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Streszczenie

Enkefaliny pochodzace z genu Penk sg najliczniej wystgpujacymi peptydami
opioidowymi w przodomézgowiu i glownymi aktywatorami receptorow p i o
opioidowych. W pracy opisano wytworzenie nowego SzCzepu genetycznie
modyfikowanych myszy z inaktywacja genu proenkefaliny i ich wstepng charakterystyke.
Myszy te zostaly wygenerowane poprzez homologiczng rekombinacje, za pomoca ktorej
wprowadzono miejsca loxP flankujagce sekwencje kodujaca biatko znajdujacg si¢ w
drugim eksonie genu. Prawidlowa rekombinacja zostala potwierdzona, jednak
zaobserwowano rowniez, ze sama obecno$¢ miejsc loxP zaburzata ekspresj¢ Penk,
powodujac powazne zmniejszenie abundancji mRNA i poziomow biatka w prazkowiu i
innych obszarach mézgu. W celu przeksztalcenia szczepu do petnej inaktywacji genu
skrzyzowano zwierzeta Penk flox ze zwierzetami z ekspresja zarodkowa Cre (SynCre).
Myszy ,,flox” byly zywotne i nie wykazywaty widocznych uposledzen. Zbadano takze
poziomy Met- i Leu-enkefaliny z wykorzystaniem spektrometrii mas, aby sprawdzié, czy
po inaktywacji genu Penk wykrywalna bedzie Leu-enkefalina powstata z prodynorfiny.
W dalszych badaniach model zostanie uzyty do przetestowania roli enkefalin w

zachowaniach zwigzanych z dziataniem uktadu nagrody mozgu.

Stowa kluczowe: uktad opioidowy, enkefalina, Penk, uktad nagrody



Abstract

Enkephalins derived from the Penk gene are the most abundant opioid peptides in the
forebrain where they act as primary activators of the p and 6 opioid receptors. Here we
describe generation of a novel genetically modified mouse with inactivation of the Penk
gene and initial characterization of the new strain. LoxP sites flanking the
preproenkephalin coding sequence were introduced by homologous recombination.
Correct recombination of the floxed sequence was confirmed, however, we also observed
that the presence of the loxP sites interfered with Penk expression causing severe
reduction in mMRNA and protein levels in the striatum and other brain areas. In order to
generate a mouse with complete gene inactivation (KO) we crossed the animals with a
germ-line expressed Cre (SynCre). ‘Flox’ mice were viable and showed no obvious
impairments. We have also assessed the levels of Met- and Leu-enkephalin with mass
spectrometry, to test if inactivation of the Penk gene could be to an extent compensated
by Leu-enkephalin derived from prodynorphin. In the future, the model will be used to

test the role of enkephalins in reward-driven behaviors.

Keywords: opioid system, enkephalin, Penk, reward system
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Wstep

Pracy dyplomowa ma na celu charakteryzacje myszy z inaktywacjg genu
proenkefaliny jako modelu do badan roli sygnalizacji enkefalinowej w mézgu. Gen Penk
jest zachowany ewolucyjnie u ssakow; U myszy i1 cztowieka wystepuje tylko jeden gen
kodujacy biatko preproenkefaling. Biatko to, podobnie jak w przypadku genu - jest
strukturalnie podobne u obu gatunkéw. Z duzym prawdopodobienstwem $wiadczy to o
jego podobienstwie funkcjonalnym, co z kolei umozliwia odniesienie wynikow
uzyskanych u myszy w kontek$cie badan nad ludzkim modzgiem. Przedstawiona jest
charakterystyka nowego szczepu genetycznie modyfikowanych myszy Penk flox oraz
niektorych szczepow pochodnych. Analize efektéw mutacji przeprowadzono poprzez
genotypowanie, analize¢ ekspresji genéw, barwienia immunofluorescencyjne i analize
obecnosci  peptydow wykorzystujaca chromatografie cieczowa potaczong ze

spektometrig mas.

Odkrycie endogennych enkefalin

Do poczatkdéw badan nad enkefaling doprowadzito posrednio to, iz szukano substancji,
ktora wchodzita w interakcje z receptorami dla morfiny - opiatu, ktory byt juz
powszechnie wykorzystywany jako lek przy dolegliwosciach bolowych. Jednym z
pionierskich badan w tej dziedzinie bylo (Paton, 1957), w ktérym testowano wplyw
dzialania morfiny 1 innych lekéw opioidowych na kurczliwos¢ jelita kretego Swinki
morskiej 1 wydzielanie acetylocholiny. Poniewaz wiadomym byto juz, Ze morfina hamuje
skurcze zastymulowanego jelita kretego poprzez zmniejszenie uwalniania acetylocholiny
z zakonczen nerwow cholinergicznych, szukano innych substancji reprezentujgcych
podobne dziatanie. W kolejnych latach badania prowadzone byly coraz cz¢sciej na tkance
mozgowej oraz skupialy si¢ na ustaleniu charakteru chemicznego i znaczenia
fizjologicznego potencjalnych endogennych agonistow receptorow opioidowych
(Terenius i Wahlstrom, 1975). Potwierdzony zostat juz nie tylko fakt, ze leki podobne do
morfiny lub naloksonu majg wysokie powinowactwo do receptoréw opioidowych, ale
réwniez to, ze wiele neuroprzekaznikow takich jak: dopamina, noradrenalina, GABA,

acetylocholina nie wchodzg z nimi w interakcje (Terenius, 1973; Wong i Horng, 1973).

W 1975 roku, po okoto 20 latach poszukiwan, dokonano odkrycia pierwszego
endogennego opioidu — enkefaliny (John Hughes i in., 1975a). Z tkanki mozgowej $wini

na drodze chromatografii cieczowej o wysokiej wydajnosci wyizolowano peptyd o niskiej
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masie molekularnej (800-1200Da). Analiza aminokwasow po hydrolizie 6M kwasem
solnym i elektroforezie data §wiatlo na sktad aminokwasowy czasteczki (2 reszty
aminokwasowe glicyny, 1 metioniny, 1 fenyloalaniny, 1 tyrozyny), a badanie
fizjologiczne pokazato, ze enkefalina, podobnie jak morfina, hamuje wywotane nerwowo
skurcze nasieniowodow mysich i splotu mitralnego §winki morskiej (John Hughes i in.,
1975a). Tej samej grupie badawczej udato si¢ takze rozrdzni¢ dwie strukturalne formy
enkefaliny, naturalnie wystepujacej w mozgu (J. Hughes i in., 1975b). Odkrycie oparte
bylo o okreslenie sekwencji aminokwasowej pentapeptydu poprzez procedure
sekwencyjnej degradacji oraz spektrometri¢ mas. Enkefaling wyizolowana z mézgu swin
poddano sekwencyjnej degradacji z zastosowaniem degradacji Edmana, dzigki ktorej
scharakteryzowano te substancj¢ jako peptyd o niskiej masie czasteczkowej, o sktadzie
aminokwasowym Tyr-Gly-Gly-Phe. Niepewnosci dotyczace dlugosci tancucha i
sekwencji w pozycji 5 zostaly rozwigzane przez niezalezng analiz¢ spektrometrii mas,
gdzie ustalono doktadny sktad aminokwasowy obu form: YGGFM (Met-enk) oraz
YGGFL (Leu-enk). Potwierdzono, zgodnie z poprzednimi badaniami, ze zarbwno Met-
jak i Leu-enkefaliny maja silne dziatanie agonistyczne dla receptorow opioidowych,
poniewaz powodowaly zalezne od dawki hamowanie wywotywanych elektrycznie
skurczéw nasieniowodow u myszy 1 jelita kretego u Swinki morskiej. Te dziatania
hamujace mogly by¢ catkowicie blokowane przez nalokson — nieselektywnego
antagoniste receptoréw opioidowych (J. Hughes i in., 1975b). Odkrycie endogennych
enkefalin stato si¢ poczatkiem intensywnych badan (,,Opioid Peptides”, 1986) ktore, do
dnia dzisiejszego, nalezg do jednego z najaktywniejszych obszarow badawczych w

dziedzinie neuronauki (MERRER i in., 2009).

Geny kodujace prekursory enkefalin

Cechg wspoélng dla wszystkich genéw peptydow opioidowych jest to, Zze introny nie
rozdzielaja sekwencji kodujacych prekursory polipeptydowe, co ma miejsce w przypadku
innych bialek (Douglass i wsp. 1984). Wszystkie prekursory bialek opioidowych
posiadaja podobna dtugos¢ sekwencji, a powstajace z nich biologicznie aktywne peptydy
powstajg prawie wylacznie z odcinka od potowy prekursora do konca domeny C-
koncowej (Kakidani i in., 1982). Kazdy prekursor posiada region N-koncowy bogaty w
reszty cysteiny o podobnym rozktadzie, co wskazuje na powstawanie mostkow
disiarczkowych niezbednych do stabilizacji prawidlowej konformacji biatka (Kakidani i

in., 1982). Prawie wszystkie biologicznie aktywne domeny prekursora sg flankowane z
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obu stron przez pary zasadowych aminokwaséw, €O umozliwia enzymom cig¢cia w

procesie powstawania aktywnych peptydow (,,Opioid Peptides”, 1986).

Ogolna organizacja genu Penk myszy jest niezwykle podobna do ludzkiego PENK.
Geny te posiadaja gtowny ekson po stronie 3°, na ktorym znajduja si¢ sekwencje kodujace
nukleotydy dla wszystkich biologicznie aktywnych peptydow i wiekszosci czgsci N-
koncowe prekursorow (,,Opioid Peptides”, 1986). U myszy i cztowieka wystepuje tylko
jeden gen kodujacy preproenkefaling). W przypadku cztowieka gen PENK znajduje si¢
na chromosomie 8, w miejscu 8ql12.1, posiada 4 eksony i 9 transkryptéw (z czego 6
koduje biatko); u myszy Penk wystepuje na chromosomie 4, w miejscu 4 Al; 4 2.31 cM,
zawiera 3 eksony oraz 2 transkrypty (dane z bazy Gene, NLM). Strukturalne
podobienstwa miedzy tymi dwoma genami sugeruja, ze mogly powstac¢ poprzez wspolny
ewolucyjny mechanizm. Wysoki stopien zachowania struktury genu preproenkefaliny
wskazuje na jego wazng fizjologiczng rolg, zaréwno U ssakow jak i nizszych krggowcow
(Martens & Herbert, 1984).

Peptydy opioidowe powstaja poprzez proteolityczne cigcie znanych prekursoréw
duzych bialek. Gen Penk koduje sekwencj¢ biatka prekursorowego enkefalin -
preproenkefeling. Biatko to, podobnie jak gen proenkefaliny, cechuje si¢ duzym
podobienstwem u ssakow, w tym u ludzi i myszy (Ryc. 1). W wyniku cigcia biatka Penk
mogg powstaé 4 czgsteczki Met-enkefaliny oraz jedna czasteczka Leu-enkefaliny.
Sekwencja kodujagca Leu-enkefaling wyrazana jest rowniez przez gen Pdyn
(prodynorfiny) i znajduje si¢ na N-koncu dynorfiny A i alfa-neoendorfiny, z ktorych
moga powstac 3  czasteczki  pentapeptydu  Leu-enkefaliny. Gen Pomc
(proopiomelanokortyny) zawiera rowniez sekwencj¢ met-enkefaliny na N-koncu f-
endorfiny, ale fizjologicznie -endorfina nie jest przetwarzana w Met-enkefaling (Takei
i in., 2015).
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Ryc.1 Schemat sekwencji kodujacej genu proenkefaliny u czlowieka (Homo sapiens) oraz myszy

(Mus musculus).

Enkefaliny — peptydy i ich receptory

Enkefaliny sa peptydami nalezacymi, obok dynorfin i f-endorfiny do czasteczek
wchodzacych w sktad uktadu opioidowego. Nazywane sg takze endogennymi opioidami,
poniewaz sg wytwarzane wewnatrzustrojowo 1 wigzg si¢ z receptorami opioidowymi
znajdujacymi si¢ w organizmie. Wspdlng wszystkich peptydéow opioidowych jest
sekwencja aminokwasowa YGGF znajdujaca si¢ na N-koncu, ktora odgrywa kluczowsa
role w oddziatywaniu z receptorami opioidowymi. Mozemy wyrézni¢ dwa podstawowe
peptydy nalezace do enkefalin, ktore roznig si¢ w budowie jedng reszta aminokwasowa:
Met-enkefaling (metionina) oraz Leu-enkefaling (leucyna) (J. Hughes i in., 1975; Takei i
in., 2015; Yang i in., 1977; Zamir i in., 1984). Enkefaliny sg agonistami receptorow o-
opioidowych (Met-enkefalina KD = 3.2; Leu-enkefalina KD = 2.7) oraz z nieco
mniejszym powinowactwem receptoréow p-opioidowych (Met-enkefalina Kp = 6.2; Leu-
enkefalina Kp = 15) (Chang i Cuatrecasas, 1979).

Receptory opioidowe naleza do rodziny GPCR i sg sprzezone z biatkami Gesi CO
oznacza, ze maja hamujacy wplyw na neurony. Kazdy typ receptorow posiada

pozakomorkowy N-koniec, 7 transbtonowych helis, 3 petle pozakomorkowe i
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wewnatrzkomoérkowe oraz wewnatrzkomorkowy C-koniec. Po aktywacji receptora
(zwigzaniu ligandu), nastgpuje zmiana jego konformacji. Nastepnie, w a-podjednostce
biatka Goi zachodzi wymiana zwigzanego GDP (difosforan guanozyny) na GTP
(trojfosforan guanozyny), co nastepnie prowadzi do oddysocjowania tego biatka od
receptora oraz rozdysocjowania na podjednostki: o oraz kompleks podjednostek iy. Ta
pierwsza wptywa na fosforylacje bialek poprzez hamowanie syntezy cyklicznego
adenozynomonofosforanu (cAMP), ktory jest cze$cig wtornej kaskady sygnatow
wewnatrz komorki. Prowadzi to do zahamowania aktywnosci szeregu podtypow kinazy
biatkowej A. Z kolei kompleks podjednostek f3 i y hamuje bramkowane napigciem kanaty
wapniowe typu L oraz aktywacje¢ kilku rodzajow kanatow potasowych - co prowadzi do
zahamowania aktywnosci neuronu. Mechanizm ten odpowiada za analgetyczne dziatanie
uktadu opioidowego (Dembla i in., 2017; Williams i in., 2013). Ostatecznie podjednostka
a biatka Gosi hydrolizuje GTP, a powstajace w wyniku tego GDP powoduje zmiang
konformacji biatka, prowadzi to do odtworzenia heterotrimeru biatka G oraz kompleksu
receptora (Williams i in., 2013). Desensytyzacja, ktorej funkcjg jest ochrona komorki
przed skutkami nadmiernej stymulacji receptora, nastepuje W wyniku: dtugiego czasu
aktywacji receptora, wysokiego stezenia liganda i aktywacji duzej liczby receptorow
jednoczesnie. Mozemy ja podzieli¢ na szybka — nastepujaca przez fosforylacje receptora
albo utrat¢ polaczenia receptoréw z biatkami G oraz wolng — endocytozg receptora. W
kontekscie tolerancji wywotanej przez leki opioidowe wazna jest §ciezka przekazywania
sygnatu zalezna od arestyny. Proces internalizacji receptorow opioidowych w wyniku
dziatania agonisty rozpoczyna si¢ od fosforylacji tych receptorow. Ufosforylowany
receptor jest zdolny do wigzania biatka B-arestyny, ktore po przytaczeniu blokuje dalsze
przekazywanie sygnalow za posrednictwem biatka G. Oprécz blokowania przekaznictwa
sygnatéw arestyna przekierowuje sygnalizacj¢ komodrkowa na alternatywne szlaki
niezalezne od biatka G, takie jak sygnalizacja zalezna od B-arestyny. Prowadzi to do
inicjacji procesow internalizacji receptoréw. Opisane powyzej procesy skutkujg mniejsza
iloscia dostgpnych receptorow na powierzchni komorki oraz zmniejszonym
powinowactwem agonisty do receptora, czego skutkiem jest wystapienie tolerancji na
leki opioidowe (Williams i in., 2013). W odwrocenie tego efektu i tym samym
przywrocenie roéwnowagi sygnalizacyjnej zaangazowany jest proces PONOwWNego
umieszczania na btonie zewnatrzkomodrkowej receptorow. Zinternalizowane receptory sa
wtedy defosforylowane i zawracane do btony komodrkowej jako kompetentne receptory

zdolne do aktywacji przez odpowiedni ligand (Williams i in., 2013; Zuo, 2005).
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Dystrybucja enkefalin w mozgu

Wigkszo$¢ neuronéw zawierajacych enkefaling ma kroétkie aksony, co wskazuje, ze
dziatajg one blisko swoich miejsc syntezy oraz ze wystgpowanie ich najczgsciej pokrywa
si¢ z miejscami wystepowania ich receptorow (MERRER i in., 2009; ,,Opioid Peptides”,
1986). Ciata komorek wykazujace ekspresje genu Penk wystepuja obficie w centralnym
oraz obwodowym uktadnie nerwowym. Zaobserwowano je mi¢dzy innymi w: tylnym
placie przysadki, wspotczulnym ukltadzie nerwowym, trzustce, jelitach, rdzeniu
nadnerczy, ukltadzie sercow0-naczyniowym, prazkowiu, jadrze potlezacym czy jadrze

ukowatym podwzgoérza (Duque-Diaz i in., 2019; Przewlocki, 2009; Tang i in., 1983).

Jednym z kluczowych szlakow charakteryzujacych si¢ duza ekspresja enkefalin sg
neurony szlaku prazkowiowo-czarnego, w tym przede wszystkim $rednie kolczyste
(MSN) nalezgce do prazkowia. MSN stanowig ponad 90% tej struktury i charakteryzuja
si¢ Srednig wielko$cig somy oraz promienisto wyrastajagcymi dendrytami, ktore sg gesto
wysadzane kolcami dendrytycznymi. Wszystkie MSN wykorzystuja GABA jako
neuroprzekaznik, natomiast mozna je odrézni¢ przez miejsca do ktorych posiadaja
projekcje, czgsto oddalong od miejsca syntezy, ekspresje receptorow dopaminowych oraz
neuropeptydow. W pierwszej z grup MSN, wyrazajacej receptory dopaminy D1 (szlak
bezposredni) oprocz GABA wystepuja takze substancja P i dynorfina. Czes¢ zrodet
potwierdza wystgpowanie obu typow receptorow opioidowych p i 6 na MSN D1(2004
Allen Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas. Dostep z: https://mouse.brain-
map.org/), z kolei inne donoszg tylko o u (Banghart i in., 2015). Druga grupa MSN D2
(szlak posredni) wyraza Met- i Leu-enkefaling (Deutch i in., 2007) oraz wykazuje
ekspresj¢ receptorow p i & opioidowych (Banghart i in., 2015). Wykazano, ze w
prazkowiu neurony wyrazajace receptory dopaminy D1, naleza do szlaku
bezposredniego, prowadzacego do aktywacji ruchu, z kolei D2 do szlaku posredniego —
hamujacego ruch. W innych strukturach, przyktadowo w jadrze potlezacym zaréwno D1
jak i D2-MSN moga hamowac¢ lub odhamowywa¢ aktywno$¢ wzgorzowa w zaleznosci
od ich projekcji  (Kupchik i in., 2015). Innym istotnym szlakiem jest szlak pallido-
stratialny. W galce bladej wystepuja komorki wykazujace ekspresje genu Penk oraz
wyrazajgce preproenkefeling (Hegeman i in., 2016; B. R Hoover i Marshall, 2002; Brian
R. Hoover & Marshall, 1999). Sa to neurony arkypalidalne, ktore stanowia ok. 20-25%
wszystkich neuronow tej struktury (Hegeman i in., 2016). W przeciwienstwie do innych

populacji neuronéw znajdujacych si¢ w galce bladej unerwiaja tylko prazkowie,
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stanowigc najwigksze zewngtrzne unerwienie GABA-ergiczne tej struktury, hamujac
zarowno neurony projekcyjne, jak i interneurony (Hegeman i in., 2016; Mallet i in.,
2012). Zgodnie z obecng wiedza anatomiczng na temat szlaku prazkowiowo-bladego
(Hegeman 1 in., 2016; Kemp 1 in., 1971) potaczenie obu struktur jest uporzagdkowane
topograficznie, a neurony prazkowia wchodzace do gatki bladej podlegaja wysokiej
konwergencji. Zaktadajac, ze wszystkie $rednie neurony kolczyste D2 w prazkowiu
posiadajg zakonczenia w galce bladej zewnetrznej (GPe), to poszczegolne neurony GPe

muszg otrzymywac sygnaty od $rednio co najmniej 60 MSN-D2 (Oorschot, 1996).

Genetycznie modyfikowane myszy z inaktywacjg genu Penk

Genetycznie modyfikowane zwierzeta sg narzedziem pozwalajacym na zbadanie roli
dzialania genu w funkcjonowaniu organizmu. Wylaczenie genu definiowane jest jako
mutacja, ktora powoduje, ze dzialajacy gen (wskutek delecji lub innej zmiany

uniemozliwiajgcej normalng transkrypcj¢/translacje), traci swojg funkcjonalnosc.

Najczesciej dotad wykorzystywany w badaniach szczep myszy z delecja genu Penk
nie wykazywatl istotnych zaburzen. Zwierzgta Penk KO kongeniczne z C57BL/6 sa
zdrowe, ich rozmiar 1 waga s3 w normie, opiekujg si¢ swoim potomstwem oraz nie r6znig
si¢ wygladem od myszy bez mutacji (Konig i in., 1996). Charakteryzuja si¢ zmniejszong
wrazliwoscig na bodZce bolowe, 0 czym $wiadczy mniejsza liczba zachowan zwigzanych
z odczuwaniem bolu w tescie formalinowym (Konig i in., 1996; Walwyn i in., 2016) i
krotsze op6znienie do pierwszego skoku w tescie goracej ptytki (Bilkei-Gorzo i in., 2004;
Konig i in., 1996).

Myszy Penk KO wykazuja zwickszong odpowiedZ na stresujgce bodzce
srodowiskowe. Przy braku preproenkefaliny podstawowy poziom kortykosteronu u
myszy jest obnizony; gdy pojawia si¢ bodziec powodujacy stres, jego poziom wzrasta
wolniej do szczytowej wartosci, a jego powrot do normy zajmuje wigcej czasu niz u
kontroli (Melo i in., 2014). W modelu przewlektego tagodnego stresu (CMS), u zwierzat
[wt/wt] obserwowany jest wzrost st¢zenia kortykosteronu we krwi, podczas gdy nie
zaobserwowano podobnej, wywotanej stresem zmiany u zwierzat Penk KO (Melo i in.,
2014). Pomimo, iz poziom kortykosteronu jest wyzszy u myszy z mutacjag w warunkach
wyjsciowych, to nie wystepuje jego obnizenie po CMS w poréwnaniu do myszy bez

mutacji genetycznych. U myszy Penk KO wystepuje nizsza podstawowa temperatura
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ciata niz u zwierzat kontrolnych. W wyniku hipertermii wywotanej stresem u mutantow
nie zaobserwowano zmian temperatury, w porownaniu do zwierzat [wt/wt], u ktorych
wzrosta (Melo i in., 2014). W teScie otwartego pola zwierzeta Penk KO wykazuja
zmniejszong aktywno$¢ ruchowg na otwartej przestrzeni, wickszg preferencje do
poruszania si¢ po obrzezach klatki. Z kolei w uniesionym labiryncie krzyzowym spedzaja
mniej czasu w otwartych czesciach (przy podobnej aktywnos$ci ogdlnej) w pordwnaniu
do myszy kontrolnych (Bilkei-Gorzo i in., 2004, 2008; Bilkei-Gorzo i in., 2008; Ko6nig i
in., 1996; Kungiin., 2010). Po zakonczonym te$cie podniesionego labiryntu krzyzowego
zaobserwowano spadek aktywnosci w ciele migdalowatym oraz w jadrze
przykomorowym (immunoreaktywno$¢ c-Fos) (Bilkei-Gorzo i in., 2008). W tescie
warunkowania Igkiem, draznienie pradem powoduje wigksze nasilenie zamierania w
miejscu (ktore jest miarg zachowan lekowych) u myszy Penk KO niz u zwierzat
kontrolnych (Kung i in., 2010). Podobny wzrost cz¢stotliwosci zachowan zwigzanych z
Igkiem opisano u zwierzat bez receptora opioidowego . Badania te wskazuja, ze
receptory d-opioidowe posrednicza we wptywie peptydow pochodzacych od biatka
preproenkefaliny na zachowania emocjonalne (Filliol i in., 2000). Z kolei wyniki testu na
anhedoni¢ (preferencji sacharozy) pokazaly, ze CMS wywotal obnizone spozycie
stodzonej wody u zwierzat [wt/wt], ale nie u myszy z wytaczonym genem proenkefaliny

(Melo i in., 2014).

Jednakze inaktywacja tego samego genu, u tego samego gatunku, moze skutkowac
rozbiezno$ciami w opisanych fenotypach — wiemy o tym dzigki wytworzeniu réznych
szczepOw charakteryzujacych si¢ tym samym typem mutacji. Przyczynami takiego
zjawiska moga by¢: zajscie mutacji z mniejsza wydajnoscig niz 100%, zaburzenie
ekspresji genu powstate niezaleznie od zamierzonej mutacji, czy uszkodzenie sekwencji
kodujacej gen. Innym przyktadem roznic fenotypowych, tym razem nie wynikajacych z
niezamierzonych dziatan, u zwierzat z t3 samg mutacjg jest efekt tta genetycznego. W
tescie interakcji spotecznych (samiec-samiec), myszy Penk KO na tle genetycznym
C57BL/6J spedzaly mniej czasu na interakcji spotecznej (cechowaly si¢ wyzszym
poziomem lekliwosci) niz myszy Penk KO na tle DBA/2J (Bilkei-Gorzo i in., 2004).
Mimo wytgczenia tego samego genu, z uzyciem tej samej metody, mozemy spotkac sie

réznicami w zachowaniu w zaleznosci od tta genetycznego danej linii.
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Efekty dzialania enkefalin w mozgu

O ogodlnej funkcjonalnej roli czgsteczek sygnatowych mozna dywagowaé na
podstawie miejsca ich wystgpowania. Przykladowo enkefaliny wystepuja w ciele
migdatowatym (wptyw na reakcje emocjonalne), w jadrach podwzgorza i pnia moézgu
(funkcje sercowo-naczyniowe lub oddechowe) czy w rdzeniu kregowym, w okolicach
istoty szarej okotowodociggowej (gdzie posredniczg w odczuwaniu bolu) (Froehlich,

1997).

W przypadku funkcji enkefalin, jak i wielu innych neuropeptydow, kluczowe sa
eksperymenty badajace efekty podan agonisty/antagonisty receptorow czy manipulacji
genetycznych prowadzacych do zmiany transkrypcji genow, ktéorych funkcja
skorelowana jest z dzialaniem danej czgsteczki. W jednym z badan myszy pozbawione
biatek prekursorowych B-endorfiny i enkefaliny zostaly przetestowane pod katem
preferencji stodkiego roztworu w tescie wyboru migdzy piciem czystej wody lub wody
stodzonej sacharoza po podaniu antagonisty opioidowego - naloksonu (Hayward i in.,
2002). llo$¢ spozywanej stodzonej | czystej wody oraz kompensacyjny spadek dziennego
spozycia pokarmu byly podobne dla wszystkich delecji genéw 1 nie stwierdzono roéznic
wzgledem myszy kontrolnych. Po podaniu antagonisty opioidowego nastapito
zmniejszenie spozycia sacharozy 0 50% jedynie u myszy pozbawionych f3-endorfiny oraz
myszy [wt/wt]. Dane te sugeruja, ze nalokson zmniejsza spozycie sacharozy u tych
zwierzat poprzez blokowanie sygnalizacji endogennej enkefaliny i/lub dynorfiny, ale nie
B-endorfiny (Hayward i in., 2002). Mozliwe, ze enkefalina i dynorfina wptywaja na
preferencje stodkiego smaku, ale nie sa konieczne do podtrzymania spozywania stodkiej
wody. Mozliwe tez, ze nagradzajace wlasciwosci sacharozy sg bardziej wrazliwe na
dzialanie antagonisty, niz jej wlasciwosci wzmacniajace. Dzialanie stresorow (czyli
czynnikoéw fizycznych lub psychicznych zaburzajacych homeostazg) rowniez posiada
swoje odbicie w funkcjonowaniu szlakow enkefalinowych. Lagodne draznienie pradem i
wymuszone ptywanie obnizaja poziom Leu-enkefaliny w podwzgoérzu oraz Met-
enkefaliny w prazkowiu i podwzgorzu (Nam i in., 2019). W jadrze potlezacym poziom
enkefaliny réwniez jest zmniejszony u zwierzat, ktére doswiadczyly przewleklego
fagodnego stresu, a jej poziom wrastat poprzez chroniczne leczenie antydepresantami.

Dodatkowo wystawienie na zapach drapieznika, stres w uniesionym labiryncie
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krzyzowym oraz stres unieruchomienia obniza poziom Leu-enkefaliny w hipokampie
(Nam i in., 2019).

Uwaza si¢, ze podlozem dziatania substancji uzalezniajgcych jest niewlasciwe
zaangazowanie $ciezek neuronalnych reagujacych na nagrode. Istotng rolg odgrywa tutaj
uktad dopaminergiczny, ktdry jest posrednikiem w nagradzajagcym dzialaniu opioidow.
Przyktadowym doswiadczeniem dotyczacym tego zagadnienia sa badania, w ktorych
myszy z wylaczonym genem Penk otrzymuja mozliwo$é picia roztworéow alkoholu.
Myszy z niedoborem enkefaliny nie wykazywaly zadnej réznicy pod wzgledem
preferencji 12% (wg./obj.) etanolu oraz nie wykazywaly wywolanego stresem wzrostu
spozycia etanolu w poréwnaniu z myszami [wt/wt] (Racz i in., 2008). Podobne wyniki
uzyskano w doswiadczeniu, gdzie badano uzalezniajace dziatanie nikotyny u myszy Penk
KO. Nikotyna indukowata warunkowg preferencj¢ miejsca u zwierzat kontrolnych, ale
tego efektu nie bylo u myszy Penk KO. Zaobserwowano, ze zwigkszony poziom
dopaminy w jadrze potlezacym indukowany przez nikotyne byt rowniez zmniejszony u

tych myszy (Berrendero i in., 2005).

Powyzsze dane wskazuja na szereg funkcji, w ktore zaangazowana jest sygnalizacja
enkefalinowa. Endogenne peptydy opioidowe pochodzace z preproenkefaliny biora
udzial miedzy innymi w nagradzajacych wlasciwosciach substancji uzalezniajacych,
posredniczg w odczuwaniu bolu, regulujg reakcje emocjonalne, biorg udziat w regulacji
preferencji pokarmow bogatych w tluszcze 1 cukry czy procesach nauki i pamigci
(Berrendero i in., 2005; Duque-Diaz i in., 2019; Meilandt i in., 2008; MERRER i in.,
2009; Przewlocki, 2009; Wang i in., 2018). Mnogos¢ funkcji oraz niepetna wiedza
dotyczaca mechanizméw dziatania enkefalin czynig je waznym podmiotem dalszych

badan.

16



Cel i zalozenia pracy

Celem pracy jest charakterystyka genetycznie modyfikowanych myszy z inaktywacja
genu Penk. Opisu efektow mutacji genu Penk dokonano poprzez analize wynikow:
barwien immunofluorescencyjnych, genotypowania, wzglednej ekspresji transkryptow
gendéw (qPCR) i chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrig mas (LC-MSI).
Gléwnym zalozeniem byto opisanie wytworzenia i wlasnosci szczepu Penk KO oraz
wykazanie roznic pomigdzy poszczegdlnymi genotypami W Kontekscie do

przeprowadzanych doswiadczen.
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Materialy i metody

Zwierzeta doSwiadczalne

W doswiadczeniach wykorzystano myszy (Mus musculus L.) Penk flox, ktoére
wytworzone zostaty przez firm¢ Cyagen, a nastgpnie hodowane byly w Instytucie
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

Myszy B6.Cg-Tg(Synl-cre)671Jxm/J u ktérych rekombinaza Cre jest wyrazana pod
promotorem genu synapsyny zostaly sprowadzone z IBD PAN w Warszawie, a szczep
zostal wytworzony 19 lat temu i opisany przez (Zhu i in., 2001). U myszy SynCre
zintegrowany transgen (,,knock-in”) znajduje si¢ na chromosomie 6. Myszy
homozygotyczne pod wzgledem wstawki transgenicznej sg zywe i ptodne, jednak rozmiar
miotu 1 mnogo$¢ potomstwa pochodzacego z homozygotycznych kojarzen sa mate, a

wigkszo$¢ szczeniat nie przezywa — dlatego utrzymywana jest heterozygotycznos¢.

Na jednym z etapow skorzystano takze zwierz¢ta Drd2Cre (Tg(Drd2-cre)ER44Gsat.
Myszy zostaty stworzone w projekcie GENSAT (Gerfen i in., 2013). U myszy Drd2Cre
zintegrowany transgen znajduje si¢ na chromosomie 9. Transgen ten koduje rekombinazg
nlsCre pod kontrolg promotora genu Drd2 (receptora dopaminy D2). U myszy Drd2Cre
aktywno$¢ rekombinazy jest najsilniejsza w neuronach prazkowiowo-bladych, ale
wystepuje rowniez w neuronach dopaminergicznych oraz niektorych neuronach

dopaminoceptywnych w korze mozgowe;j.

Myszy byly trzymane w grupach (minimum 2/klatke) ze dostgpem do pokarmu
(Labofeed H, WPIK) oraz wody ad libitum. W zwierzetarni utrzymywano state warunki
o$wietlenia (cykl 12 godz. $wiatlo/ciemnosé, 7:00 —19:00), temperatury (22 +2°C).

Wszystkie analizy zostaty wykonane post-mortem.

Genotypowanie

Procedure rozpoczeto od lizy biopsji koncowek ogona w roztworze DirectPCR® (tail)
(Viagen; #102-T) w objetosci 0,2ml w 50°C przez noc, nast¢pnie probki inkubowane byty
45minut w 85°C w celu inaktywacja proteinazy K. Do genotypowania wykorzystano 1ul
lizatoéw. U myszy Penk flox PCR przeprowadzono z wykorzystaniem par starterow: F1
CTACAGGCGCGTTCTTCTCT i R1 TAGCTGCATTTAGCGCAGTC oraz w
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przypadku zwierzat Penk KO: F1 CTACAGGCGCGTTCTTCTCT i R2
GGATGGAGCAGGTAGTGG. Reakcje PCR miaty 40 cykli w nastgpujacych
warunkach: wst¢pna denaturacja (95 °C, 3min), denaturacja nici (95 °C, 30s),
przytaczanie starterow (58°C, 30s), elongacja (72°C, 1min; x40 cykli). Analiz¢ wynikow
PCR przeprowadzono za pomoca elektroforezy (60min) w zelu agarozowym (2%
wg./obj.) w buforze 50XxTAE (2M Tris pH 8,3; 1M octan sodu oraz 50 mM EDTA
(wersenian disodu) pH 8) z dodatkiem bromku etydyny, przy napigciu 120V.

Barwienie immunofluorescencje

Zwierzeta zostaly u$miercone przez podanie $miertelnej dawki morbitalu (ok.
0,1ml1/20g masy ciata). W kolejnym kroku poddano je perfuzji przez podanie ok. 10ml
zimnego 10xPBS (buforowana fosforanem sol fizjologiczna) do lewej komory (przy
przecigciu prawego przedsionka), a nastegpniec ok. 20-30ml 4% (wg./obj.)
paraformaldehydu. Pozyskane mozgi utrwalono w tym samym roztworze przez noc w
4°C. Kolejnym krokiem byta utrwalenie mozgdéw poprzez umieszczenie ich w 30%
(wg./obj.) roztworze sacharozy w PBS przez 48h, az opadty na dno probéwek. Nast¢pnie
na wibratomie (Leica VT1299) wykonano skrawki o grubosci 40um. Selekcja skrawkow,
ktore w kolejnych etapach poddane zostaty barwieniu immunofluorescencyjnemu
majacemu na celu zobrazowanie biatka preproenkefaliny lub Leu-enkefaliny, zostata
dokonana z wykorzystaniem binokularu StemiDV4 (Zeiss). Wszystkie etapy barwienia
zostaty przeprowadzone na kotysce. W celu zablokowania wigzan niespecyficznych
tkanke¢ inkubowano przez godzing w 5% (wg./obj.) roztworze normalnej surowicy koziej
(NGS) z PBST (0,25% (wg./obj.) Triton X-100 w PBS). Nastepnie skrawki inkubowano
przez noc w temperaturze pokojowej razem z pierwszorzedowym przeciwciatem:
kréliczym anty-preproenkefalina (1:500; Neuromics, #14124;) lub kroliczym anty-Leu-
enkefalina (1:100; Neuromics; # RA21007). Nastepnie po odptuknaiu skrawkow z
nadmiaru przeciwciata I rzedowego w PBS (3x 5min), przeprowadzono inkubacje z
przeciwcialem drugorzgdowym: koza anty-krolik Alexa Fluor 488 (1:500 oraz 1:200;
Thermofisher, # A-11070) przez 2h w temperaturze pokojowej. Po 3-krotnym
przeptukaniu roztworem PBS, skrawki naloZzono na dodatnio natladowane szkietka. Uzyto
serum zamykajacego “HardSet with DAPI” (VECTASHIELD; #H-1500-1) i zamknigto
szkietkiem nakrywkowym. Obrazowanie preparatow na mikroskopie konfokalnym
(Leica TCS SP8 WLL) z zastosowaniem przyblizen 10- lub 40- krotnym przeprowadzone

zostalo przez Srodowiskowe Laboratorium Obrazowania in vivo i in vitro w IF PAN, w
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Krakowie. Scalenie oraz obrobke zdje¢ wykonano w programie LASX. Na wszystkich
zdjeciach zastosowano ujednolicenie parametréw na wszystkich kanatach: 61 niebieski,

79 zielony.

Izolacja RNA

Zwierzgta zostaly uSmiercone przez zerwanie kregéw szyjnych, po czym mozgi
zostaly przeniesione do RNAIlater Stabilization Solution (Invitrogen) i utrwalone przez
24h w 4°C. Nastepnie pod binokularem StemiDV4 (Zeiss) z utrwalonych mézgow igtami
aptecznymi jednorazowego uzytku, wyizolowane zostato prazkowie wraz z jadrem
potlezacym. Wypreparowana tkanka zostata zamrozona w -20°C. Pierwszym krokiem
izolacji RNA byta homogenizacja tkanki. Probki rozmrozono, usunigto RNAlater i w
probéwkach umieszczono peseta 1 stalowa kulke, ktora potem postuzyta do
homogenizacji tkanki w aparacie TissueLyser Il (Qiagen). Probki umieszczono w
kasetach do TissueLysera Il, nastepnie pod dygestorium do kazdej probki dodano 1ml
TRIzolu (Invitrogen). Wszystkie procedury odbywaty si¢ na lodzie. Po umieszczeniu
kaset w statywie aparatu, probki zostaly poddane homogenizacji przez 3 minuty.
Nastepnie obrocono sam statyw o 180° w poziomie i powtorzono proces przez kolejne 3
minuty. Zhomogenizowane probki krotko zworteksowano i dodano do kazdej po 200ul
chloroformu, po czym ponownie krétko zworteksowano. W kolejnym kroku zwirowano
probki w 4°C przez 20 minut (12 000 g). Zebrano gorng frakcje (wodng z RNA) — 450-
500ul, przeniesiono do nowych probowek 1,5ml, dodano izopropanolu (450ul),
przepipetowano (w celu doktadnego wymieszania), krotko zworteksowano. Przetozono
do -70°C (20min), wirowano 4°C, (30min). Nast¢pnie nadsgcz 0dciagnieto pipetg. Do
osadu dodano 1ml 70% (wg./obj.) etanolu i zwirowano w 4°C prze 20 min (12 000 g).
Ponownie odciggni¢to nadsacz i zworteksowano. Probki byty suszone przez 5 minut,
zastosowano dodatkowe wirowanie w temperaturze pokojowej. Dalszym dziataniem byto
dodanie 50ul wody wolnej od nukleaz, przeniesienie probek do termobloku 65°C na 5

minut, zworteksowanie i przechowywanie w -20°C

W celu pomiaru stezenia RNA probki rozmrozono na lodzie zworteksowano i krotko
zwirowano. Uruchomiono program NanoDrop 1000, natozono 1,5ul wody na urzagdzenie
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc.) w celu kalibraciji.

Nastepnie dokonano pomiaréw stgzen wszystkich probek. W tym celu w programie
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NanoDrop 1000 wybrano ustawiania do analizy stezen RNA; absorbancja réwna 1 przy
260 nm odpowiada stezeniu RNA 40 pg/ml.

Odwrotna transkrypcja

Z kazdej probki pobrano taka objetosc¢ roztworu oraz dodano tyle wody aptecznej
(Polpharma) aby w nowej proboéwce 1,5ml znalazto si¢ po 2pg RNA w tacznej objgtosci
13ul. Przygotowano mieszanine do reakcji odwrotnej transkrypcji (ilo$¢ na 1 probke: 2ul
buforu RT i 2ul dNTPs z zestawu Omniscript RT Kit (200) (Quiagen), 2ul Oligo(dT)12-
18 primer (Invitrogen), wode wolna od nukleaz RNase-free water z zestawu Omniscript
(Qiagen) - objetos¢ zalezna od stezenia RNA w probee. Nastgpnie do eppendorfow z
probkami z RNA dodano przygotowany roztwor oraz na koniec dodano enzym -
odwrotng transkryptaze z zestawu Omniscript RT Kit (200) (Qiagen); taczna objetosé
mieszaniny 20ul. Probki wtozono do cieplarki w 37°C (60 min). Po inkubacji dodano

380ul wody (20x rozcienczenie) i zworteksowano.

Ilosciowy PCR

Probki z cDNA trzymano na lodzie. Z zamrazarki wyjeto sondy TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems): Mm01212875_m1 Penk, Mm00457573_m1
Pdyn, Mm00443063_m1 Oprdl, Mm01188089_m1 Oprml, Mm01230885 m1 Oprki,
Mm02620146_s1 Drdla, MmO00802131 _ml Agp4, MmO00446968 ml Hprtl i
rozmrazano je ostoniete od §wiatla, na lodzie. Do kazdej probowki 1,5ml dodano TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) po 10ul x ilo§¢ probek, nastgpnie
dodano po 1ul x ilos¢ probek sond. Kilkukrotnie delikatnie przepipetowano, krotko
zworteksowano. W kolejnym kroku przepipetowano do kazdego dotka na ptytce Hard-
Shell 96-Well PCR Plates (Bio-Rad) po 11ul mieszaniny MasterMix z odpowiednig
sonda i na koniec dodano po 9ul cDNA. Piytk¢ zaklejono naklejka Microseal 'B'
Adhesive Seals, Optical (Bio-Rad), wygtadzono gtaszczka, zabezpieczono brzegi przed
odklejeniem i zwirowano krotko przy 2250 g. Nastgpnie plytke odpowiednio
zorientowang umieszczono w termocyklerze CFX96 Real-Time system (Bio-Rad). Na
komputerze uruchomiono program Bio-Rad i wybrano procedure RT-PCR, gdzie
mierzono poziom fluorescencji FAM (karboksyfluoresceina) o maksymalnej fali
absorpcji przydtugosci 495nm i emisji przy 517nm. Po przeprowadzeniu 45 cykli RT-
PCR (50°C, 2min; 90°C, 10min; 45x (90°C, 15s; 60°C 1min), a nast¢pnie

wyeksportowano wyniki do pdzniejszej analizy. Ustawiono prog (z ang. threshold) na
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automatyczny, ktory wyniost 151.40. Na jego podstawie wyliczane byty wartosci cykli
progowych (Ci). Zastosowano normalizacj¢ danych do S$redniej warto$ci z grupy

kontrolnej.

Analiza spektrometrii mas (nanoLC-MS/MS)

Zwierzgta zostaly u$miercone przez zerwanie kregdéw szyjnych, po czym mozgi
zostaly pocigte na skrawki grubo$ci ok. 1mm zyletkami w Mouse Brain matrix. Nast¢pnie
pod binokularem StemiDV4 (Zeiss), z pojedynczych skrawkoéw igltami wyizolowana
zostata gatka blada, przetozona do probowki 1,5ml w ktorej znajdowato si¢ 500ul
roztworu 10xTBS (20 mM Tris, 137 mM NaCl) o pH 7,4. Probki zhomogenizowano
krotko za pomoca rotora-statora Ultra Turrax T8 (IKA) i od razu zamrozono w suchym

lodzie. Catos¢ procedury zajeta okoto 3-3,5minuty.

Kolejny etap zostat zlecony do wykonania przez Srodowiskowe Laboratorium
Proteomiki i Spektrometrii Mas Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie. Analiz¢ Nano
Chromatografii cieczowej w polaczeniu z tandemowg analiza spektrometrii mas
(nanoLC-MS/MS) zastosowang do rozdzielenia peptydow przeprowadzono przy uzyciu
systemu chromatografii nanokapilarnej UltiMate 3000 Nano LC. Rozdzialy zostaty
wykonane z wykorzystaniem kolumny PepMap (1 cm dtugosci, 75um ID, C18, 3um
rozmiar czastek, rozmiar poréw 100 A, Thermo-Scientific) przy uzyciu 0,1% HCOOH w
wodzie (rozpuszczalnik A) i 0,1% HCOOH w 80% acetonitrylu (rozpuszczalnik B), przy
predkosci przeptywu 300 nL/min. System kontrolowany byt przez oprogramowanie
Hystar (Bruker Daltonics). Gradient wytworzono z 4 do 45% roztworu B przez 100 minut,
az do 90% przez 10 minut i ponownie redukowany do 4% az do uptyniecia 120min.
System chromatograficzny byt bezposrednio sprzezony ze Spektrometrem mas
AmazonSL (Bruker Daltonics). Instrument dziatal w trybie jonéw dodatnich. Podczas
analizy dwa najbardziej intensywne piki (prog powyzej 400 000) w zakresie 300—1600
m/z zostaly automatycznie sfragmentowane przy uzyciu CID (widm fragmentacji

wywotanej zderzeniowo) W trybie akwizycji zaleznej od danych.

Metody statystyczne
Analize statystyczna przeprowadzano w programie GraphPad Prism 8 oraz Microsoft
Excel z pakietu Microsoft Office. Do porownan wykorzystano test Kruskala-Wallisa oraz

test wielokrotnych porownan Dunn’a.

22



Wyniki
Wytworzenie modelu myszy z warunkowa delecja genu Penk

Pierwszym etapem, wykonanym w ramach zlecenia przez firm¢ Cyagen, bylo
utworzenie modelu myszy z wprowadzonymi sekwencjami loxP w genie Penk (Ensembl:
ENSMUSG00000045573), ktéry znajduje si¢ na chromosomie 4. W kanonicznym
transkrypcje genu wystepuja 2 eksony; z kodonem start ATG w egzonie 1 i kodonem stop
TGA w egzonie 2 (Transkrypt: ENSMUSTO00000070375). Do opracowania konstruktu
wariantu genu flox wykorzystano region egzonu drugiego. Rekombinacja genu powoduje

usuniecie catej sekwencji kodujacej preproenkefaling.

W tym celu utworzono konstrukt wykorzystujac sekwencje genu Penk zawartg na
konstruktach BAC RP23-402E21 i RP23-76M24. Konstrukt zawieral: sekwencje
kodujaca genu Penk, homologiczne sekwencje flankujace gen oraz sekwencje loxP
wyznaczajace Obszar ulegajacy warunkowej delecji. Dodatkowo, na konstrukcie
umieszczono geny pozwalajace na negatywna (DTA — fragment A toksyny btoniczej) i
pozytywna (Neo — neomycyna) selekcje. Wektor zostal wprowadzony do mysich
embrionalnych komoérek macierzystych z linii 5C11 za pomoca elektroporacji. Konstrukt
zostat wbudowany do genomu na drodze homologicznej rekombinacji. Wbudowanie si¢
konstruktu potwierdzono dzigki selekcji pozytywnej — w hodowli pozostaly jedynie
komorki zawierajace gen neomycyny znajdujacy si¢ w regionie homologicznym.
Wykluczono zaj$cie rekombinacji niehomologicznej dzigki selekcji negatywnej — u
pozostatych w hodowli komorek sekwencja DTA z racji, iz nie znajdowata si¢ w rejonie

homologii, nie ulegata wbudowaniu w genom (Ryc.2).

23



Allel genu Penk typu dzikiego
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Ryc.2 Schemat przedstawiajacy etapy modyfikacji genetycznych prowadzacych do wytworzenia
myszy Penk KO.

Nastgpnie za pomocg mikroiniekcji wprowadzono komorki ES do mysiej blastocysty,
ktorg wszczepiono si¢ pseudociezarnej samicy, W celu uzyskania zatozyciela linii flox. Z
potomstwa wyselekcjonowano chimere, ktorg Skrzyzowano ze zwierzgciem [wt/wi]
(Ryc.3). Kolejne etapy zostaty przeprowadzone w IF PAN, w Krakowie. Pojawienie si¢
w potomstwie zwierzecia z wariantem flox genu Penk potwierdzono poprzez
genotypowanie z wykorzystaniem techniki PCR na lizowanych biopsjach koncéwki

ogona (Ryc.4). Przeprowadzono kilka pokolen krzyzowan.
Kolejnym etapem bylo wytworzenie myszy z delecja genu Penk. W tym celu

skrzyzowano zwierzeta: [wt/flox] x SynCre [Tg/wt] (Ryc.3). Ponownie przeprowadzono

kilka pokolen krzyzowan. Najbardziej pozadanym zwierzeciem z urodzonego potomstwa
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Ryc.3 Schemat krzyzowan prowadzacy do wytworzenia myszy Penk flox/flox, Drd2Cre [Tg/0];
Penk flox/flox i Penk wt/KO.

byt samiec SynCre [Tg/wt]; [flox/wt]. Przyczyng takiego doboru genotypow jest fakt, iz
ekspresja transgenu jest aktywna w mgskiej linii zarodkowej i moze powodowaé
rekombinacje tej linii u potomstwa — w tym przypadku umozliwi to zaj$cie wycigcia
miejsca flankowanego sekwencjami loxP w genie Penk przez rekombinazg Cre (Ryc.2).
Opisanego samca skrzyzowano z samicg bez mutacji genetycznych na tym samym tle
genetycznym (C57BL/6N) (Ryc.2). Wsrod potomstwa potwierdzono wystepowanie
myszy Penk KO (Ryc.4).

Alternatywnie przeprowadzono krzyzowki myszy [wt/flox] x Drd2Cre [Tg/0]. Po
uzyskaniu zwierzecia heterozygotycznego pod wzgledem obu cech, przeprowadzono
kilka pokolen krzyzowan (Ryc.3). W ten sposoéb wytworzono mysz Drd2Cre [Tg/0];
[flox/flox].
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A5 = 3 C 500

— G
R1 R2 300
200
Primery:
F1 5 CTACAGGCGCGTTCTTCTCT3' 100
R1 5 TAGCTGCATTTAGCGCAGTC3'
R2 5 GGATGGAGCAGGCTAGTGG 3’
500
B wt F1+R1=134pz o
flox F1+R1=168pz 300
200
ko F1+R2 =110pz
100

Ryc.4 Wynik analizy PCR dla poszczegdlnych genotypow. A) Schematyczne przedstawienie miejsc
przylaczania si¢ primerow w obszarze genu Penk. B) Przykladowy wynik genotypowania zwierzat
z allelem flox. Obecno$¢ dwoch prazkéw (pierwsze dwa $lady) wskazuje na heterozygotyczno$e,
jeden prazek przy ~168pz to flox/flox, kolejny prazek przy ~134pz odpowiada myszy [wt/wt],
prazek ~110pz jest charakterystyczny dla Penk KO. C) Wizualizacja produktow PCR na Zelu
agarozowym.

Wyniki barwien immunofluorescencyjnych

W celu weryfikacji efektéw wprowadzenia mutacji flox w genie Penk,
przeprowadzone zostaly barwienia immunofluorescencyjne z wykorzystaniem
przeciwciatl skierowanych przeciwko preproenkefalinie. Przeprowadzone barwienie
miato charakter jako$ciowy. Obrazowanie wynikow przeprowadzone zostato przez
Srodowiskowe Laboratorium Obrazowania in vivo i in vitro w IF PAN, w Krakowie.
Najbardziej powtarzalnym wynikiem u zwierzat bez mutacji genetycznych okazaly si¢
sygnaly pochodzace z gatki bladej oraz prazkowia (Ryc.5, 6). Podobne wyniki akumulacji
biatka preproenkefaliny w galce bladej (W czgéci zewnetrznej) zaobserwowano W
badaniach z wykorzystaniem analizy MALDI-TOF-MSI (Hulme i in., 2020); potwierdza
si¢ to takze z obszarami wystgpowania RNA bialka preproenkefaliny (2004 Allen
Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas. Dostep z: https://mouse.brain-
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map.org/). W mniejszym stopniu zaobserwowano fluorescencje w jadrze potlezacym
oraz w I rzedowej korze motorycznej. Obserwowany sygnat byl wyraznie silniejszy w

istocie biatej prazkowia i gatki blade;.

—_—

Bregma-0.34 mm

Ryc.5 Ekspresja preproenkefaliny u myszy o genotypie: 1) 5582 wt/wt; 2) 5966 wt/wt; na tle
C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates,
Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajgce cigcia czolowe mysiego mozgu
zabarwionego DAPI (jadra komoérkowe) i Alexa 488 (preproenkefalina) w powigkszeniach kolejno
kolumnami: 10x caty skrawek, 40x poszczegolna struktura LGP lub CPu. Zielony barwnik ma
dlugos¢ fali absorpcji, ktora osiaga wartosci szczytowe okoto 496 nm., i maksymalng emisj¢ okoto
519 nm. Zielona fluorescencja widoczna jest przede wszystkim w galce bladej oraz w mniejszym
stopniu w prazkowiu. Powickszenie 10x pasek skali 1000 um., powigkszenie 40x pasek skali 500
um. LGP, boczna galka blada; , brzuszna gatka blada; CPu, jadro ogoniaste; CTX, kora
moézgowa; Cc, cialo modzelowate; , spoidto przednie; ic, torebka wewnetrzna; LV, boczna

komora; D3V, grzbietowa komora trzecia; 3V, komora trzecia.

27



Ryc.6 Ekspresja preproenkefaliny u myszy o genotypie: 1) 5967 wt/wt; 2) 5181 wt/wt; na tle
C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates,
Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajace cigcia czotowe mysiego mdzgu zabarwionego
DAPI (jadra komoérkowe) i Alexa 488 (preproenkefalina) w powigekszeniach kolejno kolumnami: 10x
caly skrawek, 40x poszczegolna struktura LGP lub CPu. Zielony barwnik ma dtugos¢ fali absorpcji,
ktora osigga warto$ci szczytowe okoto 496 nm., i maksymalng emisj¢ okoto 519 nm. Zielona
fluorescencja widoczna jest przede wszystkim w galce bladej oraz w mniejszym stopniu w prazkowiu.
Powickszenie 10x pasek skali 1000 pm., powigkszenie 40x pasek skali 500 um. LGP, boczna gatka
blada; \/P, brzuszna gatka blada; CPu, jadro ogoniaste; CTX, kora mdzgowa; cc, ciato modzelowate;

, spoidto przednie; ic, torebka wewnetrzna; LV, boczna komora; D3V, grzbietowa komora trzecia;

3V, komora trzecia; , jadro potlezace, rdzen; AcbSh, jadro pétlezace, skorupa.

U myszy heterozygotycznych pod wzglegdem cechy wystepowania sekwencji loxP
zauwazono fluorescencje podobng do wynikdéw otrzymanych dla myszy o genotypie
[wt/wt] w prazkowiu oraz w gatce bladej (Ryc.8). Wynik ten oznacza, ze obecnosé¢
jednego allelu Penk flox nie miata zauwazalnego wplywu na ekspresje preproenkefaliny.
Wystapienie niespecyficznej fluorescencji w takich strukturach jak ciato modzelowate
czy spoidto przednie (Ryc.8) najprawdopodobniej jest spowodowane niecatkowitym
odptukaniem przeciwciata Il rzedowego podczas przeprowadzania procedury. Z kolei w
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przypadku zwierzat 0 genotypie [flox/flox] barwienie jest bardzo stabo widoczne lub
nieobserwowalne, wiaczaja w to gatke¢ bladg oraz prazkowie (Ryc.7, 8). Wynik ten
$wiadczy o silnym zahamowaniu ekspresji genu Penk przez obecno$¢ wprowadzonych

sekwencji flox.

1 floxflox

Bregma-0.10 mm

2 floxflox

CTX

—_— Bregma-0.34 mm

Ryc.7 Ekspresja preproenkefaliny u myszy o genotypie 1) 5581 flox/flox; 2) 5835 flox/flox; na tle
C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates,
Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajgce cigcia czolowe mysiego mozgu
zabarwionego DAPI (jadra komorkowe) i Alexa 488 (preproenkefalina) w powigkszeniach kolejno
kolumnami: 10x catly skrawek, 40x poszczegodlna struktura LGP lub CPu. Kazdy skrawek pochodzi
z innego zwierzecia. Zielony barwnik ma dtugo$¢ fali absorpcji, ktora osigga wartosci szczytowe
okoto 496 nm., i maksymalna emisj¢ okoto 519 nm. Zielona fluorescencja widoczna jest przede
wszystkim w galce bladej oraz w mniejszym stopniu w prazkowiu. Powigkszenie 10x pasek skali
1000 pm., powigkszenie 40x pasek skali 500 um. LGP, boczna gatka blada; \/P, brzuszna gatka
blada; CPu, jadro ogoniaste; CTX, kora mozgowa, cc, ciatlo modzelowate; 2ca, spoidto przednie; ic,

torebka wewnetrzna; LV, boczna komora; D3V, grzbietowa komora trzecia; 3V, komora trzecia.
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Ryc.8 Ekspresja preproenkefaliny u myszy o genotypie 1) 5060 flox/wt; 2) 5144 flox/flox; na tle
C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates,
Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajgce cigcia czolowe mysiego mozgu
zabarwionego DAPI (jadra komoérkowe) i Alexa 488 (preproenkefalina) w powigkszeniach kolejno
kolumnami: 10x caty skrawek, 40x poszczegolna struktura LGP lub CPu. Kazdy skrawek pochodzi
z innego zwierzecia. Zielony barwnik ma dhugos¢ fali absorpcji, ktora osigga wartosci szczytowe
okoto 496 nm., i maksymalng emisj¢ okolo 519 nm. Zielona fluorescencja widoczna jest przede
wszystkim w gatce bladej oraz w mniejszym stopniu w prazkowiu. Powickszenie 10x pasek skali
1000 um., powickszenie 40x pasek skali 500 um. LGP, boczna gatka blada; \/P, brzuszna gatka
blada; CPu, jadro ogoniaste; CTX, kora mézgowa, cc, ciatlo modzelowate; aca, spoidto przednie; ic,
torebka wewnetrzna; LV, boczna komora; D3V, grzbietowa komora trzecia; 3V, komora trzecia;

, jadro potlezace, rdzen; AcbSh, jadro potlezace, skorupa.

Z kolei wyniki barwienia z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych przeciw
peptydowi Leu-enkefalinie daty trudne do zinterpretowania wyniki. Ze wzgledu na
trudnosci techniczne barwienia tego peptydu, koniecznym krokiem byto zastosowanie
wysokich stezen przeciwciat pierwszo- i drugorzgdowych, co w rezultacie dato wyrazne

barwienie niespecyficzne. Miejsce szczegolnie wyrdzniajace si¢ Natezeniem sygnatu w
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porownaniu do kontroli, gdzie zastosowano jedynie przeciwciato II rzgdowe (w takim
samym st¢zeniu jak w przypadku doswiadczalnym, bez przeciwciata I rzedowego) jest
galka blada (Ryc.9, 10, 11). W tym wyniku nie zaobserwowano wyraznych rdznic
pomiedzy genotypami [flox/flox] oraz [wt/wt]. Ze wzgledu na to, ze biatko
preproenkefaliny jest glownym prekursorem peptydu Leu-enkefaliny, a jego ekspresja
prawdopodobnie zostata zaburzona przez sekwencje loxP, stad oczekiwane byty zmiany

w wynikach fluorescencji. Ze wzglgdu na brak pewnosci co do swoistosci

obserwowanego sygnatu, nie mozna postawi¢ jednoznacznych wnioskow.

- Bregma-0.34 mm

2 wtwt LGP
0 D

Bregma-0.34 mm

Ryc.9 Ekspresja Leu-enkefaliny w prazkowiu u myszy o genotypie 1) 5967 wt/wt; 2) 5966 wt/wt,
na tle C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates, Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajgce cigcia koronalne mysiego
moézgu zabarwionego DAPI (jadra komorkowe) i Alexa 488 (Leu-enkefalina) w powigkszeniach
kolejno kolumnami: 10x, 40x, 10x. Ze wzgledu na duze tto, referencyjnie zaprezentowano skrawek,
ktory potraktowano tylko przeciwciatami IT rzedowymi. Zielona fluorescencja bedaca potencjalnie
specyficznym sygnatem dla przeciwciat anty-Leu-enk widoczna jest przede wszystkim w galce
bladej. Powigkszenie 10x pasek skali 1000 pm., powigkszenie 40x pasek skali 500 um. LGP, boczna
galka blada; , brzuszna galka blada; CPu, jadro ogoniaste; CTX, kora moézgowa; cc, ciato
modzelowate; , spoidlo przednie; ic, torebka wewnetrzna; LV, boczna komora; D3V, grzbietowa

komora trzecia; 3V, komora trzecia.
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Ryc.10 Ekspresja Leu-enkefaliny w prazkowiu u myszy o genotypie 1) 5835 flox/flox; 2) 5834
flox/flox, na tle C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in
Stereotaxic Coordinates, Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajace cigcia koronalne
mysiego moézgu zabarwionego DAPI (jadra komorkowe) i Alexa 488 (Leu-enkefalina) w
powigkszeniach kolejno kolumnami: 10x, 40x, 10x. Ze wzgledu na duze tlo, referencyjnie
zaprezentowano skrawek, ktory potraktowano tylko przeciwcialami II rzedowymi. Zielona
fluorescencja bedaca potencjalnie specyficznym sygnatem dla przeciwciat anty-Leu-enk widoczna
jest przede wszystkim w galce bladej. Powickszenie 10x pasek skali 1000 pm., powickszenie 40x
pasek skali 500 um. LGP, boczna galka blada; \/P, brzuszna gatka blada; CPu, jadro ogoniaste;
CTX, kora mézgowa, cc, ciato modzelowate; , spoidlo przednie; ic, torebka wewnetrzna; LV,

boczna komora; D3V, grzbietowa komora trzecia; 3V, komora trzecia.
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Ryc.11 Ekspresja Leu-enkefaliny w prazkowiu u myszy o genotypie 1) 5966 wt/wt; 2) 5967 wt/wit,
na tle C57BL/6N. Od lewej: referencyjne fragmenty atlasu (The Mouse Brain in Stereotaxic
Coordinates, Paxinos i Franklin); konfokalne obrazy przedstawiajgce cigcia koronalne mysiego
moézgu zabarwionego DAPI (jadra komoérkowe) i Alexa 488 (Leu-enkefalina) w powickszeniach
kolejno kolumnami: 10x, 40x, 10x. Ze wzgledu na duze tto, referencyjnie zaprezentowano skrawek,
ktory potraktowano tylko przeciwciatami II rzedowymi. Zielona fluorescencja bedaca potencjalnie
specyficznym sygnatem dla przeciwcial anty-Leu-enk widoczna jest przede wszystkim w gatce
bladej. Powigkszenie 10x pasek skali 1000 um., powiekszenie 40x pasek skali 500 um. LGP, boczna
gatka blada; , brzuszna gatka blada; CPu, jadro ogoniaste; CTX, kora médzgowa; cc, ciato
modzelowate; aca, spoidto przednie; ic, torebka wewnetrzna; LV, boczna komora; D3V, grzbietowa

komora trzecia; 3V, komora trzecia.

Wyniki analizy pomiaru zawartosci transkryptow genow

W celu dalszej weryfikacji fenotypu jaki niesie ze soba mutacja w genie Penk
przeprowadzono ilosciowa analiz¢ ekspresji genéow QPCR w prazkowiu z
wykorzystaniem myszy Penk [flox/flox] i Drd2Cre; Penk [flox/flox] oraz myszy
kontrolnych. U myszy Penk [flox/flox] zaobserwowano okoto 50-krotnie mniejszg
wzgledng abundancje transkryptu Penk w porownaniu do kontroli, a u zwierzat Drd2Cre;
Penk [flox/flox] okoto 1900-krotnie mniejsza (Ryc.12). Znamienna byta jedynie roznica
w poziomie transkryptu Penk migdzy myszami kontrolnymi D2, niemniej niezalezne

doswiadczenie (niezaprezentowane w pracy) pokazato podobng do zaobserwowanej
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réznicg migdzy flox i wt, stad tez wynik ten jest interpretowany jako potwierdzenie, ze
obecno$é¢ miejsc 10XP zaburzyla ekspresje genu. Swiadczy to 0 réznicach w ekspresji
genu Penk pomiedzy poszczegdlnymi genotypami, w przypadku wystepowania
sekwencji loxP w genie Penk w calym mozgu oraz selektywnie w komoérkach D2

prazkowia.

Populacje neuronow prazkowia w 90% stanowig MSN, ktore ze wzgledu na
projekcje mozna podzieli¢ neurony S$ciezki posredniej (D2) i bezposredniej (D1).
Niezaleznie od rodzaju genotypu z mutacja, dotykata ona gtownie komoérek D2, nie D1,
w ktorych jest produkowana prodynorfina. Poniewaz zaobserwowano zmniejszong
ekspresje biatka preproenkefaliny (gtéwny prekursor Leu-enkefaliny), postanowiono
sprawdzi¢, czy w wyniku zmian kompensacyjnych wystapita zwigkszona ekspresja genu
innego bialka prekursorowego dla tego peptydu — prodynorfiny. Nie zaobserwowano

jednak réznic pomiedzy grupami w ekspresji genow kodujacych to biatko (Ryc.12).
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Ryc.12 Wzgledne ilosci transkryptow genow Penk, Pdyn dla myszy o genotypach [wt/wt],
[flox/flox], D2Cre [Tg/0]; Penk [flox/flox], Penk [wt/wt]. Stupki odpowiadaja medianie + 95%
przedziat ufnosci (n = 4), a wartosci reprezentuja wzgledne ilosci transkryptow gendéw po
normalizacji wzgledem s$redniego poziomu ekspresji u zwierzat Penk [wt/wt]. Do analizy
statystycznej zastosowano test Kruskala-Wallisa oraz jako post-hoc test wielokrotnych porownan
Dunn’a. **p <0.01.
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Oznaczone zostaly rowniez poziomy transkryptéw kodujacych receptory opioidowe
8, ik (Ryc.7C, D, E). Nie zaobserwowano réznic pomigdzy grupami; warto zaznaczy¢,
iz przy Oprm1l w dwoch probkach reakcja nie data produktow. We wzglednej ekspresji
genu Drdla bedgcym markerowym dla neuronéw dopaminowych D1 wykryto istotng
statystycznie roznicg pomiedzy genotypem [flox/flox] (mediana 1,01), a [Tg/0; flox/flox]
(mediana 1,22) (Ryc.13). Warto zaznaczy¢, ze roznica byta bardzo niewielka oraz grupy
badawcze byty nieliczne.
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Ryc.13 Wzgledne ilosci transkryptow genow Oprdl, Oprml, Oprkl, Drdla dla myszy o genotypach
[wt/wt], [flox/flox], D2Cre [Tg/0]; Penk [flox/flox], Penk [wt/wt]. Stupki odpowiadaja medianie +
95% przedziat ufnosci (n = 4), a wartosci reprezentuja wzgledne ilosci transkryptow gendw po
normalizacji wzgledem s$redniego poziomu ekspresji u zwierzat Penk [wt/wt]. Do analizy
statystycznej zastosowano test Kruskala-Wallisa oraz jako post-hoc test wielokrotnych porownan
Dunn’a. *p < 0.05.
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Nie zauwazono istotnych roznic w ekspresji genu Agqp4, ktory jest genem Swoistym
dla astrogleju (Ryc.14). Zmiana jego ekspresji mogtaby $wiadczy¢ o zaburzonej przez
mutacj¢  proporcji  réznych  rodzajow  komoérek. Gen  Hprtl  koduje
fosforybozylotransferaze hipoksantynowo-guaninows, ktéra odgrywa centralng rol¢ w
wytwarzaniu nukleotydow purynowych poprzez szlak odzyskiwania puryn. Gen ten jest
wykorzystywany jako kontrola w qPCR, ze wzgledu na malg zmiennos$¢ ekspresji. Brak
réznic w ekspresji Hprtl potwierdza poprawno$¢ techniczng przeprowadzonej analizy
(Ryc.14).
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Ryc.14 Wzgledne ilosci transkryptow genow Aqp4, Hprt dla myszy o genotypach [wt/wt],
[flox/flox], D2Cre [Tg/0]; Penk [flox/flox], Penk [wt/wt]. Stupki odpowiadaja medianie + 95%
przedziat ufnosci (n = 4), a wartoSci reprezentujg wzgledne iloci transkryptow gendéw po
normalizacji wzglgdem S$redniego poziomu ekspresji u zwierzat Penk [wt/wt]. Do analizy
statystycznej zastosowano test Kruskala-Wallisa oraz jako post-hoc test wielokrotnych porownan

Dunn’a.

Podsumowujac analizy pomiaru zawartosci Wzglednych ilosci transkryptow gendow
Penk, Pdyn, Oprdl, Oprm1, Oprk1, Drdla, Aqp4, najistotniejszym wynikiem jest roznica
w transkrypcje preproenkefaliny. Wskazuje to, ze sama obecnos¢ miejsc loxP zaburza
ekspresje genu Penk, powodujac znaczne zmniejszenie mRNA i poziomoéw biatka w
prazkowiu 1 innych obszarach mozgu. Zaobserwowano wyrazng réznice miedzy
genotypami, co pokrywa si¢ z wynikami dotyczacymi fluorescencji. Nie zaobserwowano
zmian kompensacyjnych objawiajgcych sie¢ w zwigkszonej ekspresji transkryptu

prodynorfiny.
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Analiza peptydéw z wykorzystaniem spektrometrii mas

W kontekscie wynikow barwien immunofluorescencyjnych z wykorzystaniem
przeciwcial skierowanych przeciw preproenkefalinie, postanowiono sprawdzi¢ stezenie i
stosunek peptydéw pochodzacych z tego biatka prekursorowego: Met- i Leu-enkefaliny
w tej strukturze, ktora cechowata si¢ najwigkszym natezeniem sygnatu — gatce blade;j.
Etap ten zostat wykonany przez Srodowiskowe Laboratorium Proteomiki i Spektrometrii
Mas Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie. Ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem
wynikOw z poszczegdlnych probek w poprzednich doswiadczeniach (wynikajacych
prawdopodobnie z ograniczen technicznych) potaczono ze sobg probki homogenatéw
pochodzacych z 3 réznych zwierzat o tym samym genotypie [wt/wt] lub [flox/flox]. Na
chromatogramie u zwierzat kontrolnych zaobserwowano wyrazne dwa piki
odpowiadajagce jonom stosunku m/z rownym masie 574,2+0,2 i 556,2+0,2 g/mol
(Ryc.15). Z kolei na chromatogramie prezentujagcym wyniki LC-MSI u mutantéw nie
zaobserwowano podobnych pikow (Ryc.8A).
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Ryc.15 Chromatogramy przedstawiajace widma fragmentacyjne dla potaczonych 3 probek
pochodzacych od zwierzat A) Penk [flox/flox], B) [wt/wt]. Pik 1 — oznacza wykryty jonem o stosunku
m/z odpowiadajgcym masie 574,2+0,2 g/mol; pik 2 - jon 0 masie 556,2+0,2 g/mol.
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Fragmentacja zwigzkéw metodg CID prowadzi do powstania jonéw fragmentacyjnych
z wybranych pikow widocznych na widmie masowym. W wyniku tej reakcji dochodzi do
rozerwania wigzan w czasteczce z utworzeniem odpowiednich jonow potomnych, w
ktorych sktad wchodza reszty aminokwasowe o0 charakterystycznych masach
monoizotopowych. Analiza widm fragmentacyjnych  poszczegolnych  jonow
potwierdzita, ze zaobserwowanymi peptydami sa Leu-enkefalina (YGGFL) oraz Met-
enkefalina (YGGFM) (Ryc.16).
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Ryc.16 Widma fragmentacyjne odpowiadajace pikom 112 z ryciny 8. Na podstawie wykrytego sktadu
aminokwasowego przyporzadkowano A) pik 1 0 masie 574,2+0,2 g/mol czasteczce o sekwencji
YGGFL (Leu-enkefalina); B) pik 2 0 masie 556,2+0,2 g/mol czasteczce YGGFM (Met-enkefalina).
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Dyskusja i1 wnioski

W niniejszej pracy opisano wytworzenie modelu myszy z zaburzong ekspresjg genu
proenkefaliny i wykonano ich wstepng charakterystyke. Przeprowadzone badania
wskazuja, ze u zwierzat Penk [flox/flox] wystgpuje: 1) zaburzenie ekspresji transkryptu
genu proenkefaliny w prazkowiu; 2) znacznie obnizony poziom biatka preproenkefaliny
w prazkowiu, jadrze potlezagcym, gatce bladej; 3) obnizony poziom lub brak Leu- i Met-
enkefaliny w galce bladej. Przyczyng tego moglo by¢ uszkodzenie sekwencji kodujacej
gen. Alternatywnie, mogto dojs¢ do zakldcenia zapoczatkowania transkrypcji przez
sekwencje loxP zlokalizowane pomiedzy sekwencja 5 UTR eksonu 1, a sekwencja start.
W strukturze genow szczegdlne znaczenie maja sekwencje, ktore znajduja sie powyzej
miejsca startu transkrypcji, poniewaz mogg potencjalnie zmieni¢ jej poziom. W
konsekwencji, mogto dojs¢ do destabilizacji transkrybowanego mRNA, jego szybkiej
degradacji i w efekcie objawic si¢ brakiem translacji biatka. Jednakze wyniki ilo$ciowej
analizy PCR oraz immunofluorescencji pokazujg, ze nawet jesli tak si¢ stalo, to gen nie
jest zupelnie uszkodzony — zaobserwowano $ladowe, niezerowe poziomy wzglednej
ekspresji transkryptu genu Penk w prazkowiu oraz niski poziom fluorescencji w
obszarach mézgu, w ktorych powinna znajdowac si¢ preproenkefalina. Biorgc pod uwage
obnizong wzgledna ekspresj¢ transkryptu genu Penk w prazkowiu u mutantow i badania
dotyczace tacznosci obu struktur (Hegeman i in., 2016; B. R Hoover & Marshall, 2002;
Oorschot, 1996) mozliwe, iz staby sygnat fluorescencyjny oraz brak wykrycia Leu- i Met-
enkefalin w gatce bladej jest niebezposrednim skutkiem zaburzonej ekspresji genu w
prazkowiu. W ten sposob zaburzona enkefalinowa sygnalizacja stria-pallidalna
doprowadza do obnizonej ekspresji biatka preproenkefaliny oraz Leu- i Met- enkefaliny
w galce bladej. Niezaleznie od przyczyn, wyniki potwierdzaja, ze ekspresja enkefalin u

zwierzat Penk [flox/flox] jest niemal catkowicie zahamowana.

Z kolei u myszy u Drd2Cre [Tg/0]; Penk [flox/flox] nie oczekiwano wykrycia
transkryptu Penk w analizie gPCR. Niemniej, zaobserwowano u tych zwierzat ekspresj¢
genu proenkefaliny na niskim poziomie. Jedna z prawdopodobnych przyczyn
niezerowego poziomu transkryptu u Drd2Cre [Tg/0]; Penk [flox/flox] jest zachodzenie
ekspresji tego genu w innych komorkach w tej strukturze. Interneurony w prazkowiu
stanowia 5% wszystkich neuronow; tacznie zdefiniowano 7 klas, z czego jedna to

neurony cholinergiczne, a pozostale 6 to neurony GABA-ergiczne wyrazajgce
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preproenkefeling (Mufoz-Manchado i in., 2018). Nie mozna wykluczy¢, ze sa one
odpowiedzialne za niski poziom ekspresji genu Penk w prazkowiu. Nalezy tez rozwazy¢
mozliwos¢, ze mutacja nie zaszta z maksymalng wydajnoscig, co oznaczatoby, ze w
nielicznej czesci komorek D2 nie wystepuje delecja kodujacego fragmentu w genie
preproenkefaliny i biatko jest wcigz przez nie wyrazane. Wyjasnieniem takiej sytuacji
moze by¢ fakt, ze niektore geny tatwiej si¢ rekombinujg niz inne (Vooijs i in., 2001).
Istnieje szansa, ze w niektorych komodrkach D2 stan kondensacji chromatyny
uniemozliwia rekombinazie Cre dostgp do miejsc loxP 1 nie moze doj$§¢ do wycigcia

ofloksowanej sekwencji.

W dalszych analizach zostatla podjgta proba oceny zajScia mechanizmoéw
kompensujacych brak biatka preproenkefaliny w mozgu. Nie zaobserwowano wptywu
mutacji genu Penk na zmian¢ w dystrybucji receptorow opioidowych oraz komorek
MSN-D1 w prazkowiu. Swiadczy¢ to moze nie tyle o tym, Ze mutacja ta nie wplyneta
opisane powyzej elementy, ile o tym, Ze nie miata bezposredniego wptywu na ekspresje
ich transkryptow. W celu rozszerzenia badan, warto wzbogaci¢ aktualng analize o
dodatkowe geny — przyktadowo, geny markerowe dla neuronéw GABA-ergicznych,
Drd2, cholinergicznych. Mozna réwniez zastosowa¢ podobng ilosciowg analize ekspresji
genow qPCR gatki bladej oraz zwigkszy¢ liczbe badanych probek. Postawiono takze
hipotez¢ méwiaca o tym, ze spowodowane mutacjg obnizone stezenie Leu-enkefaliny
moze zostaé czgsciowo Wyrownane poprzez zwigkszenie jego powstawania z innego
biatka prekursorowego — prodynorfiny. Analiza gPCR nie wskazuje na zwigkszong
ekspresj¢ genu Pdyn. Ponadto, wyniki obrazowania immunofluorescencji z
przeciwciatami skierowanymi przeciw Leu-enkefalinie nie wykazaly roznic w sile
sygnatu w gatce bladej w poréwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi, co moze swiadczy¢ o
relatywnie podobnym stezeniu tego peptydu u obu genotypow. Tu warto podkresli¢ dane
z analizy LC-MS, w ktorej nie wykryto peptydow Leu- i Met-enkefaliny u mutantéw, co
jest argumentem podwazajacym wyniki opisywanego barwienia. Nie mozna wykluczy¢,
iz stezenie Leu-enkefaliny zostatlo zwiekszone u mutantow w wyniku innych, nie
sprawdzonych w badaniu mechanizméw kompensacyjnych. Przyktadami takich zjawisk,
mogg by¢: nasilona translacja biatka prodynorfiny, zwigkszona szybko$¢ przetwarzania

czasteczek prekursorowych, zwigkszony transport lub wydzielanie peptydow.
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Warto zaznaczy¢, ze wszystkie wyniki dotyczace Leu-enkefaliny nalezy interpretowac
z pewna doza ostrozno$ci. Ze wzglgdu na trudnosci techniczne zwigzane ze staba
wydajnoscig przytaczania przeciwciata I-rzgdowego do czasteczek Leu-enkefaliny
zastosowano wysokie stezenia przeciwcial I- i ll-rzedowego, czego skutkiem byto
uzyskanie duzego tla. Met- i Leu-enkefaliny majg bardzo zblizong strukturg, co, w
przypadku wysokich stezen przeciwciata I-rzedowego, moze prowadzi¢ do reaktywnosci
krzyzowej (Srednio na poziomie 10%) i nieprawidtowej interpretacji wynikow. Jednakze,
poréwnujac wyniki obrazowania u zwierzagt Penk [flox/flox] (u ktérych wystepuje
obnizona ekspresja genu dla jedynego bialka prekursorowego Met-enkefaliny) ze
zwierzg¢tami kontrolnymi nie zaobserwowano istotnych réznic. W zwigzku z powyzszymi
danymi, wydaje si¢ malo prawdopodobnym, aby sygnal zaobserwowany w wyniku
barwienia immunofluorescencyjnego u zwierzat [wt/wt] oraz Penk [flox/flox] nie
pochodzit z wybarwionej fluoroforem Leu-enkefaliny. W celu rozwiktania niejasnosci
zwigzanych z uzyskanymi zdjeciami, wykonano barwienia kontrolne. Zostaly one
przeprowadzone na skrawkach zwierzat [wt/wt] wykonanych na podobnej gl¢bokosci, co
preparaty eksperymentalne i zastosowano tylko przeciwciato II-rzgdowe, w takim samym
stezeniu. Przy poroéwnaniu zdje¢ pochodzacych z preparatow kontrolnych i skrawkow
eksperymentalnych [wt/wt] zauwazono wyrazng roéznice w sile sygnatu fluorescencji w
galce bladej. Byl to jedyny obszar znacznie odr6zniajacy oba preparaty. Wystepowanie
peptydu Leu-enkefaliny w gatce bladej potwierdzono u naczelnych z uzyciem techniki
MALDI-TOF (Hulme i in., 2020). Technika ta posiada jednak ograniczong moc
rozdzielcza masy i1 doktadnosc¢ jej pomiaru, co utrudnia przypisywanie tozsamosci pikom
w przypadku niskich stezen badanych czasteczek. W zacytowanej pracy,
prawdopodobnie ze wzgledu na stosunkowo niewielkie stezenie Leu-enkefaliny w
preparacie pochodzacym z mozgu szczura, wykorzystano technike MALDI-FTICR, ktéra
Ma znaczaco wyzsza czuto$¢ niz dostepna podczas badan aparatura. Jesli u mutantow
wystepuje Leu-enkefalina, lecz w st¢zeniu 0 wiele nizszym niz u zwierzat kontrolnych,
mozliwe, iz ze wzgledu na niedostateczng czuto$¢ techniki, zastosowana analiza LC-MSI
nie byta w stanie ich wykry¢. W rezultacie, uzyskanie odpowiedzi na pytania dotyczace
stezen oraz dystrybucji anatomicznej Leu-enkefaliny u myszy Penk [flox/flox] wymaga
przeprowadzenia dalszych badan.
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Podsumowujac, w zaprezentowanym modelu myszy wprowadzenie warunkowej
mutacji genu Penk nie zaszto wedle zalozen eksperymentalnych. Stad tez wytworzone
zwierzeta Penk KO, bedgce pelnym nokautem genu preproenkefaliny, beda
wykorzystywane jako model do dalszych badan. Doktadna rola endogennych opioidow,
w tym enkefalin i mechanizmoéw lezacych u podstaw ich dziatania, nie jest jasna. Droga
do wyjasnienia niescistosci sg doswiadczenia z wykorzystaniem wektoréw wirusowych,
substancji oddziatujacych na konkretne receptory, doswiadczen behawioralnych czy, jak

opisano powyzej, badan z wykorzystaniem zwierzat transgenicznych.
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