zwiekszajg ekspresje IEG (np. Fos, Fosb lub Egrl) w obszarach otrzymujgcych unerwienie
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dopaminergiczne, w szczegdlnosci prazkowiu i jadrze potlezagcym przegrody (NAc) [51, 52].
Obserwacje te staty sie punktem odniesienia i odegraty ogromng role w dalszych badaniach nad

wptywem lekdw psychotropowych na transkrypcje gendw.

Przeszkody dotyczace badania ekspresji gendw w modzgu wynikajg m.in. ze specyficznosci
strukturalnej i rdéznorodnosci komérek w uktadzie nerwowym. W wielu przypadkach mozna
zaobserwowad, iz zmiana ekspresji transkryptu jest specyficzna dla okreslonej struktury mézgu.
Przyktadem sg rdznice w efektach molekularnych typowych i atypowych neuroleptykdw na ekspresje
genu Fos [53]. Jednorazowe podanie haloperydolu, typowego neuroleptyka, silnie indukuje ekspresje
Fos w prazkowiu, jadrze potlezacym przegrody i korze przedczotowej, podczas gdy klozapina,
atypowy neuroleptyk, wywotuje znacznie stabszy efekt w prazkowiu w poréwnaniu z kora. Inny gen
wczesnej odpowiedzi — Egrl (Zif268) wykazuje odmienny wzorzec regulacji i jego ekspresja jest
indukowana w prazkowiu zaréwno przez typowe jak i atypowe neuroleptyki [50]. Obserwacje te
wskazujg na mozliwg korelacje rdéznic na poziomie molekularnym z wptywem lekéw
przeciwpsychotycznych na zachowanie, szczegdlnie dla efektéw pozapiramidowych zwigzanych z

prazkowiem [54].

Badanie ekspresji gendw w mdzgu jest réwniez utrudnione ze wzgledu na jednoczesnosé
procesdow zachodzacych w rdinych typach i rodzajach komérek nerwowych. Dla przyktadu
haloperydol i psychostymulanty wywotuja w prazkowiu podobne zmiany ekspresji grupy gendéw
wczesnej odpowiedzi, jednakze ich wptyw na zachowanie jest skrajnie odmienny. Powodem jest
pobudzenie rozdzielnych populacji neurondéw prazkowia, co maskuje rzeczywiste efekty lekéw na
ekspresje gendw [44, 55]. Przyczyna tej pozornej sprzecznosci lezy w funkgji i strukturze prazkowia.
Wiekszos$¢ neurondw w tym obszarze to srednie neurony kolczyste, ktdre mozna podzieli¢ na dwie
podgrupy na podstawie potgczen aksonalnych, ktére tworzg. Okoto potowa s$rednich neuronéw
kolczystych wysyta swoje zakoriczenia bezposrednio do czesci siateczkowatej istoty czarnej oraz
wewnetrznej czesci gatki bladej (droga bezposrednia), podczas gdy druga potowa ma zakonczenia w
zewnetrznej czesci gatki bladej (droga posrednia). Te dwie grupy neurondw prazkowia w
przeciwstawny sposdb kontrolujg ruch ciata oraz wykazujg ekspresje odmiennych typéw receptora
dopaminowego [56]. Wykazano, ze psychostymulanty aktywujg ekspresje IEG szczegdlnie w
neuronach drég bezposrednich, podczas gdy leki przeciwpsychotyczne wybidrczo dziatajg na droge
posrednig [57]. Stad wiele uwagi poswiecono opracowaniu metod, ktére pozwalatyby na rozdzielenie
roznych typow komorek prazkowia, w szczegélnosci srednich kolczystych neuronéw wykazujgcych
ekspresje dynorfiny i receptora dopaminowego D1 od neuronéw wykazujgcych ekspresje enkefaliny i
receptora dopaminowego D2. Do tego celu wykorzystuje sie myszy transgeniczne wyrazajgce biatko

fluorescencyjne pod kontrolg okreslonego promotora, np. linia Drd1a-EGFP [58]. W ten sposdb
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mozliwa jest identyfikacja zmian molekularnych zachodzgcych w zdefiniowanych typach komadrek.
Ponadto najnowsze badania wskazuja na bezposredni udziat innych typdéw komdrek médzgu w
odpowiedzi na dziatanie lekéw, m.in. astrocytéw i mikrogleju [59-62]. Coraz wiecej analiz dotyczgcych
petnego transkryptomu wykonywanych jest na izolowanych typach komodrek [60, 63], a takze na

poziomie pojedynczych komérek [64-66].
5. Przyktady alternatywnego splicingu genéw w moézgu

Rozpowszechnienie alternatywnych izoform genéw w uktadzie nerwowym wskazuje na udziat
tego mechanizmu w regulacji fizjologii i rozwoju patologii mézgu. Co wiecej, wiele badan pokazuje
odmienng funkcje alternatywnych izoform genéw w porédwnaniu do form kanonicznych i znaczenie
wybordéw splicingowych i regulatoréow splicingu dla determinacji plastycznosci mégu (Tabela 1).

Dobrze poznanym przyktadem jest gen Fosb, ktérego forma AFosb byfta poczatkowo
intensywnie badana gtéwnie w kontekscie etiopatomechanizmu uzaleznienia od réznych substancji,
w tym psychostymulantéw, opioidéw, etanolu i A’-THC [67]. Zmiany ekspresji AFosb w mdzgu
zaobserwowano réwniez po podaniach lekéw przeciwdepresyjnych i dysocjantéw takich jak
fluoksetyna, imipramina i ketamina [68, 69]. Biatko AFosb ma mase 35-37kDa i jest wyjgtkowo
stabilne z uwagi m.in. na brak dwdch domen utfatwiajgcych degradacje obecnych na C-koricu petnego
FosB [70]. Tym samym jego postulowana rola polega na byciu dtugotrwatym ,przetgcznikiem
molekularnym”, ktéry pomaga zaréwno w inicjacji jak i utrzymaniu stanu wywotanego bodzcem [71].
Kolejnym przyktadem indukowanych aktywnoscig neuronalng alternatywnych transkryptéw sg geny z
rodziny Homer, ktorych produkty biatkowe odgrywajg kluczowa role w przekazie sygnatu w moézgu
poprzez fizyczne faczenie receptoréw mGIuR5 i NMDA w btonie komdrkowej i modulacje
neurotransmisji [72]. Dtugie izoformy transkrypcyjne Homer 1b i 1c wykazujg konstytutywna
ekspresje, podczas gdy ekspresja alternatywnych, skréconych wariantéw genu Homerl — Homerla i
Ania3 jest indukowana. Krétsza forma biatka Homer konkuruje z dtuzszg formg o mozliwos¢ zwigzania
do biatek sygnatowych, tym samym modyfikujgc zdolnos¢ do zmian funkgji i struktury synaps [73, 74].
Jest to postrzegane jako cze$s¢ mechanizmu homeostatycznego, ktéry poprzez wyhamowanie
aktywnosci synaptycznej utrzymuje ogdlny poziom aktywnosci neuronéw w fizjologicznym zakresie
[75]. Ekspresja wariantu Homerla indukowana jest m.in. podaniem selektywnego agonisty receptora
dopaminy D1 SKF38393 [76], wybranych neuroleptykow [77], lekéw przeciwdepresyjnych [78] i
psychostymulantéw [79].

Zblizonym do Homer sposobem regulacji charakteryzuje sie indukowana aktywnoscig
neuronalng ekspresja alternatywnego transkryptu genu Crem. Biatko CREM to analog CREB, z ktérym
moze tworzy¢ hetero dimery. Przypisuje mu sie podobne funkcje, co potwierdza zdolnos¢

kompensacji przez CREM braku biatka CREB. Biatko kodowane przez krotki wariant genu Crem — ICER
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(ang. Inducible cAMP Early Repressor), jest negatywnym regulatorem CREB/CREM-zaleznej
transkrypcji w médzgu [80]. W ten sposdb ICER moze wptywa¢ hamujgco na diugotrwaty
neuroplastycznos¢ poprzez hamowanie ekspresji gendw zwigzanych z aktywnoscig neurondéw [81].
Innym przyktadem, pokazujgcym ztozonos¢ transkrypcji pojedynczego genu jest Bdnf. Jest to gen o
ztozonej strukturze kodujgcy czynnik neurotroficzny pochodzenia moézgowego BDNF (ang. brain-
derived neurotrophic factor). Czynnik ten odgrywa istotng role we wzroscie komérek nerwowych, w
rozwoiju, fizjologii oraz patologii uktadu nerwowego [82, 83]. Badania pokazaty, ze ludzki gen BDNF
sktada sie z 11 eksondéw i 9 funkcjonalnych promotordw, ktérych ekspresja jest silnie zalezna od
regionu moézgu [84]. Dokfadne znaczenie i regulacja poszczegdlnych izoform sg wcigz mato poznane.
Przypisuje im sie kluczowe znaczenie w rozwoju zaburzen afektywnych. W modelach zwierzecych leki
przeciwdepresyjne stymulujg ekspresje BDNF, co niektdrzy badacze wigzg z nasileniem neurogenezy i
odwréceniem objawdw choroby [85]. Hipoteza wskazujgca na role neurogenezy w dziataniu lekéw
przeciwdepresyjnych mogtaby ttumaczy¢ opdznione pojawianie sie ich efektdw klinicznych. Niemniej,

rola jakg mégtby odgrywac BDNF w tym procesie pozostaje przedmiotem sporu.

Warto podkresli¢, ze opisywanych jest coraz wiecej przypadkdw, gdzie indukowana lekami
ekspresja wariantédw transkrypcyjnych dotyczy konkretnych typdw komérek moézgu. Przyktadem jest
gen Sgk1, ktéry nalezy do podrodziny serynowo-treoninowych kinaz biatkowych. 1zoformy Sgk1 s3
odmiennie regulowane w zaleznosci od bodzca stymulujgcego [86]. Wykazano, ze warianty Sgkl
wyrazane w neuronach sg funkcjonalnie powigzane z dendrytogenezg [87] i regulacjg aktywnosci
jonotropowych receptoréw glutaminianu [88]. Ponadto ekspresja Sgk1 zwigzana jest z wywotanymi
stresem zmianami morfologii oligodendrocytéw [89] i regulacje funkcji specyficznych dla astrocytéw
transporteréw glutaminianu [90]. Zostata rdéwniez zidentyfikowana izoforma Sgkl zalezna od
receptora glikokortykoidowego GR. Ekspresja tej formy wystepuje specyficznie w astrocytach [59].
Zmiany w ekspres;ji transkryptu lub biatka SGK1 sg obserwowane w osrodkowym ukfadzie nerwowym
w zwierzecych modelach stresu pourazowego [91], formowania pamieci [92] oraz po podaniu lekdw
przeciwdepresyjnych [93] i substancji uzalezniajgcych [94]. Rola innych GR-zaleznych transkryptow
ulegajacych regulacji w astrocytach, takich jak np. GILZ (Tsc22d3) i Fkbp5 nie zostata dotychczas
dobrze poznana [95, 96]. Oba geny wykazujg w mdzgu ekspresje alternatywnych izoform ulegajacych

regulacji po podaniu lekdw psychotropowych [60].

Powyzsze przyktady pokazujg, ze ekspresja alternatywnych izoform genéw moze byc¢
powigzana z réznymi lub przeciwstawnymi efektami na poziomie aktywnosci biatek i jest swoista dla
roznych bodzcow i typdéw komorek. Dlatego analiza na poziomie transkryptu jest niezbedna do

whioskowania o mechanizmach dziatania lekdéw w oparciu o ekspresje gendéw.
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6. Regulacja ekspresji niekodujgcego RNA w osrodkowym uktadzie nerwowym

Liczba réznego typu ncRNA wyrazanych w mozgu jest wieksza niz liczba unikalnych mRNA
[97]. Dzieki ciggtym postepom w transkryptomice wcigz odkrywane sg nowe klasy RNA, takie jak np.
kotowe RNA (ang. circular RNA), dla ktérych postulowana jest funkcja w regulacji dziatania synaps
[98] lub ,,extra coding” RNA, ktore mogg wptywaé na metylacje DNA [99]. Rola ncRNA w plastycznosci
neuronalnej jest obiektem intensywnych badan [100, 101]. Najnowsze wyniki wskazuja na udziat
ncRNA w diugotrwatym dziataniu lekéw psychoaktywnych, np. poprzez mechanizmy regulacji
ekspresji gendw powigzanych z reorganizacjg sieci neuronowych. Specyficzne miRNA odgrywaja
kluczowa role w neuroplastycznosci poprzez regulacje biatek w synapsie, np. mir-125a wraz z
biatkami FMRP (ang. fragile X mental retardation protein) oraz biatkami Ago-2 wptywa na
zahamowanie translacji postsynaptycznego biatka PSD-95 (ang. postsynaptic density protein 95).
Biatko PSD-95 jest kluczowym sktadnikiem synaps glutamatergicznych [102, 103]. Szereg doniesien
wskazuje na zmiany w poziomie abundancji miRNA spowodowane dziataniem substancji
uzalezniajgcych i lekéw psychotropowych. Regulowany podaniem kokainy mir-212 jest wskazywany
jako jeden z czynnikdéw warunkujgcych podatnosé na uzaleznienie [104]. Badania pokazuja, iz podanie
psychostymulantéw powoduje wzrost ekspresji wielu miRNA, ktére mogg braé udziat w regulacji
morfologii kolcéw dendrytycznych poprzez transport mRNA do zakonczen dendrytycznych.
Mechanizm dziatania jest zwigzany z pobudzeniem translacji i modulacjg fosforylacji biatek
zlokalizowanych w synapsie. Potwierdzona doswiadczalnie zostata rola w tym procesie miRNA z
rodziny miR-8 oraz miR-182 i miR-183 [105, 106]. Ponadto zmiany w ekspresji miRNA w médzgu
cztowieka oraz szczura odnotowano réwniez w odpowiedzi na dziatanie alkoholu, m.in. miR-369-3p,
miR-34c-5p, miR-203, miR-146a, miR-194 oraz cztonkdéw rodziny let-7 [107, 108]. Podanie opioiddw
obnizato poziom ekspresji miR-133b, ktdry jest specyficznie wyrazany w neuronach
dopaminergicznych srédmdzgowia, gdzie reguluje réznicowanie tych komérek [109]. Wielokrotne
podania fluoksetyny zwiekszaty poziomy ekspresji miR-16 w neuronach serotoninergicznych jader
szwu modzgu. Powodowato to spadek produkcji transportera serotoniny i uwalniane czynnika
neurotroficznego S100B, ktory oddziatywat na neurony noradrenergicznych miejsca sinawego [110].
Zaréwno ostre jak i chroniczne podanie imipraminy i fluoksetyny powodowato wzrost poziomu
miR135a w jadrach szwu. miR135 jest zaangazowany w kontrole poziomu serotoniny w normalnych
warunkach i istotny w odpowiedzi na leki przeciwdepresyjne [111]. Wsrdd innych typéw matych
niekodujagcych  RNA warto wymieni¢ mate jgdrowe RNA snoRNA HBII-52. HBII-52 reguluje
alternatywny splicing receptora serotoninowego 5-HT2C poprzez oddziatywanie z sekwencjg
regulatorowg obecng w jednym z eksondw tego genu. W efekcie translacji ulega zmodyfikowane

biatko warunkujgce zmiane funkcjonalnosci receptora [112]. Wywotane lekami zmiany w ekspresji
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INcRNA w mézgu sg dotychczas mato poznane. Zaobserwowano, ze podania metamfetaminy
powodujg obnizenie ekspresji zestawu IncRNA w jadrze potlezgcym [113]. Kilka z tych IncRNA (w tym
Neatl i Miat) petni funkcje regulacyjne w procesie transkrypcji, ktére poprzez interakcje cis lub trans
z docelowymi genami. Co ciekawe, poziom Neatl byt podwyzszony w prazkowiu mdzgu myszy po
podaniu mianseryny lub tranylcyprominy [60]. Dwukierunkowa regulacja Neatl moze odzwierciedlaé
odmienne efekty kliniczne substancji psychostymulujgcych i przeciwdepresyjnych. Podsumowujac,

szereg obserwacji wskazuje na istotng role ncRNA w dziataniu lekéw psychoaktywnych na poziomie

ekspresji genéw.

Tabela 1. Przyktady alternatywnych wariantéw genéw i niekodujgcych transkryptow ulegajacych

ekspresji w mézgu.

Przyktad Typ . b ] , Powigzane c
. a Regulacja Funkcja w mozgu Inne przyktady
genu wariantu choroby OUN
Homerl ALE Alternatywne miejsce
akofczenia Kontrola
zakonczeni
B neurotransmisji i . Smyd3[60]
transkrypcji w lastveznosci Depresja [114]
odpowiedzi na P y, Gabrg3[115]
‘. médzgu
aktywnosé neuronalng
Sgk1 AFE Alternatywne miejsca Kontrola Crem([81]
startu transkrypcji, metabolizmu Zaburzenia
regulacja zalezna od glejowego i zwigzane ze Bdnf[84]
GR w komérkach plastycznosci stresem [91]
glejowych[59] neuronalnej Fkbp5 [116]
Fosb IR Czynnik
transkrypcyjny
Ekspresja zalezna od zaangazowany w Uzaleznienia
CREB, ztozony splicing ekspresje genéw lekowe i Clk1[60]
izoformy delta krytycznych dla depresja[69]
plastycznosci
neuronalnej
miR-128 miRNA Niepokoj [117]i :
) Zaangazowany w . pokoj [117] miR-132[119]
Odmienne wzorce o . niepetnosprawn
. réznicowanie ., .
ekspresji podczas L 0s¢ miR-212[120]
; ) neuronow i wzrost .
rozwoju mozgu i intelektualna
dendrytow
[118]
Snord115 | snoRNA . Regulacja
Wzrost ekspresji w i
(HBII-52) . . alternatywnego Zespot Pradera-
hipokampie myszy po . i o
splicingu genéw, w | Williego [112],
kontekstowym i
. tym receptorow Autyzm [121]
warunkowaniu strachu .
serotoninowych
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Gomafu IncRNA . Kontrola
. Ekspresja regulowana
(Miat) ., alternatywnego
przez aktywnos¢ .
splicingu . .
neuronalng; zaburzona . Schizofrenia
. ] zaangazowanego w Neat1[60]
ekspresja w korze oséb [122]

rozwdéj mozgu i
postmitotyczng
funkcje neurondéw

chorych na
schizofrenie

*Wariant transkrypcyjny (nomenklatura zgodnie z Rycing 1): ALE alternative last exon, AFE alternative first
exon, IR intron retention, miRNA microRNA, snoRNA small nucleolar RNA, IncRNA long non-coding RNA;
bRegulacja ekspresji alternatywnego wariantu “Przyktady innych genéw o podobnym profilu transkrypcyjnym

7. Poszukiwanie wspdlnych cech taczacych grupy podobnie regulowanych genow

Badania ekspresji gendw, ktére koncentrujg sie na pojedynczym genie lub zestawie wczesniej
wybranych gendéw wigzg sie z problemem potencjalnego pominiecia innych istotnych zmian oraz
skupieniu analizy na genach znanych o relatywnie duzych zmianach ekspresji [123]. Rozwigzaniem
tego problemu bylo wprowadzenie wysokoprzepustowych metod analizy ekspresji oraz
odpowiednich metod bioinformatycznych. Gtéwng zmiang w podejsciu do badania indukowanej
lekami ekspresji gendéw jest przejscie od analizy specyficznych transkryptéw do tworzenia i
analizowania sieci wspoét-regulowanych gendw [124, 125]. Odkryte zostaty nowe relacje pomiedzy
genami, sciezkami molekularnymi i procesami biologicznymi a regulacjg transkrypcji, tworzac bardziej
kompletny obraz zmian wywotanych podaniem lekdw psychotropowych [5]. Dotychczas wiekszos¢
badan wykonana zostata z wykorzystaniem mikromacierzy DNA, ktérych gtéwnym ograniczeniem jest
koniecznos$¢ korzystania z wczesniej zdefiniowanych sond DNA. Powstat zbidr prac, w ktérych badano
skutki ostrego i chronicznego podania lekdw w réznych obszarach mdzgu [5, 60, 94, 126-128].
Metody stosowane do identyfikacji grup powigzanych genéw sg wecigz udoskonalane. Jak dotad,
wiekszos¢ badan skupiata sie na lekach z jednej grupy klinicznej i taczyta regulowane geny w
kategorie funkcjonalne. Na przykfad, wielokrotne podania fluoksetyny powodowaty regulacje
ekspresji genéw zaangazowanych w metabolizm oraz transdukcje sygnatu i transkrypcje w
hipokampie mdzgu szczura [129, 130]. Pojedyncze podanie klozapiny wywotato zmiany w ekspresji
gendw zwigzanych z neuroprzekaznictwem, rozwojem i funkcjg komorek nerwowych oraz regulacja
enzymatyczng, podczas gdy chroniczne podania regulowaty sieci uczestniczace w przezyciu
neurondéw, transmisji synaptycznej i kontroli metabolizmu weglowodanéw i ttuszczow [131].
Natomiast, indukowana przez haloperydol ekspresja gendéw byta powigzana ze szlakami zapalnymi i
immunologicznymi [132], przy czym regulacja transkrypcji kanatéw jonowych byta wspdélnym efektem
chronicznego leczenia klozaping i haloperydolem [133]. Analiza sieci gendéw kodujgcych cytokiny
prozapalne wykazata nowe oddziatywania pomiedzy alkoholem a uktadem odpornosciowym.

Ponadto, znaczacy wptyw na zmiany profilu ekspresji wywotane dziataniem lekéw psychotropowych



I. Wstep 27

zaobserwowano dla grupy genéw powigzanych z rytmem okotodobowym (np. Perl, Per2 i Bmall)

[134-136].

Od lat prowadzone sg w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej IF PAN badania wptywu
lekéw psychotropowych na regulacje ekspresji gendw w uktadzie nagrody. W obszernym badaniu
zmian ekspresji gendw wywotanych podaniem 18 lekdéw psychotropowych zaobserwowalismy, ze leki
nalezgce do réznych klas klinicznych i farmakologicznych wptywajg na transkrypcje odrebnych sieci
gendw (Rycina 3a). Sieci wspoétregulowanych gendw mozna scharakteryzowac poprzez identyfikacje
gtéwnych typow komodrek, w ktdrych zachodzi ich ekspresja oraz nadreprezentacje w obszarach
promotorowych miejsc wigzacych czynniki transkrypcyjne. Pierwszg grupa byly transkrypty, ktére
odzwierciedlaty poziom zmiany pobudliwosci komdrek nerwowych, w tym Fosb, Npas4 i Arc.
Obserwowane zmiany ekspresji s3 zgodne z wczesniejszymi badaniami modutéw transkrypcyjnych
aktywowanych podaniem réznych substancji uzalezniajgcych, m.in. kokainy, metamfetaminy czy
heroiny [94]. Druga sie¢ obejmowata geny zaangazowane w procesach metabolicznych, takich jak
transport glukozy i metabolizm, np. Pdk4 i Slc2al [59]. Trzecia grupa transkryptéw zawierata geny
zaangazowane w organizacje projekcji komérkowych i szlaku mTOR, takich jak Lst1 i Mtor. Co
ciekawe, analiza transkryptéw wykorzystujgca dane dotyczace poziomu abundancji poszczegdlnych
transkryptéw w réznych typach komodrek wykazata, ze pierwsza grupa sktadata sie gtdwnie z
transkryptéw ekspres jonowanych w neuronach, podczas gdy druga grupa gtdéwnie zawierata geny o
wyzszych wzglednych poziomach ekspresji w gleju [137, 138]. Ponadto, regiony promotorowe genéw
nalezacych do pierwszej i drugiej grupy zostaty znaczgco wzbogacone w miejsca wigzania
specyficznych zestawdéw czynnikdow transkrypcyjnych. Geny zalezne od aktywnosci neuronalnej
wykazujg nadreprezentacje motywdw wigzacych biatka SRF - CArG i CREB - CRE, podczas gdy geny
regulowane w astrocytach czesciej zawierajg miejsca wigzania dla GR oraz izolatora transkrypcji CTCF
[60, 139, 140]. Warto podkreslié, ze wyniki opisujgce regulacje odpowiedzi transkrypcyjnej
astrocytéw przez leki psychotropowe sugerujg potencjalng role tych komoérek jako wsparcia dla

neurondéw w okresach wzmozonej aktywnosci [141].

Dzieki wprowadzeniu metod sekwencjonowania nastepnej generacji mozliwy jest odczyt
transkryptomu z rozdzielczoscig pojedynczego nukleotydu. Dostepnych jest coraz wiecej baz danych
gromadzacych odczyty sekwencjonowania RNA pojedynczych komérek mdézgu oraz pierwsze analizy
transkryptomu po podaniach lekéw psychotropowych [60, 142]. Ostatecznym celem jest
zgromadzenie kompleksowych danych i wykorzystanie wzorcow transkrypcyjnych do lepszej

klasyfikacji i przewidywania efektéw lekéw psychotropowych [93, 94].
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Rycina 3. Wykorzystanie wynikdw profilowania zmian ekspresji genéow w moézgu do klasyfikacji lekow
psychotropowych. (a) Hierarchiczne grupowanie zmian ekspresji genéw indukowanych przez gtéwne typy
lekdw psychoaktywnych (wycinek). Kazdy wezet sieci reprezentuje jeden transkrypt. Dtugos¢ gatezi odpowiada
korelacji ekspresji Spearmana, stad im blizsza jest pozycja transkryptéw, tym bardziej podobne sg zmiany w
ekspresji wywotane podaniem lekdw psychotropowych. Kolory zostaty przyporzadkowane na podstawie
wynikow analizy gtéwnych sktadowych (PCA, ang. principal component analysis), ze wskazaniem na prawym
panelu trzech pierwszych elementéw przy pomocy strzatek. (b) Wykres przedstawiajgcy analize gtéwnych
sktadowych PCA (zmodyfikowano za zgodg [143]) zostat wygenerowany w oparciu o profil zmian ekspresji 50
gendw (o najbardziej istotnych wynikach testu statystycznego) regulowanych podaniem lekéw. W analizie
uwzgledniono 21 lekdw psychotropowych: ketamine (KET) memantyne (MEM), fencyklidyne (PHE), mianseryne
(MIA), imipramine (IMI), fluoksetyne (FLU), bupropion (BUP), tianeptyne (TIA), tranylcypromine (TRA),
metamfetamine (MET), kokaine (COC) nikotyne (NIC), heroine (HER), morfine (MOR), etanol (ETO), diazepam
(DIA), buspiron (BUS), hydroksyzyne (HYD), klozapine (CLO), rysperydon (RIS) i haloperydol (HAL). Jako grupy
kontrolne zastosowano zwierzeta otrzymujgce podania fizjologicznego roztworu soli (SAL) oraz zwierzeta nie
poddane zadnemu traktowaniu (NAI). Wyniki dla pierwszej i drugiej sktadowej przedstawiono odpowiednio na
osi x i y, podczas gdy wartosci trzeciej sktadowej zakodowano przy pomocy koloru i rozmiaru okregdéw, przy
czym czerwony i zielony stanowig przeciwlegte konce skali, a rozmiar oznacza wiekszg wartos¢ bezwzglednego
efektu.

8. Molekularna klasyfikacja lekow psychotropowych

Zmiany profilu ekspresji gendw w modzgu odzwierciedlajg poziomy aktywacji poszczegdlnych
mechanizmdéw neurobiologicznych. Klasyfikacja oparta na porédwnaniu sygnatur transkrypcyjnych
moze poprawic skutecznos¢ procesu przesiewu i charakteryzacji nowych zwigzkdéw psychoaktywnych.

Sygnatury wielogenowe mogg pozwoli¢ na bardziej zdecydowane podejscie do identyfikacji
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mechanizméw molekularnych zaangazowanych w dziatanie lekéw i przewidywania ich skutecznosci.
Dobrym przyktadem sg opisane powyzej wzory ekspresji gendéw indukowane przez leki.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze ekspresja grupy gendéw regulowanych przez aktywno$é
neuronalng réini sie w zaleznosci od klasy lekéw psychoaktywnych. Analizy transkrypcyjnych
sygnatur zostaty wykorzystane w szczegdlnosci do rozrdznienia efektéw molekularnych grup lekéw
przeciwpsychotycznych [144, 145] i psychostymulujgcych [146, 147]. W oparciu o wyniki profilowania
ekspresji gendw, nasz Zespdt zidentyfikowat specyficzne wzorce transkrypcji dla réznych klas lekéw
psychoaktywnych, w tym anksjolitykdow, lekdéw przeciwpsychotycznych, opioidéw, lekow
przeciwdepresyjnych i psychostymulujgcych [5]. Rycina 3b przedstawia jak w oparciu o podzbiér
transkryptéw wykazujacych zmiany poziomu abundancji w prazkowiu myszy, mozliwe jest
opracowanie nowego systemu ich klasyfikacji. Okreslone zostaty przypadki, w ktérych leki o
podobnych efektach behawioralnych sg zgrupowane razem. Na przyktad, atypowe leki
przeciwpsychotyczne (klozapina i rysperydon) lub antagonisci receptora NMDA (memantyna,
ketamina i fencyklidyna) zostaty odpowiednio zgrupowane [143]. Szczegdlnie interesujgce
obserwacje dotyczg grupy lekéw przeciwdepresyjnych. Profile transkrypcyjne wybranych lekéw
przeciwdepresyjnych sg bardzo zréznicowane, a sygnatury transkrypcyjne mocno rozproszone. Obraz
ten jest zbiezny z réznicami w profilach farmakologicznych, przyktadowo leki o silnej komponenecie
dopaminowej (np. tranylcypromina i bupropion) sg zgrupowane razem z psychostymulantami,
podczas gdy mianseryna, ktéra ma stosunkowo wysokie powinowactwo do receptoréw
serotoninowych 5-HT2A, wykazuje podobienstwo do atypowych lekéw przeciwpsychotycznych. Lek
anksjolityczny, hydroksyzyna, nie wywofat silnych zmian ekspresji gendw co sugeruje, ze
prawdopodobnie lek ten nie wptywa istotnie na aktywnos$¢ neuronéw w prazkowiu. Do uzyskania
petnej klasyfikacji substancji psychoaktywnych na podstawie profili molekularnych konieczne jest
rozszerzenie stosowanej metodologii. Po pierwsze, konieczna jest poprawa mozliwosci oceny
swoistosci komdrkowej obserwowanych zmian ekspresji. Rozdziat komdrkowy wzoréw ekspres;ji
pozwolitby na poprawe mozliwosci odrdznienia poszczegdlnych klas lekdw, takich jak antagonisci
receptora D2 dopaminy (np. haloperydol) oraz srodki psychostymulujgce. Po drugie, nalezy
uwzgledni¢ zmiany transkrypcji genéw zachodzace w réznych obszarach mézgu. W przypadku lekéw
przeciwdepresyjnych, wptyw na sygnalizacje serotoninergiczng, jak i noradrenergiczng, moze
objawia¢ sie poprzez efekty molekularne charakterystyczne dla poszczegdlnych regiondéw
przodomdzgowia, takich jak kora przedczotowa lub hipokamp. Niewatpliwie, dane dotyczace
ekspresji gendw nalezy uzupetnia¢ innymi metodami, takimi jak profile wigzania badanych zwigzkéw
do receptoréw komarkowych oraz parametry wptywu na zachowanie w modelach zwierzecych [148-
150]. Sygnatury transkrypcyjne reakcji na leki s3 w coraz wiekszym stopniu wykorzystywane w

modelowaniu komputerowym dziatania lekéw, dla przyktadu powstato narzedzie analityczne DrugSig,
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ktére ma na celu poszerzenie stanu wiedzy o mechanizmach dziatania lekéw oraz wypracowanie

narzedzi optymalizujgcych proces stosowania istniejgcych lekéw [151].

Podsumowujgc, nalezy zauwazy¢, ze transkryptomika obejmuje tylko czes¢ odpowiedzi
komérkowych i konieczne jest wykorzystanie danych z innych technologii "omicznych", w tym
genotypowania [152, 153], proteomiki [154] lub metabolomiki [155]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
zadna z wysokowydajnych metod nie jest samodzielnie wystarczajgca, aby w petni scharakteryzowac
ztozone biologiczne zmiany wywotane lekami w mdzgu. Powziete zostaty préby przeprowadzenia
analiz réwnolegle uzyskanych danych transkryptomicznych, proteomicznych i metabolicznych
pochodzacych od oséb poddanych farmakoterapii [156, 157]. Pomimo tego, iz integracja duzych,
heterogenicznych zbioréw danych jest wyzwaniem metodycznym, jest to bardzo obiecujgca Sciezka

uzyskanie postepu w tej dziedzinie.
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Il. Cel badan

Celem przeprowadzonych przeze mnie badan byto okreslenie alternatywnych wariantéw
genodw, niekodujgcych RNA oraz mechanizméw regulatorowych, ktérych aktywacja jest powigzana z
farmakologicznymi witasciwosciami lekéw psychotropowych. Jakkolwiek wtozony zostat juz ogromny
wysitek w rozwéj badan w tym zakresie, dopiero wykorzystanie sekwencjonowania nastepnej
generacji (NGS) pozwala na poznanie molekularnych efektow lekéw na poziomie pojedynczych
zdarzen transkrypcyjnych. W ramach niniejszej rozprawy podjetam probe pofaczenia badan, w
ramach ktérych oprdocz najnowszych narzedzi biologii molekularnej (sekwencjonowania NGS)
wykorzystywane zostaty metody bioinformatyczne (poszukiwanie miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych oraz analiza ekspresji w réznych populacjach komodrkowych) oraz elementy
neurofarmakologii (wykorzystanie zwierzecych modeli odpowiedzi na podanie leku). Podejscie
zintegrowane pozwolito na uzyskanie szerokiego wgladu w procesy kontroli indukowane] lekiem

ekspres;ji alternatywnych form gendw.
Szczegdtowe cele badawcze obejmowaty nastepujgce zadania:

1. Pordwnanie zmian transkryptomow dwéch regiondw mdzgu myszy wywotanych podaniem
szesciu lekdw psychotropowych dziatajgcych na uktad dopaminowy i serotoninowy.

2. Identyfikacja transkryptow ulegajgcych specyficznej lekowo regulaciji.

3. Potwierdzenie istnienia wczesniej nieznanych wariantéw transkrypcyjnych i ewentualnych

produktow biatkowych.
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lll. Materiaty i metody

1. Zwierzeta

W eksperymentach wykorzystywano doroste (8-10 tygodni) myszy C57BL/6N pochodzace z hodowli
firmy Charles River lub hodowli prowadzonej przez IF PAN. Zwierzeta przebywaty w grupach od 4 do
6 myszy w jednej klatce domowej zbudowanej z pleksiglasu, w pomieszczeniu o statej temperaturze
22+2°C oraz cyklu dobowym swiatto-ciemnos¢ po 12 godzin. Zwierzeta miaty wolny dostep do
pokarmu oraz wody (pasza RM1 A (P) Special Diets Services). Wszystkie eksperymenty byty
wykonywane zgodnie z wytycznymi Parlamentu Europejskiego i Rady dotyczacymi opieki i
wykorzystania zwierzat laboratoryjnych (dyrektywa 2010/63/EU). Protokoty eksperymentalne zostaty
sprawdzone i zatwierdzone przez Il Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach

(numery pozwolen 1156/2015i 217/2017).
2. Podania lekow

Do badania zmian w poziomie ekspresji wariantéw genu wykorzystano model jednorazowego
podania nastepujacych substancji: haloperydol (1 mg/kg, Haloperidol hydrochloride, Tocris Nr kat.
0931), rysperydon (0,5 mg/kg, Tocris Nr kat. 2865), metamfetamine (2 mg/kg, syntetyzowana w IF
PAN), wenlafaksyne (16 mg/kg, Venlafaxine hydrochloride, Tocris Nr kat. 2917), mianseryne (20
mg/kg, Mianserin hydrochloride, Tocris Nr kat. 0997) lub ketamine (20 mg/kg, Ketamine
hydrochloride, Tocris Nr kat. 3131) rozpuszczone w soli fizjologicznej lub soli fizjologicznej z
dodatkiem kropli 0,1 M HCl dla haloperydolu i rysperydonu. Zwierzeta byly usmiercane przez
przerwanie szyjnego odcinka rdzenia kregowego. W eksperymentach wykorzystujgcych
sekwencjonowanie (rozdziaty 1-2 oraz 4-6 Wynikdéw) i qPCR (rozdziaty 3 i 7 Wynikdéw) badano efekt
lekéw 2 godziny od ich podania. W doswiadczeniach zmian ekspresji Dclkl w czasie (rozdziat 8
Wynikow) zwierzeta zabijano 1, 2, 4 i 8 godzin od podania mianseryny i 1, 2 i 8 godzin od podania
rysperydonu. W doswiadczeniu, w ktérym badano zmiany na poziomie biatek (rozdziat 9 Wynikéw)
oraz w dodatkowym eksperymencie qPCR (rozdziat 8 Wynikdw) myszy otrzymywaty mianseryne raz
dziennie przez kolejne 5 dni i zostaty usmiercone 2 godziny po ostatnim podaniu. Wszystkie podania
lekéw byty wykonywane w fazie jasnej cyklu dobowego. Dawki lekdw a takze czas po jakim badany
bedzie ich wptyw na ekspresje gendw wybrane zostaty na podstawie naszych poprzednich badan [5,
142, 143] i dostepnych danych literaturowych [158-162]. W Tabeli 2 przedstawiono spis
wykorzystanych substancji wraz z ich profilem farmakologicznym oraz opisem wptywu na zachowanie
myszy po jednorazowym podaniu. We wszystkich przeprowadzonych eksperymentach wykorzystano

8 zwierzat w kazdej grupie podan substancji.
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Tabela 2. Spis substancji psychotropowych stosowanych w eksperymentach. W Tabeli zebrano
dawki substancji, grupy kliniczne, cele receptorowe oraz efekt behawioralny jednorazowego podania
myszom. Zastosowane skréty: DAT Dopamine transporter, FST forced swim test, TST tail suspension
test, PPl prepulse inhibition, NaSSa noradrenergic and specific serotonergic antidepressant, NET
norepinephrine transporter, SNRI serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor

Substancja Grupa Gtéwne punkty uchwytu Efekty jednorazowego podania
psychoaktywna u myszy
Haloperydol Neuroleptyk DRD2,3,4 /5HT2 /a2 Silna katalepsja [163], Wzmozone
(1 mg/kg) (typowy) PPl [164], Zwiekszony okres
bezruchu w FST [165]
Rysperydon Neuroleptyk 5HT2A,C/DRD1, 2, 3,4/ Umiarkowana katalepsja,
(0.5 mg/kg) (atypowy) al,2/H1 Zwigkszone PPI [166]
Metamfetamina |Psychostymulant NET / DAT Hiperlokomocja i fenotyp podobny
(2 mg/kg) do manii [167]
Wenlafaksyna Antydepresant SERT / NET Zmniejszenie bezruchu w FST i TST
(16 mg/kg) (SNRI) [162], hiperlokomocja [168]
Mianseryna Antydepresant | H1/5HT2C, 2A,3A/a2C, | Brak wptywu na bezruch w FST i
(20 mg/kg) (NaSSa) 2A, 1A/ NET / mACh TST [162], Obnizona aktywnosé
lokomotoryczna [169]
Ketamina Psychodysleptyk NMDAR Zmniejszenie bezruchu w FST [170],
(20 mg/kg) hiperlokomocja [171]

3. Preparacja tkanki i izolacja RNA

Mézgi utrwalane byty przez noc w odczynniku stabilizujgcym RNA i unieczynniajgcym RNAzy -
RNAlater (Ambion). Nastepnie modzgi cieto w ptaszczyznie czotowej przy uzyciu wibratomu Leica
VT1200 na plastry o grubosci 125 um. Badane struktury: jgdro pdtlezace przegrody (nucleus
accumbens septi, NAc) oraz kore przedczotowa (prefrontal cortex, PFCx) wyjmowano pod
binokularem StemiDV4 (Zeiss) przy pomocy igiet, bezposrednio z utrwalonych skrawkoéw. Jako PFCx
wyodrebniano kore zakretu obreczy, czes¢ prelimbiczng, infralimbiczng i czes¢ konaru mozgu po
stronie grzbietowej z obszaru okoto +1,90 do +1,15 mm od bregmy, wykorzystujgc atlas Paxinosa jako
odniesienie [172]. NAc wyodrebniano ze skrawkéw od okoto +1,94 do +0,6 mm od bregmy. Ksztatt
ciata modzelowatego i spoidta mdézgowego przedniego zostaty uzyte jako punkty odniesienia do
oceny odlegtosci od linii bregmy. Tkanki zamrazano i przechowywano w RNAlater w temperaturze -

25°C.
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Po rozmrozeniu, doktadnie usunieto RNAlater, a do probéwek dodano po 1 kulce ze stali nierdzewnej
i Iml Trizolu (Invitrogen). W trakcie izolacji catkowitego RNA, préobki pochodzgce od pojedynczych
zwierzat nie byty tgczone. Tkanki homogenizowano w dwumililitrowych probéwkach okragtodennych
przy uzyciu homogenizatora Tissuelyser Il (Qiagen), dwa razy po 3 minuty, przy czestotliwosci 25 Hz.
Nastepnie, do uzyskanego homogenatu dodawano po 200 pl chloroformu i wytrzgsano energicznie
na wytrzasarce przez 30 — 60 sekund, po czym inkubowano przez 10 minut na lodzie. W nastepnym
etapie, prébki wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C, przy 12000g. Po rozdzieleniu faz, gérng
(wodng) faze przenoszono do nowych probdéwek, dodano réwng objetosé alkoholu izopropylowego i
inkubowano przez 30 minut w -70°C. Po tym czasie prébki ponownie wirowano przez 20 minut,
odrzucono nadsgcz a do pozostatych osadéw dodano 1ml 70% (obj./obj.) etanolu i wirowano przez
10 minut z predkoscig 12 000g. Nadsgcz doktadnie zebrano, a osady suszono na powietrzu przez 5-10
minut, po czym rozpuszczano w 30 pl sterylnej, dejonizowanej, wolnej od rybonukleaz wodzie. Po
rozpuszczeniu, probki RNA denaturowano 3 minuty w temperaturze 65°C. RNA przeznaczone do
sekwencjonowania byto dodatkowo oczyszczane z uzyciem kolumienek z krzemionkg (RNeasy Mini
Kit). Stezenie catkowitego RNA okreslano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 260 nm
(spektrofotometr ND-1000 NanoDrop) lub fluorymetrycznie wykorzystujac selektywne barwniki
fluorescencyjne (Qubit 2.0). Integralnos¢ wyizolowanego RNA byta oznaczona metoda elektroforezy
kapilarnej wykorzystujacej bioanalizator Agilent 2100 oraz zestaw mikroczipéw Agilent Nano 6000

RNA Reagents (Rycina 4).
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Rycina 4. Analiza integralnosci catkowitego RNA wyizolowanego z jadra pétlezgcego przegrody moézgu myszy,
wykonana przy uzyciu bioanalizatora. Wykres po lewej stronie przedstawia rozktad wielkosci fragmentéw RNA
dla jednej z analizowanych prébek jako sygnat intensywnosci fluorescencji (o$ Y — FU, ang. fluorescence unit) w
czasie (0$ X — czas, sekundy) i obraz elektroforezy w zelu (prawa strona). Na podstawie profilu bioanalizator
dostarcza informacji o stezeniu RNA oraz umozliwia kontrole integralnosci RNA. Dla powyziszego przyktadu
probki RNA parametr integralnosci RIN zostat okreslony na poziomie 9.2 (w skali od 1-10). Piki 18S i 28S
odpowiadajg pikom rybosomalnego RNA.



[ll. Materiaty i metody 35

4. Sekwencjonowanie transkryptomu

Sekwencjonowanie transkryptomu obejmowato nastepujace etapy: usuwanie rybosomalnego
RNA, fragmentacje RNA, przygotowanie bibliotek cDNA, przygotowanie matrycy do
sekwencjonowania oraz wysokoprzepustowe sekwencjonowanie z wykorzystaniem platformy lon

Proton (Rycina 5).

Przygotowanie bibliotek DNA

¢ Fragmentacja RNA
AL A
NS AN
»l/ Odwrotna transkrypcja
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PCR w emulsji

PCRmX (g9 by mbding)
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Library DNA
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Sekwencjonowanie
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Rycina 5. Graficzne podsumowanie procesu sekwencjonowania petnego transkryptomu. Przedstawiono trzy
gtdbwne etapy opisane w tekscie: Przygotowanie bibliotek DNA, wykonanie reakcji PCR w emulsji oraz
przeprowadzenie sekwencjonowania transkryptomu przy uzyciu metody pdtprzewodnikowej. Kazdy z etapdéw
zostat szczegétowo omoéwiony w tekscie (4.1 — 4.3). Przedstawiona rycina jest modyfikacjg kilku rycin
znalezionych w zasobach internetowych oraz materiatéw producenta technologii.




[ll. Materiaty i metody 36

4.1 Przygotowanie bibliotek DNA (Rycina 5, gorny panel)

Probki RNA przeznaczone do sekwencjonowania przygotowywano z dwodch myszy, dla
minimalizacji wptywu indywidualnych rdznic wystepujacych pomiedzy zwierzetami i rdznic
wynikajgcych z pobierania tkanki i ekstrakcji RNA. W pierwszym kroku, z catkowitego RNA (1 pg)
usuwano rybosomalne RNA (zaréwno cytoplazmatyczne 5S, 5.8S, 18S, 28S jak i mitochondrialne 12S
i 16S) wykorzystujgc biotynylowane sondy skierowane do wysoce konserwowanych regiondw rRNA
oraz separacje opartg o kulki magnetyczne z przytagczong streptawidyng, dostepne w zestawie
odczynnikéw RiboMinus Eukaryote Kit v2 (Ambion). Selektywne usuniecie rRNA (stanowiagcego
najwiekszg frakcje catkowitego RNA) wykonywane jest celem wzbogacenia sekwencjonowanego

materiatu w mRNA.

20 25 30 35 40 45 50 55 60 [s]

Rycina 6. Analiza wielkosci fragmentéw RNA po usunieciu rybosomalnego RNA, przy uzyciu bioanalizatora.
Wykres po lewej stronie przedstawia rozktad wielkosci fragmentéw RNA dla jednej z analizowanych prébek
jako sygnat intensywnosci fluorescencji (o$ Y — FU, ang. fluorescence unit) w czasie (0$ X — czas, sekundy) i
obraz elektroforezy w zelu (prawa strona). Na podstawie profilu bioanalizatora mozna wizualnie ocenic¢ rozktad
wielkosci fragmentow RNA. Piki rybosomalnego RNA (18S i 28S) widoczne na Rycinie 4. przestaty wystepowac.

Tak przygotowane RNA zostato nastepnie zageszczone za pomocg kolumienek z krzemionkg
zgodnie z instrukcjg w zestawie odczynnikdw RiboMinus Concentration Module (Ambion), a rozktad
wielkosci RNA oceniono przy pomocy Bioanalizatora (Rycina 6). Préobka zostata nastepnie poddana
fragmentacji enzymatycznej wykorzystujgcej RNAze Ill. Po tym etapie oceniono wydajnos¢ i rozktad

wielkosci fragmentowanego RNA (Rycina 7) ponownie wykorzystujgc Bioanalizator.
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Rycina 7. Analiza rozktadu wielkosci fragmentéw RNA uzyskanych po enzymatycznym trawieniu RNAz3 I,
przy uzyciu bioanalizatora. Wykres po lewej stronie przedstawia rozktad wielkosci fragmentéw RNA dla jednej
z analizowanych prébek jako sygnat intensywnosci fluorescencji (o$ Y — FU, ang. fluorescence unit) w czasie (0$
X — czas, sekundy) i przyblizony obraz elektroforezy w zelu (prawa strona). Na podstawie profilu bioanalizatora
dokonana zostata wizualna ocena rozktadu wielkosci fragmentéw RNA. Po zastosowaniu procedury
enzymatycznego trawienia cato$¢ widma znajduje sie po lewej stronie wykresu, co oznacza, ze fragmenty s3
krotsze.

Przygotowanie bibliotek cDNA wymagato hybrydyzacji i ligacji sekwencji adaptorowych RNA,
przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji, oczyszczenia i amplifikacji cDNA z dodaniem
specjalnych sekwencji ,barcode” (wykorzystano zestaw odczynnikéw lon Total RNA-seq Kit v2). Po
tych etapach oceniono rozktad wielkos$ci biblioteki cDNA przy pomocy bioanalizatora (zakres

wielkosci 50-160 par zasad (pz) oraz 50 — 1000, Rycina 8) .
4.2 Namnazanie biblioteki cDNA w emulsji (Rycina 5, Srodkowy panel)

Na podstawie rozktadu wielkosci fragmentdw cDNA, okreslono ilosé biblioteki koniecznej do
przeprowadzenia reakcji PCR (ang. polymerase chain reaction) w emulsji. Emulsja tworzona jest
dzieki zastosowaniu wody i oleju o odpowiednich wtasciwos$ciach. W ten sposdb tworzg sie krople,
ktore zawierajg jedng czgsteczke DNA zwigzang na kulce, a w ptynie dookotfa zawarte sg odczynniki
do reakcji PCR. W efekcie teoretycznym produktem pozgdanym w reakcji jest wiele kopii czgsteczki

DNA na jednej kulce.
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Rycina 8. Rozktad wielkosci fragmentow biblioteki cDNA. Wykres po lewej stronie przedstawia rozktad
wielkosci fragmentéw DNA (0$ X — pary zasad) dla jednej z analizowanych prébek. Wynik przestawia sygnat
intensywnosci fluorescencji (0$ Y — FU, ang. fluorescence unit) oraz obraz elektroforezy w zelu (prawa strona).
Tabela ponizej wykresu przedstawia parametry dla dwdch zakreséw dtugosci: 50 — 160 pz i 50 — 1000 pz. Na
podstawie zmierzonego przez bioanalizator stezenia DNA wyliczana jest koricowa ilos¢ biblioteki potrzebna do

sekwencjonowania.

Celem kolejnego etapu byto przygotowanie wzbogaconych czasteczek sfer (ISPs, ang. lon
Sphere Particles) zawierajgcych namnozong matryce do sekwencjonowania. Amplifikacja na sferach
wykonana byta poprzez reakcje PCR w emulsji z uzyciem instrumentu lon OneTouch™ 2 Instrument i
odczynnikdw lon PI™ Template OT2 200 Kit v3, a nastepnie produkt reakcji PCR zostat wzbogacony w
sfery zawierajgce matryce przy uzyciu instrumentu lon OneTouch ES. Réwnoczesnie wykonany zostat
test kontroli jakosci sfer (lon Sphere™ Quality Control assay) z wykorzystaniem pomiaru
fluorymetrycznego dwadch rdznych fluoroforéw: Alexa Fluord88 i Alexa Fluor647 przy uzyciu Qubit
2.0. Sonda AF 488 ulega hybrydyzacji do startera B czyli do wszystkich ISP, zas sonda AF 647
hybrydyzuje do sekwencji adaptorowej czyli do ISPs z wydtuzong matrycg (Rycina 9). Stosunek
fluorescencji mierzonej dla AF 647 do tej dla AF 488 pozwala na wyznaczenie procentowej ilosci sfer z

odpowiednig matrycg. Optymalna ilo$¢ biblioteki cDNA zawiera sie w zakresie 10-25%.
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Rycina 9. Schemat konstruktu pozwalajacego na kontrole jakosci sfer. Rycina przedstawia sondy
fluorescencyjne (AF 488 i AF 647) przylaczone do sfery (ISP) zawierajgcej namnozong matryce do
sekwencjonowania. Struktura zostata przedstawiona bez zachowania skali dtugosci sekwencji.

4.3. Proces sekwencjonowania transkryptomu (Rycina 5, dolny panel)

Matryca do sekwencjonowania zostata przygotowana przy uzyciu instrumentu lon
OneTouch™ 2 Instrument i odczynnikéw lon PI™ Template OT2 200 Kit v3. Do sekwencjonowania
wykorzystano zestaw odczynnikéw lon PI™ Sequencing 200 Kit v3, lon PI™ Chip v2 oraz
wysokoprzepustowy sekwenator NGS lon Proton. Wykorzystana zostata metode sekwencjonowania
potprzewodnikowego, ktdre opiera sie na wykrywaniu zmian pH wywotywanych przez uwalnianie
jonu wodorowego w momencie wigczenia nukleotydu w rosngcg ni¢ DNA. Uwolniony jon powoduje
zmiane napiecia w dotku na mikroczipie. Z kazdego sekwencjonowania otrzymano okoto 10°

odczytanych par zasad czyli okoto 80 milionéw odczytéw o Sredniej dtugosci 120 par zasad.
5. Pomiar poziomu mRNA metodgq ilosciowego PCR

Pomiar ekspresji genéw technika gPCR (ang. quantitative polymerase chain reaction)
wykonano w probkach pochodzacych od pojedynczych zwierzat. Reakcje odwrotnej transkrypcji
prowadzono z uzyciem odwrotnej transkryptazy Omniscript (4 jednostki, Qiagen Inc.), przez 60
minut, w temperaturze 37°C z uzyciem 1 pg catkowitego RNA jako matrycy. Reakcje prowadzono w
obecnosci inhibitora rybonukleaz (10 jednostek, RNasin Inhibitor, Promega) i starteréw oligo(dT)1,.15
(mieszanina oligomeréw deoksytymidyny o dtugosci od 12 do 18 zasad, Invitrogen). Mieszanine
reakcyjng dopetniano wodg tak, aby korncowa objetos¢ dla pojedynczej reakcji wynosita 20 pl.
Otrzymane po 1 h inkubacji w temperaturze 37°C prébki cDNA rozcienczano w wodzie, w stosunku
objetosciowym 1:20, gdyz pochodzace z buforu sole mogg zaburzaé reakcje PCR. Do kazdej reakcji
PCR wykorzystano ~25 ng produktéw reakcji. Pomiar przyrostu ilosci produktu reakcji PCR

prowadzono w czasie rzeczywistym z uzyciem zestawow starteréw i sond TagMan oraz odczynnikow
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TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, ThermoFisher), zgodnie z protokotem
zalecanym przez producenta. TagMan Universal PCR Master Mix zawiera termostabilng polimeraze
DNA AmpliTag Gold oraz mieszanine dNTP. W oparciu o analize wynikédw sekwencjonowania
wybrane zostaty alternatywne transkrypty regulowane podaniem lekdw a poziom ich ekspresji
zostanie okreslony przy uzyciu specjalnie zaprojektowanych sond TagMan. Liste transkryptéw wraz z

odpowiadajgcymi im numerami sond zamieszczono w Tabeli 3.

Tabela 3. Spis sond TagMan wykorzystanych w doswiadczeniach przeprowadzonych z uizyciem
metody ilosciowego PCR.

Identyfikator Symbol Oznaczenie Fragment
sondy TagMan genu transkryptu® docelowy
Mm01545304_m1 Hprt ENSMUST00000026723 Eksony 2/3
Mm00457274 g1 Dusp1 ENSMUST00000025025 Eksony 2/3
Mm01204954 g1 Arc ENSMUST00000023268 Eksony 2/3
Mm00456650_m1 Egr2 ENSMUST00000048289 Eksony 1/2
MmO00477798_m1 Nfkbia ENSMUST00000021413 Eksony 2/3
Custom TagMan Sgk1 ENSMUST00000020145 Eksony 1/2
Mm00487425_m1 Fos ENSMUST00000021674 Eksony 1/2
Mm00478593_m1 Bhlhe40 ENSMUST00000032194 Eksony 4/5
ENSMUST00000032194
Mm01183076_g1 Bhlhe40 Eksony 2/3
ENSMUST00000163617
Custom TagMan Map6 ENSMUST00000127492 Ekson 3
Mm00447899_m1 Map6 ENSMUST00000068973 Eksony 3/4
Custom TagMan Clk1 ENSMUST00000129577 Ekson 4
Custom TagMan Clk1 ENSMUST00000123580 Eksony 1/2
ENSMUST00000054237
MmO00444950_m1 Dclk1 Eksony 4/5
ENSMUST00000167204
ENSMUST00000167204 Eksony 6/7
Mm01545304_m1 Dclk1
ENSMUST00000199585 Eksony 2/3
Mm01512375_m1 Dclk1 ENSMUST00000070418 | Eksony 13/14
Custom TagMan Dclk1 ENSMUST00000054237 Intron 6 5’
Custom TagMan Dclk1 ENSMUST00000054237 Intron 6 3’

A, bazy Ensembl: http://www.ensembl.org/index.html;
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Detekcja oparta na sondach TagMan wykorzystuje krétkie, fluorescencyjnie znakowane
oligonukleotydy, ktére wigzg sie z komplementarng sekwencjg DNA. Na etapie wydtuzania sonda jest
degradowana przez polimeraze Taq, dzieki czemu znajdujacy sie na jej 5’ koricu fluorochrom oddziela
sie od znajdujacego sie na konicu 3’ wygaszacza i jako$ciowo zwieksza wydajnos¢ fluorescencji, ktorej
sygnat gromadzi sie wraz z postepem reakcji PCR. Zastosowana metoda jest iloSciowa oraz
charakteryzuje sie wysoky czutoscia pomiaru poprzez ograniczenie mozliwosci powstawania
niespecyficznego sygnatu amplifikacji. Czes¢ starterow zostata zaprojektowana przy uzyciu narzedzia
bioinformatycznego Custom TagMan Assay Design Tool dostepnego na stronie producenta
(https://www.thermofisher.com/order/custom-genomic-products/tools/cadt/). Wszystkie sondy
wraz z opisem eksonu/intronu, w ktory celujg zebrano w Tabeli 3. Wydajno$¢ amplifikacji dla kazdego
zestawu okreslano z uzyciem wzorcowej krzywej rozcieiczen cDNA. Przygotowane prébki
umieszczano w termocyklerze CFX96 Real-Time (Bio-Rad). Zastosowano program reakcji PCR zgodny z
instrukcjg producenta czyli 50°C/2 minuty, 95°C/10 minut, 40 cykli denaturacji 95°C/15 sekund i
wydtuzania 60°C/1 minute.

6. Detekcja biatkowego produktu genu Dclk1
6.1. Przygotowanie prébek do analizy biatek

W celu zbadania czy regulowany wariant genu Dclk1 ulega translacji postanowiono wyizolowac biatko
z NAc myszy po subchronicznych podaniach mianseryny. Bezposrednio po wyodrebnieniu, tkanke
poddano homogenizacji w gorgcym 1% roztworze SDS z wykorzystaniem homogenizatora Rotor
Stator 161 Homogenizer (IKA®-Werke, Staufen, Germany). Probki odwirowano w temperaturze 4°C
przez 20 minut z predkoscig 16 000g, a nadsgcz przeniesiono do nowych probdwek. Stezenie biatka
oznaczono stosujgc metode z kwasem bis-cynchoninowym (BCA) i zestaw odczynnikéw BCA Protein

Assay Kit (Sigma-Aldrich).

Prébki zawierajgce 50 pg biatka poddano denaturacji w buforze obcigzajgcym Laemmli'ego przez 5
minut w 95°C. Rozdziat biatek przeprowadzono metodg elektroforezy w uktadzie denaturujgcym
(SDS-PAGE) w 18% zelu poliakrylamidowym (18% Criterion™ TGX™ Precast Gels, Bio-Rad). Po
elektroforezie zele przenoszono do roztworu zawierajgcego 40% metanolu i 20% kwasu octowego, a
nastepnie barwiono przez noc barwnikiem Coomassie brilliant blue R250. Z zelu wycinano prazki
zawierajgce peptydy o masie <10 kDa. Jako standard wielkosci wykorzystano marker Polypeptide

1.4-26.6 kD SDS-PAGE Standard (Bio-Rad, nr kat. 1610326).
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6.2 Analiza spektrometrii mas

Analiza spektrometrii mas zostata wykonana w Laboratorium proteomiki i spektrometrii mas
Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie dzieki wspdtpracy z
dr hab. Sylwig Kedracka-Krok, dr Urszulg Jankowska i mgr Bozeng Skupien-Rabian. Wyciete fragmenty
zelu zostaty najpierw przemyte roztworem zawierajgcym 25% acetonitrylu/25 mM NH4HCO;, potem
roztworem 50% acetonitrylu/25 mM NH4HCO;, odwodnione w 100% acetonitrylu i osuszone.
Nastepnie, fragment zelu zostat umieszczony w roztworze 25 mM NH4HCO; zawierajacym
endoproteinaze LysC (Promega). Trawienie zostato przeprowadzone przez noc w temperaturze 37°C.
Nastepnego dnia reakcja zostata zatrzymana przez dodanie CF3;COOH, po czym mieszanina
strawionych peptyddw zostata osuszona w wyparce prdzniowej i zawieszona w roztworze
zawierajgcym znakowany izotopowo standard. Tak przygotowang prébke analizowano przy uzyciu
spektrometru masowego Q-Exactive (Thermo Scientific) sprzezonego z nano-HPLC (wysokosprawng
chromatografig cieczowg, UltiMate 3000 RSLChano System, Thermo Scientific). Rozszerzony opis
warunkéw chromatografii, ustawien jonizacji i metod analizy danych opisany zostat w opublikowanej

pracy [142].
7. Analizy danych
7.1. Analiza danych mikromacierzowych

W analizach wykorzystano dane z doswiadczen wykonanych przy uzyciu mikromacierzy DNA firmy
[llumina [5]. Dane te pochodzg z wczesniej opublikowanych eksperymentéw profilowania ekspres;ji
gendw w prazkowiu myszy po jednokrotnym podaniu 18 substancji psychoaktywnych: mianseryny,
imipraminy, fluoksetyny, bupropionu, tianeptyny, tranylcyprominy, metamfetaminy, kokainy,
nikotyny, heroiny, morfiny, etanolu, diazepamu, buspironu, hydroksyzyny, klozapiny, rysperydonu i
haloperydolu, po 1, 2, 4 i 8 godzinach od podania leku. Uzyto mikromacierzy MouseWG-6 BeadChip
array (facznie 108 mikromacierzy Illumina MouseWG-6 v1.1 i 216 lllumina MouseWG-6 v2). Prébki
RNA pochodzgce od dwéch zwierzat byly faczone, wykorzystano 3 powtdrzenia biologiczne dla
kazego punktu czasowego oraz 12 mikromacierzy dla kazdego leku. Analiza i kontrola jakosci 324
mikromacierzy zostata przeprowadzona z wykorzystaniem pakietu BeadArray R package v1.10.0.
Surowe wyniki odczytu poddano korekcji tta, normalizacji danych oraz transformacji log2. Wyniki
poddano standaryzacji w celu zmniejszenia efektu partii stosujgc transformacje Z. Do wizualizacji

wynikéw wykorzystano narzedzie Genes2mind (http://genes2mind.org) [173].
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7.2. Analiza danych z sekwencjonowania nastepnej generacji

Jakos$ danych NGS zostata zweryfikowana przy uzyciu algorytmu FastQC. W nastepne] kolejnosci
odczyty zostaty uliniowione do genomu referencyjnego przy uzyciu algorytmoéow TopHat 2.0.1 oraz
Tmap 3.0.2 [174, 175]. Wykorzystanie tych dwdch algorytméw pozwala na uliniowienie zaréwno
odczytdow, ktére obejmujg sekwencje eksondw jak i takich, ktére sg rozdzielone intronem. Okreslenie
poziomu abundancji transkryptéw sktada sie z dwdch etapdw: (1) wyliczenie RPKM (Reads Per
Kilobase of transcript per Million fragments mapped):

dtugos¢ genu

1000

ilos¢ wszystkich uliniowionych odczytéw
1000000

RPKM =

(2) rozdzielenie odczytéw do poszczegdlnych transkryptéw z wykorzystaniem algorytmu Cufflinks
v2.2.1 czyli okreslenie FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million fragments mapped). Na
wszystkich etapach korzystano z sekwencji i struktur gendw dostepnych w bazie Ensembl
(www.ensembl.org). Istotnos¢ statystyczna byta wyliczana z wykorzystaniem analizy wariancji na
wartosciach log,(1 + x) dla rozktaddéw ciggtych normalnych [60]. Wartos¢ spodziewanego odsetku
wynikow fatszywie pozytywnych (FDR, ang. false discovery rate) oszacowano za pomocg metody
Benjaminiego-Hochberga [176]. Do wszystkich analiz statystycznych wykorzystano oprogramowanie
R w wersji v3.3.1. Petne dane uzyskane metodg sekwencjonowania NGS zdeponowano w bazie GEO

(GEO: GSE117174) i udostepniono publicznie (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/geo).
7.3 Klasyfikacja transkryptéow

Do adnotacji i klasyfikacji transkryptéw wykorzystano interfejs Biomart do bazy danych Ensembl.
Adnotacja Ensembl polega na zebraniu i automatycznym przypisaniu identyfikatoréw gendw,
transkryptéw i biotypdw z innych baz danych. Ponadto dla niektérych gatunkéow (m.in. dla Mus
musculus) przeprowadzana jest tez reczne sprawdzanie przypisanych oznaczen. Wszystkie
transkrypty sg oparte o wyniki eksperymentalne. Geny Ensembl (z unikalnym numerem ,gene 1D
ENSG...”) obejmujg wszystkie znane transkrypty (z unikalnym numerem ,transcript ID ENST...”).
Dostepne typy transkryptow wykorzystane w przedstawionej w pracy analizie, to transkrypty
kodujgce biatko (ang. protein coding), retencja intronu (ang. retained intron), pseudogeny (ang.
pseudogene), przetworzone transkrypty (ang. processed transcript), snoRNA, miRNA oraz lincRNA.
Przetworzone transkrypty w tej klasyfikacji to takie, ktére nie kodujg biatka i nie posiadajg otwartej

ramki odczytu.
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7.4. Analiza obszaréw regulatorowych genéw

Analiza potencjalnych miejsc wigzania czynnikdéw transkrypcyjnych w regionach regulatorowych
gendw wykonywana byta przy uzyciu narzedzia seqinspector (seginspector.cremag.org) [139].
Seqinspector pozwala utworzenie listy biatek regulatorowych wigzacy sie do sekwencji DNA gendw o
wspdlnej ekspresji. Dane zgromadzone w seqinspectorze zawieraja m.in. Sciezki ENCODE ChlP-seq
oraz dane znajdujgce sie w bazie Gene Expression Omnibus (GEO). Przy kazdym czynniku
transkrypcyjnym znajduje sie opis sciezki wraz z informacja z jakiego eksperymentu pochodza dane,
wykres stosu, ktory pokazuje mape cieplng przedstawiajgca rozktad pokry¢ dla wszystkich zadanych
gendw oraz histogram z wizualizacjg sredniego pokrycia dla badanych grup gendéw (2000 bp wokét
centrum przedziatu genomowego). Metoda ChlP-seq polega na immunoprecypitacji chromatyny
potagczonej z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem DNA. Woykorzystanie danych z
eksperymentéw ChIP-seq pozwala na otrzymanie informacji na temat bezposredniej interakcji biatka
z DNA. Szczegdtowe informacje na temat eksperymentdw sg dostepne w bazie GEO. Kazda Sciezka
ma unikalny numer, ktéry pozwala na identyfikacje typu organizmu i warunkéw w jakich

przeprowadzone byto doswiadczenie.
7.5. Grupowanie funkcjonalne genéw

Zwigzki funkcjonalne wystepujgce pomiedzy genami byty identyfikowane na podstawie podobierstw
w ich klasyfikacji, wykonanej przy pomocy termindw ontologicznych (ang. gene ontology). Analiza
zostata wykonana przy pomocy serwisu DAVID w wersji 6.8 (http://david.abcc.ncifcrf.gov) [177]. Lista
wszystkich znanych gendw, ktérych ekspresje stwierdzono w mdzgu Mus musculus przy pomocy
mikromacierzy DNA zostata uzyta jako odniesienie. Znamienna nadreprezentacja grupy gendow w
obrebie analizowanych list transkryptéw zostata zdefiniowana jako zawierajgca co najmniej 3 geny i
wykazujgca wartos¢ p < 0,01 w tescie Fishera. Nadreprezentacja funkcjonalna rozumiana jest jako
wystepowanie wiekszej liczby gendw przyporzgdkowanych do danego terminu ontologicznego, niz

mogtoby to wystgpic przez przypadek.

7.6. Poréwnanie ekspresji transkryptomu regulowanego podaniem lekéw 2z bazg danych

transkryptomow pojedynczych komérek kory wzrokowej

Wyniki wtasne uzyskane z sekwencjonowania transkryptomu poréwnano z wynikami
sekwencjonowania transkryptomu pojedynczych komérek udostepnionymi przez Tasic i wsp [178].
Natozono na siebie listy transkryptow tak, by te zidentyfikowane jako istotne w wynikach witasnych
przypisa¢ do okreslonego typu komodrek z bazy. Odczyty uliniowione do genomu referencyjnego

myszy mm10 zostaty pobrane z bazy Sequence Read Archivie (BioSample: SAMNO03946596).
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Nastepnie, przy pomocy narzedzia Cufflinks i pliku GTF z bazy Ensembl (zostat on rdwniez uzyty do
analizy wtasnych danych) obliczono poziom ekspresji transkryptéw wyrazony w FPKM. W ten sposdb
otrzymano liste transkryptdw zgodng z analizg wtasnych danych. Pozwolito to na analize poziomu
ekspresji 113 transkryptéw regulowanych w odpowiedzi na podanie lekéw psychotropowych na
podstawie zestawu danych udostepnionych przez Tasic i wsp. Nadreprezantacja transkryptéw

wyliczona zostata testem Fishera.

7.7. Analiza wynikéw gPCR

A% gdzie ACt to réznica

Wzgledng liczbe kopii danego transkryptu obliczano na podstawie wzoru: 2
wartosci cyklu progowego (ang. threshold cycle) pomiedzy badang sondg a wartosci dla genu
referencyjnego Hprt. Analize statystyczng wynikéw qPCR przeprowadzano poprzez analize wariancji

ANOVA, a réznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami wykazano przy pomocy post testu HSD Tukey’a.
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IV. Wyniki

Opis uzyskanych wynikéow podzielono na dwie czesci. W pierwszej czesci przedstawione
zostaty wyniki analizy petnego transkryptomu majace na celu zbadanie procesu alternatywnej
ekspresji gendw w mdzgu wywotanych podaniem lekéw psychotropowych. Druga cze$é skupiona jest
na przedstawieniu wynikow szczegdétowej analizy zmian transkrypcji zachodzacych w obrebie locus

Dclk1.
1. Zmiany transkryptomu wywotane podaniem lekéw psychotropowych

Przeprowadzono analize réznic w ekspresji transkryptéw w korze przedczotowej i jadrze
potlezagcym przegrody modzgu myszy po podaniu szesciu lekéw psychotropowych: haloperydolu,
rysperydonu, mianseryny, wenlafaksyny, metamfetaminy i ketaminy. Zastosowano metode

sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) z wykorzystaniem platformy lon Proton.

Odczytano znormalizowane poziomy abundancji (FPKM) dla wszystkich transkryptow, dla
ktorych dostepne sg adnotacje w edycji genomu GRCm38.p5 przy uzyciu pakietu Cufflinks.
Zidentyfikowano 110 327 rdinych transkryptéw odpowiadajacych 45 935 genom ulegajacym
ekspresji w PFCx i NAc przy zatozeniu progu detekcji jako $redni FPKM > 0.1. Zmiany wywotane
podaniem lekéw klasyfikowano na podstawie biotypédw i rodzajow alternatywnego sktadania
eksonéw. Po pierwsze zauwazono, ze wiekszos¢ regulowanych lekami transkryptéw nalezata do
transkryptéw kodujacych biatka: 78% w NAc i 65% w PFCx w poréwnaniu do 56% transkryptow
kodujgcych biatko w warunkach podstawowych (bez stymulacji lekiem, Rycina 10). Pozostatg grupe
regulowanych lekami transkryptéw stanowity transkrypty niekodujace biatek, wsrdd ktdrych
najliczniejszg podgrupe stanowity te sklasyfikowane jako zawierajgce retencje intronu. W obydwu
strukturach zaobserwowano spadek ilosci regulowanych transkryptéw klasyfikowanych jako
przetworzony transkrypt, czyli taki ktéry nie koduje biatka i nie posiada otwartej ramki odczytu (ok.
15% wszystkich transkryptdw w warunkach podstawowych vs ok. 2% po podaniu lekéw). Nie
stwierdzono regulacji ekspresji transkryptow klasyfikowanych jako pseudogeny, czyli tych bedacych
efektem duplikacji genu lub jego retrotranspozycji. Niewielka grupe (ok. 5% wszystkich transkryptow
w warunkach podstawowych) stanowity diugie niekodujgce RNA, ktérych proporcja nie ulegta
zmianie po podaniu lekéw w PFCx, a w NAc zaobserwowano spadek ponizej 2% regulowanych
transkryptéw. Nie wykryto indukcji krétkich niekodujgcych RNA (miRNA, snoRNA) po podaniu lekéw

w zadnej z badanych struktur.
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poziom podstawowy po indukcji lekiem
NAc 2,2% =
15,1% 17,4%
: Typy transkryptéow
56,6% . pseudogeny
. snoRNA
miRNA
18,97% 78,1% E lincRNA
I:' przetworzony transkrypt
PFXC retencja intronu
5r4% 5:1% l kodujgce biatko
15% L 28,3
56,6%

18,7% 64,7%

Rycina 10. Klasyfikacja zidentyfikowanych transkryptéw. Wykresy kotowe przedstawiajg dystrybucje biotypdow
transkryptéw indukowanych podaniem lekéw (prawa strona) w poréwnaniu do catego transkryptomu (lewa
strona) jgdra potlezgcego przegrody (gérna czesc) i kory przedczotowej (dolna cze$é) mdzgu myszy. Kolorami
zaznaczono typy transkryptdw zgodnie z legendg. W srodku wykreséow kotowych oznaczono liczbe
transkryptéw.

Kolejnym krokiem byto sprawdzenie czy wykryte transkrypty nalezg do gendw, ktére mogg
ulegad zjawisku alternatywnej transkrypcji. Ponad potowa zidentyfikowanych transkryptéw (53,49%)
przynalezata do gendw, dla ktérych dotychczas okreslono co najmniej dwie izoformy (Ensembl wersja
GRCm38.p5/mm10). Z tej grupy 27% transkryptow charakteryzowato sie wykorzystaniem
alternatywnego miejsca startu transkrypcji, a 18% alternatywnego miejsca kornca transkrypcji (Rycina

11).

Nastepnym elementem analizy byto okreslenie réznic w profilu indukowanej lekami ekspresji
gendéw pomiedzy NAc i PFCx. Oceny dokonano przy uzyciu jednoczynnikowe]j analizy wariancji dla
czynnika leku wykonywanego osobno w kazdej tkance. Przeprowadzone poréwnanie stwierdzito 90
transkryptéw regulowanych przez co najmniej jeden z badanych lekéw tylko w NAc (np. Mapsé,
Cdkn1la) oraz 246 transkryptow zmienionych tylko w PFCx (np. Bhlhe40, Fkbp5), przy FDR < 0,0001.
Przy zdefiniowanym progu istotnosci zidentyfikowano 26 transkryptéw regulowanych w obu
tkankach (np. Homer1, Sgk1 i Fosb). Petna lista transkryptow zostata zamieszczona w Dodatkowe;j

Tabeli S1.
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WIELE IZOFORM ALTERNATYWNY START ALTERNATYWNY KONIEC

18.84%

53.49%

% gendw z wieloma % genow z % genow z
izoformami alternatywnym alternatywnym
pierwszym eksonem (AFE) ostatnim eksonem(ALE)

Rycina 11. Charakterystyka genow regulowanych w mézgu podaniem lekéw ze wzgledu na liczbe mozliwych
izoform transkrypcyjnych. Wykresy kotowe przedstawiajg (od lewej): procent gendw z wiecej niz jednym
transkryptem, procent gendéw z alternatywnym pierwszym eksonem oraz procent gendw z alternatywnym
ostatnim eksonem. Transkrypty charakteryzowano w grupie wszystkich transkryptéw regulowanych podaniem
lekow.

Kolejnym zadaniem byto okreslenie zmian w transkryptomie wywofanych podaniem
badanych lekéw. Przeprowadzono dwuczynnikowa analize wariancji dla czynnikéw tkanka oraz lek.
Zastosowano proég istotnosci statystycznej dla czynnika lek na poziomie FDR < 0,001. Na Rycinie 12
przedstawiono grupowanie hierarchiczne profili zmian ekspresji 113 najbardziej istotnych
statystycznie transkryptow w ANOVA. Metoda ta pozwolita na wydzielenie czterech gtdwnych grup
transkryptéw o podobnych profilach regulacji po podaniu lekéw psychotropowych (numery 1-4).
Nastepnie, zdefiniowane grupy transkryptéw zostaty przeanalizowane pod katem nadreprezentacji
miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych w ich regionach promotorowych oraz powigzan

funkcjonalnych zgodnie z bazg przypisanych terminéw ontologicznych.
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Rycina 12. Profilowanie zmian transkrypcji genéw wywotanych podaniem lekéw psychotropowych. Mapa
cieplna przedstawia hierarchiczng analize skupien 113 transkryptow ulegajgcych regulacji w jgdrze potlezagcym
przegrody (NAc) i/lub korze przedczotowej (PFCx). Po prawej stronie wykresu przedstawione zostaty
przyktadowe geny. Intensywnos¢ koloréw na mapie cieplnej jest proporcjonalna to poziomoéw abundancji
transkryptéw zmierzonych metodg NGS. Przedstawione pomiary sg pochodng znormalizowanych wartosci po
dokonaniu standaryzacji Z (zawierajg sie w zakresie pomiedzy -2 a 2, zgodnie ze skalg przedstawiong ponizej).
Analize statystyczng wykonano przy uzyciu testu dwuczynnikowej ANOVA dla czynnika lek, na podstawie
wynikéw analizy zdefiniowano liste 113 transkryptow. Grupowanie profili przeprowadzono przy uzyciu miary
odlegtosci euklidesowych. Gtéwne gatezie drzewa skupien wydzielono i oznaczono jako 1-4.

W Dodatkowej Tabeli S2 przedstawiono petng liste transkryptow ulegajacych regulacji w badanym
uktadzie eksperymentalnym. Zaobserwowano, iz poziom ekspresji transkryptow nalezgcych do grupy

nr 1 byt podniesiony po podaniu mianseryny w obu badanych rejonach mdzgu oraz w NAc po
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podaniu rysperydonu i haloperydolu. Ponad potowa (65%) transkryptow w tej grupie zostata
przypisana jako kodujgca produkty biatkowe. Przyktadowym genem w obrebie tej grupy jest Sgk1. W
przypadku tego genu regulacji ulegajg dwa transkrypty: ENSMUST00000020145 oraz
ENSMUST00000141218. Ekspresja pierwszego ulega ponad 5-krotnemu wzrostowi po podaniu
haloperydolu (log,FC=2,43, P = 5,3 x 10°), rysperydonu (log,FC=2,75, P = 1,1 x 10°®), mianseryny
(log,FC=3,4, P = 1,17 x 10”), ketaminy (log,FC=2,5, P = 1,39 x 10°) w NAc. Drugi z wymienionych
transkryptéw Sgkl1 jest regulowany poprzez podanie mianseryny — ponad 4-krotny wzrost w NAc
(log,FC=2,22, P = 2,01 x 10°®) i prawie 3-krotny w PFCx (log,FC=1,49, P = 1,9 x 10”) oraz ketaminy — 3-
krotny wzrost w NAc (log,FC=1,68, P = 8,69 x 10°®°). Inne przyktady obejmuja Nfkbia (ponad 2-krotny
wzrost ekspresji po RIS (log,FC=1,2, P = 3,75 x 10°w NAc, log,FC=1,26, P = 5,14 x 10°w PFCx) oraz
MIA (log,FC=1,07, P = 9,51 x 10° w NAgc, log,FC=1,17, P = 4,27 x 10° w PFCx), a takze dtugie
niekodujace RNA Neatl (ponad 1,5-krotna indukcja ekspresji po MIA w NAc (log,FC=0,78, P = 1,85 x
10”) i PFCx (log,FC=0,61, P = 7,61 x 10”).

Wykorzystanie narzedzia seqinspector (http://seqinspector.cremag.org), w ktérym zgromadzone s3
dane 1z eksperymentéw ChiIP-Seq, pozwolito na identyfikacje regulatoréw (czynnikow
transkrypcyjnych, modyfikacji histondw, polimeraz RNA, wzmacniaczy i izolatorow) ekspresji
zgrupowanych transkryptow regulowanych podaniem lekéw (Rycina 13). Analiza regiondéw
promotorowych gendéw nalezacych do grupy 1 wykazata istotng statystycznie nadreprezentacje
sekwencji wiazacych czynniki transkrypcyjne, m.in. GR (Nr3cl, P = 9,7 x 10, t-test z poprawka
Bonferroniego, numer sciezki GEO: GSM686976) oraz ZMIZ1 (P= 1,4 x 10, GSM1003793). Analiza
funkcjonalna wykonana przy pomocy analizy terminéw ontologicznych wykazata nadreprezentacje
transkryptéw zwigzanych z regulacjg proceséw apoptotycznych, ubikwitynacjg oraz przedziatami

komérkowymi: jgdrem, cytoplazma i btong plazmatyczng (Rycina 14).

Najwieksza grupa transkryptéw o zmienionej ekspresji (grupa nr 2) byta regulowana w NAc podaniem
haloperydolu i metamfetaminy oraz w mniejszym stopniu rysperydonu. W PFCx najsilniejszy efekt
wywotato podanie metamfetaminy. Znakomita wiekszos¢ (89%) transkryptéw z tej grupy koduje
produkty biatkowe. W grupie drugiej znalazty sie transkrypty gendw zwigzanych z plastycznoscia
neuronalng, np. Fosb, Arc, Junb lub Homerl. Fosb ulegat ponad 5-krotnej indukcji po podaniu
haloperydolu w NAc (log,FC=2,57, P = 1,79 x 10"10), rysperydonu w NAc (log,FC=1,69, P = 2,61 x 10°)
oraz PFCx (log,FC=0,82, P = 1,96x10"5) i metamfetaminy w NAc (log,FC=1,42, P = 6,01 x 10'7) i PFCx
(log,FC=0,98, P = 6,3 x 10°®). Dla transkryptu Arc i Junb2 zaobserwowano ponad 3-krotny wzrost w
NAc po podaniu haloperydolu (log,FC=1,77, P = 2,83 x 10°; log,FC=1,98, P = 2,5 x 10'6). Z kolei
Homer1 byt regulowany w NAc podaniem haloperydolu (log,FC=1,18, P = 1,73 x 10®), rysperydonu
(log,FC=0,57, P = 3,66 x 10°) i metamfetaminy (log,FC=0,92, P = 1,01 x 107). W regionach
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promotorowych gendw z tej grupy zidentyfikowano sekwencje wigzace inne czynniki transkrypcyjne,
m.in. SRF (P = 2.1 x 10", GSM915168) i CTCF (P = 2.1 x 10™%, GSM915188). Analiza funkcjonalna
wskazata na nadreprezentacje gendéw zwigzanych z regulacjg transkrypcji, odpowiedzig na lek oraz

Sciezka przekazu sygnatu MAPK.

Grupa 1

STATSA -I
ZMIZ1 - *
TBP -

CREB1

Grupa 2

CTCF

GR

Rycina 13. Czynniki transkrypcyjne potencjalnie zaangazowane w regulacje ekspresji genow w odpowiedzi na
podanie lekéw. Wykres stosu przedstawia poziom nadreprezentacji miejsc wigzania danego czynnika
transkrypcyjnego w regionach promotora transkryptow wykazujacych regulacje po podaniu leku (grupy
transkryptéw 1-4 przedstawiono na Ryc.12.). Nazwy wybranych czynnikéw transkrypcyjnych przedstawiono po
lewej stronie wykresdw. Istotnos$¢ statystyczna zaznaczona jest *P<0,05 (z poprawka Bonferroniego). Dla
kazdego genu przypisany jest poziom wigzania danego czynnika transkrypcyjnego do promotora. Poziom
wigzania zostat przedstawiony intensywnoscig koloru przy pomocy rangi decylowej obliczonej w skali catego
genomu. Im ciemniejszy kolor tym czestotliwo$¢ wystepowania miejsc jest wieksza w stosunku do promotorow
pozostatych gendw w genomie. Petna lista czynnikdw transkrypcyjnych zebrana zostata w Dodatkowej Tabeli
S3.

Grupa nr 3 zawierata transkrypty takie jak, np. Celf2 i Dclkl1, ktérych transkrypcja nasilata sie w
wyniku podania mianseryny. Efekt ten byt wyraznie silniejszy dla NAc niz w PFCx. Dla przyktadu,
ekspresja gendw Celf2 i Dclk1 byta indukowana podaniem mianseryny w NAc (log,FC=0,57, P = 2,91 x
10”; log,FC=0,91, P = 2,8 x 10°). W przeciwieristwie do dwdch pierwszych grup, tylko 21%
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transkryptéw z tej grupy stanowig transkrypty kodujgce biatka. Najliczniejszg podgrupe stanowity
transkrypty zaklasyfikowane jako ,retencja intronu”. Tylko jeden czynnik transkrypcyjny zostat
zidentyfikowany jako potencjalny regulator ekspresji genéw z tej grupy, tj. TBP (P = 2.3 x 10™,
GSM912900). Analiza funkcjonalna wskazata na potencjalng role tych genéw w procesowaniu RNA i

wigzaniu do poli(A).

Grupa l Grupa 2

apoptotic process G0:0006915 Jrespose to drug G0:0042493

nucleus G0:0005634
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tion of transcription
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Grupa 3 Grupa 4

mRNA processing G0:0006397
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In Cell-Ce 0N GO:0098641

poly(A) RNA binding co:0044s22 -Kinase activity Go:0016301
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Rycina 14. Klasyfikacja funkcjonalna grup genéw regulowanych podaniem lekéw. Analiza termindw
ontologicznych (GO, ang. gene ontologies) wskazujgca na powigzania funkcjonalne transkryptéow regulowanych
w mozgu po podaniu lekéw psychotropowych. Na wykresach umieszczono oryginalne nazwy angielskie
termindéw oraz numery GO. Analiza przeprowadzona przy pomocy serwisu DAVID w wersji 6.8 [177]. Narzedzie
DAVID stosuje algorytmy grupujgce naktadajgce sie GO i koryguje wynik z uwzglednieniem poziomu
rownomiernosci w rozktadzie. Na osi x przedstawiono liczbe gendw przypisanych do danej grupy funkcjonalnej.

Ostatnia grupa transkryptow (nr 4) wykazywata odmienny profil regulacji. Podanie mianseryny

powodowato obnizenie poziomu abundancji transkryptow z tej grupy, m.in. Clk1 i Hes5. Podobnie jak
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w przypadku profilu transkryptéow grupy 3, wiekszos$¢ transkryptédw z grupy 4 nie koduje znanych
produktow biatkowych (75%). Z tej podgrupy 54% zostato zaklasyfikowane jako warianty zawierajgce
retencje intronu. Analiza regionéw promotorowych gendéw z grupy 4 wskazata na nadreprezentacje
sekwencji potencjalnie wigzgcych czynnik transkrypcyjny STAT5A. Analiza funkcjonalna zasugerowata

ich zaangazowanie w wigzanie do poli(A) oraz wystepowanie w bliskosci bton plazmatycznych.

2. Komorkowa klasyfikacja zmian transkrypcji genéw wywotanych podaniem lekéw

psychotropowych

Kolejnym krokiem analizy danych NGS byfa préba okredlenia w jakich typach komorek
nerwowych zachodzg zidentyfikowane zmiany ekspresji gendw. Najnowsze technologie pozwalajg na
mozliwos¢ analizy duzej liczby pojedynczych komorek. Techniki te bazujace na potgczeniu metod
sortowania komoérek (np. wykorzystujac sortowanie fluorescencyjne FACS, ang. fluorescence-
activated cell storting) i wysokoprzepustowego sekwencjonowania sg wykorzystywane m.in. w
onkologii i immunologii. Rozdzielenie w ten sposdb tkanki mdzgowej, aby uzyska¢ zdolnos¢
sekwencjonowania RNA pochodzacego z pojedynczych komodrek jest w dalszym ciggu duzym
wyzwaniem technologicznym. Nie sg dostepne narzedzia, ktére pozwolityby na petng analize tkanki
mozgowej w kontekscie regulacji w poszczegdlnych przedziatach komérkowych z uwzglednieniem

podtypdow neurondw.

Dlatego, w nastepnym etapie analizy wykorzystatam zestaw danych opublikowanych przez
Tasic i wsp. w 2016 roku w czasopiSmie Nature Neuroscience [178]. W przytoczonej pracy
wykorzystano sekwencjonowanie pojedynczych komérek pierwotnej kory wzorkowej myszy.
Zidentyfikowano 1 679 pojedynczych komérek, co odpowiada w sumie ponad 5 milionom odczytéw.
Na podstawie profili ekspresji genéw autorzy zgrupowali te pojedyncze komadrki, a tym samym opisali
i scharakteryzowali molekularnie 49 typow komodrek: 23 GABAergiczne, 19 glutaminergicznych i 7
nieneuronalnych. Postanowitam poréwnaé wtasne wyniki z sekwencjonowania transkryptomu po
podaniu lekow z dostepnymi danymi z sekwencjonowania pojedynczych komadrek. Celem tej analizy
byto przypisanie regulowanego podaniem leku transkryptu do konkretnego typu komérki mézgu.

Ogdlny schemat poréwnania przedstawiony jest na Rycinie 15.
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Rycina 15. Schemat przeprowadzenia procesu analizy ekspresji genow w roinych typach komorek
nerwowych. Analiza poziomu abundancji zostata przeprowadzono dla 113 transkryptow regulowanych w
odpowiedzi na podanie lekdw psychotropowych na podstawie zestawu danych udostepnionych przez Tasic i
wsp. [178]. Odczyty uliniowione do genomu referencyjnego myszy mm10 zostaty pobrane z bazy Sequence
Read Archivie (BioSample: SAMNO03946596). Nastepnie, przy pomocy narzedzia Cufflinks i pliku GTF z bazy
Ensembl (zostat on réwniez uzyty do analizy wtasnych danych) obliczono poziom ekspresji transkryptow
wyrazony w FPKM. W ten sposdb otrzymano liste transkryptéw zgodng z analizg wtasnych danych. Pozwolito to
na analize poziomu ekspresji 113 transkryptéow regulowanych w odpowiedzi na podanie lekow
psychotropowych na podstawie zestawu danych udostepnionych przez Tasic i wsp. Nadreprezentacje
transkryptéw obliczono testem Fishera.

W pozyskanym zbiorze danych z pojedynczych komérek stwierdzono ekspresje 48
transkryptéw zidentyfikowanych wczesniej jako regulowane przez leki. Opracowano mape cieplng, na
ktorej przedstawiono poziom ekspresji transkryptow w szeregu réznego typu komarek nerwowych
(Rycina 16). Po prawej stronie mapy cieplnej widoczne sg nazwy gendw, do ktdrych nalezig
transkrypty regulowane lekami. Pod mapg cieplng znajdujg sie nazwy podtypow komodrek
zidentyfikowanych przez Tasic i wsp. Po lewej stronie mapy cieplnej dla kazdego transkryptu
zaznaczono symbolem (plus, trojkat, kwadrat, koto), do ktdrej z wczesniej opisanych grup
transkryptéw (1-4) regulowanej podaniem lekéw nalezg zidentyfikowane geny. Przeprowadzona

analiza wykazata, Zze transkrypty z grupy 2 s3 nadreprezentowane w neuronach
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glutaminianergicznych (P
glejowych (P = 0,007), za$ transkrypty zgrupowane w grupe 4 wykazujg ekspresje zaréwno w
neuronach glutaminianergicznych jak i GABAergicznych (P = 0,007). Transkrypty nalezgce do grupy 3
nie wykazaty nadreprezentacji w zadnym z analizowanych typédw komoérek, zaden z tych transkryptéw
nie zostat tez przypisany do komoédrek glejowych. Warto zaznaczyé, ze nie wszystkie transkrypty

regulowane podaniem lekéw udato sie zidentyfikowaé w zbiorze danych transkryptéw pojedynczych

komarek.
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Rycina 16. Poziom ekspresji transkryptow regulowanych podaniem lekéw psychotropowych w réinych
typach komérek nerwowych. Mapa cieplna przedstawia natozenie dwadch zbioréw danych: wynikéw wtasnych
z bazg danych transkryptow komodrek kory wzrokowej. Grupy transkryptow 1-4 (z Ryciny 12) oznaczone s3
kolejno symbolami kwadrat, plus, kétko i tréjkat. Nadreprezantacja transkryptow wyliczona zostata testem

Fishera.
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3. Wptyw lekéw psychotropowych na ekspresje wybranych genéw
3.1 Weryfikacja wynikdw sekwencjonowania przy pomocy metody qPCR

Do weryfikacji wynikéw sekwencjonowania wykorzystano metode iloSciowego PCR z
zastosowaniem fluorescencyjnie znakowanych sond TagMan. Analize przeprowadzono na prébkach
RNA pochodzacych od pojedynczych zwierzat (n = 8) na niezaleznie przygotowanym materiale
biologicznym. Pierwszy etap weryfikacji polegat na pomiarze poziomu mRNA gendw o opisanym w
literaturze profilu zmian ekspresji wywofanych podaniem lekéw. Wyniki analizy qPCR wskazaty
najwieksze zmiany dla genu Fos — ponad 10-krotny wzrost ekspresji po podaniu haloperydolu i prawie
5-krotny po podaniu metamfetaminy w jadrze pétlezagcym przegrody. Warto zwrdcié uwage, iz
haloperydol i metamfetamina powodujg réwniez najwieksze zmiany w ekspresji genéw w
przedstawionych wczesniej wynikach sekwencjonowania. Stwierdzono, ze ekspresja genéw Duspl,
Arc i Egr2 rowniez jest pobudzona po podaniu haloperydolu i metamfetaminy, jednakze Egr2 jest
takze indukowany podaniem rysperydonu, a Duspl ulega niewielkiej ale istotnej statystycznie
indukcji po wszystkich badanych substancjach za wyjatkiem ketaminy. Ketamina wptywa natomiast
na ekspresje transkryptu Sgkl. Zastosowana sonda molekularna rozpoznaje specyficzng izoforme
genu Sgk1 (ENSMUST00000020145) o alternatywnych miejscu startu transkrypcji. W opisywanych
doswiadczeniach ta izoforma transkrypcyjna jest ponadto indukowana podaniem haloperydolu,
rysperydonu i mianseryny. Podanie mianseryny i rysperydonu powoduje wzrost abundangji
transkryptu Nfkbia. Efekt ten nie jest rdwniez obserwowany dla pozostatych lekéw. Przedstawione na
Rycinie 17 geny (z wyjatkiem Sgkl1) charakteryzujg sie ekspresja jednej, gtéwnej formy

transkrypcyjnej.
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Rycina 17. Ekspresja wybranych genéw po podaniu lekéw psychotropowych. Potwierdzenie zmian w
poziomie mRNA w NAc zmierzonych metodg sekwencjonowania transkryptomu zostato wykonane technikg
gPCR. Zwierzeta usmiercano 2h po podaniu lekdw. Do eksperymentu wykorzystano ketamine (20 mg/kg),
metamfetamine (2 mg/kg), haloperydol (1 mg/kg), rysperydon (0,5 mg/kg), wenlafaksyne (16 mg/kg) i
mianseryne (20 mg/kg). Wyniki przedstawione sg jako miara krotnosci réznicy w stosunku do grupy kontrolnej
(podanie soli fizjologicznej) wraz z btedem standardowym (n = 8). Kolorami oznaczono leki, zgodnie z legendg,.
Nazwy genéw umieszczono nad wykresami. Analize statystyczng wykonano przy uzyciu testu jednoczynnikowej
ANOVA wraz z post testem Tukey’a, wynik oznaczono na wykresach **** p<0,0001, ***p<0,001, *p<0,01.

Analiza gPCR zmian w ekspresji wybranych genéw w petni potwierdzita mozliwosc
przeprowadzenia iloSciowego pomiaru metodg wysokoprzepustowego sekwencjonowania
transkryptomu. Kierunek zmian obserwowany przy pomocy RNA-seq i qPCR jest podobny, chociaz
wystepujg drobne réznice w wynikach. Dla przyktadu, w wynikach uzyskanych metodg
sekwencjonowania nie uzyskano istotnosci statystycznej dla indukcji Duspl i Arc po podaniu
metamfetaminy, co wynika prawdopodobnie z zastosowanych kryteridow statystycznych. Jednakze dla
gendw Egr2, Nfkbia, Sgkl oaz Fos wyniki sekwencjonowania znajdujg petne potwierdzenie w

wynikach qPCR.
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3.2 Potwierdzenie ekspresji alternatywnych wariantéw wybranych genéw przy pomocy metody

qPCR

Kolejny etap weryfikacji wynikéw sekwencjonowania obejmowat wybdér gendw, ktére
wykazujg ekspresje liczby transkryptdw wiekszej niz jeden oraz potwierdzenie, iz podanie lekéw
psychotropowych wywotuje specyficzng regulacje okreslonej izoformy transkrypcyjnej. Na podstawie
wynikow sekwencjonowania wybrano 4 geny: Bhlhe40, Map6, Clkl i Dclkl. Sondy ¢gPCR
zaprojektowano w sposdb pozwalajacy na detekcje wybranej izoformy transkrypcyjnej genu (Rycina

18, Tabela 3).

Analiza qPCR pozwolita na potwierdzenie, iz izoforma kinazy Map6 (ENSMUST00000127492)
o alternatywnym miejscu zakoniczenia transkrypcji ulega w NAc indukcji po podaniu metamfetaminy.
Natomiast po podaniu mianseryny nastepuje obnizenie poziomu transkryptu Map6 w NAc (sonda 1 w
NAc, Rycina 18 gérny panel). W PFCx stwierdzono spadek ekspresji tego transkryptu Map6 po
podaniu ketaminy. Nie stwierdzono, aby badane leki regulowaty ekspresje innej izoformy Map6 w

zadnej z badanych struktur (sonda 2).

Dla kinazy Clk1 badano regulacje ekspresji izoformy o alternatywnym ostatnim eksonie.
Zaobserwowano najsilniejszy spadek ekspresji tego niekodujgcego transkryptu Clk1
(ENSMUST00000129577) po podaniu mianseryny, zarowno w NAc jak i PFCx. Ekspresja tego samego
transkryptu byfa podwyzszona po podaniu metamfetaminy w obu badanych strukturach (sonda 1,

Rycina 18 srodkowy panel).

W przypadku czynnika transkrypcyjnego Bhlhe40 byto mozliwe zaprojektowanie sondy
specyficznej do najdtuzszej znanej izoformy genu (ENSMUST00000032194). Zmierzono wzrost
ekspresji  transkryptu Bhlhe40 o alternatywnym konrcu transkrypcji w NAc po podaniu
metamfetaminy i haloperydolu, zas w PFC zaobserwowano wzrost ekspresji tej izoformy po dziataniu

rysperydonu (sonda 1, Rycina 18 dolny panel).
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Rycina 18. Regulacja ekspresji wybranych izoform transkrypcyjnych po podaniu lekéw. Potwierdzenie zmian
w poziomie transkryptéw uzyskane technikg qPCR. Wyniki przedstawione sg jako krotnos¢ réznicy w stosunku
do grupy kontrolnej (podanie soli fizjologicznej) wraz z poziomem btedu standardowego (n = 8). Analize
statystyczng wykonano przy uzyciu testu jednoczynnikowej ANOVA, a wyniki przedstawiono wykresach ***
p<0,0001, **p<0,001, *p<0,01. Srodkowa czeé¢ przedstawia schematyczng reprezentacje wybranych
transkryptéw przygotowang na podstawie bazy Ensembl. Na czerwono oznaczono warianty regulowane w
efekcie podania lekéw: gendw Map6, Clk1 i Bhlhe40. Przy pomocy pionowych kresek oznaczono eksony,
poziomych introny. Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji. Kolory poszczegdinych stupkéw okreslaja leki: SAL-
szary, KET-zétty, MET-pomaranczowy, HAL-czerwony, RISP-niebieski, WEN-fioletowy, MIA-zielony, zgodnie z
legenda.

Zaprezentowano trzy przyktady gendw, w ktérych regulacja po podaniu lekéw dotyczyta
wybranej izoformy transkrypcyjnej. Sg to nowe, nieopisane dotychczas obserwacje indukcji badz
spadku ekspresji danego transkryptu. Wymieniony na poczatku podrozdziatu gen kinazy Dclk1 zostat
opisany szczegdtowo w kolejnych rozdziatach rozprawy, z powodu szczegdlnie interesujgcego profilu

regulacji ekspresji po podaniu lekéw psychotropowych.
4. Zmiany ekspresji Dclk1 po podaniu lekéw psychotropowych

Na podstawie uzyskanych wynikdw sekwencjonowania wytypowano do dalszych badan gen
Dclk1. Najpierw sprawdzono regulacje tego genu w oparciu o wczesniejsze dane z mikromacierzy.
Dane te pochodzg z wczesniej opublikowanych przez nasz Zespdt wynikow profilowania ekspresji
gendw w prazkowiu myszy po jednokrotnym podaniu 18 substancji psychoaktywnych: mianseryny,
imipraminy, fluoksetyny, bupropionu, tianeptyny, tranylcyprominy, metamfetaminy, kokainy,
nikotyny, heroiny, morfiny, etanolu, diazepamu, buspironu, hydroksyzyny, klozapiny, rysperydonu i
haloperydolu, po 1, 2, 4 i 8 godzinach od podania leku [5]. W celu wizualizacji wynikéw wykorzystano
narzedzie internetowe genes2mind (http://genes2mind.org). Wyniki analizy dla genu Dclkl
przedstawiono na Rycinie 19. Panel A pokazuje schematyczne przedstawienie szesciu gtéwnych
transkryptéw mysiego genu Dclk1 na podstawie genomu myszy edycja MGSCv37. Fragmenty genu
odpowiadajgce sondom z mikromacierzy MouseWG-6 v2 BeadChip sg oznaczone niebieskimi lub
czerwonymi symbolami. Dwie wykorzystane sondy odpowiadajg niepokrywajgcym sie transkryptom i
zadna z nich nie wykrywa dtugiego, kanonicznego transkryptu Dclkl. Panel B przedstawia zmiany
poziomu ekspresji genéw po podaniu lekdéw w poréwnaniu do myszy traktowanych solg. Mozna
zauwazyé, ze poziom ekspresji transkryptow wykrywanych przez réine sondy jest w inny sposdb

regulowany podaniem lekéw psychotropowych.

Poziom mRNA zmierzony pierwszg sondy mikromacierzowg (ILMN_1259689, zaznaczona

czerwong gwiazdka na Rycinie 19, wartos¢ P dla leku = 4,14 x 10 wartoé¢ P dla czasu = 9,9 x 107,
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wartoéé P dla interakcja = 4,2 x 10°) wskazuje na zwiekszong ekspresje po podaniu mianseryny (1, 2 i
4 godziny po wstrzyknieciu), rysperydonu (1 i 2 godz.) oraz, w mniejszym stopniu, podanie
haloperydolu (2 godz.) (Rycina 19B). Druga sonda (ILMN_2434274, niebieska gwiazda, wartos¢ P dla
leku = 4,68 x 10™°, wartoé¢ P dla czasu = 1,2 x 10™, wartoéé P dla interakcji = 2,5 x 10”) wykazata

wzrost poziomu abundangji mRNA 8  godzin od podania tranylcyprominy.
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Rycina 19. Schematyczne przedstawienie budowy genu Dclkl oraz jego regulacji po podaniu lekow
psychotropowych. (A) Gtéwne transkrypty genu Dclkl: dwa warianty Cpgl6é (ENSMUST00000198437,
ENSMUST00000070418), Carp  (ENSMUST00000199585), izoforma z  retencja  intronu  (RI,
ENSMUST00000198757), Dcl (ENSMUST00000167204) i Dclkl (ENSMUSTO0000054237). Umiejscowienie sond
mikromacierzowych zaznaczono gwiazdkami. Schemat zostat stworzony w oparciu o informacje zawarte w
basie Ensembl i dostepna literature [179, 180]. Nad schematem zaznaczono funkcjonalne domeny biatkowe. SP
— ang. serine/proline-rich domain — domena bogata w seryne i proline. (B) Wyniki analizy ekspresji gendw z
mikromacierzy przedstawione jako przebieg zmian w poréwnaniu do soli, w czasie (1, 2, 4 i 8 godzin, zgodnie z
legenda w prawym dolnym rogu). Przedstawiono wyniki dla dwdch sond. Lewa strona ryciny przedstawia
poziom ekspresji Dclk1 mierzony sondg ILMN_1259689, prawa dla ILMN_2434274. Lista analizowanych lekéw
obejmuje mianseryne (MIA), imipramine (IMI), fluoksetyne (FLU), bupropion (BUP), tianeptyne (TIA),
tranylcypromine (TRA), metamfetamine (MET), kokaine (COC), nikotyne (NIC) , heroine (HER), morfine (MOR),
etanol (ETO), diazepam (DIA), buspiron (BUS), hydroksyzyne (HYD), klozapine (CLO), rysperydon (RIS),
haloperydol (HAL), sl fizjologiczng (SAL) i kontrolg (NAI). * P <0,01, ** P <0,001, *** P <0,0001,
jednoczynnikowa ANOVA dla czynnika lek.

Analiza wynikéw profilowania z mikromacierzy wykazata specyficzng dla izoform regulacje
ekspresji Dclk1 przez leki psychotropowe. Jednakze z uwagi na to, ze sonda ILMN_1259689 wykrywa
przynajmniej dwa transkrypty Dclkl — Carp i Dcl, niemozliwa byfta niejednoznaczna interpretacja
uzyskanych wynikéw. By oming¢ ten problem wykorzystano opisane wczesniej w rozprawie wyniki

sekwencjonowania transkryptomu.

5. Regulacja ekspresji izoform Dclk1

W celu uzyskania petnego obrazu regulacji wszystkich dostepnych w bazie izoform genu Dclk1
przeprowadzono szczegdtowa analize odczytéow sekwencjonowania zmapowanych do obszaru genu
Dclk1. Na podstawie wynikdw uzyskanych algorytmem Cufflinks i sekwencji GRCm38.p5 mysiego
genomu zidentyfikowano 12 transkryptéw genu (FPKM > 1), w tym 8 izoform wystepujacych w duzej
liczbie kopii (FPKM > 5). Trzy izoformy nie zostaty wykryte w zadnej z badanych struktur
(ENSMUST00000198821, ENSMUST00000197870, and ENSMUST00000196745). Wiekszos¢ odczytow
sekwencji odpowiadata izoformom Carp (ENSMUST00000199585), Dcl (ENSMUST00000167204) i
Cpgl6 (ENSMUST00000198437). Dwa transkrypty nalezaty do izoform z retencjq intronu, ktére nie
byty wczesniej opisane w literaturze (Rl - ENSMUST00000198757, ENSMUST00000198154). Wzgledny
poziom ekspresji wybranych izoform Dclkl, wzgledem kontroli solnej, po podaniu lekéw

psychotropowych zostat przedstawiony na Rycinie 20.
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Rycina 20. Zmiany ilosci transkryptéw Dclk1 w oparciu o RNA-seq. Wykresy stupkowe przedstawiajg zmiany
ekspresji (log,- krotno$é¢ zmiany) gtéwnych izoform Dclkl w poréwnaniu do kontroli solnej. Gorny panel
przedstawia wyniki z NAc, dolny z PFCx. Ekspresja izoformy Dclkl byta niewykrywalna w NAc. Stupki
przedstawiajg SEM, * P < 0,01, ** P < 0,001, *** P < 0,0001, jednoczynnikowa ANOVA, czynnik lek.

Ekspresja transkryptu Carp byta podwyzszona w NAc po podaniu mianseryny (log,FC=1,78, P =
0,0002), rysperydonu (log,FC = 1,07, P = 0,007) i wenlafaksyny (log,FC = 1,01, P = 0,009). W PFCx
ekspresja Carp byta regulowana tylko przez mianseryne (log,FC = 1,57, P = 0,0027). Ekspresja
transkryptu Cpgl6 nie byta zmieniona przez podanie lekéw w zadnej z analizowanych struktur
mozgu. Wenlafaksyna obnizata ekspresje izoformy Dcl w NAc (log,FC = -0,74, P = 0,078). Z kolei,
ekspresja Dcl byta zwiekszona w PFCx po podaniu mianseryny (log,FC = 0,46, P = 0,0009). Ekspresja
petnego transkryptu Dclk1 (ENSMUST00000054237) byta ponizej zatozonego progu wykrywalnosci w
NAc, zas w PFC nie zaobserwowano istotnych zmian wywotanych podaniem lekéw. Ekspresja
izoformy z retencjg intronu (RI) byta znaczaco podwyzszona po podaniu mianseryny (log,FC=0,9, P =
2,8 x 10°) i rysperydonu (log,FC = 0,49, P = 0,002) w NAc oraz przez mianseryne w PFCx (log,FC =
0,69, P =0,0003).

Podsumowujac, szczegétowa analiza wynikéw sekwencjonowania izoform transkrypcyjnych
genu Dclk1 potwierdzita, ze leki w sposéb wybidrczy indukujg ekspresje transkryptéw zawierajgcych

fragmenty zlokalizowane w centralnej czesci genu.

6. Identyfikacja nowej izoformy genu Dclk1

Znaczna cze$é odczytéw uzyskanych metodg RNA-seq nie zostata przez algorytmy przypisana
do znanych, wystepujacych w referencyjnych bazach transkryptéw. Zidentyfikowane odczyty
odpowiadajg sekwencji fragmentéw intronowych. Dlatego kolejnym krokiem byta powtdrne
uliniowienia odczytéw transkryptomu do fragmentu locus Dclkl jednakie tym razem bez
wczesniejszego zatozenia sekwencji transkryptéw. Wyniki tak przeprowadzonej analizy pojedynczych

eksondow/introndw wskazata na obecno$é¢ nowego transkryptu, ktéry nazwatam Dclkl-m,
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charakteryzujacego sie alternatywnym miejscem startu transkrypcji, alternatywnym ostatnim
eksonem oraz zachowaniem sekwencji odpowiadajgcej széstemu intronowi petnej wersji transkryptu
Dclk1l (ENSMUST00000054237). Analiza pokrycia intronéw wykazata statystycznie wyzszy wynik (P =
0,002) dla tego intronu w pordwnaniu do innych. Na tej podstawie stwierdzam, ze sygnat Dclk1-m nie

pochodzi od niewysplicowanego pre-mRNA. Opisane wyniki przestawiono na Rycinie 21.
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Rycina 21. Identyfikacja nowej, regulowanej podaniem leku, izoformy genu Dclk1. (A) Stupki przedstawiajg
mediane pokrycia odczytéw sekwencjonowania ze wszystkich pozycji dla kazdego intronu w transkrypcie Dclk1.
Numery introndw przestawiono na osi x. Na czerwono zaznaczono intron 6. (B) Przyktadowe odczyty RNA-seq
pokazujgce profil transkrypcyjny locus Dclk1 po mianserynie i w prébce kontrolnej. Transkrypty opisane sg na
podstawie bazy danych Ensembl, a na czerwono dodano nowg izoforme - Dclkl-m. Strzatka wskazuje na
indukowang przez lek regulacje ekspresji intronu 6.

Kolejnym krokiem byto przeprowadzenie ponownej analizy statystycznej danych z
sekwencjonowania z uwzglednieniem transkryptu Dclkl-m. Stwierdzono, ze ekspresja Dclkl-m byta
indukowana w PFCx po podaniu mianseryny (log,FC = 0.679, P = 0.0000253) oraz w NAc po
mianserynie i rysperydonie (log,FC = 0.862, P = 3.8 x 10°%; log,FC = 0.542, P = 0.00079, Rycina 22 oraz
Dodatkowa Tabela S4). Pozostate leki nie wptywaty w istotny sposdb na ekspresje Dclkl-m. Warto

podkresli¢, ze opisana wczesniej sonda mikromacierzowa ILMN_1259689 rowniez wykrywa Dclk1-m.
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Rycina 22. Wywotane lekiem zmiany w ekspresji nowej izoformy Dclk1 (Dclkl-m). Zmiany poziomu Dclkl-m
mierzone metodg RNA-seq. Wyniki przedstawiono jako zmiany (log,-fold) w poréwnaniu z wynikami kontroli
solnej. Stupki wskazujg S.E.M., ** P <0,001, *** P <0,0001, jednoczynnikowa ANOVA dla czynnika leku.

Podsumowujac, analiza wynikéw sekwencjonowania potwierdzita swoistg dla leku indukcje
transkrypcji z locus Dclk1 i wykazata, ze pewne leki psychotropowe wptywajg na transkrypcje nowej
izoformy Dclkl-m - krotkiego regionu w poblizu sekwencji kodujgcej domene bogatg w seryne i
proline. Warto podkresli¢, ze odczyty RNA-seq pierwotnie przypisane jako pochodzgce od izoform

Carp i Rl mogg w rzeczywistos$ci odpowiadaé Dclk1-m.

7. Potwierdzenie zmian ekspresji izoform Dclk1 metod3a qPCR

W celu weryfikacji wynikdw sekwencjonowania wykorzystano specyficzne sondy dla reakcji
gPCR. Eksperyment miat na celu wskazanie transkryptu genu Dclk1, ktory ulega indukcji po podaniu
leku. Analiza zostata przeprowadzona na serii nowych, niezaleznych powtdrzen tkanek (NAc i PFCx),
uzyskanych po 2 godzinach od podania mianseryny (20 mg/kg), rysperydonu (0,5 mg/kg),
haloperydolu (1 mg/kg) lub soli (n=8). Wykorzystano piec¢ fluorescencyjnych sond (Rycina 23, gérny
panel), dwie z nich zostaty specjalnie zaprojektowane by wykrywaty izoforme Dclkl-m zawierajgca
retencje intronu 6 (sonda 3 i sonda 4 wykrywajg kolejno fragment 5’ intronu 6 oraz fragment 3’
intronu 6). Sondy 1, 2 i 5 byty zaprojektowane juz wczesniej i dostepne komercyjnie. Sonda 1 pozwala
na detekcje potfaczenia eksondw 4 i 5 petnej formy Dclkl1 oraz formy Dcl. Sonda 2 umozliwia pomiar
ilosci izoformy Dcl oraz Carp, gdyz jest skierowana do potgczenia eksonéw 2 i 3 izoformy Carp. Sonda

5 pozwala na wykrycie jednej z izoform kinazowych Cpg16.
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Rycina 23. Walidacja zmian w ekspresji izoform Dclk1 po podaniu wybranych lekéw psychotropowych. W
reakcji gPCR wykorzystano 5 sond TagMan pozwalajacych rozrézni¢ wybrane transkrypty Dclkl: “sonda 1”
wykrywa potgczenie eksondéw 4 i 5 transkryptu Dclkl (ENSMUST00000054237) ,“sonda 2” wykrywa w
potaczenie eksondéw 6 i 7 w Dcl (ENSMUST00000167204), “sonda 3” wykrywa fragment 5’ intronu 6 transkryptu
Dclk1 (ENSMUST00000054237), a “sonda 4” wykrywa fragment 3’ intronu 6 w Dclkl (ENSMUST00000054237),
“sonda 5” wykrywa potgczenie eksonéw 13 i 14 transkryptu Cpgl6 (ENSMUST00000198437). Umiejscowienie
sond TagMan na tle gtéwnych izoform genu Dclk1 przedstawiono na gérnym panelu Ryciny (sondy 1-5). Dolny
panel przedstawia zmiany w poziomie mRNA po 2 godzinach od podania lekéw: mianseryny, rysperydonu i
haloperydolu oraz kontroli solnej dla NAc i PFCx. Analize wykonano przy uzyciu prébek z niezaleznego
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eksperymentu biologicznego (n = 8). Stupki btedu wskazuja SEM, *** P < 0,001, jednoczynnikowa ANOVA,
czynnik lek.

Podanie mianseryny powodowato w NAc okotfo 1,5-krotny wzrost ekspresji transkryptu Dclk1-
m wykrywanego przez dwie sondy celujgce w intron 6. Poziom Cpgl6 byt obnizony po podaniu
mianseryny, podczas gdy poziomy Dcl / Carp nie rdznity sie od poziomdw dla grupy kontrolnej
traktowanej solg fizjologiczng. Rysperydon indukowat ekspresje transkryptu Dclk1l-m o okoto 1,6 do
2,1-krotnie oraz izoformy Dclk1 / Dcl (okoto 1,2-krotnie). Nie wptywat natomiast na poziom ekspresji
izoform Dcl / Carp oraz Cpgl6. Podanie haloperydolu nie miato wptywu na ekspresje izoform Dclk1 w
NAc. W PFCx podanie mianseryny rowniez regulowato ekspresje Dclkl-m (ponad 2-krotnie). W tej
tkance réwniez zaobserwowano 1,5-krotny wzrost izoform Dcl / Carp. Rysperydon nie regulowat
ekspresji izoform Dclkl w PFCx. Podanie haloperydolu nieznacznie obnizato ekspresje wariantu

zawierajacego czes¢ 3’ intronu 6 w PFCx (Rycina 23, dolna cze$é).

8. Zmiany ekspresji izoform Dclk1 w czasie po podaniu mianseryny i rysperydonu

Nastepnie przeprowadzono eksperyment, ktérego celem byto zbadanie jak dfugo po podaniu
lekdéw utrzymujg sie zmiany w poziomie ekspresji transkryptéw Dclkl. Doswiadczenie
przeprowadzono na odrebnej grupie zwierzat (n = 8), ktérym podano mianseryne, rysperydon lub
roztwoér soli fizjologicznej. Zwierzeta usmiercano w czterech punktach czasowych od podania leku: po
uptywie 1, 2, 4 i 8 godzin dla mianseryny oraz w trzech punktach czasowych po podaniu leku: 1,2 i 8

godzin dla rysperydonu (Rycina 24).

Dla obu lekéw zmiany byt wieksze w NAc niz w PFCx. Po podaniu mianseryny maksimum
ekspresji Dclkl-m w NAc przypadato na 2-4 godzine (okoto 3-krotny wzrost ekspresji), zas po 8
godzinach zmiany zanikaty. Ekspresja Dclkl-m w NAc po podaniu rysperydonu byfa nizsza (ok. 2-
krotna). W PFCx wieksze zmiany zaobserwowano dla sondy 4 po 1, 2 i 4 godzinach od podania
mianseryny i po godzinie dla rysperydonu. W obu strukturach nie obserwowano zmian w wybranych

punktach czasowych w ekspresji izoformy Dclk1/Dcl lub Cpgl6.
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Rycina 24. Zmiany ekspresji izoform Dclk1 w czasie. W reakcji gPCR wykorzystano 5 wczesniej opisanych sond

TagMan. Badano efekt mianseryny po 1, 2, 4 i 8 godzinach oraz rysperydonu po 1,2 i 8 godzinach. Wyniki

przedstawiono jako przebieg zmian ekspresji w czasie, wraz z btedem standardowym. Kolor zielony to

mianseryna, niebieski to rysperydon a szary to kontrola solna. Analize statystyczng wykonano przy uzyciu

dwuczynnikowej ANOVA i oznaczono na wykresach, **** P < 0,0001.

Ponadto wykonano dodatkowy eksperyment, w ktérym mianseryna podawana byta myszom

przez 5 kolejnych dni. Zwierzeta usmiercano 2 godziny po ostatnim podaniu leku i izolowano NAc. W

tym modelu nie stwierdzono znamiennych zmian w ekspresji izoform genu Dclk1 (Rycina 25).
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Rycina 25. Ekspresja izoform genu Dclk1 po 5 dniach podawania mianseryny. W reakcji gPCR wykorzystano 5

wczesniej opisanych sond TagMan. Badano efekt mianseryny (MIA, 20 mg/kg) w NAc po 5 dniach codziennych

podan leku, 2 godziny od ostatniej dawki leku. Analize wykonano przy uzyciu probek z niezaleznego
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eksperymentu biologicznego (n = 8). Analiza statystyczna wykonana przy uzyciu jednoczynnikowej ANOVA nie
wykazata istotnych statystycznie réznic pomiedzy kontrolg solng (SAL).

9. Potencjalne funkcje nowo wykrytego wariantu Dclk1

Ostatni eksperyment miat na celu sprawdzenie czy jest mozliwe wykrycie produktu
biatkowego transkryptu Dclk1-m. Myszom podawano mianseryne (20 mg/kg) przez 5 kolejnych dni, a
2 godziny po ostatnim podaniu zwierzeta usmiercano i izolowano biatko z prazkowia. Z uwagi na to,
ze zalezato nam na wykryciu krétszych izoform genu Dclk1, przeprowadzono rozdziat biatek metoda
elektroforetyczng i oddzielono w Zelu te biatka, ktédrych masa czasteczkowa byta ponizej 10 kDa. Ta
frakcja zostata wykorzystana w analizie spektrometrii mas. Wykorzystanie tej techniki byto mozliwe
dzieki wspotpracy z Laboratorium proteomiki i spektrometrii-mas Matopolskiego Centrum

Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloiskiego w Krakowie.

A

Carp [[-— 1 Delk1l-m [~ ——— ]

fragment trawiony LysC
CARP MLELIEV NGTPGSQLSTPRSGHSPSPSPTSPGSLRKIQR DLYRPLSSDDLDSVGDSV

DCLK1-M MLELIEV NGTPGSQLSTPRSGHSPSPSPTSPGSLRKQR VRTKASHLLTNLSRFCCKVAWVSAKSAAFLGE

domena bogataw
seryne i proline

2000 141 272 60 1
-0,1 ppm 272
r-‘2173 = 12 - — —Uipum
+0.1ppm b 5
;1 19'_, S 50
«w 1500 1 o vy
1 o 10 B
=] =] o 40 1
c c c
2 1000 + & 30t
2z 3 64 g
£ £ =
. 20
500 + 1 _
B4 o 1 10+ |\ seon
0 qf\ "‘:[\":"‘ - [ - - 0 4 | s
265 270 275 280 285 265 270 275 280 265 270 275 280
Czas retencji Czas retencji Czas retencji
kontrola negatywna spike-in standard SPSPSPTSPGSLRK

Rycina 26. Identyfikacja peptydu pochodzacego od CARP / DCLK1-M przy uzyciu spektrometrii mas. (A)
Schematyczne przedstawienie transkryptow Carp i Dclkl-m oraz ich przypuszczalnych produktow peptydowych.
Kolorowe fragmenty oznaczajg eksony. Peptydy trawiono endoproteinazg LysC, ktdra rozszczepia wigzania
peptydowe po stronie grupy karboksylowej reszt lizyny (zaznaczone na czerwono). Fragment odpowiadajgcy
peptydowi SPSPSPTSPGSLRK jest zaznaczony ramka. (B) Sposéb wykrywania peptydu SPSPSPTSPGSLRK. Panele
pokazujg (od lewej): sygnat potencjalnego zanieczyszczenia peptydem lekkim sprawdzonym w ciezkiej prébce
peptydowej, sygnat dla ciezkiego znakowanego peptydu dodanego do prébki eksperymentalnej, sygnat dla
endogennego (lekkiego) peptydu w prdébce pochodzacej z prazkowia mysiego. Zaznaczone kolorami piki
odpowiadajg jonom fragmentéw peptydowych.
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Sekwencje transkryptéw Dclkl-m i Carp s3g identyczne w obrebie kofca 5' i przypuszczalnie
sekwencji kodujgcych biatko. Réznica w sekwencji biatkowej dotyczy C-koricowej czesci kodowanych
peptydéw. Obie sekwencje obejmujg fragment bogaty w proline i seryne (SP), ktéry jest
odpowiedzialny za oddziatywanie z innymi biatkami. Analiza spektrometrii masowej oczyszczonej
SDS-PAGE frakcji biatkowej o masie czgsteczkowej mniejszej niz 10 kDa potwierdzita obecnos¢
fragmentu bogatego w reszty seryny i proliny (Rycina 26). Dodatkowa analiza LC-MS / MS-shotgun,
przeprowadzona oprécz PRM, nie potwierdzita obecnosci innych fragmentéw pochodzacych z CARP
lub DCLK1-M. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze dochodzi do translacji

jednego lub obu biatek DCLK1-M i CARP.
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V. Dyskusja

1. Zmiany w profilu ekspresji gendw wywotane podaniem poszczegéinych lekéw psychotropowych

Gtéwnym celem badan indukowanej podaniem lekéw zmiany profilu ekspresji gendéw jest
uzyskanie zdolnosci do przewidywania mozliwych efektéw klinicznych. W moich badaniach
wykorzystuje model oparty o podania lekéw myszom szczepu C57BL/6J. Od razu nasuwa sie pytanie
na ile efekty lekéw stwierdzone w organizmie myszy moga byé uzyteczne w przewidywaniu dziatania
lekéw psychotropowych u ludzi. Nalezy w pierwszej kolejnosci zwrdci¢ uwage, ze myszy szczepu
C57BL/6) to model szeroko wykorzystywany w badaniach wptywu lekéw psychotropowych na
ekspresje gendw, ze wzgledu na dobrze zdefiniowany profil reakcji behawioralnych. Ponadto,
wykorzystanie modeli zwierzecych oferuje znacznie lepsze odwzorowanie fizjologii niz badania in
vitro, poprzez mozliwos¢ kontroli procesu podawania lekéw oraz przygotowania tkanek do badan

molekularnych.

W wyniku przeprowadzenia przedstawionych w rozprawie doswiadczen uzyskane zostaty
wzglednie podobne listy transkryptéw ulegajacych zmianom ekspresji po podaniu wybranych lekdw
w dwéch analizowanych regionach mdzgu. Zaobserwowane réznice pomiedzy NAc i PFCx sg przede
wszystkim ilosciowe. Wczesniejsze badania wywotanej dziataniem lekéw regulacji ekspresji genéw w
mozgu wskazujg na duze zréznicowanie profilu zmian w zaleznosci od badanego regionu. W kilku
opublikowanych eksperymentach profilowania zmian transkrypcji wskazywano na obszar
pochodzenia tkanki mézgowej jako istotne zrédto wariancji [181]. W przypadku przeprowadzonych
przeze mnie badan, Zrédto podobienstw w profilu zmian pomiedzy tkankami upatruje w
dopaminergicznym unerwieniu obu regiondw projektujgcym z z pola brzusznego nakrywki. W
dalszych rozwazaniach koncentruje sie przede wszystkim na odlnych efektach wybranych lekéw,

miedzytkankowe réznice w ich dziataniu sg opisywane dodatkowo.

W opisanych eksperymentach wykorzystatam sze$¢ lekéw psychotropowych o
farmakologiczne zrdinicowanych mechanizmach dziatania. Stwierdzitam ze kazidy z tych lekéw
wywotuje charakterystyczne wzory ekspresji gendw w maozgu, ktére nastepnie zostaty zgrupowane
na podstawie podobienstw w profilu zmian. Na podstawie przeprowadzonych analiz zdefiniowane

zostaty cztery grupy wspétregulowanych genéw (oznaczone przy pomocy numerdw 1-4).

Podania haloperydolu i metamfetaminy wywotaty silny wzrost ekspresji genéw z grupa nr 2.
Jest to najliczniejsza z wyodrebnionych grup transkryptow, w sktad ktorej wchodzg geny (np. Fos,

Fosb, Arc, Homer) opisywane jako ulegajace regulacji w w neuronach pobudzonych przy pomocy
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elektrody [182], w odpowiedzi na podanie silnego agonisty receptorow glutaminianu [183] oraz w
wyniku dziatania psychostymulantéw, np. kokainy [184]. Pomimo przeciwnego profilu
behawioralnych efektow metamfetaminy i haloperydolu, a takze obserwacji odmiennego dziataniaw
warunkach klinicznych (metamfetamina wywotuje silne efekty psychozomimetyczne, natomiast
haloperydol to typowy lek przeciwpsychotyczny), obie te substancje wykazaty pewne podobieristwa
na poziomie molekularnym. Nalezy zwrdci¢ uwage, iz w moich wynikach transkrypcyjne efekty
metamfetaminy i haloperydolu zostaty zbadane na poziomie homogenatu uzyskanego z badanej
tkanki mdzgowe]. Na podstawie danych literaturowych przypuszczam, ze aktywacja tych samych
gendw moze dotyczyé innych populacji komérek nerwowych prazkowia. Wykazano, ze haloperydol
silnie aktywuje neurony szlaku posredniego poprzez oddziatywanie na receptory dopaminy D2 w
jadrze podtlezacym przegrody. Natomiast metamfetamina, jak réwniez i inne psychostymulanty
wplywa aktywujgco na szlak bezposredni [55]. Tym samym uzyskane przeze mnie wyniki
potwierdzaja, ze zaréwno haloperydol jak i metamfetamina wywotujg wzrost ekspresji transkryptéow
zaleznych od aktywacji neuronalnej. Wzrost poziomu abundancji mRNA kodujacych IEGs w NAc nie
jest wskaznikiem umozliwiajagcym poprawng klasyfikacji lekdw psychotropowych. Rozrdznienie
pomiedzy efektami metamfetaminy i haloperydolu w NAc jest natomiast widoczne w poziomie
ekspres;ji transkryptéow nalezacych do grupy nr 1. Transkrypty z tej grupy, np. Sgk1 ulegajg regulacji w
NAc w efekcie podania haloperydolu, natomiast zmian ta nie wystepuje po podaniumetamfetaminy.
Roézniaca w profilu zmian zostata potwierdzona przeze mnie z wykorzystaniem techniki gPCR. W
literaturze naukowej mozna odnalez¢ tylko kilka poréwnan efektéow dziatania neuroleptykow i
psychostymulantéw w obszarze kory przedczotowej. Autorzy pracy stwierdzili, ze metamfetamina,
podobnie jak w NAc, rowniez w PFCx powoduje wzrost poziomu mRNA [EGs tgczonych z procesem
synaptogenezy jak np. Arc [185]. Silniejsze dziatanie haloperydolu w obszarze prgzkowia potwierdza
wieksza ilo$¢ zidentyfikowanych zmian transkrypcyjnych w NAc w stosunku do PFCx. Jednakze
haloperydol réwnoczesnie wykazuje dziatanie na szlak mezokortykalny, co jest wigzane z
wywotywaniem niepozgdanych efektdw przyjmowania przez chorych haloperydolu w postaci
nasilenia negatywnych objawéw w schizofrenii. Wyniki badan elektrofizjologicznych wskazujg, ze
efekty haloperydolu na aktywnos$¢ neuronéw w PFCx sg wzbudzane posrednio [186]. Ponadto
badania z wykorzystaniem metody mikrodializy wskazujg na wzrost poziomu dopaminy w obszarze
PFCx po jednorazowym podaniu haloperydolu [187]. Moje wyniki potwierdzajg obserwacje innych
autoréw, dotyczgce wptywu jednorazowego podania haloperydolu na wzrost poziomu mRNA gendw,
m.in. genu Arc w PFCx [188]. Regulacja ekspresji transkryptow zaklasyfikowanych w mojej analizie do
grup nr 1 i 2 w obu badanych tkankach charakteryzuje ztozono$¢ molekularnych efektéw

haloperydolu i metamfetaminy. Sposobem na jednoznaczne okreslenie efektow obu lekéw bytyby
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badania na poziomie transkryptoméw pojedynczych komdrek neuronalnych, z precyzyjnym

zdefiniowaniem ich lokalizacji i uwzglednieniem zmian efektdw dziatania leku w czasie.

Przy analizie zaobserwowanych efektow rysperydonu na ekspresje gendw nalezy zauwazyé,
ze jest on atypowym neuroleptykiem i wykazuje, oprdcz dziatania antagonistycznego do receptoréw
dopaminowych D2 oraz adrenergicznych al, rowniez silne powinowactwo do receptorow
serotoninowych (przede wszystkim 5-HT2). Bardziej zréznicowany profil farmakologiczny, w
porownaniu do haloperydolu, czesciowo ttumaczy stabszg indukcje w prazkowiu gendéw z grupy nr 2.
W literaturze opisano nizszy poziom aktywacji genéw IEG np. Homerl w wyniku dziatania
rysperydonu w stosunku do haloperydolu [189]. Zostato to rowniez potwierdzone w moich wynikach
uzyskanych metodg qPCR, w ktérych rysperydon powodowat stabszy wzrost ekspresji genéw Duspl,
Arc, Fos i Egr2 w poréwnaniu do haloperydolu. Rdéznice pomiedzy dziataniem haloperydolu i
rysperydonu wynikajg z réznic iloSciowych zwigzanych z iloscig zajetych receptoréw dopaminowych
D2. Przyjmuje sie, ze haloperydol wysyca ok. 80% receptoréw D2, podczas gdy rysperydon mniej niz
60% i jest to wystarczajgce do uzyskania efektéw klinicznych. Tym samym moge przypuszczaé, ze
roznice we wptywie rysperydonu i haloperydolu na ekspresje transkryptéow z grupy nr 2 mogg by¢
zwigzane z oddziatywaniem dopaminy poprzez nieobsadzone receptory. Co ciekawe, rysperydon
wywotuje silniejszy niz haloperydol efekt na poziom ekspresji gendw z grupy nr 1 np. Sgk1 lub Nfkbia.
Przeprowadzona analiza wskazata takie na podobiefdstwa w molekularnych efektach dziatania
rysperydonu i mianseryny na regulacje ekspresji transkryptow z grupy nr 1. Fakt ten moze wynikac z
wystepowania wspdlnej dla obu lekéw serotoninowej komponenty dziatania. Z drugiej strony,
przynajmniej czes¢ efektdw wspdlnych wywieranych na transkrypty z grupy nr 1 przez rysperydon,
mianseryne i stabiej przez haloperydol moze byé powigzana z dziataniem antagonistycznym wobec
receptora adrenergicznego al. Mianseryna jest atypowym lekiem przeciwdepresyjnym, ktory jest u
ludzi takze stosowany w terapii schizofrenii w potaczeniu z typowymi neuroleptykami w celu
czesciowego zmniejszenia ich efektéw niepozadanych [190]. Podobienstwo molekularne rysperydonu
i mianseryny wigze sie z ich dziataniem antagonistycznym zaréwno do receptorow 5-HT2 jak i al.
Ponadto wykazano, ze mianseryna wptywa na wzrost poziomu dopaminy w obszarze kory
przedczotowej mdézgu szczura [191]. Ekspresja gendw z grupy nr 1 jest regulowana w podobny
sposdb przez rysperydon i mianseryne w obu badanych regionach mdzgu. Podobienistwo pomiedzy
tymi lekami jest rowniez widoczne w regulacji duzej czesci gendw z grupy nr 2, w szczegdlnosci w
PFCx. Natomiast w przypadku aktywacji genéw z grupy nr 3 zaobserwowany zostat silniejszy efekt
mianseryny w stosunku do rysperydonu. Mianseryna wywofata takze silniejszy efekt obnizenia
poziomu abundancji transkryptéw z grupy nr 4. Efekt mianseryny moze by¢ zwigzany z

nakierowaniem dziatania serotoniny na postsynaptyczne receptory SHT1A. Wydaje sie, ze kluczowy
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dla efektu klinicznego leku jest wifasciwy balans pomiedzy blokadg pre- i postystynaptycznych
receptorow 5HT1A. Postsynaptyczne receptory 5HT1A sg jednym z celéw terapii zaburzen nastroju
oraz nowych terapii przeciwpsychotycznych [192, 193]. Regulacja transkryptow z grupy 3 i 4 moze,
wiec odzwierciedla¢ sygnalizacje poprzez postsynaptyczne receptory 5HTIA na poziomie
transkrypcyjnym. Nalezy ponadto zwrdéci¢ uwage, ze mianseryna regulowata ekspresje wiekszosci
zidentyfikowanych w eksperymencie sekwencjonowania transkryptomu gendéw. Stad tez w dalszych
opisywanych w rozprawie eksperymentach duzy nacisk zostat potozony wtasnie na efekty podania

mianseryny.

W przedstawionych doswiadczeniach zbadano rédwniez molekularne dziatanie ketaminy.
Substancja ta stosowana jest w klinice jako lek znieczulajacy oraz przeciwbdélowy. Ketamine mozna
tez z uwagi na jej dziatanie zaklasyfikowac¢ jako psychodysleptyk o potencjale uzalezniajgcym. W
ostatnim czasie ketamina wzbudzita duze zainteresowanie jako substancja wykazujaca szybkie
dziatanie przeciwdepresyjne [194]. Profil farmakologiczny ketaminy obejmuje niekompetytywny
antagonizm do receptoréw glutaminianu NMDA oraz powinowactwo do szeregu receptoréw i
transporteréw, m.in. receptorow dopaminy D2, opioidowych mi, delta i kappa, jak rowniez
transporteréow monoamin [195-197]. W literaturze przedstawiona zostata hipoteza, ze
przeciwdepresyjne dziatanie ketaminy wynika z jej pozytywnego wptywu na powstawanie zmian
plastycznych w obszarach mézgu zaangazowanych w kontrole motywacji, takich jak hipokamp, kora
przedczotowa i prazkowie. Wykazano, ze ketamina wzmacnia aktywnos$¢ szlaku mTOR oraz zwieksza
ekspresje BDNF powodujgc modyfikacje liczby i funkcji potaczen synaptycznych [170, 198]. Proces
powstawania opisanych zmian strukturalnych najprawdopodobniej wymaga aktywacji odpowiednich
gendéw oraz syntezy nowych biatek. W publikacji Ficek i wsp. 2016 [143] wskazaliSmy na
podobiedstwa w profilu zmian transkrypcji wywotanych przez ketamine oraz wybranych lekéw
przeciwdepresyjnych takich jak fluoksetyna i tianeptyna jak réwniez substancji uzalezniajgcych takich
jak morfina lub heroina. Analiza hierarchiczna wykazata mniejsze podobiefAstwo do haloperydolu i
metamfetaminy. W przedstawionych w mojej pracy wynikach profil zmian ekspresji gendéw
wywotanych dziataniem ketaminy odbiega od pozostatych lekéw. Podanie tego leku miato
umiarkowany wptyw na wzrost ekspresji kilku gendw z grupy 1i 2 gtéwnie w jadrze pétlezagcym i nie
miato wptywu na ekspresje genéw z grupy 3 i 4. Mozna to czeSciowo ttumaczy¢ oddziatywaniem
ketaminy na modulacje aktywnosci serotoninowej i dopaminowej w mdzgu. Wyniki zaprezentowane
W powyzszej rozprawie potwierdzity postulowany przez nas wczesniej wptyw ketaminy na
alternatywna transkrypcje niektérych gendw, m.in. Fkbp5, Tsc22d3 i Sgk1 w NAc. Nalezy podkreslic,
ze w analizie transkryptomu PFCx zadna ze zmian w ekspresji gendw nie przekroczyta zadanego progu

znamiennosci statystycznej. Dostepna literatura wskazuje na wptyw ketaminy na ekspresje genow w
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obszarach korowych rozwijajagcego sie mozgu, jednakie efekt ten ujawnia sie dopiero po

wielokrotnych podaniach leku [199, 200].

Wenlafaksyna to lek przeciwdepresyjny o duzym znaczeniu klinicznym [201], jednakze jej
dziatanie na poziomie zmian ekspresji gendw w mdzgu jest stabo poznane. Profil farmakologiczny
wenlafaksyny zwigzany jest z hamowaniem wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny,
aczkolwiek dane literaturowe wskazujg rowniez na posrednie zaangazowanie receptorow
opioidowych oraz adrenergicznych a2 [202, 203]. Zastosowanie czutej metody pomiaru mRNA
(RNAseq) pozwolito na identyfikacje wywotanych przez wenlafaksyne zmian ekspresji genéw, ktére
zostaty zaklasyfikowane przede wszystkim do 3 grupy gendéw regulowanych przez leki
psychotropowe. Dotychczas przeprowadzono badania wplywu przewlektego stosowania
wenlafaksyny na ekspresje gendéw w limfocytach pacjentéw z depresjg [204]. Wykazano, ze
wielokrotne podania wenlafaksyny wywotujg wzrost ekspresji genu Arc w korze i hipokampie [205]
oraz spadek ekspresji mRNA receptoréw gliko- i mineralokortykosteroidowego w réznych obszarach
hipokampu modzgu szczura [206]. Przedstawione w rozprawie wyniki to pierwszy w literaturze opis
zmian ekspresji gendbw w modzgu wywotanych jednorazowym podaniem wenlafaksyny. Wyrazna
roznica w efektach wenlafaksyny na ekspresje gendw w pordéwnaniu do psychostymulantow i
neuroleptykéw jest zbiezna z behawioralnymi efektami podan lekédw. O ile podanie metamfetaminy
powoduje szybki wzrost aktywnosci ruchowej, a haloperydol czy rysperydon natychmiastowo hamuja
wszelkg aktywnos¢, o tyle dziatanie wenlafaksyny nie miato zadnego zauwazalnego wptywu na
zachowanie myszy. W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazatam, ze podanie wenlafaksyny nie
aktywuje tych samych gendw, co podanie haloperydolu, rysperydonu czy metamfetaminy. Z drugiej
strony, bardziej zastanawiajgcy jest brak jednoznacznych podobienstw w profilu ekspresji genéw
zwigzanych z dziataniem wenlafaksyny w poréwnaniu do innych wykorzystanych lekéw o dziataniu
przeciwdepresyjnym, czyli ketaminy i mianseryny. W szczegdlnosci w obszarze kory przedczotowej
oczekiwatam przynajmniej czesciowo zbieznych wynikéw, ze wzgledu na role jakg przypisuje sie tej
czesci mdézgu w dziataniu lekdw przeciwdepresyjnych u ludzi. Najwyrazniej silniejszy wptyw na profil
transkrypcyjny ma mechanizm dziatania leku. Kazdy z wykorzystanych lekdw przeciwdepresyjnych ma
odmienne punkty uchwytu: ketamina zwigzane z receptorem NMDA, wenlafaksyna z transporterami
serotoniny i noradrenaliny a mianseryna z receptorami serotoninowymi i noradrenergicznymi. W
dalszych badaniach zasadnym bytoby rozszerzenie analizy poréwnawczej na inne obszaru
przodomdzgowia w celu potencjalnej identyfikacji struktur, gdzie efekty wszystkich trzech lekéw

mogtyby by¢ zbiezne.

Kazdy z przebadanych lekdw pozostawia charakterystyczny odcisk palca w postaci grupy

regulowanych transkryptow. Ekspresja transkryptow zostata poréwnana do mechanizmu dziatania
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wybranych lekéw z uwzglednieniem ich dziatania receptorowego. Jednakze nie da sie jednoznacznie
przypisac ekspresji kazdego z transkryptéw do konkretnych receptoréw. Na podstawie uzyskanych
wynikéw sugeruje, ze ekspresja transkryptéw z grupy nr 2 jest zwigzana z szeroko pojetym efektem
dopaminy, regulacja ekspresji transkryptéw z grupy nr 1 odzwierciedla efekty zwigzane z blokadg
receptorow al i/lub 5HT2 za$ grupy 3 i 4 moga by¢ szerzej zwigzane z regulacjg serotoninowg, m.in.
przez sygnalizacje mediowang przez receptory 5HT1. Najprawdopodobniej ekspresja transkryptéw w

kazdej z tych grup jest wypadkowg efektéw pochodzacych z wielu receptoréw.

Dla kazdej z wyrdznionych grup gendw mozna okreslic specyficzny zestaw czynnikéw
transkrypcyjnych, ktory wptywa na regulacje transkrypcji. Czynniki transkrypcyjne poprzez wigzanie
sie do specyficznych sekwencji DNA sg potencjalnymi regulatorami indukowanej lekami plastycznosci
komérkowej [10]. W opisanych eksperymentach czynniki te zostaty zidentyfikowane poprzez

wykorzystanie bazy danych wynikéw uzyskanych metodg ChlP-seq [207].

Najliczniejsza grupa genéw regulowanych podaniem lekéw (grupa nr 2) zawiera czynniki
zaangazowane w kontrole ekspresji gendw zaleznej od aktywnosci neurondéw. W grupie nr 2 znajduje
sie wiele genéw powigzanych ze szlakiem przekazu sygnatu wewngtrzkomérkowego MAPK, np.
Duspl, Dusp4, Dusp6. W literaturze dobrze opisano udziat czynnikéw SRF1 i CREB w regulacji
transkrypcji gendw z tej grupy oraz ich role w kontroli plastycznosci komérek nerwowych. Czynniki
transkrypcyjne SRF i CREB1 oddziatujg poprzez promotory zlokalizowane w poblizu miejsca startu
transkrypcji tym samym bezposrednio i selektywnie kontrolujg ekspresje danego wariantu genu.
Precyzyjna kontrola transkrypcji w komadrkach nerwowych przez regulatory CREB/SRF jest uwazana
za element inicjujgcy plastycznosé zaangazowang w mechanizmy uczenia sie i pamieci [208].
Haloperydol i metamfetamina powodujg najsilniejszg rekrutacje tych czynnikéw transkrypcyjnych,
podczas gdy wenlafaksyna prawdopodobnie nie wywiera wptywu na aktywacje czynnika CREB lub

SRF.

Jako czynnik transkrypcyjny powigzany z regulacjg niektérych gendw grupy 2 oraz grupy 1
wskazany zostat receptor glikokortykoidowy (GR). Przyktadem genu regulowanego przez GR, i
indukowanego przez podanie rysperydonu, haloperydolu i ketaminy, jest Fkbp5 kodujgcy biatko
nalezgce do rodziny immunofilin. Zréznicowanie sekwencji genu FKBP5 u ludzi wykazuje asocjacje z
poziomem wrazliwosci na dziatanie lekéw przeciwdepresyjnych, w tym na szybko$¢ wystepowania
efektow terapeutycznych [116]. Co ciekawe, receptor GR jest zaangazowany w ekspresje wybranych
wariantow transkrypcyjnych Fkbp5, natomiast aktywnos¢ biatka FKBP5 jest regulatorem aktywnosci
GR [209]. Taki mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego jest czestym mechanizmem samoregulacji

w osrodkowym uktadzie nerwowym. Jest to m.in. jeden ze sposobdw regulacji aktywnosci osi
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podwzgdrze — przysadka — kora nadnerczy. Glikokortykosteroidy uwalniane m.in. w sytuacji stresowej
powodujg pobudzenie osi HPA, a z drugiej strony dziatajg na zasadzie ujemnego sprzezenia
zwrotnego na hamowanie uwalniania hormonéw w podwzgdrza i przysadki. Mechanizm ten ma
doprowadzi¢ do przywrécenia homeostazy organizmu. W przedstawionych wynikach wskazuje, ze
leki psychotropowe moga regulowac sprzezenie zwrotne ekspresji Fkbp5 i aktywnosci GR. Innym
przyktadem udziatu GR w regulacji wywotanej podaniem lekow psychotropowych jest ekspresja genu
Tsc22d3. Ekspresja wariantu TSC22D3 zostata powigzana z podwyzszonym poziomem interleukiny 6
stwierdzonym u pacjentéw cierpigcych na depresje [210]. W przedstawionych w rozprawie wynikach
uktad ztozony z GR i koaktywatora transkrypcji ZMIZ1 zostat wskazany jako regulator kontrolujgcy
ekspresje gendw z grupy nr 1. W grupie tej warto wskaza¢ gen Sgk1, ktéry pod wptywem lekdw
psychotropowych ulega ekspresji w postaci dwdch form transkrypcyjnych. Ich produkty biatkowe nie
posiadajg domen PX odpowiedzialnych za wewnatrzkomdrkowga lokalizacje kinazy. Badania nad
receptorem GR przeprowadzane w naszym zespole wskazujg, ze najprawdopodobniej duza czesc
aktywnosci GR nastepuje w astrocytach i mikrogleju. Aktywnos$¢ GR moze by¢ rowniez modelowana
uktadzie in vitro, poprzez stymulacje hodowli astrocytow selektywnym agonistg GR —
deksametazonem [60]. GR oddziatuje na sekwencje DNA zlokalizowane stosunkowo daleko od
proksymalnego promotora, koaktywujgc inne czynniki np. ZMIZ1 i/lub kontrolujgc moc izolatora np.
CTCF [211]. Tym samym, moje wyniki wskazujg, ze czes¢ gendw z grupy nr 1 i nr 2 ulega aktywacji

pod wptywem lekdw psychotropowych w odmiennych komérkach niz neurony.

W grupie genéw aktywowanych w odpowiedzi na podanie mianseryny, zidentyfikowano
transkrypty wczesniej nie opisywane w literaturze w kontekscie ich funkcji w uktadzie nerwowym. Z
uwagi na sekwencje promotoréw potencjalnym regulatorem ekspresji tych genéw moze by¢ czynnik
transkrypcyjny TBP. TBP wigze sie do sekwencji TATA w DNA i jest opisywany jako jedno z biatek
wchodzgce w skfad duzego kompleksu inicjujgcego transkrypcje [10]. Obecnie uwaza sie, ze
sekwencja TATA jest obecna tylko w ok. 20% promotoréw eukariotycznych [212].TBP nie zostat
wskazany jako potencjalny regulator pozostatych trzech grup gendéw. Biatko to jest wiec specyficznie
obecne na promotorach szeregu gendw grupy nr 3, m.in. Tial, Sfpq lub Rps3. Funkcja tych genéw w
osrodkowym uktadzie nerwowym nie jest doktadnie poznana, aczkolwiek Tial zostat wskazany jako

czynnik biorgcy udziat w zachowaniu homeostazy lipidéw w mézgu [213].

Transkrypty z grupy nr 4, o obnizonej ekspresji po podaniu mianseryny posiadajg w obszarach
promotorowych miejsca wigzania dla czynnika transkrypcyjnego STAT5a. W omawianych wynikach
po raz pierwszy pokazano potencjalne zaangazowanie STAT5a w regulacje odpowiedzi na leki
psychotropowe. W literaturze opisano czynniki transkrypcyjne z rodziny STAT (ang. Signal

Transducers and Activators of Transcription) jako silne regulatory odpowiedzi komdrkowej na
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cytokiny i czynniki wzrostu. Przytaczenie liganda powoduje zmiane konformacji odpowiedniego
receptora, nastepnie aktywacje biatka JAK, ktére fosforyluje reszty tyrozyny obecne w biatkach STAT.
Biatka te nastepnie jako homo- lub heterodimery translokujg do jadra komdrkowego, gdzie dziatajg
jako czynniki regulujgce ekspresje gendw docelowych [214]. STAT5 byt dotychczas gtownie
komentowany w kontekscie regulacji gendéw zwigzanych z odpowiedzig zapalng, uwalnianiem cytokin
i wiasciwosciami antyapoptycznymi. Wykazano, ze podanie cytokiny interferon a powoduje
aktywacje $ciezki JAK-STAT, co skutkuje ostabieniem aktywnosci GR w mysich komérkach hipokampa.
Farmakologiczne zahamowanie $ciezki JAK-STAT odwraca ten efekt. Najprawdopodobniej biatko
STAT5 oddziatuje w jgdrze komérkowym z GR by uniemozliwi¢ interakcje GR z GRE [215]. Na tej
podstawie pozwalam sobie wysung¢ przypuszczenie, ze mianseryna wptywa na regulacje gendw z
grupy nr 4 poprzez aktywacje Sciezek przekazu wewnatrzkomérkowego wptywajgcych na ostabienie
wigzania STAT5 do promotoréw tych gendw lub przekierowanie STATS5 na alternatywne szlaki

sygnatowe, np. zwigzane GR jako czesc reakcji ujemnego sprzezenia zwrotnego.

Podsumowujac, w mojej analizie miejsc wigzania czynnikdw transkrypcyjnych obserwuje
roznice w ilosci zidentyfikowanych czynnikéw transkrypcyjnych pomiedzy grupami gendw nr 1i 2 a
grupami nr 3 i 4. Okoto potowa (61/113) regulowanych transkryptow jest indukowana w najwiekszym
stopniu podaniem haloperydolu, rysperydonu i metamfetaminy (grupy nr 1 i 2). Mozna wsréd nich
wyrozni¢ transkrypty nalezgce do gendw regulowanych aktywnoscig neuronalng powigzang z
czynnikami transkrypcyjnymi SRF lub CREB1 lub do gendéw regulowanych glikokortykoidami i
receptorem GR. W literaturze te dwa ukfady czynnikéw transkrypcyjnych sg stosunkowo dobrze
opisane w kontekscie neuroplastycznosci. Natomiast ekspresja gendw z grupy nr 3 i 4 jest najsilniej
regulowana przez podanie mianseryny. Analiza promotoréw tych gendéw wskazata mniejszg ilosé
zaangazowanych czynnikéw transkrypcyjnych niz w przypadku grup nr 1 i 2. Niewykluczone, ze
wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych TBP i STAT5 stanowi nowy, stabo jeszcze poznany mechanizm
regulacji ekspresji gendw, ktory mogtby by¢ swoisty dla lekdw dziatajgcych poprzez receptory

serotoninowe 5-HT2 oraz adrenergiczne al.
2. Analiza transkryptomu w kontekscie alternatywnych wariantéw genéw

Na podstawie wynikéw wysokoprzepustowych badan ekspresji genomu ssakdw mozna
stwierdzié, ze wiekszos¢ znanych gendw jest transkrybowana w postaci kilku izoform RNA [35]. Taki
system zapewnia wydajne Zrddto biatek i regulatorowych RNA ulegajacych ekspresji w zaleznosci od
stanu komorki oraz bodzcéw pochodzacych ze Srodowiska [216]. Badania stopnia alternatywnej
ekspresji gendw w skali catego transkryptomu wymagajg zastosowania odpowiedniego zestawu

narzedziowego. Prace prowadzone w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej z wykorzystywaniem
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mikromacierzy DNA wielokrotnie wskazywaty na rdéznice w pomiarze poziomu mRNA dokonanym
przy pomocy sond zaprojektowanych do jednego genu. W kilku przypadkach zaobserwowane zostaty
wyniki wzajemnie sprzeczne, opisujgce jednoczesnie wzrost i spadek ekspresji danego genu. Sytuacje
te byly interpretowane jako potencjalna detekcja transkrypcji wielu alternatywnych wariantéw genu
[94, 127]. Odkrycia te sugerowaty, ze leki psychotropowe moga indukowa¢ w osrodkowym ukfadzie

nerwowym ekspresje specyficznych izoform transkrypcyjnych.

Przedstawiona w rozdziale pt. ,, Wyniki” analiza transkryptomu potwierdza, ze duza czes¢
genow regulowanych przez leki psychotropowe ulega ekspresji w postaci wiecej niz jednej izoformy.
Znaczna czes¢ ze zidentyfikowanych izoform to warianty o alternatywnych miejscach startu i
terminacji transkrypcji. Ta obserwacja jest zblizona do wczesniej opisanego profilu ekspresji gendw w
rozwoju mozdzku. Autorzy tej publikacji zasugerowali, ze nasilenie proceséw neuroplastycznych
zachodzace podczas ksztattowania sie modzgu jest czesciej powigzane z ekspresja oddzielnych
jednostek transkrypcyjnych niz podmiang eksonéw [217]. Moje wyniki sugerujg, ze czes¢ efektu
molekularnego dziatania lekéw psychotropowych odbywa sie na poziomie regulacji pojedynczych

transkryptéw.

Wiekszos¢ wykrytych w moich badaniach zmian ekspresji dotyczyta transkryptéw kodujgcych
znane produkty biatkowe. Pomimo zastosowania metody umozliwiajgcej odczyt catego
transkryptomu zidentyfikowano relatywnie niewiele opisanych w literaturze niekodujgcych RNA,
ulegajacych regulacji pod wptywem lekéw psychotropowych. Ta dysproporcja moze by¢ intuicyjnie
nieoczekiwana w kontekscie wczesniejszych doniesien wskazujgcych na istotng role niekodujgcych
RNA w epigenetycznej kontroli efektéw zwigzanych z dziataniem lekdw m.in. przeciwdepresyjnych
[218]. Przyktadem niekodujacego RNA, ktérego poziom zmienia sie w wyniku dziatania lekéw jest
Neatl. Jest to dtugie niekodujgce RNA, ktdrego profil ekspresji jest zbiezny z transkryptami
zaklasyfikowanymi do grupy gendéw nr 1. Zgodnie z uzyskanymi danymi, lekiem ktéry wywotat
najwieksze zmiany w ekspresji Neat1 byta mianseryna. Nalezy zaznaczy¢, ze moje obserwacje dotycza
jednorazowego podania lekéw, podczas gdy znaczna czes$¢ opisanych w literaturze zmian dotyczy

podan wielokrotnych [126].

Szczegdlnie ciekawym rezultatem przedstawionych badan zmian ekspresji jest identyfikacja
grupy dotychczas nieznanych RNA zaklasyfikowanych jako transkrypty z retencjg intronu. Wiekszos¢ z
tych transkryptdw zostata na podstawie profilu regulacji zaklasyfikowana do grup nr 3 i nr 4. Jedng z
cech charakterystycznych dla gendéw zawartych w tych grupach jest zmiana ekspresji w badanych
tkankach mdzgu zachodzaca pod wptywem mianseryny. Zjawisko zachowania intronu wystepuje gdy

intron ulega transkrypcji do pre-mRNA, ale nie ulega wycieciu w dojrzatym transkrypcie. Introny czyli
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sekwencje, ktdre nie kodujg biatek a jedynie oddzielajg eksony, przez wiele lat postrzegane byty jako
tzw. Smieciowe DNA (ang. junk DNA) [219]. Wiadomym jest, Zze introny zawierajg sekwencje
wspomagajgce proces alternatywnego splicingu. W sekwencjach introndw moga by¢ zlokalizowane
geny dla niekodujgcych RNA, np. miRNA, petnigce funkcje regulatorowe w komérce. Nieoczekiwanym
odkryciem byto stwierdzenie, ze niektére introny mogg by¢ aktywnie zatrzymywane w dojrzatym
mRNA i efekt ten nie wynika z btedéw podczas obrébki transkryptu [220]. Wykorzystanie metod
gtebokiego, wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA wraz z odpowiednig analizg
bioinformatyczng pozwolito na identyfikacje szeregu transkryptéw zawierajgcych introny, ktérych
funkcje molekularne to regulacja ekspresji gendw [221] lub regulacja eksportu mRNA z jadra
komérkowego do cytoplazmy [222]. Retencja intronu moze réwniez prowadzi¢ do powstawania
alternatywnych izoform o okreslonych funkcjach np. podjednostki neuronalnego kanatu BKc, , ktdra
wptywa na pobudliwo$¢ neuronéw hipokampa i lokalizacje kanatéw biatkowych w dendrytach [223].
Retencja intronu jest stabo dotychczas opisanym typem alternatywnego splicingu u ludzi i zwierzat
[220]. Zjawisko to wystepuje powszechnie u kregowcdw, co zostato potwierdzone poprzez analize
transkryptoméw siedmiu 7 tkanek pochodzgcych od 11 ewolucyjnie odlegtych gatunkéw. We
wszystkich badanych tkankach stwierdzono obecnos¢ transkryptéw zawierajgcych retencje intronu.
Co ciekawe wiekszos$¢ przypadkdéw IR byta charakterystyczna dla jednego gatunku, wyjatek stanowita
tkanka mozgowa, w ktérej stwierdzono miedzygatunkowe podobienstwa ekspresjonowanych
transkryptéw IR. Wedtug autorow obserwacja ta wskazuje na szczegdlnie istotng role zjawiska IR w
dziataniu ukfadu nerwowego [224]. Znaczenie zachowania intronu dotychczas byto najczesciej
badane w kontekscie rozwoju standéw chorobowych. Pomimo dowoddéw potwierdzajgcych duzg
czestos¢ wystepowania IR w tkankach nowotworowych, np. w guzach piersi [225], ich zwigzek z
ekspresjg niefunkcjonalnych biatek zostat wykazany tylko na kilku przyktadach. Przyktadowo, cyklina
D1b to biatko, ktérego ekspresja jest nasilona w raku prostaty i przetyku. Transkrypt wyrazany w
komérkach nowotworowych ma zachowany intron, ktéry zawiera przedwczesny kodon terminacji,
ktorego dziatanie prowadzi do produkcji skréconej formy cykliny 1D [226, 227]. Jednakze zachowanie
intronu w transkrypcie nie musi mie¢ negatywnego wptywu na funkcjonowanie komoérek. Na
przyktad, zachowanie intronéw 12-13 w genie kalcyneuryny prowadzi do ekspresji nowej izoformy
biatka — CnAP1l. Ekspresja alternatywnej formy biatka poprawia czynnosé¢ serca i zmniejsza
powstawanie blizn po zawale miesnia sercowego [228]. Tym samym zasadnym jest poszukiwanie
transkryptéw IR jako potencjalnych wskaznikdw cech istotnych klinicznie. Dobrym przyktadem jest
transkrypt kodujgcy swoisty antygen sterczowy, PSA (ang. prostate-specific antygen). Poziom PSA jest
wskaznikiem uzywanym do wykrywania i monitorowania przebiegu raka prostaty. Badania wykazuja,
ze w ponad potowie przypadkéw nowotworéw prostaty dochodzi do zachowania intronu 4 w

transkryptach kodujgcych PSA. Tym samym wykonanie testu na obecnos¢ intronu mogtoby poprawic
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wykrywalno$é raka prostaty [229, 230]. Dotychczas opisanych jest tylko kilka przyktadéw retencji
intronu w o$rodkowym uktadzie nerwowym. Warto przytoczyé przyktad genu PRX kodujgcego biatko
periaksyne, ktéremu przypisuje sie udziat w stabilizacji struktury ostonki mielinowej. Retencja intronu
w transkrypcie powoduje produkcje skréconego biatka o odmiennej, cytoplazmatycznej, lokalizacji
komodrkowej [231]. W moich wynikach odnajduje szereg regulowanych transkryptéw z retencja
intronu, m.in. Ucp2, Trim2, Tial, Nrxnl, Ptbp2, Clk1 czy Dclk1. Geny te mogg petni¢ wazne funkcje w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Na przyktad wykazano, ze gen Trim2 petni kluczowg role we
wzroscie neurytédw oraz jest zaangazowany w proces neurodegeneracji [232, 233]. Kolejnym
przyktadem jest gen NRXN1, ktorego polimorfizmy tgczone sg z patogenezg schizofrenii, z uwagi na
zmiennos¢ liczby kopii tego genu u oséb chorych [234]. Dodatkowo delecje i mutacje punktowe w
genie NRXN1 sg zwigzane z szerokim spektrum zaburzen neuropsychiatrycznych i neurorozwojowych,
w tym autyzmu, niepetnosprawnosci intelektualnej lub epilepsji. Wykazano asocjacje pomiedzy
polimorfizmami genu NRXN1 a skutecznoscig leczenia atypowymi neuroleptykami u oséb cierpigcych
na schizofrenie [235]. Dane literaturowe wskazujg, ze u osdb chorych na schizofrenie mutacje
punktowe mogg wystepowalé rdwniez w obszarze promotora genu NRXN1 modyfikujgc wigzanie
czynnikdéw transkrypcyjnych. W moich badaniach zwrdécitam uwage na alternatywne transkrypty z
retencjg intronu dwéch gendw Clk1 i Dclkl. Oba geny zaangazowane sg w procesowanie RNA oraz
modulacje splicingu pre-mRNA. W szczegdlnosci Clk1 jest przedmiotem intensywnych badan jako cel

potencjalnej terapii chordb osrodkowego uktadu nerwowego [236].
3. Charakterystyka wybranych genéw regulowanych podaniem lekéw psychotropowych

Sposrad listy gendw rdznigcych sie profilem ekspresji po podaniu lekédw psychotropowych
wytypowano cztery do dalszej weryfikacji metodg qPCR: Map6, Clk1, Bhlhe40 oraz Dclkl. Wybrane
geny charakteryzowaty sie zréznicowanym profilem regulacji w badanych tkankach z wyraing
regulacjg jednego sposrdd kilku transkryptu gendw. Ekspresja tych transkryptéw po podaniu

wybranych lekéw psychotropowych nie zostata dotychczas opisana w literaturze.

Pierwszym badanym genem byt Map6 (Microtubule Associated Protein 6) - gen kodujacy
biatko zwigzane z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein). W niektérych typach
komérek, takich jak neurony, fibroblasty i komodrki glejowe, wystepuje subpopulacja mikrotubul,
ktora pozostaje stabilna w warunkach takich jak ekspozycja na niskie temperatury lub zwigzki
dziatajgce depolaryzujgco na mikrotubule, np. nokodazol [237]. Odkryto, ze biatko MAP6 (nazywane
inaczej biatkiem STOP) jest zaangazowane w proces stabilizacji tych odpornych mikrotubul. Wiele
informacji dotyczacych tych biatek pochodzi z eksperymentéw na myszach, u ktérych zablokowano

funkcjonowanie genu Map6 (tzw. myszy ,MAP6 null”). Myszy te wykazujg szereg defektéw
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plastycznosci synaptycznej i przekaznictwa neuronalnego prowadzacych do powaznych zaburzen
zachowania. Co ciekawe, zaburzenia te mogg by¢ ztagodzone podaniem neuroleptykdw
(haloperydolu z chloropromazyng, rysperydonu lub klozapiny). Efekty neuroleptykéw sugeruja
mozliwos¢ wykorzystania myszy MAP6 null jako modelu zaburzen psychotycznych [238, 239]. Wyniki
badan genetycznych u ludzi potwierdzajg powigzanie genu MAP6 oraz predyspozycji do schizofrenii.
Stad tez Map6 modgtby by¢ potencjalnym biomarkerem wczesnej diagnostyki schizofrenii [240]. Gen
Map6 ulega alternatywnej transkrypcji i translacji do réznych wariantéw biatek MAP6, ktére sg
specyficzne tkankowo i rozwojowo. W neuronach dochodzi do ekspresji dwdch wariantow N-STOP i
E-STOP (o0 masie czasteczkowej odpowiednio: 120 kDa i 79 kDa), fibroblasty ekspresjonuja biatko F-
STOP (42 kDa), oligodendrocyty O-STOP (89 kDa) za$ astrocyty A-STOP (60 kDa) [241]. W
przedstawionych wynikach wykazano regulacje ekspresji wariantu o alternatywnym ostatnim eksonie
po podaniu wybranych lekédw psychotropowych. Ten wariant nazywany jest w literaturze izoformg 2 i
wykazano, ze jego ekspresja jest podwyzszona w korze przedczotowej (w polu Brodmanna 46)
pacjentéw ze schizofrenig w stosunku do osdb zdrowych [240]. Analiza ekspresji uzyskana metodg
gPCR czesciowo potwierdza dostepne dane literaturowe. W moich wynikach mianseryna powoduje
obnizenie ekspresji tego wariantu Map6, zas metamfetamina powoduje wzrost jego ekspresji w NAc.
Z literatury wiadomo, ze wiele objawdéw indukowanej metamfetaming psychozy jest podobnych do
objawéw pozytywnych obserwowanych u pacjentdw ze schizofrenig [242]. Z kolei mianseryna jest
stosowana u pacjentdw ze schizofrenig w potgczeniu z neuroleptykami i wykazano, ze tagodzi objawy
negatywne [243]. Co ciekawe, zaden z testowanych neuroleptykéw nie wptywat na ekspresje
krétszego wariantu Map6. Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze profil ekspresji wskazanego wariantu
Mapé6 inaczej prezentowat sie w korze przedczotowej, gdzie jego ekspresja ulegata obnizeniu po
podaniu ketaminy. Ketamina jest znana ze swoich wtasciwosci psychozomimetycznych zaréwno u
zdrowych oséb jak i u cierpigcych na schizofrenie [244]. Na tym etapie ciezko jednoznacznie
zinterpretowac regulacje Map6 w kontekscie schizofrenii, jednakze uzyskane wyniki dopetniajg
obecny stan wiedzy. Na podstawie dostepnej literatury zidentyfikowany wariant jest
prawdopodobnie wariantem neuronalnym, jednakze w przedstawionej w rozprawie analizie
komérkowej nie udato sie zidentyfikowac tego transkryptu w bazie danych sekwencjonowania

transkryptomu pojedynczych komaérek.

Drugi gen regulowany, ktéry regulowany jest w przeciwstawny sposdob w efekcie dziatania
mianseryny i metamfetaminy to Clk1 (CDC Like Kinase 1). Gen ten koduje biatko nalezgce do rodziny
CDC2-podobnych kinaz biatkowych, ktére mogg fosforyzowaé zaréwno reszty tyrozyny, jak i seryny i
treoniny. Biatka te odgrywajg wazng role w regulacji procesu splicingu poprzez fosforylacje biatek

zaangazowanych w wycinanie intronéw. Z tego powodu biatka te sg interesujgcym celem dla rozwoju
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nowych lekdw, m. in. w terapii dystrofii miesniowej Duchenne'a [236]. Regulowany w
przedstawionych badaniach wariant zawiera retencje intronu i jest opisany jako transkrypt
niekodujacy. Analiza hierarchiczna wykazata, ze profil jego ekspresji pasuje do grupy nr 4 czyli
transkryptéw o obnizonej ekspresji po mianserynie w dwdch badanych strukturach mézgu.
Porédwnanie z bazg profili pojedynczych komérek wskazato, ze jest to wariant neuronalny i ulega

ekspresji zarowno w neuronach GABAergicznych jak i glutaminergicznych.

Ostatni z przyktadowych transkryptow ulegajgcych regulacji to wariant genu Bhlhe40 (Basic
Helix-Loop-Helix Enhancer 40). BHLHE40 jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry moze dziataé
zarowno jako bezposredni represor transkrypcji poprzez wigzanie do sekwencji E-Box (CACGTG)
[245], jako czynnik aktywujgcy poprzez wigzanie do miejsc Spl [246] jak i réwniez posrednio poprzez
interakcje z innymi czynnikami transkrypcyjnymi. Gen Bhlhe40 zaangazowany jest m.in. w odpowied?
komérki na hipoksje, uszkodzenia DNA oraz niektdére funkcje zwigzane z metabolizmem komorki
[245]. Jego poziom ekspresji w mdzgu myszy jest relatywnie wysoki, szczegdlnie w obszarach
hipokampa i kory, natomiast rola tego genu w dziataniu uktadu nerwowego jest wcigz przedmiotem
badan. Wykazano, ze uszkodzenie osrodkowego uktadu nerwowego wywotane podaniem kwasu
kainowego wptywato na wzrost ekspresji Bhlhe40 w hipokampie i korze mézgu myszy [247]. Ponadto,
dane z badah na myszach transgenicznych z ablacjg genu Bhlhed40 wskazaty w hipokampie na
zwiekszong ekspresje izoformy Bdnf, bedacej pod kontrolg regulowanego aktywnoscig komdrkowa
promotora 4. Wyniki te sugeruja, ze Bhlhe40 wptywa na pobudliwos¢ neurondéw poprzez regulacje
zaleznej od aktywnosci ekspresji Bdnf [248]. W moich wynikach zaobserwowatam w NAc zwiekszong
ekspresje gtdwnej izoformy genu Bhlhe40 wywotang podaniem haloperydolu lub metamfetaminy. Jak
juz wczesniej wskazywatam podanie haloperydolu i metamfetaminy powoduje wzrost ekspres;ji
gendw zwigzanych z aktywnoscig neuronalng, np. c-Fos lub Egrl w dwdch typach neurondéw szlaku
posredniego i bezposredniego. Jednakze nie odnalaztam w danych literaturowych przestanki do
whnioskowania, ze regulacja Bhlhe40 odbywa sie w odmiennych populacjach neurondw prazkowia
[64]. Ponadto, nowg obserwacjg jest fakt, ze znamienny wzrost ekspresji Bhlhe40 w korze
przedczotowej wywotany zostat jedynie podaniem rysperydonu. Co ciekawe, zgodnie z danymi z
profilowania pojedynczych komodrek kory mozgu, Bhlhe40 wyrazany jest jedynie w neuronach
glutaminianergicznych, stad przypuszczam, ze moze to wskazywad na czesciowo specyficzne dziatania

rysperydonu wtasnie na ten typ komorek.

4. Wybiodrcza regulacja ekspresji transkryptow genu Dclk1

Uzyskane wyniki wskazujg na istnienie nowej izoformy Dclk1 (Dclk1-m), ktérej ekspresja jest

indukowana w jadrze pétlezagcym i korze przedczotowej myszy po podaniu lekdw psychotropowych.
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Regulacja ta jest szczegdlnie widoczna w przypadku stosowania substancji, ktére wptywajg na
sygnalizacje od receptora serotoninowego 5HT2A / C (tj. mianseryna i rysperydon). Nalezy zauwazyd¢,
ze wymienione leki nie sg specyficzne w swoim dziataniu farmakologicznym czyli dziatajg
jednoczesnie na wiele receptoréw, m.in. takze na receptory dopaminy D2 i adrenergiczne al. W
zwigzku z czym transkrypcja moze byé wywotana przez aktywnos¢ wiecej niz jednego typu
receptorow obecnych na neuronach. Zaobserwowatam, ze Dclkl-m jest gtdwnym, by¢ moze

wytgcznym transkryptem Dclk1, ktérego ekspresja jest regulowana przez leki.

Gen Dclkl ma ztozong strukture i posiada co najmniej 15 znanych wariantow
transkrypcyjnych. Proces regulacji transkrypcji oraz funkcjonalne znaczenie poszczegdlnych
wariantdw Dclk1 nie sg opisane. Dclk1 zostat po raz pierwszy opisany jako gen swoisty dla mdézgu,
jednak w ostatnich latach prowadzone byty intensywne badania jego funkcji poza osrodkowym
uktadem nerwowym. Stwierdzono, ze Dclk1 ulega ekspresji w réznych komdrkach nowotworowych
[22], petnigc znaczacy role we wzroscie guzéw. Jednak mechanizm karcynogenezy oraz kliniczne
znaczenie jako potencjalnego markera diagnostycznego nie s3 w petni jasne [23]. Opisana w
niniejszej pracy analiza ujawnia specyficzng dla regionu mézgowego regulacje ekspresji izoform Dclk1
w odpowiedzi na podanie kilku lekéw psychotropowych. Zgodnie z mojg wiedzg jest to pierwsze w
literaturze doniesienie, pokazujgce regulacje Dclk1 na poziomie pojedynczych eksondw. Moje wyniki
sg zgodne z wczesniejszymi ustaleniami wskazujgcymi na regulacje w obrebie srodkowego obszaru
genu Dclkl oraz ekspresje krotkiego wariantu tego genu. Dodatkowo uzupetniajg wczes$niejsza

wiedzg poprzez identyfikacje wariantu zawierajgcego retencje intronu Dclk1-m.

Dotychczas opisany krotki transkrypt Dclk1 okreslony jako Carp (znany tez jako Ania-4) zostat
zaklasyfikowany jako IEG. Aktywacja ekspresji tego wariantu zachodzi w neuronach prazkowia w
ciggu kilku minut od stymulacji receptora dopaminy D1 [123]. Natomiast w hipokampie
zaobserwowano wzrost ekspresji Carp po podaniu agonisty receptora kainowego (kwasu kainowego)
[249], po adrenalektomii [180], po dtugotrwatym wzmocnieniu synaptycznym wywotanym
neurotroficznym czynnikiem pochodzenia mézgowego [250] oraz powtarzanej ekspozycji na
glutaminian w hodowlach skrawkéw hipokampu [251]. Dotychczas przeprowadzono tylko jedno
badanie pokazujgce regulacje ekspresji Dclk1 przez leki psychotropowe. Duncan i wsp. wykazali, ze
chroniczne podania haloperidolu, ale nie klozapiny lub olanzapiny, wptywajg na transkrypcje Dclk1
[133]. Uzyskane przez nich wyniki nie dajg mozliwosci odrdznienia czy zaobserwowany wzrost
dotyczy izoform Dcl, Carp czy Dclkl-m. Identyfikacja wariantu Dclkl-m wplywa rdéwniez na
interpretacje poprzednich doniesien opublikowanych przez nasz Zespdt, w ktorych wykryto wzrost
ekspresji Dclkl po podaniu mianseryny i rysperydonu [2, 3, 13]. Ze wzgledu na ograniczenia

dotyczace metodologii stosowanej w poprzednich badaniach, nie miaty one mozliwosci okreslenia,
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ktore transkrypty byly regulowane przez dziatanie lekéw. Sondy stosowane w mikromacierzach
zostaty zaprojektowane w sposéb pozwalajgcy na réwnoczesny pomiar zmian abundancji réznych
transkryptéw genu Dclk1, zaréwno Dclk1l-m, Carp jak i Dcl. Tym samym wyniki opublikowane przez
innych autoréw réwniez mogty wykrywac¢ zmiany w ekspresji Dclkl-m jezeli dokonywano detekgji
sekwencji obecnych we wszystkich transkryptach. Po pierwszej analizie wynikow RNAseq zaktadatam,
ze podanie leku reguluje ekspresje specyficznych dla mézgu izoform Dclk1 z alternatywnym ostatnim
eksonem - Dcl lub Carp. Przeprowadzona przeze mnie dogtebna analiza wynikédw sekwencjonowania
transkryptomu wykazata, ze podanie lekéw psychotropowych indukowato ekspresje wczesniej
nieznanego transkryptu genu Dclk1. Ekspresja tego transkryptu ulegata zmianie w NAc w odpowiedzi
na mianseryne i rysperydon, a w PFCx tylko na mianseryne. Izoforma Dclkl-m zawiera retencje
intronu pokrywajgca srodkowg czes¢ locus Dclk1. Wynik ten moze sugerowac, ze produkt transkrypcji
zawierajacy zdefiniowany intron moze byc istotny dla dziatania tych lekéw. Zaréwno mianseryna, jak i
rysperydon wykazujg wysokie powinowactwo do receptoréow 5-HT2A. Obserwacja ta sugeruje, ze
receptory serotoninowe mogg posredniczy¢ w aktywacji transkrypcji Dclkl-m. Warto dodaé, ze
badania genetyczne wykazaly asocjacje wystepowania specyficznych polimorfizméw DCLK1 oraz
sktonnosci do rozwoju schizofrenii. Zatem gen Dclkl moze by¢ zaangazowany zaréwno w etiologie,

jak i leczenie przyczynowe tej psychopatologii.

Na podstawie opisanych w przedstawionej rozprawie wynikdw mozna stwierdzié, ze
wywotana zmiana poziomu abundancji transkryptu Dclkl-m w mdzgu ma charakter przejsciowy i
utrzymuje sie przez kilka godzin od podania leku. Najprawdopodobniej Dclkl-m nie ulega kumulacji
poniewaz zmiany nie zostaty wykryte po wielokrotnych podaniach mianseryny. Co ciekawe, Dclk1l-m
potencjalnie koduje krotki peptyd, ktéry obejmuje sekwencje bogatg w seryne i proline. Stosujac
spektrometrie masowa, potwierdzitam obecnosé matych biatek zawierajgcych domene bogatg w SP,
ktore mogtyby odpowiada¢ CARP lub DCLK1-M. Uzyskane wyniki sugerujg, ze zidentyfikowany
wariant moze ulegac translacji. Postulowana funkcja domeny bogatej w SP, obecnej zaréwno w
peptydzie CARP jak i DLCK1-M, jest zwigzana z interakcjg z innymi biatkami. Zgodnie z dostepng
wiedzg, endogenny peptyd CARP nigdy nie zostat zidentyfikowany in vivo. W literaturze wskazuje sie,
ze domena SP bedzie oddziatywad z biatkami zawierajgcymi domene homologii Src 3 (SH3) [252]. W
doswiadczeniach in vitro, stwierdzono iz CARP oddziatuje z biatkiem adaptorowym zwigzanym z
receptorem czynnika wzrostu 2 (Grb2), ktére zawiera domeny SH3 [180]. Czynnik Grb2 bierze udziat
w tworzeniu kolcéw dendrytycznych, co ma kluczowe znaczenie dla rozwoju synaps [253] i jest
zaangazowany w regulacje dynamiki cytoszkieletu [254] oraz w aktywacje kinazy Ras-ERK [255].
Zatem zaobserwowany wptyw lekéw psychotropowych na ekspresje Dclkl-m moze ujawniac sie w

procesach kontroli plastycznosci neuronalnej. Na podstawie przedstawionych wynikow nie jest
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jednak mozliwe jednoznaczne ustalenie, czy Dclkl-m ulega translacji, chociaz potwierdzilismy

obecnos¢ w badanych prébkach peptyddéw pochodzacych z Dclk1-m lub Carp.

Niedawno opublikowana praca wskazuje na udziat DCLK1 w rozwoju dendrytéw [256].
Obnizenie poziomu endogennego DCLK1 wptywa na poziom ztozonosci rozgatezien dendrytycznych i
catkowitg dtugos¢ dendrytéw in vitro w neuronach. DCLK1 odgrywa kluczowg role w transporcie
cargo do dendrytéw; w szczegdlnosci domeny DCX sg konieczne dla zachowania prawidlowego
transportu pecherzykow o gestym rdzeniu (DCV, ang. dense-core vesicle), co powoduje wzrost
dendrytéow oraz uwalnianie peptydéw neuromodulatorowych [257, 258]. Warto zauwazy¢, ze
aktywnos¢ kinazowa DCLK1 nie jest wymagana dla jego zdolnosci do wigzania mikrotubul. Sugeruje
sie, ze jeden z wariantéw zawierajgcych C-koricowg cze$¢ DCLK1 (CPG16) moze by¢ czynnikiem
biorgcym udziat w przebudowie synaps. W badaniach in vitro, CPG16 autofosforyluje i fosforyluje
biatko zasadowe mieliny MBP (ang. myelin basic protein), ale in vivo substrat CPG16 nie zostat
potwierdzony. CPG16 moze by¢ aktywowany przez sciezke sygnatowania wewngtrzkomoérkowego
zalezng od aktywnosci kinazy PKA. W literaturze sg doniesienia sugerujgce, ze rola CARP moze
polegaé zarédwno na modulowaniu aktywnosci kinazy [249], jak i na wzmacnianiu indukowanej przez
DCL polimeryzacji tubuliny [259] in vitro. Proponowane funkcje w plastycznosci synaptycznej opierajg
sie w duzej mierze na analizie strukturalnej in silico. Mozna przypuszczaé, ze cze$¢ aktywnosci

przypisywanych wariantowi CARP moze by¢ w znacznej cze$ci wigzana z dziataniem DCLK1-M.

Wyniki otrzymane metodg sekwencjonowania transkryptomu pozwolity na dodatkowg
interesujgcy obserwacje. Zauwazytam, ze poziomy i réznice w proporcjach izoform Dclk1 ograniczajg
mozliwosc¢ jego badania w uktadach in vitro. Izoformy gendw zalezne od promotora zlokalizowanego
,wczesniej” ulegajg ekspresji u myszy we wczesnych etapach zycia (PO-P5), podczas gdy transkrypty
pochodzace z kolejnych promotoréw sg czesciej ekspresjonowane u zwierzat dorostych [217].
Zgodnie z literaturg, w przedstawionych w rozprawie wynikach najliczniej wystepujaca izoforma genu
Dclk1 zaréwno w NAc, jak i PFCx jest Cpgl6 [179]. Wariant Carp byt opisywany w niektdrych pracach
jako specyficzny dla dorostych osobnikéw. Inne doniesienia pokazujg, ze jego ekspresja w médzgu
myszy nie jest wykrywalna w warunkach podstawowych, ale gwattownie wzrasta po stymulacji
dopaminergicznej [123]. Z kolei ekspresje Dcl opisano w specyficznych populacjach komérek
nerwowych i postulowano jej zaangazowanie w neurogeneze u osobnikéw dorostych [260, 261]. Stad
tez bytam zaskoczona wykryciem petnej dtugosci izoformy Dclkl w PFCx, podczas gdy wczesniejsze
doniesienia wskazywaty na to, ze ulega ona ekspresji tylko we wczesnym okresie rozwoju mozgu
[179, 259]. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzam, ze poziomy ekspresji réznych izoform
Dclk1 mogg wykazywaé wzorce specyficzne dla regionu mdzgu. Ponadto, poréwnatam wtasne wyniki

z poziomem ekspresji izoform Dclkl w pierwotnych hodowlach neuronéw i astrocytow.
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Zaobserwowatam znaczace rdznice w poziomach ekspresji izoform Dclkl pomiedzy réznego typu
hodowlami pierwotnymi oraz tkankami mdzgu [60]. Szczegdlnie byto to wyrazne dla izoformy Cpgl6,
ktdra byta ekspresjonowana na wysokim poziomie in vivo, natomiast byta praktycznie niewykrywalna
w hodowlach komérkowych. Z kolei petnej dtugosci transkrypt Dclkl byt obecny na relatywnie
wysokim poziomie ekspresji w hodowanych neuronach w stosunku do tkanek modzgowych. To
odkrycie nie jest zaskakujace, poniewaz pierwotne hodowle neuronéw pochodzg z zarodkéw myszy
czyli z rozwijajacego sie mozgu. Ponadto pobudzenie neuronéw kwasem kainowym (indukcja
ekspresji gendw regulowana przez aktywnosc¢) lub astrocytow deksametazonem (ekspresja genowa
zalezna od GR) nie wptyneto znamiennie na ekspresje zadnej z izoform Dclk1. Dlatego uwazam, ze z
uwagi na ograniczenia wynikajace ze zmiany proporcji ekspresji izoform genu Dclk1 w warunkach in
vitro, badania mechanizméw regulujgcych ekspresje izoform Dclkl w mdzgu powinny byé

prowadzone z wykorzystaniem metod in vivo u dorostych zwierzat.

5. Wykorzystanie wynikéw pochodzacych z sekwencjonowania transkryptomu pojedynczych

komorek

Wyzwaniem stojgcym obecnie przed neuronaukg jest integracja duzych zbioréw danych
uzyskanych przy pomocy rdinych, wysokoprzepustowych metod. Celem pofaczenia wynikéw
pochodzacych z réinych Zrddet jest mozliwos¢ wyciggniecia dodatkowych wnioskéw na temat
procesow biologicznych zachodzacych w osrodkowym uktadzie nerwowym pod wptywem lekdéw
psychotropowych. W przedstawionej rozprawie podjetam prébe integracji wtasnych wynikéw badan
z danymi uzyskanymi wczes$niej w naszym Zaktadzie z wykorzystaniem mikromacierzy DNA oraz z

dostepnymi danymi literaturowymi dotyczgcymi sekwencjonowania mRNA pojedynczych komorek.

Dane z odczytu transkryptomu pojedynczych komdrek kory wzrokowej wykorzystane do
porédwnania ze zmianami wywotanymi podaniem lekdw w badanych tkankach. Wykonane analizy
pozwolity na przeprowadzenie proby przypisania zidentyfikowanych transkryptéw do konkretnych
typéw komadrek nerwowych. Wskazatam na prawdopodobng ekspresje transkryptéw Bhlhe40, Arc,
Fos oraz Homerl w neuronach glutaminergicznych. Neurony glutaminergiczne to neurony
pobudzajgce zaangazowane w proces dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego, wiec ekspresje
tych transkryptéw mozna bezposrednio potgczy¢ z modulacjg proceséw neuroplastycznych lub
stabilizacja zmian wywotanych podaniem lekéw psychotropowych. Dotychczas wykazywano
specyficzno$¢ neuronalng genu Arc poprzez wykorzystanie metody immunohistochemicznej
kolokalizacji z markerem neuronalnym NeuN [262]. W przytoczonej pracy ekspresja genu Arc byta
regulowana w zaleznosci od uzytego bodica zaréwno w neuronach glutaminergicznych jak i

GABAergicznych. Czes¢ IEGs jest ekspresjonowana takze w pozostatych typach komaérek nerwowych



V. Dyskusja 88

[263]. Moje badania sugerujg, ze regulacja grupy transkryptéw po podaniu wybranych lekow

psychotropowych jest ograniczona do neurondéw glutaminergicznych.

Ponadto, wsrdd zadnotowanych transkryptéw udato sie potwierdzi¢, ze geny o ekspres;i
zaleznej od GR np. transporter glukozy Slc2al oraz regulator transkrypcji Tsc22d3 wykazujg
relatywnie wysoki poziom mRNA w komoérkach glejowych. Nalezy stwierdzi¢, ze profile ekspresji
gendw z grup nr 3i 4 regulowanych podaniem lekéw sg mniej specyficzne komérkowo. Potwierdza to
moja hipoteze, w ktérej wskazatam, ze transkrypty grup 3 i 4 mogg by¢ zwigzane z ogdlnym
nakierowaniem serotoniny na dziatanie postsynaptyczne. Tym samym aktywacji ulegajag w podobnym
stopniu rézne typy komdrek nerwowych, ktére wykazujg ekspresje receptoréw serotoninowych 5HT1
czyli zardwno neurony jak i komdrki glejowe. Niestety, nie wszystkie z regulowanych transkryptéw
kory przedczotowej i jadra potlezgcego przegrody znalazty odwzorowanie w zbiorze danych
pojedynczych komdrek kory wzrokowej. Analiza danych transkryptomu pojedynczych komérek kory
wzrokowej istotnie wzbogacita uzyskane wyniki sekwencjonowania jednakze nie scharakteryzowata
kazdego zidentyfikowanego transkryptu. Z pewnoscig zastosowanie analizy pojedynczych komérek
pochodzacych z NAc i PFCx dostarczytoby bardziej adekwatnych danych do poréwnania. W literaturze
sg co prawda opisane dane pochodzace z sekwencjonowania pojedynczych komérek innych
obszaréw madzgu np. prazkowia [64, 264], jednakze ich dostepnos¢ jest ograniczona z uwagi na brak
surowych wynikéw w odpowiednim formacie. W przypadku wykorzystanego w przedstawionej
rozprawie transkryptomu pojedynczych komadrek kory wzrokowej autorzy pracy umiescili w bazie SRA
(ang. Sequence Read Archive) odczyty uliniowione do genomu mm10, a wiec zgodnego z tym, na
podstawie ktdérego wykonana byta analiza moich danych. Dzieki temu, w obu analizach jesli
wskazywany jest transkrypt, to mam pewnosé, ze jest to doktadnie taki sam fragment genomu.
Dlatego mozliwe byto bezposrednie poréwnanie poziomu ekspresji transkryptu z analizy wariantéw
regulowanych podaniem lekdw z jego poziomem ekspresji w komodrkach. Trudnosci z
wykorzystaniem zewnetrznych danych sekwencjonownaia transkryptomu mogg takze wynikaé ze
sposobu projektowania eksperymentu i analizy danych z pojedynczych komérek. Komérki mézgu,
ktore sg wrazliwsze na procedury izolacji komédrek, np. neurony, mogg zosta¢ mogg zostaé
zniszczone w toku eksperymentéw. Ponadto w przypadku, gdy sekwencjonowana jest ogromna liczba
pojedynczych komoérek, czesto odbywa sie to kosztem gtebokosci sekwencjonowania i czesc
informacji o mniej abundantnych transkryptach moze zosta¢ utracona. Z pewnosciag w kolejnych
latach powstang narzedzia bioinformatyczne poprawiajgce zdolno$¢ poréwnania danych z
sekwencjonowania transkryptomu réznych tkanek i pojedynczych komérek, uwzgledniajgce przy tym

opisane powyzej ograniczenia metodologiczne.
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VI. Podsumowanie i wnioski

Ztozono$¢ efektéw molekularnych lekéw psychotropowych w mdzgu powinna by¢
interpretowana w konteks$cie ich wielopoziomowego wplywu na zachowanie oraz fizjologie
organizmu. Sygnatury biologiczne dziatania poszczegdlnych lekéw sg odwzorowaniem zaangazowania
zestawu systemOw transmiterdw pracujacych w uktadzie nerwowym. Na poziomie genomu
modulacja wewnatrzkomérkowych $ciezek przekazu sygnatu skutkuje zmiang transkrypcji
docelowych gendéw. Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wyniki potwierdzaja, ze
sekwencjonowanie RNA daje mozliwos¢ pozyskania zupetnie nowej warstwy informacji, dotyczace;j
ekspresji alternatywnych transkryptéw gendéw. Stwierdzitam, ze obserwacja ekspresji genéw na
poziomie pojedynczych transkryptéw ma kluczowe znaczenie dla poprawnosci interpretacji wynikéw

zmian wywotanych podaniem lekdéw.

W powyiszej rozprawie przedstawitam wptyw szesciu lekéw psychotropowych na
transkryptomy dwéch struktur moézgu myszy. Szczegdlnie ciekawym rezultatem przedstawionych
badan jest identyfikacja stosunkowo duzej grupy transkryptéw niekodujgcych produktéw biatkowych
zawierajacych retencje intronu. Szereg informacji wskazuje, ze transkrypty zawierajace introny moga
petni¢ w komédrce funkcje regulatorowe. Jednak rola tego rodzaju alternatywnego splicingu jak
dotychczas jest stabo poznana. Przedstawione rezultaty badan stanowig przestanke do
przeprowadzenia kolejnych eksperymentéw, analizujagcych znaczenie zmian ekspresji transkryptéw

zawierajgcych retencjg intronu dla mechanizmu dziatania lekéw psychotropowych.

Ponadto, scharakteryzowatam ekspresje czterech nowych, ciekawych funkcjonalnie gendw:
Mapé6, Bhlhe40, Clk1 i Dclk1. Wybrane do badan leki psychotropowe regulujg ekspresje jednej z kilku
izoform kazdego z tych gendéw. Dodatkowo, zmiany ekspresji genu Dclkl zostaty szczegétowo
przebadana w rdznych punktach czasowych. Wykazatam specyficzng regulacje kroétkiego wariantu
Dclk1 zawierajacego retencje intronu. Nowo zidentyfikowany wariant Dclkl-m jest regulowany w
mozgu myszy w odpowiedzi na podania mianseryny i rysperydonu. Indukcja ekspresji Dclkl-m zanika
po 8 godzinach lecz mozliwa jest detekcja produktu biatkowego fragmentu genu Dclk1. Doktadna
rola Dclkl-m pozostaje nieznana, aczkolwiek interpretacja zaobserwowanych zmian nasuwa kilka
mozliwych funkcji Dclk1-m. Konieczne jest wykonanie dalszych badan w celu potwierdzenia ekspres;ji

biatka DCLK1-M i jego roli w osrodkowym uktadzie nerwowym.

Przewidywanie skutkow dziatania lekow psychotropowych w klinice w oparciu o wzorce
transkrypcji wcigz pozostaje nieosiggalne. Przygotowanie doktadnego opisu mechanizmoéw dziatania

poszczegdlnych lekow psychotropowych na poziomie molekularnym jest konieczne dla uzyskania
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petnego obrazu zmian zachodzacych w modzgu. Zbiér informacji o zmianach transkrypcji
wywotywanych przez leki moze w przysztosci stanowié jeden z filaréw personalizacji stosowanego
leczenia. W najblizszych latach neurogenomika stanie przed koniecznoscig rozbudowywania i
integracji wielu baz danych w celu tworzenia uzytecznych narzedzi utatwiajacych analize ekspres;ji

gendw na poziomie zdarzen transkrypcyjnych zachodzacych w pojedynczych komérkach nerwowych.
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VIIl. Wykaz wybranych skrétow

AFE, alternative first exon — alternatywny
pierwszy ekson

ALE, alternative last exon — alternatywny

ostatni ekson

cAMP, cyclic AMP — cykliczne AMP

CARP, CaMK-related peptide — peptyd

pozwigzany z CaMK

ChIP-seq, chromatin immunoprecipitation-
sequencing — immunoprecypitacja chromatyny
oraz sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

CNE, constitutive next exon — ekson
konstytutywny

CREB, cAMP response element binding -
biatko wigzace sekwencje CRE

DAT, dopamine transporter — transporter
dopaminy

Dclk1, doublecortin like kinase 1 — kinaza Dclk1

DRD1, Dopamine receptor D1 — receptor

dopaminowy D1

DRD2, Dopamine receptor D2 — receptor

dopaminowy D2

FDR, false discovery rate — spodziewany
odsetek wynikéw fatszywie dodatnich

FPKM, fragments Per Kilobase of transcript
per Million fragments mapped - liczba
odczytéw na tysigc nukleotydéw na 1 min na
0g6lng liczbe zmapowanych odczytow

GO, gene ontology — ontologia genu

GR, glucocorticoid receptor — receptor
glikokortykoidowy

GWAS, genome-wide association study -
badania asocjacyjne w skali catego genomu

HAL, haloperidol — haloperydol

IEG(s), immediate-early gene(s) — gen(y)
wczesnej odpowiedzi komdrkowej

IR, intron retention — retencja intronu

KET, ketamine — ketamina

mAchR, muscarinic acetylcholine receptor —

receptor muskarynowy

MET, methamphetamine — metamfetamina

MIA, mianserin — mianseryna

miRNA, micro RNA — mikro RNA

NAc, nucleus accumbens — jadro potlezace
przegrody

ncRNA, non-coding RNA — niekodujgce RNA

NET, norepinephrine transporter — transporter

noradrenaliny

NGS, next generation sequencing —
sekwencjonowanie nastepnej generacji

NMDA, N-methyl-D-aspartate — N-metylo-D-
asparaginian

PFCx, prefrontal cortex — kora przedczotowa

PKA, protein kinase A — kinaza biatkowa A

gqPCR, quantitative polymerase chain reaction
— reakcja taricuchowa polimerazy

RISP, risperidone — rysperydon
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SAL, sal - sdl

Sgkl, serum and glucocorticoid-requlated
kinase 1 — kinaza regulowana surowicg i

glikokortykoidami

snoRNA, small nucleolar RNA — mate
jaderkowe RNA

UTR, untranslated region -
ulegajacy translacji

WEN, venlafaxine - wenlafaksyna

region
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Rycina 1. Budowa genu oraz przyktady mozliwych wariantéw transkrypcji.
Rycina 2. Schemat dziatania lekéw psychotropowych poprzez modulacje proceséw
neuroplastycznych w mézgu.

Rycina 3. Wykorzystanie wynikéw profilowania zmian ekspresji gendw w mézgu do
klasyfikacji lekéw psychotropowych.

Rycina 4. Analiza integralnosci catkowitego RNA wyizolowanego z jadra potlezgcego
przegrody mdzgu myszy, wykonana przy uzyciu bioanalizatora.

Rycina 5. Graficzne podsumowanie procesu sekwencjonowania petnego
transkryptomu.

Rycina 6. Analiza wielkosci fragmentéw RNA po usunieciu rybosomalnego RNA, przy
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Dodatkowa Tabela S1. Listy transkryptow (Transkrypt ID), odpowiadajgcych im identyfikatorow genéw (Gene ID) i nazw gendow, ktore ulegaty regulacji po podaniu leku
w tkance. Analiza statystyczna wykonana zostata przy pomocy jednoczynnikowej ANOVA dla kazdej tkanki — NAc i PFCx (FDR <0,0001).

NAc PFCx NAc i PFCx

Transkrypt ID Gen ID Nazwa genu Transkrypt ID Gen ID Nazwa genu Transkrypt ID Gen ID Nazwa genu
ENSMUST00000000543 | ENSMUSG00000000531 | Grasp ENSMUST00000000080 | ENSMUSG00000000078 | KIf6 ENSMUST00000003640 | ENSMUSG00000003545 | Fosb
ENSMUST00000003310 | ENSMUSG00000003226 | Ranbp2 ENSMUST00000000188 | ENSMUSG00000000184 | Ccnd2 ENSMUST00000020145 | ENSMUSG00000019970 | Sgk1
ENSMUST00000003635 | ENSMUSG00000003541 | ler3 ENSMUST00000007433 | ENSMUSG00000098306 | Gm28040 ENSMUST00000020308 | ENSMUSG00000020108 | Ddit4
ENSMUST00000009790 | ENSMUSG00000009646 | Pla2g12b ENSMUST00000011492 | ENSMUSG00000027710 | Acad9 ENSMUST00000021413 | ENSMUSG00000021025 | Nfkbia
ENSMUST00000020692 | ENSMUSG00000020423 | Btg2 ENSMUST00000016670 | ENSMUSG00000016526 | Dyrk3 ENSMUST00000021674 | ENSMUSG00000021250 | Fos
ENSMUST00000023268 | ENSMUSG00000022602 | Arc ENSMUST00000020118 | ENSMUSG00000019960 | Dusp6 ENSMUST00000023779 | ENSMUSG00000023034 | Nr4al
ENSMUST00000023829 | ENSMUSG00000023067 | Cdknla ENSMUST00000020579 | ENSMUSG00000020330 | Hmmr ENSMUST00000024839 | ENSMUSG00000024042 | Sik1
ENSMUST00000025025 | ENSMUSG00000024190 | Duspl ENSMUST00000021135 | ENSMUSG00000020783 | Ncbp3 ENSMUST00000029846 | ENSMUSG00000028195 | Cyr61
ENSMUST00000025236 | ENSMUSG00000024378 | Stard4 ENSMUST00000022212 | ENSMUSG00000021701 | Plk2 ENSMUST00000035101 | ENSMUSG00000032515 | Csrnpl
ENSMUST00000025767 | ENSMUSG00000024847 | Aip ENSMUST00000023610 | ENSMUSG00000022893 | Adamts1 ENSMUST00000039388 | ENSMUSG00000034936 | Arl4d
ENSMUST00000030047 | ENSMUSG00000028362 | Tnfsf8 ENSMUST00000025003 | ENSMUSG00000024176 | Sox8 ENSMUST00000042818 | ENSMUSG00000035828 | Pim3
ENSMUST00000030623 | ENSMUSG00000028820 | Sfpq ENSMUST00000027215 | ENSMUSG00000026049 | Tex30 ENSMUST00000047906 | ENSMUSG00000034640 | Tiparp
ENSMUST00000031017 | ENSMUSG00000029135 | Fosl2 ENSMUST00000028111 | ENSMUSG00000026770 | Il2ra ENSMUST00000064922 | ENSMUSG00000052837 | Junb
ENSMUST00000033053 | ENSMUSG00000030789 | Itgax ENSMUST00000028829 | ENSMUSG00000027351 | Spred1 ENSMUST00000069620 | ENSMUSG00000055866 | Per2
ENSMUST00000035908 | ENSMUSG00000033730 | Egr3 ENSMUST00000029421 | ENSMUSG00000027832 | Ptx3 ENSMUST00000082432 | ENSMUSG00000007682 | Dio2
ENSMUST00000036884 | ENSMUSG00000033863 | KIf9 ENSMUST00000031446 | ENSMUSG00000070498 | Tmem132b ENSMUST00000102752 | ENSMUSG00000007617 | Homerl
ENSMUST00000037029 | ENSMUSG00000033960 | 9430020KO01Rik ENSMUST00000032194 | ENSMUSG00000030103 | Bhihe40 ENSMUST00000108229 | ENSMUSG00000028248 | Pnisr
ENSMUST00000040514 | ENSMUSG00000038894 | Irs2 ENSMUST00000038287 | ENSMUSG00000034765 | Dusp5 ENSMUST00000128851 | ENSMUSG00000030795 | Fus
ENSMUST00000041531 | ENSMUSG00000037246 | H2-M10.5 ENSMUST00000042970 | ENSMUSG00000041695 | Kcnj2 ENSMUST00000129577 | ENSMUSG00000026034 | Clk1
ENSMUST00000045903 | ENSMUSG00000032536 | Trakl ENSMUST00000043794 | ENSMUSG00000063646 | Jakmipl ENSMUST00000137596 | ENSMUSG00000027993 | Trim2
ENSMUST00000048207 | ENSMUSG00000040554 | Aipl1 ENSMUST00000047425 | ENSMUSG00000041308 | Sntb2 ENSMUST00000153056 | ENSMUSG00000021134 | Srsf5
ENSMUST00000052164 | ENSMUSG00000048337 | Npy4r ENSMUST00000049393 | ENSMUSG00000037007 | Zfp113 ENSMUST00000165033 | ENSMUSG00000038418 | Egrl
ENSMUST00000053949 | ENSMUSG00000044461 | Shisa2 ENSMUST00000049621 | ENSMUSG00000048001 | Hes5 ENSMUST00000183191 | ENSMUSG00000098061 | Gm26945
ENSMUST00000056028 | ENSMUSG00000042978 | Sbk1 ENSMUST00000050027 | ENSMUSG00000037362 | Nov ENSMUST00000195025 | ENSMUSG00000103220 | Gm37728
ENSMUST00000057859 | ENSMUSG00000048285 | Frmd6 ENSMUST00000050575 | ENSMUSG00000045691 | Thtpa ENSMUST00000197342 | ENSMUSG00000039735 | Fnbp1l
ENSMUST00000059692 | ENSMUSG00000031651 | Triml1 ENSMUST00000050970 | ENSMUSG00000029642 | Polrld ENSMUST00000204013 | ENSMUSG00000029817 | Tra2a
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ENSMUST00000072887 | ENSMUSG00000051885 | Olfr664 ENSMUST00000053855 | ENSMUSG00000046818 | Ddit4l
ENSMUST00000074056 | ENSMUSG00000061769 | Klra6 ENSMUST00000055738 | ENSMUSG00000031431 | Tsc22d3
ENSMUST00000074168 | ENSMUSG00000059429 | Olfr365 ENSMUST00000055770 | ENSMUSG00000049539 | Histlhla
ENSMUST00000077816 | ENSMUSG00000058019 | Ces5a ENSMUST00000057243 | ENSMUSG00000048572 | Tmem252
ENSMUST00000080094 | ENSMUSG00000057149 | Olfr1301 ENSMUST00000059449 | ENSMUSG00000050097 | Ces2b
ENSMUST00000082446 | ENSMUSG00000064380 | Gm26448 ENSMUST00000062125 | ENSMUSG00000048429 | 1810026J23Rik
ENSMUST00000083715 | ENSMUSG00000065649 | Snora74a ENSMUST00000067543 | ENSMUSG00000032501 | Tribl
ENSMUST00000088198 | ENSMUSG00000067679 | Obp1lb ENSMUST00000068792 | ENSMUSG00000055296 | Tmem245
ENSMUST00000093658 | ENSMUSG00000070167 | Snora57 ENSMUST00000069097 | ENSMUSG00000028842 | Ago3
ENSMUST00000093852 | ENSMUSG00000066687 | Zbtb16 ENSMUST00000071732 | ENSMUSG00000092086 | Gm6793
ENSMUST00000095759 | ENSMUSG00000071341 | Egrd ENSMUST00000073639 | ENSMUSG00000089789 | Rdhl
ENSMUST00000098549 | ENSMUSG00000074195 | Clcadb ENSMUST00000074043 | ENSMUSG00000037465 | KIf10
ENSMUST00000099888 | ENSMUSG00000075184 | F930017D23Rik ENSMUST00000074651 | ENSMUSG00000052783 | Grk4
ENSMUST00000107094 | ENSMUSG00000052684 | Jun ENSMUST00000079413 | ENSMUSG00000024222 | Fkbp5
ENSMUST00000108483 | ENSMUSG00000030366 | Ceacam12 ENSMUST00000079884 | ENSMUSG00000058508 | Gm10042
ENSMUST00000114107 | ENSMUSG00000025964 | Adam23 ENSMUST00000080694 | ENSMUSG00000058176 | Gm5407
ENSMUST00000116892 | ENSMUSG00000080542 | Gm22710 ENSMUST00000082517 | ENSMUSG00000064451 | Snora23
ENSMUST00000117445 | ENSMUSG00000069825 | Spata22 ENSMUST00000082761 | ENSMUSG00000096205 | Gm22068
ENSMUST00000117909 | ENSMUSG00000060508 | NirpSb ENSMUST00000082838 | ENSMUSG00000064772 | Gm25202
ENSMUST00000119036 | ENSMUSG00000095820 | Gm15098 ENSMUST00000083153 | ENSMUSG00000065087 | Snord22
ENSMUST00000126381 | ENSMUSG00000033685 | Ucp2 ENSMUST00000083529 | ENSMUSG00000065463 | Snord45c
ENSMUST00000126658 | ENSMUSG00000074653 | Lrrc31 ENSMUST00000083928 | ENSMUSG00000065862 | Gm24029
ENSMUST00000127492 | ENSMUSG00000055407 | Map6 ENSMUST00000083936 | ENSMUSG00000065870 | Rnu3a
ENSMUST00000128180 | ENSMUSG00000079603 | Gm13218 ENSMUST00000084007 | ENSMUSG00000094306 | Gm24924
ENSMUST00000129988 | ENSMUSG00000086070 | 8430436N08Rik ENSMUST00000091789 | ENSMUSG00000041607 | Mbp
ENSMUST00000135243 | ENSMUSG00000036427 | Gpil ENSMUST00000093183 | ENSMUSG00000046345 | Smcol
ENSMUST00000141218 | ENSMUSG00000019970 | Sgk1 ENSMUST00000093684 | ENSMUSG00000095969 | Rnulal
ENSMUST00000144016 | ENSMUSG00000015090 | Ptgds ENSMUST00000098307 | ENSMUSG00000074026 | Gm6091
ENSMUST00000147545 | ENSMUSG00000048701 | Ccdc6 ENSMUST00000101463 | ENSMUSG00000015568 | Lpl
ENSMUST00000147610 | ENSMUSG00000025512 | Chid1 ENSMUST00000101973 | ENSMUSG00000096659 | Gm25679
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ENSMUST00000150632 | ENSMUSG00000034175 | Rhbdd3 ENSMUST00000103475 | ENSMUSG00000076666 | Ighv14-4
ENSMUST00000151505 | ENSMUSG00000025465 | Echsl ENSMUST00000104850 | ENSMUSG00000093935 | Gm25529
ENSMUST00000157463 | ENSMUSG00000088088 | Rmrp ENSMUST00000105038 | ENSMUSG00000078240 | Gm3550
ENSMUST00000157560 | ENSMUSG00000088185 | Scarna2 ENSMUST00000106899 | ENSMUSG00000026180 | Cxcr2
ENSMUST00000157773 | ENSMUSG00000088398 | Gm26306 ENSMUST00000108216 | ENSMUSG00000017421 | Zfp207
ENSMUST00000158080 | ENSMUSG00000088705 | Gm25549 ENSMUST00000108295 | ENSMUSG00000002058 | Unc119
ENSMUST00000158608 | ENSMUSG00000089233 | Gm22202 ENSMUST00000108297 | ENSMUSG00000049225 | Pdpl
ENSMUST00000162800 | ENSMUSG00000025955 | Akricl ENSMUST00000108670 | ENSMUSG00000052921 | Arhgef15
ENSMUST00000166527 | ENSMUSG00000093948 | Gm10378 ENSMUST00000113028 | ENSMUSG00000045414 | 1190002N15Rik
ENSMUST00000170953 | ENSMUSG00000090862 | Rps13 ENSMUST00000113402 | ENSMUSG00000079457 | Gm7609
ENSMUST00000172190 | ENSMUSG00000090417 | Vmn2r94 ENSMUST00000113596 | ENSMUSG00000079477 | Rab7
ENSMUST00000173672 | ENSMUSG00000092274 | Neatl ENSMUST00000114140 | ENSMUSG00000034254 | Agpatl
ENSMUST00000173770 | ENSMUSG00000092550 | Gm20496 ENSMUST00000114703 | ENSMUSG00000026748 | Plxdc2
ENSMUST00000174877 | ENSMUSG00000001027 | Scn4a ENSMUST00000115257 | ENSMUSG00000036699 | Zcchc12
ENSMUST00000176972 | ENSMUSG00000093771 | AU023070 ENSMUST00000115894 | ENSMUSG00000069053 | Ubaly
ENSMUST00000177413 | ENSMUSG00000093663 | Gm7171 ENSMUST00000116784 | ENSMUSG00000080434 | Gm23177
ENSMUST00000182560 | ENSMUSG00000002107 | Celf2 ENSMUST00000116918 | ENSMUSG00000095035 | Gm22346
ENSMUST00000190666 | ENSMUSG00000100826 | Snhgl4 ENSMUST00000117721 | ENSMUSG00000021327 | Zkscan3
ENSMUST00000191518 | ENSMUSG00000099937 | Gm28872 ENSMUST00000119013 | ENSMUSG00000084390 | Gm15425
ENSMUST00000193379 | ENSMUSG00000102817 | Gm6185 ENSMUST00000121552 | ENSMUSG00000082894 | Gm6480
ENSMUST00000193900 | ENSMUSG00000102925 | Gm37150 ENSMUST00000122610 | ENSMUSG00000084559 | Mir1906-2
ENSMUST00000194138 | ENSMUSG00000097451 | Rian ENSMUST00000123192 | ENSMUSG00000040667 | Nup88
ENSMUST00000196431 | ENSMUSG00000106448 | Gm43486 ENSMUST00000123994 | ENSMUSG00000028542 | Slc6a9
ENSMUST00000198432 | ENSMUSG00000070702 | Csnlsl ENSMUST00000124608 | ENSMUSG00000021998 | Lcpl
ENSMUST00000198757 | ENSMUSG00000027797 | Dclkl ENSMUST00000124751 | ENSMUSG00000027419 | Pcsk2
ENSMUST00000199134 | ENSMUSG00000044365 | Cxxc4 ENSMUST00000124840 | ENSMUSG00000026809 | 1700026L06Rik
ENSMUST00000200932 | ENSMUSG00000079423 | Gm3286 ENSMUST00000126534 | ENSMUSG00000033685 | Ucp2
ENSMUST00000200956 | ENSMUSG00000107352 | Gm43660 ENSMUST00000127008 | ENSMUSG00000074457 | S100a16
ENSMUST00000201654 | ENSMUSG00000107232 | 1700017LO5Rik ENSMUST00000127890 | ENSMUSG00000037926 | Ssh2
ENSMUST00000202425 | ENSMUSG00000107148 | Gm42888 ENSMUST00000130877 | ENSMUSG00000037446 | Tulpl
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ENSMUST00000203186

ENSMUSG00000107624

Gm44005

ENSMUST00000131147

ENSMUSG00000087028

Gm13387

ENSMUST00000203269

ENSMUSG00000107873

Gm19065

ENSMUST00000132697

ENSMUSG00000022799

Arhgap31

ENSMUST00000203341

ENSMUSG00000030275

Etnkl

ENSMUST00000132720

ENSMUSG00000028932

Psmc2

ENSMUST00000203992

ENSMUSG00000108256

Gm43923

ENSMUST00000133616

ENSMUSG00000055188

Rbm3os

ENSMUST00000134741

ENSMUSG00000042625

Safb2

ENSMUST00000135430

ENSMUSG00000078894

2210418010Rik

ENSMUST00000136387

ENSMUSG00000071337

Tial

ENSMUST00000138092

ENSMUSG00000025511

Tspan4

ENSMUST00000138295

ENSMUSG00000086919

Gm11497

ENSMUST00000138468

ENSMUSG00000027598

Itch

ENSMUST00000139720

ENSMUSG00000030770

Parva

ENSMUST00000140600

ENSMUSG00000040687

Madd

ENSMUST00000140665

ENSMUSG00000008690

Ncaph2

ENSMUST00000141837

ENSMUSG00000018566

Slc2a4

ENSMUST00000142645

ENSMUSG00000040760

Appll

ENSMUST00000142701

ENSMUSG00000029458

Brap

ENSMUST00000142950

ENSMUSG00000047115

Fam221a

ENSMUST00000143129

ENSMUSG00000073274

Gm14636

ENSMUST00000143264

ENSMUSG00000074733

Zfp950

ENSMUST00000143329

ENSMUSG00000039913

Pak7

ENSMUST00000143918

ENSMUSG00000057738

Sptanl

ENSMUST00000143952

ENSMUSG00000047804

Akap10

ENSMUST00000145013

ENSMUSG00000020273

Papolg

ENSMUST00000146233

ENSMUSG00000040483

Xafl

ENSMUST00000146404

ENSMUSG00000085950

Gm13589

ENSMUST00000148561

ENSMUSG00000028248

Pnisr

ENSMUST00000148843

ENSMUSG00000066037

Hnrnpr

ENSMUST00000150428

ENSMUSG00000038244

Mical2

ENSMUST00000150704

ENSMUSG00000036099

Vezt

ENSMUST00000150801

ENSMUSG00000073274

Gm14636
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ENSMUST00000155318

ENSMUSG00000020674

Pxdn

ENSMUST00000155984

ENSMUSG00000056342

Usp34

ENSMUST00000156089

ENSMUSG00000023088

Abccl

ENSMUST00000156158

ENSMUSG00000042726

Trafd1

ENSMUST00000157194

ENSMUSG00000087819

Gm25117

ENSMUST00000157729

ENSMUSG00000088354

Gm27592

ENSMUST00000158323

ENSMUSG00000088948

Gm23262

ENSMUST00000160159

ENSMUSG00000020181

Nav3

ENSMUST00000160210

ENSMUSG00000026335

Pam

ENSMUST00000161155

ENSMUSG00000040265

Dnm3

ENSMUST00000162142

ENSMUSG00000022351

Sqle

ENSMUST00000163625

ENSMUSG00000028782

Adgrb2

ENSMUST00000164606

ENSMUSG00000026740

Dnajcl

ENSMUST00000164787

ENSMUSG00000040420

Cdh18

ENSMUST00000166799

ENSMUSG00000010066

Cacna2d2

ENSMUST00000167053

ENSMUSG00000039716

Dock3

ENSMUST00000167323

ENSMUSG00000090698

Apoldl

ENSMUST00000167514

ENSMUSG00000092622

Khdc3

ENSMUST00000169308

ENSMUSG00000025731

0610011F06Rik

ENSMUST00000169413

ENSMUSG00000027894

Slc6al7

ENSMUST00000170927

ENSMUSG00000002297

Dbf4

ENSMUST00000174201

ENSMUSG00000056888

Gliprl

ENSMUST00000174274

ENSMUSG00000022394

L3mbtl2

ENSMUST00000174716

ENSMUSG00000037470

Uggtl

ENSMUST00000174941

ENSMUSG00000095209

Gm22398

ENSMUST00000174946

ENSMUSG00000092687

Gm25744

ENSMUST00000174949

ENSMUSG00000093388

Gm22655

ENSMUST00000175055

ENSMUSG00000092796

Gm22692

ENSMUST00000175073

ENSMUSG00000092814

Gm23638

ENSMUST00000175099

ENSMUSG00000092840

Gm24331
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ENSMUST00000175167
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Gm25731
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ENSMUSG00000095747

Gm22475
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Gm22914
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Gm25070

ENSMUST00000175318
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Gm24809
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Gm25952
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Gm44310
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Gm22875
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Gm22411
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Gm23268
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Gm25197

ENSMUST00000175561

ENSMUSG00000093302

Gm23801

ENSMUST00000175618
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Gm23292

ENSMUST00000176093

ENSMUSG00000010110

Stx5a

ENSMUST00000176759

ENSMUSG00000038331

Satb2

ENSMUST00000176801

ENSMUSG00000022321

Cdh10

ENSMUST00000176930

ENSMUSG00000093684

Gm27857

ENSMUST00000176989

ENSMUSG00000093503

Vmn2r-ps4

ENSMUST00000177346

ENSMUSG00000037112

Sik2

ENSMUST00000177427

ENSMUSG00000093780

Gm22395

ENSMUST00000177653

ENSMUSG00000096214

Gm22634

ENSMUST00000177656

ENSMUSG00000095947

Gm25195

ENSMUST00000178007

ENSMUSG00000093965

Gm24370

ENSMUST00000178056

ENSMUSG00000080316

Spacab

ENSMUST00000178068

ENSMUSG00000095989

Gm23049

ENSMUST00000178123

ENSMUSG00000095425

Gm24417

ENSMUST00000178183

ENSMUSG00000095245

Gm24753

ENSMUST00000178283

ENSMUSG00000094702

Gm24485

ENSMUST00000178469

ENSMUSG00000096206

Gm22317

ENSMUST00000178492

ENSMUSG00000094807

Gm24975
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ENSMUST00000178964

ENSMUSG00000096309

Gm25208

ENSMUST00000179621

ENSMUSG00000096349

Gm22513
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ENSMUSG00000094826

Gm23804

ENSMUST00000180144
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Gm26269

ENSMUST00000180209

ENSMUSG00000096184

Gm23304

ENSMUST00000180257

ENSMUSG00000093791

Gm24092

ENSMUST00000180691

ENSMUSG00000097231

Gm26852
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ENSMUSGO00000097736

9530059014Rik

ENSMUST00000181440

ENSMUSG00000097163

BC051077

ENSMUST00000181534

ENSMUSGO00000097356

Gm26774

ENSMUST00000181637

ENSMUSG00000097226

Gm26600

ENSMUST00000181705

ENSMUSG00000097265

Gm26803

ENSMUST00000181775

ENSMUSG00000097390

Gm26785

ENSMUST00000182480

ENSMUSG00000004562

Arhgefd0

ENSMUST00000182991

ENSMUSG00000098240

Gm4575

ENSMUST00000183251

ENSMUSG00000090812

Samd15

ENSMUST00000183340

ENSMUSG00000098898

Gm27754

ENSMUST00000184215

ENSMUSG00000098798

Gm27288

ENSMUST00000184463

ENSMUSG00000098823

Mir8111

ENSMUST00000184596

ENSMUSG00000098494

Gm27690

ENSMUST00000184994

ENSMUSG00000098284

A330093E20Rik

ENSMUST00000185136

ENSMUSG00000098638

Gm27743

ENSMUST00000185253

ENSMUSG00000068349

Gml

ENSMUST00000186169

ENSMUSG00000100779

Gm29292

ENSMUST00000186933

ENSMUSG00000032565

Nudt16

ENSMUST00000187605

ENSMUSG00000056211

R3hdm1

ENSMUST00000187900

ENSMUSG00000056211

R3hdm1

ENSMUST00000188435

ENSMUSG00000101773

2210420H20Rik

ENSMUST00000189301

ENSMUSG00000041872

117f

ENSMUST00000189430

ENSMUSG00000099615

Gm28362
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ENSMUST00000190006

ENSMUSG00000101447

Gm28826
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ENSMUSG00000063522

2010109103Rik

ENSMUST00000191338

ENSMUSG00000025915

Sgk3

ENSMUST00000191756

ENSMUSG00000103191

Gm37646

ENSMUST00000192225

ENSMUSG00000026575

Nme7

ENSMUST00000192386

ENSMUSG00000103625

Gm37357

ENSMUST00000193214

ENSMUSG00000104277

Gm38299

ENSMUST00000193585

ENSMUSG00000103241

Gm38089

ENSMUST00000194532

ENSMUSG00000102289

Gm31258

ENSMUST00000194661

ENSMUSG00000096967

Gm26621

ENSMUST00000194716

ENSMUSG00000103672

Gm37621

ENSMUST00000194772

ENSMUSG00000028068

lggap3

ENSMUST00000195406

ENSMUSG00000094763

Gm1647

ENSMUST00000197090

ENSMUSG00000105287

Gm43577

ENSMUST00000197165

ENSMUSG00000104592

Gm42721

ENSMUST00000197673

ENSMUSG00000061882

Ccdc62

ENSMUST00000197850

ENSMUSG00000032482

Cspg5

ENSMUST00000198359

ENSMUSG00000104629

Travl3n-1

ENSMUST00000198504

ENSMUSG00000072845

Tmprsslla

ENSMUST00000198568

ENSMUSG00000105931

Gm43014

ENSMUST00000199277

ENSMUSG00000039883

Lrrcl?7

ENSMUST00000199703

ENSMUSG00000079451

Tmprssllg

ENSMUST00000199788

ENSMUSG00000104793

Gm43756

ENSMUST00000199972

ENSMUSG00000106536

Gm42508

ENSMUST00000200030

ENSMUSG00000105210

Mir3544

ENSMUST00000200213

ENSMUSG00000108394

ENSMUST00000202192

ENSMUSG00000041147

Brca2

ENSMUST00000202707

ENSMUSG00000038456

Dennd2a

ENSMUST00000203092

ENSMUSG00000107881

Gm44250

ENSMUST00000203285

ENSMUSG00000107599

Gm43981
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ENSMUST00000203708

ENSMUSG00000107706

Gm44022

ENSMUST00000203742

ENSMUSG00000032652

Crebl2

ENSMUST00000204808

ENSMUSG00000108072

Gm20362

ENSMUST00000205001

ENSMUSG00000107894

Gm10388

ENSMUST00000205775

ENSMUSG00000108446

ENSMUST00000206038

ENSMUSG00000060034

Ctf2

ENSMUST00000206348

ENSMUSG00000002603

Tefbl

ENSMUST00000206449

ENSMUSG00000108365

ENSMUST00000206566

ENSMUSG00000108634

Gm38534

ENSMUST00000206747

ENSMUSGO00000097178

2310002F09Rik

Dodatkowa Tabela S2. Lista 113 transkryptow regulowanych podaniem lekéw psychotropowych w NAc lub PFCx. Przedstawiono wyniki dwuczynnikowej ANOVA. FDR dla

czynnika lek (fdr_treat) < 0,001. Dla kazdego transkryptu przedstawiono jego identyfikator (Transkrypt ID) z bazy Ensembl, identyfikator genu (gene ID), symbol genu, grupe

(1-4) regulowanych transkryptow, liczbe wszystkich transkryptdw dostepng w bazie Ensembl, typ transkryptu i statystyke: wartos¢ p i FDR dla czynnika lek (fdr_treat),

tkanka (fdr_tissue) i interakcji (fdr_treat_tissue).

Grupa Liczba pvalue_treat. fdr_treat.tiss
Transkrypt ID_Ensembl Gen ID_Ensembl Gen symbol (klaster) | transkryptéw | Typ transkryptu | pvalue_treat | pvalue_tissue tissue fdr_treat fdr_tissue ue
ENSMUST00000002989 | ENSMUSG00000002910 Arrdc2 1 1 protein_coding 8,17E-12 4,67E-07 0,057647 9,84E-09 4,35E-06 | 0,328130652
ENSMUST00000020145 | ENSMUSG00000019970 Sgkl 1 13 protein_coding 2,09E-17 8,75E-05 0,000236 1,24E-13 | 0,00045343 | 0,014740825
ENSMUST00000020308 | ENSMUSG00000020108 Ddit4 1 1 protein_coding 1,58E-18 4,16E-12 0,017055 1,37E-14 1,02E-10 | 0,176758181
ENSMUST00000021413 | ENSMUSG00000021025 Nfkbia 1 1 protein_coding 7,88E-18 0,186452 0,688758 4,93E-14 | 0,29229842 | 0,88373557
ENSMUST00000029846 | ENSMUSG00000028195 Cyr6l 1 1 protein_coding 4,90E-17 0,195429 0,008411 2,30E-13 | 0,30314036 | 0,119521965
ENSMUST00000036884 | ENSMUSG00000033863 KIf9 1 1 protein_coding 7,62E-15 1,09E-14 0,03994 2,30E-11 3,68E-13 | 0,275764208
ENSMUST00000042818 | ENSMUSG00000035828 Pim3 1 1 protein_coding 2,42E-16 1,17E-08 0,094106 1,01E-12 1,55E-07 | 0,411883428
ENSMUST00000049138 | ENSMUSG00000032840 | 2410131K14Rik 1 1 protein_coding 2,19E-11 4,15E-06 0,00098 2,07E-08 3,04E-05 0,03426131
ENSMUST00000062405 | ENSMUSG00000049892 Rasdl 1 1 protein_coding 1,01E-14 0,00019 0,667841 2,93E-11 | 0,00089304 | 0,874428736
ENSMUST00000126381 | ENSMUSG00000033685 Ucp2 1 11 retained_intron 2,19E-15 0,014115 0,80801 7,26E-12 | 0,03615897 | 0,931494285
ENSMUST00000126534 | ENSMUSG00000033685 Ucp2 1 11 protein_coding 1,99E-11 0,253878 0,25306 1,96E-08 | 0,37099333 | 0,620985009

0,00122013

ENSMUST00000131043 | ENSMUSG00000086040 Wipf3 1 6 retained_intron 2,16E-11 0,000272 0,37425 2,06E-08 2 0,713180729
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ENSMUST00000137596 | ENSMUSG00000027993 Trim2 1 19 retained_intron 4,08E-14 0,179821 0,334207 1,04E-10 | 0,28400777 | 0,684960671
ENSMUST00000141218 | ENSMUSG00000019970 Sgkl 1 13 retained_intron 7,25E-13 1,09E-07 0,0038 1,26E-09 1,17E-06 0,075807049
0,28688270
ENSMUST00000167323 | ENSMUSG00000090698 Apoldl 1 1 protein_coding 1,72E-15 0,182096 0,055146 5,89E-12 3 0,321635122
0,14648072
ENSMUST00000173672 | ENSMUSG00000092274 Neatl 1 3 lincRNA 7,70E-17 0,077684 0,014083 3,47E-13 1 0,159087989
ENSMUST00000195025 | ENSMUSG00000103220 Gm37728 1 1 TEC 3,11E-20 7,35E-06 0,359499 4,22E-16 5,08E-05 0,703630405
ENSMUST00000000543 | ENSMUSG00000000531 Grasp 2 1 protein_coding 4,24E-13 1,97E-07 0,000365 7,96E-10 2,00E-06 0,019086322
ENSMUST00000003640 | ENSMUSG00000003545 Fosb 2 7 protein_coding 1,53E-24 4,68E-06 6,57E-11 7,14E-20 3,39E-05 1,82E-06
0,05891356
ENSMUST00000015456 | ENSMUSG00000015312 Gadd45b 2 1 protein_coding 8,96E-12 0,025383 0,023897 1,06E-08 1 0,211662695
ENSMUST00000020118 | ENSMUSG00000019960 Dusp6 2 1 protein_coding 4,21E-17 4,20E-26 1,07E-05 2,06E-13 4,85E-24 0,002529642
ENSMUST00000020692 | ENSMUSG00000020423 Btg2 2 1 protein_coding 1,16E-10 1,37E-09 0,000101 7,70E-08 2,19E-08 0,008850216
ENSMUST00000021674 | ENSMUSG00000021250 Fos 2 4 protein_coding 4,93E-22 2,41E-14 4,27E-06 1,39E-17 7,88E-13 0,001499322
ENSMUST00000023268 | ENSMUSG00000022602 Arc 2 2 protein_coding 1,18E-11 0,000141 0,00014 1,31E-08 | 0,00068754 | 0,010812794
ENSMUST00000023610 | ENSMUSG00000022893 Adamts1 2 3 protein_coding 2,93E-13 1,21E-08 0,002759 6,00E-10 1,60E-07 0,062621961
ENSMUST00000023779 | ENSMUSG00000023034 Nr4al 2 1 protein_coding 1,79E-26 5,02E-07 4,11E-12 2,02E-21 4,64E-06 2,31E-07
ENSMUST00000023829 | ENSMUSG00000023067 Cdknla 2 3 protein_coding 3,83E-14 2,91E-15 0,068665 1,00E-10 1,05E-13 0,35539663
ENSMUST00000024839 | ENSMUSG00000024042 Sik1 2 1 protein_coding 3,41E-19 7,95E-15 3,24E-06 3,20E-15 2,72E-13 0,001277465
ENSMUST00000025003 | ENSMUSG00000024176 Sox8 2 3 protein_coding 5,22E-11 3,10E-29 7,68E-09 4,00E-08 5,31E-27 2,29E-05
ENSMUST00000025025 | ENSMUSG00000024190 Duspl 2 3 protein_coding 2,64E-14 9,67E-05 0,000329 7,09E-11 | 0,00049457 | 0,017898483
0,00631258
ENSMUST00000030398 | ENSMUSG00000028645 Slc2al 2 5 protein_coding 3,05E-13 0,001806 0,200998 6,14E-10 9 0,566212612
ENSMUST00000031017 | ENSMUSG00000029135 Fosl2 2 3 protein_coding 3,16E-21 1,43E-06 1,55E-11 7,13E-17 1,18E-05 5,81E-07
ENSMUST00000032194 | ENSMUSG00000030103 Bhlhe40 2 4 protein_coding 3,94E-13 7,69E-45 0,005107 7,56E-10 1,52E-41 0,089743925
0,00090558
ENSMUST00000033930 | ENSMUSG00000031530 Dusp4 2 1 protein_coding 9,50E-14 0,000193 0,011614 2,14E-10 8 0,142482452
ENSMUST00000035101 | ENSMUSG00000032515 Csrnpl 2 1 protein_coding 3,25E-18 9,02E-07 7,37E-05 2,62E-14 7,83E-06 0,007500616
0,71668218
ENSMUST00000038287 | ENSMUSG00000034765 Dusp5 2 1 protein_coding 6,81E-18 0,616084 7,29E-08 4,63E-14 5 0,000111235
ENSMUST00000039388 | ENSMUSG00000034936 Arl4d 2 1 protein_coding 6,99E-18 3,92E-17 2,55E-05 4,63E-14 1,73E-15 0,004061476
ENSMUST00000040514 | ENSMUSG00000038894 Irs2 2 1 protein_coding 6,01E-16 8,28E-12 3,24E-05 2,18E-12 1,93E-10 0,004574927
ENSMUST00000047906 | ENSMUSG00000034640 Tiparp 2 3 protein_coding 7,84E-20 3,81E-20 0,000913 8,84E-16 2,28E-18 0,032971936
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ENSMUST00000048289 | ENSMUSG00000037868 Egr2 2 7 protein_coding 2,32E-13 4,25E-05 0,004386 4,85E-10 | 0,00023970 | 0,0824184
ENSMUST00000055738 | ENSMUSG00000031431 Tsc22d3 2 6 protein_coding 4,91E-16 0,823474 0,187129 1,84E-12 | 0,87726414 | 0,550162795
ENSMUST00000057859 | ENSMUSG00000048285 Frmd6 2 1 protein_coding 7,06E-13 5,17E-11 0,002184 1,24E-09 1,06E-09 | 0,054143718
ENSMUST00000064922 | ENSMUSG00000052837 Junb 2 1 protein_coding 2,77E-20 0,065747 1,43E-07 4,22E-16 | 0,12809865 | 0,000181051
ENSMUST00000067543 | ENSMUSG00000032501 Tribl 2 2 protein_coding 8,42E-17 3,46E-22 0,000892 3,65E-13 2,56E-20 | 0,032549711
ENSMUST00000069620 | ENSMUSG00000055866 Per2 2 2 protein_coding 2,60E-16 0,492965 0,485087 1,05E-12 | 0,60897411 | 0,782413263
ENSMUST00000074043 | ENSMUSG00000037465 KIf10 2 1 protein_coding 3,96E-13 4,26E-34 0,000492 7,56E-10 1,40E-31 | 0,022937004
ENSMUST00000079413 | ENSMUSG00000024222 Fkbp5 2 6 protein_coding 4,54E-14 1,55E-20 0,249639 1,14E-10 9,66E-19 | 0,617892253
ENSMUST00000082432 | ENSMUSG00000007682 Dio2 2 1 protein_coding 2,69E-17 5,58E-22 0,000472 1,44E-13 4,02E-20 | 0,022316398
ENSMUST00000091789 | ENSMUSG00000041607 Mbp 2 16 protein_coding 4,62E-11 3,29E-05 0,001208 3,66E-08 | 0,00019132 | 0,038447597
ENSMUST00000093852 | ENSMUSG00000066687 Zbtb16 2 1 protein_coding 1,07E-12 3,85E-37 0,000588 1,72E-09 2,03E-34 | 0,025483818
ENSMUST00000095759 | ENSMUSG00000071341 Egrd 2 1 protein_coding 1,71E-15 9,00E-10 7,42E-09 5,89E-12 1,49E-08 2,29E-05
ENSMUST00000102752 | ENSMUSG00000007617 Homerl 2 11 protein_coding 8,67E-20 1,66E-11 7,77€-07 8,88E-16 3,68E-10 | 0,00054966
ENSMUST00000107094 | ENSMUSG00000052684 Jun 2 1 protein_coding 3,03E-11 0,106594 4,74E-06 2,66E-08 | 0,18846357 | 0,001571659
processed_pseudo
ENSMUST00000119013 | ENSMUSG00000084390 Gm15425 2 1 gene 1,14E-14 4,46E-20 0,030745 3,22E-11 2,65E-18 | 0,241567714
ENSMUST00000127492 | ENSMUSG00000055407 Map6 2 9 protein_coding 8,21E-12 1,05E-12 0,000118 9,84E-09 2,79E-11 | 0,009765995
ENSMUST00000144016 | ENSMUSG00000015090 Ptgds 2 5 retained_intron 2,89E-12 0,584009 0,010054 4,18E-09 | 0,68929409 | 0,131941548
ENSMUST00000147545 | ENSMUSG00000048701 Ccdc6 2 4 protein_coding 1,35E-11 1,44E-07 0,00022 1,45E-08 1,51E-06 | 0,014135553
ENSMUST00000165033 | ENSMUSG00000038418 Egrl 2 2 protein_coding 3,33E-16 1,13E-11 0,012716 1,29E-12 2,57E-10 | 0,150077977
translated_process
ENSMUST00000184255 | ENSMUSG00000099104 Gm17087 2 2 ed_pseudogene 1,18E-10 5,55E-14 0,019395 7,77E-08 1,74E-12 | 0,189431601
ENSMUST00000194534 | ENSMUSG00000104339 | C130089K02Rik 2 1 TEC 1,93E-11 2,83E-13 0,281777 1,93E-08 8,08E-12 | 0,646059169
processed_pseudo
ENSMUST00000197129 | ENSMUSG00000105233 Gm20568 2 1 gene 5,08E-11 0,978348 0,054449 3,92E-08 | 0,98572434 | 0,319770246
ENSMUST00000030623 | ENSMUSG00000028820 Sfpq 3 6 protein_coding 4,26E-11 3,59E-17 0,001246 3,50E-08 1,59E-15 | 0,039092421
ENSMUST00000042970 | ENSMUSG00000041695 Kenj2 3 1 protein_coding 7,76E-15 9,80E-37 0,033161 2,30E-11 4,78E-34 | 0,251475743
ENSMUST00000083888 | ENSMUSG00000065822 Snord15a 3 1 snoRNA 1,21E-10 0,265721 0,601674 7,88E-08 | 0,38393146 | 0,843542716
ENSMUST00000101327 | ENSMUSG00000019189 Rnf145 3 6 protein_coding 1,16E-13 0,001507 0,244077 2,51E-10 | 0,00540627 | 0,612630653
ENSMUST00000113028 | ENSMUSG00000045414 | 1190002N15Rik 3 1 protein_coding 4,59E-12 3,76E-21 0,000415 6,13E-09 2,48E-19 | 0,020641938
ENSMUST00000136387 | ENSMUSG00000071337 Tial 3 28 retained_intron 1,19E-10 1,69E-06 0,073244 7,77E-08 1,37E-05 | 0,366419212
ENSMUST00000142688 | ENSMUSG00000049252 Lrplb 3 12 protein_coding 4,51E-11 4,30E-11 0,290891 3,66E-08 8,91E-10 | 0,653758601

Xl. Tabele dodatkowe

122




ENSMUST00000143918 | ENSMUSG00000057738 Sptani 3 16 retained_intron 5,86E-12 5,42E-10 0,493812 7,41E-09 | 9,38E-09 |0,787111714
ENSMUST00000151951 | ENSMUSG00000030207 Fam234b 3 5 retained_intron 2,53E-11 0,741756 0,483054 2,34E-08 | 0,81640510 | 0,781328345
ENSMUST00000155318 | ENSMUSG00000020674 Pxdn 3 6 retained_intron 1,05E-11 1,01E-05 0,041334 1,20E-08 6,74E-05 | 0,280447206
ENSMUST00000167053 | ENSMUSG00000039716 Dock3 3 11 retained_intron 8,44E-14 0,001432 0,040032 1,94E-10 | 0,00517530 | 0,276060667
ENSMUST00000182560 | ENSMUSG00000002107 Celf2 3 28 retained_intron 1,72E-13 2,68E-19 0,005239 3,65E-10 1,46E-17 | 0,091006373
ENSMUST00000185616 | ENSMUSG00000025964 Adam23 3 12 retained_intron 1,22E-11 9,73E-23 0,001965 1,33E-08 7,69E-21 | 0,050791794
ENSMUST00000187605 | ENSMUSG00000056211 R3hdm1 3 16 retained_intron 2,98E-11 1,69E-05 2,11E-05 2,65E-08 | 0,00010668 | 0,003673644
ENSMUST00000192140 | ENSMUSG00000103038 Gm37124 3 1 TEC 7,85E-11 0,431675 0,178505 5,67E-08 | 0,55163533 | 0,539901972
ENSMUST00000194138 | ENSMUSG00000097451 Rian 3 19 TEC 2,25E-12 0,811925 0,343188 3,38E-09 | 0,86868276 | 0,691743952
ENSMUST00000194923 | ENSMUSG00000104132 Gm36952 3 1 TEC 9,33E-11 6,17E-06 0,564006 6,49E-08 4,34E-05 0,8256299
ENSMUST00000195237 | ENSMUSG00000103047 Gm37310 3 1 TEC 1,06E-12 0,604258 0,316734 1,72E-09 | 0,70669683 | 0,671794482
ENSMUST00000196343 | ENSMUSG00000028134 Ptbp2 3 13 retained_intron 5,45E-11 0,211144 0,392488 4,12E-08 | 0,32166027 | 0,726242143
ENSMUST00000196431 | ENSMUSG00000106448 Gm43486 3 1 TEC 4,65E-18 4,68E-08 0,006161 3,49E-14 5,49E-07 | 0,100303094
ENSMUST00000196998 | ENSMUSG00000031229 Atrx 3 27 retained_intron 4,37E-12 0,155275 0,362261 5,93E-09 | 0,25347675 | 0,705239473
ENSMUST00000197044 | ENSMUSG00000029614 Rpl6 3 8 retained_intron 1,47E-10 2,40E-06 0,377085 9,41E-08 1,87E-05 | 0,715337579
ENSMUST00000197850 | ENSMUSG00000032482 Cspg5 3 5 protein_coding 2,52E-12 6,80E-11 0,033159 3,68E-09 1,37E-09 | 0,251475743
ENSMUST00000198757 | ENSMUSG00000027797 Dclkl 3 15 retained_intron 2,46E-14 0,127844 0,059187 6,75E-11 | 0,21763873 | 0,332000475
ENSMUST00000200956 | ENSMUSG00000107352 Gm43660 3 1 lincRNA 2,00E-11 0,295565 0,035394 1,96E-08 | 0,41662030 | 0,259720205
ENSMUST00000201368 | ENSMUSG00000029106 Add1l 3 15 retained_intron 3,96E-13 0,007312 0,066421 7,56E-10 | 0,02087641 | 0,349989885
ENSMUST00000202926 | ENSMUSG00000106858 Gm43844 3 1 TEC 1,08E-10 9,25E-05 0,183453 7,31E-08 | 0,00047616 | 0,545880427
ENSMUST00000197548 | ENSMUSG00000106001 Gm42826 3 1 TEC 3,11E-11 1,78E-06 0,719685 2,70E-08 1,43E-05 | 0,895795161
ENSMUST00000032071 | ENSMUSG00000030002 Dusp11 4 8 protein_coding 7,99E-13 1,57E-16 0,763585 1,36E-09 6,52E-15 | 0,914032932
ENSMUST00000037029 | ENSMUSG00000033960 | 9430020K01Rik 4 1 protein_coding 8,93E-13 1,39E-34 0,090783 1,50E-09 5,02E-32 | 0,405405025
ENSMUST00000041589 | ENSMUSG00000037573 Tob1l 4 1 protein_coding 7,78E-12 0,796664 0,337457 9,63E-09 | 0,85759164 | 0,687636508
ENSMUST00000049621 | ENSMUSG00000048001 Hes5 4 2 protein_coding 8,32E-14 2,81E-05 0,004242 1,94E-10 | 0,00016638 | 0,080730495
ENSMUST00000108229 | ENSMUSG00000028248 Pnisr 4 13 protein_coding 3,51E-17 0,800696 0,77284 1,80E-13 | 0,86051032 | 0,918079635
ENSMUST00000117721 | ENSMUSG00000021327 Zkscan3 4 6 protein_coding 1,05E-10 7,93E-06 0,127113 7,15E-08 5,44E-05 | 0,468210334
ENSMUST00000126280 | ENSMUSG00000024163 Mapk8ip3 4 21 retained_intron 4,82E-11 0,358236 0,19631 3,77E-08 | 0,48033389 | 0,561228864
ENSMUST00000128851 | ENSMUSG00000030795 Fus 4 16 retained_intron 2,27E-17 1,49E-08 0,713897 1,28E-13 1,93E-07 | 0,893539885
ENSMUST00000129577 | ENSMUSG00000026034 Clk1 4 13 retained_intron 9,71E-13 1,62E-14 0,985274 1,61E-09 5,37E-13 0,99499706
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ENSMUST00000135243 | ENSMUSG00000036427 Gpil 4 11 retained_intron 2,57E-15 8,06E-08 0,034992 8,27E-12 8,97E-07 | 0,258267668
ENSMUST00000143129 | ENSMUSG00000073274 Gm14636 4 2 processed_trnscpt 1,68E-11 0,007947 0,061619 1,72E-08 | 0,02240459 | 0,33840886
ENSMUST00000143606 | ENSMUSG00000056763 Csppl 4 27 retained_intron 1,13E-11 0,981234 0,291427 1,26E-08 | 0,98768701 | 0,654139539
ENSMUST00000147610 | ENSMUSG00000025512 Chid1 4 9 retained_intron 7,71E-14 1,33E-06 0,919427 1,85E-10 1,11E-05 | 0,971555598
ENSMUST00000153056 | ENSMUSG00000021134 Srsf5 4 12 retained_intron 1,90E-24 1,73E-12 0,287075 7,14E-20 4,48E-11 | 0,650796539
ENSMUST00000162002 | ENSMUSG00000024109 Nrxnl 4 26 retained_intron 3,43E-11 3,53E-21 0,254886 2,91E-08 2,33E-19 | 0,622602084
ENSMUST00000164104 | ENSMUSG00000092090 Gm3294 4 1 lincRNA 4,62E-11 0,004547 0,023712 3,66E-08 | 0,01393638 | 0,210903014
ENSMUST00000183191 | ENSMUSG00000098061 Gm26945 4 1 lincRNA 3,37E-20 2,96E-07 0,159493 4,22E-16 2,89E-06 | 0,515744803
ENSMUST00000196287 | ENSMUSG00000104814 Gm42979 4 1 TEC 1,34E-12 0,007528 0,229714 2,10E-09 | 0,02139337 | 0,598933194
ENSMUST00000197342 | ENSMUSG00000039735 Fnbp1l 4 5 retained_intron 7,32E-14 4,90E-08 0,93108 1,79E-10 5,72E-07 | 0,975266941
ENSMUST00000199134 | ENSMUSG00000044365 Cxxc4 4 5 retained_intron 5,51E-13 1,36E-08 0,003326 1,00E-09 1,79E-07 | 0,069985066
ENSMUST00000200114 | ENSMUSG00000059921 Unc5c 4 8 retained_intron 9,70E-14 5,71E-09 0,113396 2,14E-10 8,06E-08 | 0,446423096
ENSMUST00000202425 | ENSMUSG00000107148 Gm42888 4 1 TEC 1,35E-11 5,36E-35 7,76E-07 1,45E-08 2,03E-32 0,00054966
ENSMUST00000203341 | ENSMUSG00000030275 Etnkl 4 4 retained_intron 8,78E-11 2,36E-12 0,324059 6,14E-08 597E-11 |0,677601836
ENSMUST00000204013 | ENSMUSG00000029817 Tra2a 4 5 retained_intron 9,76E-21 0,011574 0,055924 1,83E-16 | 0,03070816 | 0,323624366

Dodatkowa Tabela S3. Lista biatek regulatorowych wigiacy sie do sekwencji DNA genow o wspdlnej ekspresji. Przedstawiono nazwe czynnika transkrypcyjnego, wartosé p

i p z poprawka Bonferroniego dla kazdej z wyrdznionych grup transkryptéw o ekspresji regulowanej podaniem lekéw psychotropowych.

GRUPA 1 GRUPA 2 GRUPA 3 GRUPA 4

Nazwa pvalue bonferroni Nazwa pvalue bonferroni | Nazwa pvalue bonferroni Nazwa pvalue bonferroni
GR 04 2.2E-13 4.9E-11 SRF 05 9.5E-34 2.1E-31 TBP 01 1.1E-13 2.3E-11 STAT5A 01 5.6E-6 0.0012
E2F1 01 5.2E-9 1.1E-6 SRF 02 1.6E-24 3.6E-22 TBP 02 3.7E-7 8.2E-5 E2F1 04 9.1E-6 0.002
TCF3 01 1.7E-8 3.7E-6 SRF 01 7.2E-20 1.6E-17 IRF1 04 9.9E-6 0.0022
MYOG_03 1.8E-8 4.0E-6 SRF 04 1.3E-19 2.9E-17 E2F1 03 1.2E-5 0.0027

GR 11 4.4E-8 9.7E-6 TCF3 01 1.2E-18 2.6E-16 IRF1 03 1.3E-5 0.0029
NFKB1 01 4.6E-8 1.0E-5 GR 04 7.5E-18 1.6E-15 IRF1 02 3.6E-5 0.008
ZMIZ1 01 6.3E-8 1.4E-5 E2F1 03 9.8E-17 2.1E-14 RDBP 01 4.4E-5 0.0096
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NPAS4 01 4.4E-5 0.0097
NFKB1_02 73E-5 0.016
STAT2_03 74E-5 0.016
EGR1_01 1.0E-4 0.023
EGR1_03 1.4E-4 0.03
RELB_03 1.9E-4 0.042
IRF1 01 1.9E-4 0.042

MYOG_01 1.2E-7 2.7E-5 NFKB1 03 2.6E-16 5.6E-14
CEBPB_11 5.5E-7 1.2E-4 CTCF_08 9.7E-15 2.1E-12
NFKB1 03 1.7E-6 3.7E-4 GR_08 3.3E-14 7.2E-12
MYOG_02 1.9E-6 4.1E-4 EGR2_04 3.5E-14 7.6E-12
CEBPD_01 2.2E-6 4.7E-4 MYOG_03 4.5E-14 9.9E-12
HIF1A_02 2.2E-6 4.8E-4 MYOG_01 1.2E-13  2.6E-11
ETS1 01 2.9E-6 6.5E-4 SRF_03 3.0E-13 6.5E-11
E2F1 03 3.7E-6 8.0E-4 STAT2_03 2.0E-12 4.3E-10
GR_08 4.0E-6 8.8E-4 EGR2_01 4.0E-12 8.8E-10
AHR_04 4.9E-6 0.0011 E2F1 04 7.8E-12 1.7E-9
CEBPB_09 5.4E-6 0.0012 EGR1_04 8.3E-12 1.8E-9
NPAS4 02 7.8E-6 0.0017 REL_03 5.5E-11 1.2E-8
CEBPB_10 1.3E-5 0.0028 MYOD_02 1.4E-10 3.0E-8
RDBP_01 1.3E-5 0.0029 EGR1_02 1.7E-10 3.7E-8
E2F1 04 1.4E-5 0.0031 EGR2_03 1.9E-10 4.2E-8
MYOD_01 3.1E-5 0.0068 ETS1 01 5.6E-10 1.2E-7
MAX_04 3.4E-5 0.0074 EGR2_02 6.6E-10 1.5E-7
CEBPD_02 6.1E-5 0.013 MYOG_02 2.1E-9 4.6E-7
MYOD_02 6.2E-5 0.014 MYOD_01 44E9 9.6E-7
NFKB1 04 9.4E-5 0.021 ETS1 02 48E9 1.1E-6
E2F4_05 1.5E-4 0.032 E2F1 01 1.1E-8 2.3E-6
GR_10 1.6E-4 0.035 IRF4_03 3.1E-8 6.8E-6
GR_03 2.0E-4 0.044 NFKB1 01 3.3E-8 7.3E-6
BHLHE40 01  4.4E-8 9.6E-6
STAT3_02 7.5E-8 1.6E-5
NPAS4_02 8.5E-8 1.9E-5
UBTF_01 8.6E-8 1.9E-5
REL_02 9.2E-8 2.0E-5
REL_04 9.2E-8 2.0E-5
EGR1_03 1.2E-7 2.6E-5
ETS2_03 1.6E-7 3.6E-5
RELA 03 19E-7 4.2E-5

Xl. Tabele dodatkowe

125



E2F4_05 2.1E-7  45E-5
HIF1A_04 2.5E-7  5.6E-5
IRF4_01 29E-7  6.4E-5
MYOD_03 3.2E-7  T7.1E-5
RELB_03 3.6E-7 7.9E-5
RELB_04 3.6E-7  7.9E-5
HIF1A 01 6.4E-7  1.4E-4
MAX_04 6.5E-7 1.4E-4
RELA 02 6.8E-7 1.5E-4
CTCF_06 9.6E-7 2.1E+4
AHR_04 1.2E-6 2.6E-4
RELA 04 19E-6 4.1E4
NFKB1 04 2.6E-6  5.8E4
GR_10 2.8E-6  6.2E-4
E2F1 02 3.1E-6  6.9E-4
MAZ_01 5.2E-6  0.0011
MAZ_01 5.5E-6  0.0012
REL_01 5.5E-6  0.0012
MAX_03 59E-6  0.0013
JUNB_03 59E-6 0.0013
IRF4_02 9.3E-6  0.002

GR_03 9.8E-6  0.0021
CTCF_04 1.0E-5 0.0022
E2F4_06 1.1E-5 0.0023
AHR_03 1.2E-5 0.0025
EGR1_01 1.3E-5 0.0028
ETS2_04 1.6E-5 0.0035
RELB_02 1.6E-5 0.0036
RELB_05 1.6E-5 0.0036
CTCF_05 1.7E-5 0.0037
IRF1 01 1.8E-5 0.0041
CTCF_07 1.9E-5 0.0042
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STAT3_04 2.2E-5 0.0047
CEBPD_01 24E-5 0.0053
IRF1_04 24E-5 0.0053
CBP_05 2.5E-5  0.0055
TCF12_01 3.4E-5 0.0075
JUNB_02 4.2E-5 0.0091
CEBPB_09 6.7E-5 0.015
JUNB_04 74E-5 0.016
ETS2_02 7.7E-5 0.017
STAT2_04 8.1E-5 0.018
RUNX_03 8.1E-5 0.018
HIF1A_02 8.6E-5 0.019
IRF1_03 1.1E-4  0.025
CREB1_04 1.3E-4 0.028
ZC3H11A 01 1.3E-4  0.029
MAFF_04 1.6E-4  0.036
NFKB1 02 1.8E-4 0.039
AHR_01 2.0E-4 0.044
ATF3_04 2.1E-4  0.047
CEBPD 02 2.3E-4  0.049

Dodatkowa Tabela S4. Tabela podsumowujgca ponowna analize wynikow RNA-seq dla locus Dclkl z dodanym wariantem Dclkl-m. Przedstawiono wyniki
jednoczynnikowej ANOVA dla tkanek NAc i PFCx. Dla kazdego transkryptu przedstawiono zlogarytmowang zmiane ekspresji w poréwnaniu do kontroli solnej, wartos¢ p i
FDR dla kazdego leku.

Nazwa Transcriot ID p.value p.fdr | fold | p.value p.fdr fold | p.value | p.fdr | fold | p.value p.fdr | fold | p.value p.fdr fold |p.value | p.fdr fold anova anova
izoformy P RIS RIS RIS HAL HAL HAL MET MET MET KET KET KET WEN WEN WEN MIA MIA MIA fdr
NAc

0,00035 | 0,00893 | 0,54 | 0,00019 | 0,00483 | 0,27 | 0,06355 | 0,3971 0,00024 | 0,00424 0,00517 | 0,06725 1,05E- | 2,72E- 1,97€E- | 5,13E-

Delkl-m | CUFF.5.4 7416 5406 2 3285 2122 1 0936 9335 -0,08 531 7057 0,18 3423 4504 0,174 07 06 0,862 12 11
Coel6 ENSMUST0000 | 0,88571 | 0,90760 0.04 0,78876 | 0,97896 | 0,07 |0,58407 |0,9241 | 0,13 |0,03117 | 0,07794 | 0,60 | 0,03422 | 0,29658 0131 0,0313 | 0,17771 0352 0,011 |0,031

Pe 0070418 04 25 ! 02 14 3 26 099 5 64 09 8 17 81 ! 359 59 ! 9831 | 1562
Dcl ENSMUST0000 | 0,49261 | 0,76970 | 0,09 | 0,15620 | 0,85727 | 0,31 | 0,00021 | 0,0053 | 0,63 |0,00050 |0,00424 | 0,61 |0,89123 |0,99866 | 0,017 | 0,9501 |0,95865 | 0,014 | 0,015 |0,035
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0167204 17 58 4 47 95 4 55 873 8 96 71 9 34 54 442 13 107 1536
Car ENSMUST0000 | 0,35466 | 0,73835 | 0,19 | 0,95384 | 0,97896 0 0,52662 | 0,9241 0 0,39104 | 0,44437 0 0,35599 | 0,77132 0,001 0,0387 |0,17771 0,586 0,016 |0,035
P 0199585 44 44 9 06 14 09 099 68 14 72 72 ’ 223 59 ! 2247 1536
Coal6 ENSMUST0000 | 0,48827 | 0,76970 | 0,04 | 0,08432 | 0,70273 | 0,13 | 0,43412 | 0,9241 | 0,05 |0,01654 | 0,06893 | 0,25 |0,97599 | 0,99866 0003 0,7387 | 0,91460 0037 0,023 |0,047
P8 0198437 24 58 4 77 07 5 91 099 3 36 16 5 78 54 ’ 175 26 ! 7512 5024
Delkl ENSMUST0000 | 0,70869 | 0,90760 | 0,29 | 0,84633 | 0,97896 6 20 0,36097 | 0,9241 ;) 87 0,02099 | 0,07497 _2 27 0,15667 | 0,60368 05 0,6008 |0,82221 |- 0,062 |0,100
0054237 31 25 5 41 14 5' 9 099 3’ 22 22 3' 24 86 ! 482 33 0,413 | 125 9532
RI ENSMUST0000 | 0,40253 | 0,73835 | 0,20 | 0,83518 | 0,97896 | 0,06 |0,72452 | 0,9241 | 0,08 |0,03007 | 0,07794 | 0,66 |0,42283 | 0,78525 0088 0,6552 | 0,85185 0182 0,417 |0,493
0198757 78 44 2 14 14 1 76 099 4 3 09 5 01 59 ! 734 54 ! 508 4185
ENSMUST0000 | 0,04032 | 0,33607 | 0,45 | 0,04813 | 0,60169 | 0,35 | 0,00671 | 0,0839 | 0,46 |0,24974 |0,32861 | 0,14 | 0,97809 | 0,99866 0008 0,0410 | 0,17771 0568 0,005 |0,019
0199169 96 98 5 59 93 3 26 081 2 78 56 9 99 54 ! 114 59 ! 9163 2114
ENSMUST0000 | 0,65324 | 0,90729 | 0,15 | 0,58254 | 0,97896 | 0,24 | 0,28958 | 0,9241 649 0,18404 | 0,25561 ;)49 0,16253 | 0,60368 | - 0,4247 |0,73630 | - 0,026 |0,048
0199702 89 02 9 36 14 8 08 099 4' 1 25 3' 15 86 0,473 | 893 15 0,239 | 2982 8396
ENSMUST0000 | 0,30878 | 0,73835 | - 0,93084 | 0,97896 E) 07 0,75807 | 0,9241 E) 23 0,03875 | 0,08074 | 1,24 | 0,57932 | 0,83280 | - 0,1823 |0,47406 | - 0,086 |0,132
0197870 64 44 0,67 | 31 14 4' 63 099 9' 76 51 7 26 71 0,234 | 345 96 0,795 | 4245 1787
ENSMUST0000 | 0,90439 | 0,90760 | 0,07 | 0,41615 | 0,97896 | 0,56 | 0,96916 | 0,9744 602 0,03543 | 0,08054 108 0,31183 | 0,77132 | - 0,5537 | 0,79982 0289 0,179 |0,246
0198821 36 25 9 86 14 6 09 748 5’ 77 03 ! 99 72 0,402 | 248 48 ! 8441 1025
ENSMUST0000 | 0,90760 | 0,90760 | 0,06 | 0,20574 | 0,85727 | 0,55 | 0,66771 | 0,9241 6 19 0,36121 | 0,43001 | 0,50 | 0,60858 | 0,83280 0197 0,5070 | 0,77849 0205 0,200 |0,261
0196745 25 25 3 71 95 3 73 099 1’ 35 61 2 98 71 ! 331 43 ! 9546 241
ENSMUST0000 | 0,38075 | 0,73835 | 0,20 | 0,70716 | 0,97896 E) 13 0,10235 | 0,5117 (0,42 |0,27012 | 0,33765 | 0,25 | 0,07475 | 0,48589 025 0,2629 | 0,62161 0138 0,288 |0,356
0200352 68 44 5 27 14 3' 92 961 2 76 95 8 36 86 ! 904 36 ! 1312 7339
ENSMUST0000 | 0,05818 | 0,36367 _1 M 0,45253 | 0,97896 E) 39 0,13264 | 0,5526 -1 2 0,18291 | 0,25561 670 0,99866 | 0,99866 | - 0,3646 | 0,67720 | - 0,671 |0,727
0198412 79 42 8’ 4 14 4' 65 936 6’ 66 25 3' 54 54 0,002 | 471 18 0,888 | 3924 3418
ENSMUST0000 | 0,55862 | 0,82150 6 53 0,90275 | 0,97896 014 0,77625 | 0,9241 | 0,17 | 0,55009 | 0,57301 ;)36 0,52529 | 0,83280 | - 0,9586 | 0,95865 0022 0,825 |0,825
0200348 32 47 3’ 72 14 ! 23 099 2 31 37 6, 3 71 0,308 | 513 13 ! 0161 0161
ENSMUST0000 | 0,35737 | 0,73835 6 35 0,69507 | 0,97896 E) 2 0,44554 | 0,9241 ;) 74 0,52466 | 0,57028 | 0,28 | 0,81278 | 0,99866 | - 0,5090 |0,77849 | - 0,805 |0,825
0198154 39 44 2’ 66 14 4’ 78 099 1’ 15 43 5 87 54 0,111 | 155 43 0,511 | 967 0161
PFCx
Delkl-m CUFF.5.4 0,00186 | 0,02427 | 0,33 | 0,05282 | 0,64042 | 0,12 | 0,06910 | 0,2566 | 0,09 | 0,04569 | 0,23760 | 0,10 | 0,23518 | 0,67943 | - 2,61E- | 0,00067 0679 7,91E- | 2,06E-
- 7091 218 8 9244 2125 2 0767 5999 4 3834 7936 2 9126 5252 0,074 | 05 8984 ’ 10 08
Coel6 ENSMUST0000 | 0,03080 | 0,20021 | 0,40 | 0,73033 | 0,86312 | 0,10 | 0,02215 | 0,1440 | 0,46 |0,59699 |0,73913 | 0,09 |0,18376 | 0,64254 | - 0,7216 | 0,81264 0051 0,176 |0,363
Pe 0198437 29 89 2 47 28 2 45 039 8 33 46 1 46 87 0,184 | 963 77 ! 5227 0339
Dcl ENSMUST0000 | 0,02945 | 0,20021 | 0,32 | 0,07389 | 0,64042 | 0,34 | 0,00381 | 0,0991 | 0,65 |0,02296 | 0,19905 | 0,44 |0,02504 | 0,23532 |- 0,0620 | 0,20019 | - 0,131 |0,363
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0167204 72 89 4 a9 21 7 a8 8% |9 |73 02 4 |84 65 0261|485 |65 0,213 | 5239 |0339
ENSMUST0000 | 0,35596 | 0,61701 | . . | 0,35591 |0,77730 | 0,35593 | 0,6169 | 0,35611 | 0,70248 | - |0,35584 | 0,71183 0,3850 | 0,52686 0,445 | 0,746
Carp 0199585 78 09 2’09 77 64 2’09 76 585 2’09 6 7 2'09 62 54 00951146 |2 0 6281 |3122
Conlt ENSMUSTO000 | 0,11028 | 0,39446 | 0,38 | 031581 | 0,77730 | | 0,12151 [0,2872 |, |0,5861 | 0,51550 | 0,36 |0,78736 | 0,94492 |- 0,7501 | 0,81264 | - 0,816 |0,922
Pg 0070418 48 84 2 |3a 64 71 26 116 2 65 36 7 |88 95 0,038 [363 |77 0,102 | 1223 |5731
ENSMUST0000 | 0,15171 | 0,39446 | . |0,38993 |0,77730 | 0,01892 | 0,1440 | - 0,01079 | 0,14034 | - |0,82216 | 0,94492 0,6122 | 0,72361 0,305 | 0,567
Delk1 0054237 86 84 (7"21 85 64 2’15 08 039 2’56 59 71 8'40 18 95 0,066 | g78 |29 02011 4171 | 2033
" ENSMUST0000 | 0,59394 | 0,73536 | 0,20 | 0,63863 | 0,79068 | . | 0,93409 | 09340 | 0,03 |0,81934 | 0,86137 | 0,08 |0,75700 | 0,94492 |- 03618 | 0,89628 | . |0,576 |0,788
0198757 93 58 4 |35 92 e |93 993 |3 03 55 3 |84 95 0111 |108 |32 P51 0688 | 3047
ENSMUSTO000 | 062885 (0,74319 | | o |0,43323 | 0,77730 | 0,17 | 007984 | 02595 | 0 o | 024825 | 070248 | . |0,19770 (064254 |\ .\ |03225 | 0,52686 | 0,016 | 0,083
0198154 42 13 o |45 64 6 |9 092 |, |8s 7 s |7 87 668 |2 0512 | 4662
ENSMUST0000 | 0,90046 | 0,90046 | 0,07 | 0,63594 | 0,79068 | 0,27 | 0,65484 | 0,7925 | o |0,52518 |0,71867 |, |0,98865 | 0,98865 |- 0,1592 | 0,41392 | - 0,086 |0,320
0197870 63 63 8 |58 92 4 |81 367 27 |56 5 o |15 15 0,004 [015 |39 1,481 | 8521 |5586
ENSMUSTO0000 | 0,77803 | 0,80915 | 0,08 | 0,18717 | 0,77730 | 0,27 | 0,05771 | 0,2500 | 0,45 | 0,41658 | 0,70248 | 0,24 | 0,60581 | 0,04492 | - 0,0583 |0,20019 | 10,098 [0320
0200352 15 27 2 |19 64 2 |31 902 |5 |84 7 2 |36 95 0,088 [555 |65 42316334 | 5586
ENSMUST0000 | 0,77527 | 0,80915 | 0,08 | 0,60948 | 0,79068 | 0,16 | 0,22145 (04429 | 0,39 | 095510 | 0,95510 | | . [0,72418 | 0,94492 | | . [0,0692 {0,20019 | ', |0177 |0363
0199169 23 27 6 |62 92 8 |45 089 |2 |97 97 o |9 95 Pllggs |65 =% 12624 | 0339
ENSMUSTO0000 | 0,10413 | 0,39446 | - | 0,48566 | 0,78919 | 0,10223 | 0,2658 | - 0,68665 | 0,78974 | - . |0,27894 | 0,71183 0,4874 | 0,63367 0,145 | 0,363
0198412 13 84 1’69 1 9 2’53 83 196 ;'41 02 82 8'19 13 54 L1780 300 |12 0,756 | 5418 | 0339
ENSMUST0000 | 0,21767 | 0,51450 | - | 0,63240 | 0,79068 | 0,08 |0,19292 (04180 | . |0,36056 |0,70248 | . |0,77722 [094492 | | .. 03666 | 052686 | o |0492 | 0,746
0199702 71 94 2 o7 92 4 |89 127 |70 |79 7 e 95 Pl 9g3 |2 29813500 3122
ENSMUSTO000 | 0,54931 | 0,72938 |- | 031486 | 0,77730 | 018 | ... |06844 |0,21 |048633 |0,70248 | . |0,64198 | 0,94492 |- 0,9678 | 0,96788 | - 0,655 |0,852
0198821 51 93 0,24 | 58 64 1 b 285 |3 71 7 77 |ss 95 0,238 [859 |59 0,019 | 9941 |7923
ENSMUSTO000 | 0,32657 | 0,60649 | 1,14 | 0,31844 | 0,77730 | 1,19 | 0,38718 [0,6291 | | .~ | 047297 | 0,70248 | 0,84 |0,30765 |0,71183 | (03723 0,52686 | 0,782 |0522
0200348 66 93 5 |6 64 5 |99 837 AL 119 7 2 |77 54 275 g 2 2581 1506 | 5731
ENSMUST0000 | 0,51967 | 0,72938 | 0,15 | 0,78519 | 0,88761 | | 0,27234 [0,5057 | 0,22 | 0,56030 | 0,72840 | 0,19 059980 |0,94492 | ' 05716 |0,70776 | .. |0961 |0.961
0196745 24 93 8 |93 66 |62 88 |7 |98 27 5 |41 95 252 1 58 7 23% 1 6142 | 6142
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