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Streszczenie

Dynamiczna regulacja procesu ekspresji genow w komodrkach jest kluczowa dla
utrzymywania homeostazy. W warunkach fizjologicznych ekspresja genow jest
nierozerwalnie zwigzana z funkcja i potozeniem komoérek w obrgbie tkanek i narzadow.

Celem badania byta weryfikacja uzytecznosci nowej metody - transkryptomiki
przestrzennej do badania w mozgu myszy wzorow ekspresji genéw swoistych dla lekow
antypsychotycznych. W niniejszej pracy wdrozono metodyke transkryptomiki
przestrzennej Visium Spatial Gene Expression (10x Genomics) do badania przestrzennej
ekspresji genow. Najpierw zoptymalizowano sposéb preparowania mozgow, czasy
barwienia i permeabilizacji tkanki oraz warunki syntezy bibliotek. Nastepnie
przeprowadzono glowny eksperyment z udziatem 4 myszy CS57BL/6, z ktorych
2 otrzymaly pojedynczg dawke antypsychotycznego leku - rysperydonu. Do syntezy
bibliotek cDNA uzyto czotowych skrawkow zawierajacych kore przedczotowa i jadra
podstawy.

W wyniku sekwencjonowania bibliotek zidentyfikowano ~6,500 genow
na ,,punkt” w tkance. Profile transkrypcyjne poddano analizie skupien metoda k-$rednich,
a wyniki przedstawiono przy uzyciu schematu t-SNE, ktory ujawnil wyraznie rozdzielne
od siebie klastry. Zestawienie wynikow analizy skupien ze schematami budowy méozgu
z atlasu Paxinosa i Franklina (2001) oraz zdjeciami wybarwionych skrawkow wykazato,
ze skupienia odpowiadaja podziatowi neuroanatomicznemu moézgu myszy. Poszczegdlne
geny specyficzne dla roznych struktur mozgu rowniez wykazywaly wzorce ekspresji
odpowiadajace regionom tych struktur i klastrom, ktore je obejmowaty. Zaobserwowano
takze lokalng ekspresje indukowang rysperydonem w profilach ekspresji wybranych
genow (Egrl, Fos, Homerl i Sgk1). Ponadto przeprowadzono probe roznicowej ekspres;ji
gendéw w celu zbadania wptywu rysperydonu. Jednakze analiza wpltywu leku na zmiany
transkryptomiczne bedzie prawdopodobnie wymaga¢ poréwnania $redniej liczby zliczen
danego transkryptu miedzy poszczegélnymi klastrami lub punktami. Z uwagi
na niewielkg liczbe zwierzat w badaniu pilotazowym nie zostala przeprowadzona analiza
statystyczna efektow dziatania rysperydonu.

Przedstawione w niniejszej pracy badanie potwierdza efektywne wykorzystanie
opisanej metodologii. Uzyskane wyniki sugeruja, ze transkryptomika przestrzenna jest
wysoce obiecujacg metoda badania roznic w budowie neuroanatomicznej, a potencjalnie

takze r6znic w sygnaturach transkrypcyjnych indukowanych lekami.



Abstract

Dynamic regulation of gene expression is crucial for maintaining cell
homeostasis. Under physiological conditions, gene expression is inextricably linked with
the function and location of cells within tissues and organs.

The aim of the study was to verify the effectiveness of the novel method - spatial
transcriptomics in studying the patterns of gene expression specific for antipsychotic
drugs in mouse brain. In presented work, | have used Visium Spatial Gene Expression
(10x Genomics) spatial transcriptomics to assess spatial gene expression. To implement
the method, | have first optimized the procedures for brain preparation, tissue staining
and permeabilization times as well as library synthesis conditions. Then, the main
experiment was performed on 4 C57BL/6 mice, 2 of them treated with a single dose of the
antipsychotic drug risperidone. cDNA libraries were constructed from coronal sections
that included the prefrontal cortex and basal ganglia.

Sequencing of the libraries identified ~6,500 genes per tissue “spot” area.
Transcription profiles were clustered used the k-means method, and results were
visualized using t-SNE scheme, that revealed clearly separated clusters. Results of the
cluster analysis juxtaposed with the brain structure schemes from Paxinos and Franklin
atlas (2001) and microphotographs of the stained sections showed that the clusters
organisation corresponded to the neuroanatomical division of the mouse brain. Individual
genes specific for different brain structures also showed expression patterns that
corresponded to regions of these structures and the clusters that included them. Local
expression induced by risperidone was also observed in the expression profiles of selected
genes (Egrl, Fos, Homerl and Sgk1). Moreover trial of differential gene expression was
performed to examine the effects of risperidone. However, analysis of the drug effect on
transcriptomic changes will probably require a comparison of the mean count of a given
transcript between individual clusters or spots. Due to the small number of animals in the
pilot study, statistical analysis of risperidone effects was not performed.

The research presented in this thesis confirm the effective use of the described
methodology. The obtained results suggest that spatial transcriptomics is a highly
promising method to explore differences in neuroanatomical structure and potentially

also differences in drug-induced transcriptional signatures.



Wykaz skrotow

SKkrot Nazwa angielska Nazwa polska
DSP Digital Spatial Profiling Cyfrowe profilowanie
przestrzenne
EPS Extrapyramidal Side Effects Pozapiradmidowe skutki uboczne
IEG(S) Immediate-Early Gene(s) Gen(y) wczesnej odpowiedzi
komorkowej
LCM Laser Capture Microdissection | Laserowe pozyskiwanie
mikroskrawkow
NGS Next-Generation Sequencing Sekwencjonowanie nowej
generacji
PER1 Period circadian regulator 1 Bialtko regulatorowe zegara
okotodobowego Perl
RNAseq (bulk) RNAseq (masowe) RNAseq
SCRNAseq single cell RNA sequencing Sekwencjonowanie pojedynczych
komorek
RIN RNA Integrity Number Indeks spojnosci RNA
SGA Second Generation Leki antypsychotyczne drugiej
Antipsychotics generacji
SSC Saline-Sodium Citrate buffer Bufor s06l fizjologiczna-cytrynian
sodu
SNP Single nucleotide Polimorfizm pojedynczego
polymorphism nukleotydu
t-SNE t-Distributed Stochastic Stochastyczne porzadkowanie
Neighbor Embedding sgsiadow w oparciu o rozktad t
UMI Unique Molecular Identifier Unikalny identyfikator
molekularny

W wykazie nie uwzgledniono skrétow od nazw gendéw, gdyz sg one rozwijane w nawiasie
przy pierwszym wprowadzeniu skrotu lub nazwy genu, a zastosowana nomenklatura jest
zgodna z zasadami i wytycznymi ustanowionymi przez Migdzynarodowy Komitet

Standaryzowanej

Nomenklatury

(www.informatics.jax.org/mgihome/nomen).

Genetycznej dla
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1. Wstep

Idea badania ekspresji genéw w mozgu, jako potencjalnego substratu dla
funkcjonowania umystu i procesow poznawczych w warunkach fizjologicznych
I chorobowych, swdj poczatek bierze z odkrycia dokonanego przez Kandela i Spencera
(1968). Wykazali oni, ze aktywno$¢ neuronalna podczas uczenia sig, oprocz
bezposrednich zmian w neurotransmisji i zachowaniu, prowadzi do zmian w poziomie
ekspresji genow, ktore pociagajag za sobg zmiany w budowie catych sieci neuronalnych.
Kodowanie w pamigci krotkotrwatej opiera si¢ na modyfikacjach dotychczas istniejacych
bialek, co prowadzi do zmian w polaczeniach synaptycznych, ale tworzenie nowych
synaps wymaga indukowania ekspresji genow i syntezy biatek de novo (Goelet et al.,
1986). Badania na poziomie komoérkowym i molekularnym wskazuja, ze zalezna
od doswiadczenia modulacja sity 1 struktury synaptycznej jest podstawowym
I konserwatywnym ewolucyjnie mechanizmem, za pomocg ktérego wspomnienia
sg kodowane i przechowywane zaro6wno pamigci proceduralnej jak i deklaratywnej
(Kandel, 2001; Schafe et al., 2001; Barco, Bailey i Kandel, 2006). Badania te pozwolity
polaczy¢ modyfikacje zachowania z neuroplastyczno$cia, ktorej podtozem sg zmiany
w ekspresji  genow (Kandel, 2001). Wzajemny wplyw aktywno$ci synaptycznej
na poziom ekspresji genéw i zmiany plastyczno$ci synaptycznej mozna ujac jako petle
sprzezenia zwrotnego. Regulacja ta zachodzi nie tylko w procesie uczenia si¢ ale rowniez
wskutek zmian aktywnos$ci wywotanych dziataniem innych bodzcow zewnetrznych
(McClung i Nestler, 2008).

Za efekty dziatania lekow psychotropowych przynajmniej w czg$ci odpowiada
wywierany przez nie wptyw na modulacje ekspresji genow (Gunther i Gerwien, 2004).
Jednak pomimo szeroko rozpowszechnionego uzycia tego rodzaju lekow w psychiatrii,
czesto niewiele wiadomo o mechanizmach molekularnych, ktéore odpowiadaja
za terapeutyczne efekty ich dziatania oraz za skutki uboczne (Korostynski et al., 2013;
Crespo-Facorro, Prieto i Sainz, 2014; Piechota et al., 2015). Indukcja transkrypcji jest
przejsciowa 1w wigkszosci przypadkow trwa maksymalnie do kilku godzin. Jest
to szczeg6lnie dobrze widoczne w ekspresji tzw. gendw wcezesne] odpowiedzi
komorkowej (IEGS, z ang. immediate-early genes), ktorych cecha wspolng jest szybka
I krotkotrwata aktywacja w odpowiedzi na szeroka game bodzcow (Grassi-Zucconi
i Bentivoglio, 1998; Lanahan i Worley, 1998; Pérez-Cadahia et al., 2011). Geny

te stanowig pierwszg lini¢ odpowiedzi komorki, zanim nastgpi synteza produktéw genow



specyficznych dla konkretnego bodzca. Roznig si¢ one pod wzgledem wlasciwosci
strukturalnych i mechanizmow regulacji, ale cala grupa uwazna jest za ,bramy do
odpowiedzi genomowej”, a konkretnie do roznych programow ekspresji genéw. Zmiany
w poziomie ekspresji czynnikow transkrypcyjnych oraz roznice wich profilach
czasowych 1 przestrzennych, atakze grupach genéw, ktére aktywuja sktadajg si¢
na ztozony zestaw sygnatow kontroli transkrypcji, ktory stuzy do koordynacji ekspresji
gendw poznej odpowiedzi. Indukcja ekspresji IEGS jest czesto postrzegana jako globalna
i ogolna reakcja, natomiast nalezy pamigtac, ze kazdy gen (lub grupa genéw) moze by¢
odmiennie regulowana w réznych obszarach mézgu i pod wptywem réznego rodzaju
stymulacji (Beckmann i Wilce, 1996; Pérez-Cadahia et al., 2011; Tyssowski et al., 2018).
Geny Egrl, Arc, Fos to przyktady IEGs, ktérych ekspresja w moézgu jest zwigzana
Z pamiecia i uczeniem sie (Guzowski, 2002; Barco, Bailey i Kandel, 2006). Poniewaz
zaburzenia tych procesow to wspdlny objaw w przebiegu wielu chordb psychicznych,
wskazuje si¢, ze badanie roli zmienionej regulacji IEG w modelach zwierzgcych zaburzen
psychicznych moze rzuci¢ $wiatto na genetyczne i czasteczkowe podtoze tych choréb
(Gallo et al., 2018).

Badanie Greenberga (1986) i wspotpracownikéw jako pierwsze pokazato,
ze aktywacja receptor6w na powierzchni komorek posiadajacych cechy neuronow
indukuje ekspresje genéw. Stymulowanie nikotyng receptoréw cholinergicznych tych
komorek doprowadzito do szybkiej aktywacji transkrypcji Fos i aktyny w warunkach
in vitro. Obserwacja, ze do aktywacji transkrypcji kluczowe jest otwarcie kanatow Ca?*,
a zatem depolaryzacja komorki, bedaca koniecznym etapem generowania potencjatow
czynnosciowych sugerowata, ze proces ten zachodzi takze in vivo. Badanie to pozwolito
dostrzec zwigzek miedzy zewnetrzng stymulacja i zmiang aktywnosci bioelektrycznej,
a nastepujacymi w komorce procesami transkrypcji. Byto to jedno z odkry¢, ktore
przyczynily si¢ do rozwoju nowego nurtu badan majacego na celu badanie zaleznych
od aktywnoS$ci synaptycznej zmian w plastyczno$ci zarOwno na poziomie synaps jak
i catych sieci neuronalnych. Zaowocowaly one obserwacja, ze aktywno$¢ komorek
nerwowych reguluje ekspresj¢ wielu genow waznych dla przezycia, roéznicowania
neuronow, synaptogenezy, a takze wlasciwego rozwoju uktadu nerwowego oraz
ztozonych form zachowania. Nieprawidtowosci w procesach regulowanej aktywnoscia
neuroplastycznos$ci sg natomiast zwigzane Z wystepowaniem chordb uktadu nerwowego
I zmian neurodegeneracyjnych (np. schizofrenia, choroba Alzheimera, choroba

Parkinsona), zaburzen neurorozwojowych (np. zaburzenia ze spektrum autyzmu, zespot
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Retta, zespot lamliwego chromosomu X) (Chaudhury et al., 2016; Lewis
I Gonzalez-Burgos, 2008; Rebelo et al., 2021; Schirinzi et al., 2016).

Sztandarowym przyktadem czynnikow transkrypcyjnych regulujacych ekspresje
wielu gendéw jest rodzina biatek CREB (cAMP response element-binding protein), ktéra
obejmuje biatka CREB, CREM (CRE-modulatory protein), ATF1 (activation
transcription factor 1). W ukladzie nerwowym CREB reguluje aktywno$¢ genow
wczesnych Fos, FosB, Arc (Manning et al., 2017; Sheng i Greenberg, 1990) oraz m.in
genéw kodujacych BDNF (brain-derived neurotrophic factor), nNOS (neuronal nitric
oxide synthase), biatko regulatorowe zegara okotodobowego Perl i preseniling zwigzang
z dziedziczng postacig choroby Alzheimera o wczesnym poczatku (West, Griffith
i Greenberg, 2002). W aktywnosci hipokampa, szczegdlnie dla procesu konsolidacji
wspomnien transkrypcja CREB ma kluczowe znaczenie w bramkowaniu regulowanej
aktywnos$cig ekspresji gendw, co stanowi przyktad plastyczno$ci synaptycznej
na poziomie sieci (Guzowski, 2002; Barco, Bailey i Kandel, 2006).

Wywotana dziataniem leku ekspresja gendéw warunkuje neuroplastyczno$¢ oraz
dhugotrwate skutki behawioralne po zaprzestaniu przyjmowania substancji. Jest
to podstawa osiggnigcia i utrzymywania si¢ efektow farmakoterapii. Posrednie
mechanizmy dziatania lekow sg tez warte uwagi w kontek$cie wyjasniania wystepowania
odroczonych skutkow klinicznych oraz ubocznych. Zjawisko to jest szczegélnie
charakterystyczne dla antydepresantow, ale wystepuje tez w przypadku innych grup
lekow (Hyman i Nestler, 1996). Indukowanie okreslonego wzoru ekspresji genow
prawdopodobnie warunkuje zmiany zwigzane z neuroplastycznoscia, a w konsekwencji
skutki przyjmowania substancji (Adriani et al., 2006; McClung i Nestler, 2008). Analiza
transkrypcji  indukowanej  $rodkami  psychotropowymi  jest  obiecujacym
| przysztosciowym podejsciem w badaniu molekularnych mechanizméw ich dziatania.
Zwlaszcza w przypadku substancji o wielu biologicznych punktach uchwytu i dziataniu
plejotropowym poréwnywanie ich efektow jedynie na poziomie grup receptorow jest
niewystarczajace. Aby ustali¢ podloze ich dziatania potrzebnym uzupetieniem jest
studiowanie zmian jakie powoduje przyjmowanie danego $rodka na poziomie ekspresji
genow. Specyficzne wzorce w jaki rdzne substancje aktywuja ekspresje genow to tzw.
sygnatury transkrypcyjne, ktore stanowig probe zobrazowania zmian poziomu ekspresji
w skali wybranego genu, wielu gendw lub catego genomu (Zygmunt et al., 2016).

Doniesienia z zakresu farmakogenetyki (Sumner et al., 2003) wskazuja, ze nawet
profile ekspresji jednego wybranego genu, w tym przypadku Fos réznig si¢ miedzy
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poszczeg6lnymi lekami, najprawdopodobniej w zalezno$ci od r6znych mechanizmow
dziatania oraz molekularnych punktow uchwytu danej substancji. Tym niemniej, dla
lekow nalezacych do jednej klasy substancji (np. antypsychotyki) mozna wskaza¢ pewien
charakterystyczny wzor ekspresji, ktory jest odmienny pomiedzy grupami. W wyniku
tego wysunigto hipotezg, ze profile ekspresji Fos znanych lekéw psychotropowych moga
stanowi¢ odniesienie utatwiajace klasyfikacje nowych §rodkdéw psychoaktywnych i jedna
z przestanek przewidywania ich skuteczno$ci terapeutycznej. Aby przetestowaé
te hipotez¢ badacze analizowali indukowany przez mitrazepinge profil ekspresji Fos,
na podstawie, ktorego udato si¢ poprawnie zaklasyfikowaé ja do grupy lekow
antydepresantow.

Oprocz tworzenia opisOw sygnatur ekspresji pojedynczych genéw wczesnych lub
genow swoistych dla poszczegolnych substancji, mozliwe jest rOwniez pordwnywanie
catych sygnatur transkryptomicznych. Ma to istotne znaczenie w dalszym poznawaniu
profilow farmakologicznych lekow. Badanie zmian ekspresji wybranych genow
dostarcza tylko bardzo fragmentarycznych danych o dziataniu leku na moézg lub caty
organizm. Dotychczas zgromadzone informacje odnosnie tego, ktore geny sg indukowane
pod wptywem podania substancji stanowig cenne wskazoéwki do analizy wynikoéw
przysztych eksperymentéw. Natomiast wystepuja znaczace problemy w integracji
danych zréznych badan. Powodem sg nie tylko rozne warunki eksperymentalne
I uzywane modele, ale co wazne te czastkowe informacje pomijaja odziatywania migedzy
genami i odmienng ekspresje w roznych populacjach komorek. Prawie niemozliwym
wydaje si¢ na chwile obecng zbudowanie petnego profilu ekspresji, ktory odpowiada
zazmiany metaboliczne i efekty behawioralne, z danych czastkowych. Natomiast
metody pozwalajace zbada¢ jednoczesne zmiany transkrypcyjne w skali calego genomu
pozwalajg catoSciowo opisa¢ indukowany wzor ekspresji. Transkryptomiczna sygnatura
ekspresji genow stanowi dobry punkt wyjscia aby obserwowaé ztozone oddzialywania
miedzy poszczegdlnymi genami 1 ich grupami. Pozwala to na formutowanie hipotez
np. odnosnie tego jakie szlaki sygnalizacyjne sa aktywowane i jakie znaczenie
funkcjonalne ma indukcja konkretnej grupy gendéw. Dzigki temu, mozliwe jest
eksplorowanie na poziomie catego transkryptomu wzorcow ekspresji, ktore mogg by¢
zwigzane z efektami terapeutycznymi, uzalezniajagcymi czy nagradzajagcymi danej
substancji. Sygnatury transkrypcyjne moga tez w przysztosci postuzy¢ do stworzenia
klasyfikacja lekow w oparciu o profilowanie ekspresji genéw. (Gunther et al., 2003,;
Gunther i Gerwien, 2004; Dugger, Platt i Goldstein, 2018; Zygmunt et al., 2019).
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W niniejszej pracy, przy uzyciu transkryptomiki przestrzennej, badano profil
transkrypcyjny w skali catego skrawka. Uzyskane dane stanowia pierwszy krok w strong
ustalania wielogenowej sygnatury ekspresji indukowanej podaniem rysperydonu. Jest to
szeroko stosowany i badany wczeéniej lek antypsychotyczny drugiej generacji (SGA,
z ang. second generation antipsychotics) (Gunther et al., 2003; Korostynski et al., 2013;
Sumner et al., 2003; Zygmunt et al., 2019). Rysperydon zalecany jest gtdwnie w leczeniu
schizofrenii, choroby afektywnej dwubiegunowej i drazliwos$ci zwigzanej z zaburzeniami
ze spektrum autyzmu (identyfikator PubChem: CID 5073). SGA to grupa lekow
0 zroznicowanym  dziataniu  farmakologicznym i  niejednakowej  tendencji
do wywolywania skutkow ubocznych. Natomiast ich charakterystyczna cecha wspolng
jest silne dziatanie antagonistyczne wobec receptorow serotoniny 5-HTza potaczone
z relatywnie stabszym antagonizmem wobec receptoréw dopaminy D2. Ten profil
dziatania na receptory D2 wiaze si¢ z mniejszym spadkiem poziomu dopaminy w szlaku
nigrostriatalnym i mniejszym  ryzykiem wywotania  potencjalnie  trwalych
pozapiradmidowych skutkow ubocznych (EPS, z ang. extrapyramidal side effects), jak
np. polekowy parkinsonizm. Natomiast oddziatywanie na receptory 5-HT2a powoduje
odhamowanie wydzielania dopaminy, co prowadzi do zmniejszenia EPS poprzez szlak
nigrostratialny oraz zmniejsza lub eliminuje prawdopodobienstwo hiperprolaktynemii
przez szlak guzkowo-lejkowy (Stahl, 2000). Rysperydon wigze si¢ z bardzo wysokim
powinowactwem do receptorow 5-HT2a, okoto 10-20-krotnie wigkszym niz
powinowactwo wigzania leku z receptorami D> (Fenton i Scott, 2005; Marder i Meibach,
1994). Nizszy wskaznik zajg¢cia receptorow D2 zmniejsza ryzyko wystapienia EPS
(Mauri et al., 2014). Badania wskazuja, ze rysperydon silnie indukuje ekspresje, ale jego
efekt jest zlokalizowany do poszczegdlnych struktur lub nawet ich czgsci. Jest to dobrze
widoczne np. w profilu ekspresji Homer1 po podaniu rysperydonu (De Bartolomeis et al.,
2017; Sumner et al., 2003).

Zatem transkryptomika przestrzenna wydaje si¢ wlasciwg drogg kontynuacji badan
nad miejscowa specyficznosciag tego leku i niezbednym uzupetnieniem dotychczas
zgromadzonej wiedzy. Mamy nadzieje, ze pozyskane dane w przysztosci beda mogty
stanowi¢ materiat referencyjny, do poréwnan zaréwno transkryptomicznych sygnatur
ekspresji, jak iprofilow ekspresji poszczegdlnych gendéw, podczas testowania
potencjalnych nowych lekow. Podobienstwo ich wzorca ekspresji do sygnatury
rysperydonu moze stanowi¢ cenng informacje W procesie klasyfikowania nowych

srodkow jako potencjalnie terapeutycznych i przewidywania potencjalnych skutkow
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ubocznych. Z kolei opisanie wielogenowych sygnatur i efektow biologicznych wielu
lekow z roznych klas mogloby stanowi¢ baze do analiz w jaki sposob budowa
czasteczkowa substancji wigze si¢ z jej dzialaniem farmakologicznym. Podjecie prob
stworzenia tak ogromnych baz danych do$wiadczalnych jest mozliwe dzigki
pozyskiwaniu catosciowych profilow ekspresji genow (lub tez profilow biosyntezy
biatek). Dane transkryptomiczne pozwalajag na opis catkowitego RNA w komorce,
okreslanie potozenia genéw pod wzgledem miejsc startowych 5’ i koncoéw 3’, badanie
alternatywnych wariantow transkrypcyjnych i modyfikacji posttranskrypcyjnych (Wang,
Gerstein 1 Snyder, 2009). Pomimo trudnosci zwiagzanych zanaliza tak duzych
I wewnetrznie ztozonych zbioréw danych, ta mozliwos¢ stanowi przetom w metodyce
badan genetycznych oraz diagnostyce medycznej.

Pierwsze techniki stosowane do badania ekspresji gendow, oparte
na sekwencjonowaniu metodg Sangera byly uzywane do sekwencjonowania losowych
transkryptow i prob identyfikacji pojedynczych gendéw za pomoca charakterystycznych
fragmentow sekwencji. Poczatkowo liczbe poszczegdlnych transkryptéw oznaczono
pojedynczo lub po kilka gendéw przy uzyciu hybrydyzacji RNA (Northern blot).
Stosowanie tej metody pozwolito na wykrywanie wielkos$ci czasteczek RNA oraz
alternatywnych wariantow transkrypcyjnych. A takze kontrole jakosci i ilosci RNA
na zelu przy elektroforezie. Pdzniej zaczeto uzywac do tego celu rowniez ilo$ciowej
reakcji PCR (gPCR). W porownaniu do hybrydyzacji RNA maona o wiele wyzsza
czulos¢, dzigki ktorej iloSciowe oznaczenie mRNA jest mozliwe nawet jesli materiatem
badawczym jest pojedyncza komorka (Streit et al., 2009). Podobnie wysoka
rozdzielczo$¢ charakteryzuje hybrydyzacje in situ, ktora jako technika histologiczna
pozwala zachowa¢ informacje przestrzenng. Dzigki temu mozliwa jest identyfikacja
typow komorek, w ktorych ulega ekspresji gen bedacy przedmiotem zainteresowania
(Wilcox, 1993). Ograniczeniem w stosowaniu hybrydyzacji in situ jest niska czutosé
I ograniczona dostepnos¢ sond specyficznych dla sekwencji (Huber, Voith von
Voithenberg i Kaigala, 2018). Proces badania ekspresji genow wymienionymi metodami
byt pracochtonny i dostarczat jedynie czastkowych informacji o pewnych miejscach
w genomie (Morozova, Hirst i Marra, 2009). Sytuacje poprawita seryjna analiza ekspresji
genow (SAGE), gdzie transkrypty oznaczono ilosciowo, dopasowujac fragmenty
do znanych genéw (Velculescu et al., 1995). Natomiast prawdziwa rewolucj¢ stanowito
dopiero opracowanie wysokoprzepustowych metod profilowania ekspresji technikami

mikromacierzy DNA i sekwencjonowania RNA (RNAseq) (Schena et al., 1995; Wang,
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Gerstein i Snyder, 2009). Zastosowanie mikromacierzy DNA bylo przelomowym
krokiem, gdyz pozwolito po raz pierwszy na genotypowanie wielu regionow genomu
oraz sledzenie zmian poziomu ekspresji duzej liczby genow jednoczesnie. Uzycie tej
metody wiaze si¢ jednak z wieloma problemami technicznymi obnizajgcymi wydajnosc,
ktore zostaty rozwigzane wraz z opracowaniem metody sekwencjonowania RNA.

Sekwencjonowanie RNA (RNAseq) jest technika wysokoprzepustowa, ktora
oprocz informacji odno$nie poziomu ekspresji dostarcza tez danych o sekwencjach
genow. W ciggu ostatniej dekady stalo si¢ ono niezbednym narzedziem do badania
ekspresji genow w skali catego transkryptomu, zmian transkrypcyjnych w czasie i analizy
réznicowej ekspresji genéw miedzy grupami (Stark, Grzelak i Hadfield, 2019). Oprocz
poliadenylowanych transkryptow mRNA ta metoda sekwencjonowania moze by¢
uzywana do badania catkowitego RNA, w tym réznych populacji RNA, pre-mRNA oraz
niekodujacych rodzajow RNA takich jak rRNA, tRNA, IncRNA, miRNA, piRNA.
RNA-Seq to technika oparta na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS, z ang. next-
generation sequencing). W porownaniu do wczesniejszych technik opartych
na sekwencjonowaniu metodg Sangera, a pdzniej na hybrydyzacji zapewnia ono znacznie
wigksze pokrycie irozdzielczo$¢ pozwalajaca uchwycié ciagle zmieniajacg si¢ naturg
transkryptomu (Kukurba i Montgomery, 2015; Stark et al., 2019). Prawidtowe sktadanie
sekwencji transkryptow jest mozliwe zarowno przy uzyciu genomu referencyjnego jak
i de novo. (Martin i Wang, 2011). Ta cecha umozliwia wykrywanie nowych wariantow
transkrypcyjnych tego samego genu, modyfikacji posttranskrypcyjnych, mutacji,
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNPs) i innych zmian na poziomie catego
genomu oraz badanie organizméw innych niz modelowe, poniewaz nie jest zalezna
od odniesienia do wynikow poprzednich badan (Hong et al., 2016; Mantione et al., 2014).
Sekwencje cDNA sg mapowane na unikalne regiony w genomie, co prowadzi do redukcji
sygnatu tta. Wysoka czutos¢ 1 wymierne wyniki RNAseq zapewnia brak gornej i dolnej
granicy kwantyfikacji, ktore zalezg od liczby zliczen, a nie opieraja si¢ na wzglednym
ustalaniu liczby transkryptow (Wang, Gerstein i Snyder, 2009).

Nalezy jednak pamigtaé, ze zbiorcze sekwencjonowanie RNA wyizolowanego
z badanej tkanki ujawnia jedynie $redni profil ekspresji genéw bez rozrdzniania
na poszczegolne typy komorek. Probg rozwigzania tego problemu byto przeprowadzanie
RNAseq na laserowo pozyskiwanych mikroskrawkach (LCM - Laser Capture
Microdissection). W wyniku zastosowania tego zabiegu zaczgto opisywac specyficzne

dla populacji profile ekspresji genéw. Natomiast mozliwe byto badanie tylko matej ilosci
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komorek, a jakos¢ pozyskiwanego RNA byta niska. Szeroko stosowana odmiang
RNAseq, ktéra rozwigzuje problem usredniania profilu ekspresji miedzy roéznymi
populacjami komorek w preparacie jest sekwencjonowanie pojedynczych komorek
scCRNAseq (single cell RNA sequencing). Ta technika pozwala w oparciu o dane
Z sekwencjonowania rozr6zni¢ znane typy i podtypy komorek, a zatem opisa¢ ich
sygnaturg ekspresji oraz wykry¢ komorki odbiegajace od opisanych wzorow ekspresji np.
po transformacji nowotworowej. Natomiast zarowno masowe RNAseq (bulk RNAseq),
LCM-RNAseq i sSCRNAseq taczy wspolny problem catkowitej utraty danych o potozeniu
komorki w tkance na etapie przygotowywania materiatu do sekwencjonowania.

Tymczasem informacja o0 anatomicznej lokalizacji komorki w tkance
ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia jej funkcji, oddzialywan migdzykomoérkowych
oraz wykrycia patologicznych zmian na poziomie komorki i catej tkanki (Stahl et al.,
2016; Larsson, Frisén i Lundeberg, 2021). Celem uzyskania tych danych niedawno
opracowano technologi¢ cyfrowego profilowania przestrzennego (DSP, z ang. digital
spatial profiling), ktorego wynikiem jest uzyskanie cyfrowego profilu abundancji RNA
W wybranych regionach preparatu. Jednakze konieczno$¢ wielokrotnych zagniezdzen,
stosunkowo niewielka liczba wybranych mRNA, ktére mozna bada¢ jednoczesnie, oraz
wymog wstepnej znajomosci Sekwencji genu istotnie ograniczajg uzytecznosé tej metody
(Wang et al., 2020). RNAseq, a szczegdlnie masowe RNAseq, jest przetomowa technika
W badaniu ekspresji gendw i przyczynito si¢ do gwattownego rozwoju transkyptomiki.
Jednakze, informacja o przestrzennych zmianach w dystrybucji mRNA pozostawata
brakujagcym ogniwem aby mozliwe byto powigzanie czasowych i przestrzennych zmian
w transkrypcji ze zmianami W neurotransmisji, neuroplastycznosci, metabolizmie
I zachowaniu.

Jednym z najnowszych zastosowan RNAseq jest uzycie tej metodyki
do rozwijania transkyptomiki przestrzennej, ktora jest przedmiotem metodologicznej
czesci tej pracy (Stark, Grzelak i Hadfield, 2019). Technika ta pozwala uzyskac¢ ilosciowe
dane dotyczace ekspresji gendw i zwizualizowac rozmieszczenie miejsc syntezy mRNA
na przekrojach tkanek. Zastosowanie macierzy starterow do odwrotnej transkrypcji
z unikalnymi pozycyjnymi kodami do umieszczania skrawkow histologicznych pozwala
uzyska¢ wysokg jako$¢ danych z sekwencjonowania RNA z zachowang dwuwymiarowg
informacjg o miejscu zachodzenia transkrypcji. Takie podejscie technologiczne posiada
caly szereg zalet. Na poczatku pozwala poming¢ etap izolacji komorek z tkanki, ktory

naraza je na zniszczenie i prowadzi do wybiorczej analizy pewnej ich frakcji. Dzieki
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przetwarzaniu catego preparatu w jednej reakcji techniczna zmienno$¢ warunkow
eksperymentalnych oraz réznice migdzy pomiarami réznych grup probek (efekt serii
z ang. batch effect) sg zredukowane do minimum. Stosowanie tej metody nie wymaga
réwniez wielokrotnych ani zagniezdzonych znakowah na tym samym materiale,
co rozwigzuje problem malejacej efektywnosci kolejnych znakowan. Na poziomie
analizy badacz nie jest ograniczony do wstepnie wybranych regionow ani markerow
molekularnych, dowolna kombinacja obecnosci lub braku ekspresji zestawu gendw moze
postuzy¢ do ustalenia interesujgcego profilu ekspresji i dalszej analizy. Wreszcie wyniki
ujawniaja nieoczekiwang heterogenicznos¢ sgsiadujacych obszarow w tkance, €0 nie jest
mozliwe do wykrycia za pomocg analizy transkryptomu po izolacji komorek z miejsca
ich potozenia. Taka niejednorodnos¢ w ekspresji gendw miedzy sasiadujagcymi regionami
w tkance jest nie tylko bardzo interesujaca z perspektywy nauki, ale ma tez kluczowe
znaczenie dla zastosowan diagnostycznych, gdyz prawdopodobnie odzwierciedla
odmienne podklony, z rdzng ekspresja gendow zwigzanych np. zinwazyjnoscia
nowotworu (Marx, 2021; Stahl et al., 2016).

Podsumowujac, transkryptomika przestrzenna wymaga jedynie kilku
dodatkowych krokéw w porownaniu z analizag wynikow RNAseq przeprowadzanego
na homogenizowanych tkankach lub pojedynczych komorkach, przy jednoczesnym
uzyskiwaniu informacji o przestrzennym zorganizowaniu profilu transkrypcyjnego (Stéhl
et al., 2016). Niewatpliwie mozliwosci tej rozwinigtej w ostatnich latach technologii
sprawiaja, ze jest ona fascynujgcym i wartym eksplorowania podejsciem
metodologicznym. Pierwsze zastosowania do badania szczegdélow anatomicznego
zroznicowania tkanek okazaty sie sukcesem (Ortiz et al., 2020). Kolejne potencjalne
zastosowania tej metody to badanie czasoprzestrzennych profilow transkrypcyjnych np.
w toku ontogenezy albo progresji choroby, oraz analiza réznicowa ekspresji gendéw

po réznego rodzaju manipulacjach eksperymentalnych.
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2. Cele

1. Opracowanie metodyki transkryptomiki przestrzennej i zweryfikowanie jej

uzytecznos$ci do ustalania profilu dziatania leku in situ.

2. Identyfikacja przestrzennego wzorca dzialania rysperydonu w korze przedczotowe;j

| pragzkowiu myszy.

3. Opracowanie metod analizy danych z transkryptomiki przestrzennej w celu

identyfikacji proceséw powigzanych z dziataniem leku w r6znych obszarach mézgu.

3. Materialy i metody

3.1 Zarys metody przestrzennej analizy transkrypcji
Wdrazanie metody przeprowadzono w dwoch etapach. Najpierw zoptymalizowano
warunki syntezy na materiale kontrolnym, a w nastgpnej kolejnoséci przystapiono
wlasciwego eksperymentu, z ktorego przygotowano biblioteki cDNA. Do optymalizacji
warunkow syntezy ¢cDNA w tkance zastosowano szkietko - Visium Spatial Tissue
Optimization slide, (10x Genomics, 1000193). Ma ono osiem obszaréw aktywnych
otoczonych wytrawionymi ramkami - 8x8 mm. Kazdy z tych obszarow jest powierzchnig
pokryta czasteczkami oligonukleotydow do wychwytywania mRNA. Kazda sonda
ma startery poli(dT) umozliwiajace synteze cDNA. Sygnatl fluorescencji jest uzywany
jako posrednia informacja o efektywno$ci procesu permeabilizacji. Obrazowanie
fluorescencji nie jest wymagane dla gtownej reakcji konstrukcji bibliotek, jest uzywane
tylko na etapie optymalizacji. Za pomocg sygnalu fluorescencji pochodzacego
z wyznakowanych fluoroforem deoksyrybonukelotydow c¢cDNA mozna poroéwnaé
efektywnos¢ roéznych czaséw permeabilizacji tkanki.
W drugim etapie do analizy transkryptomu zastosowano szkietko Visium Spatial
Gene Expression Slide, (10x Genomics, 1000187). Na jego powierzchni cztery aktywne
obszary rowniez otoczone sg wytrawionymi ramkami odniesienia. Wymiar obszaru
aktywnego to 6,5x6,5 mm, mierzony razem z ramka referencyjng 8x8 mm. Pojedynczy
obszar aktywny sktada si¢ z okoto 5000 punktow o $rednicy 55 pm. Kazdy z punktow
(tzw. spotow) zawiera miliony przylagczonych do szkla krotkich sekwencji
oligonukleotydowych, ktére hybrydyzuja do czasteczek mRNA obecnych w tkance.
Budowa obszaru aktywnego na szkietku i tworzacych go starteréw oligonukleotydowych

zostata zobrazowana ponizej na Rycina 1.
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Rycina 1 Schemat budowy obszaréw aktywnych na szkietku do tworzenia bibliotek
w technologii Visium. Zmodyfikowano na podstawie protokotu producenta (10X
Genomics) - CG000239 Visium Spatial Gene Expression Reagent Kits User Guide RevD.
Startery oligonukleotydowe na powierzchni szkietka sq zbudowane liniowo w nastepujgcy

sposob.

i.  (lllumina) TruSeq Read 1 - czesciowy odczyt 1 startera do sekwencjonowania;

ii.  Kod pozycyjny - wszystkie startery w danym punkcie majq taki sam kod pozycyjny;

iii.  UMI —Unikalny ldentyfikator Molekularny;

iv.  Poli(dT)VN - sekwencja do wychwytywania poliadenylowanego mRNA

do syntezy cDNA .
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3.2 Zwierzeta

W eksperymentach uzyte zostaty doroste (w wieku ok. 9 tygodni) samce myszy
C57BL/6 (Mus musculus L.) pochodzace z hodowli prowadzonej przez Instytut
Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie. Zwierzeta
przebywaly w grupach po 4 myszy w jednej klatce bytowej, w pomieszczeniu o statej
temperaturze 22+2°C oraz cyklu dobowym $wiatto-ciemno$¢ po 12h. Zwierzeta miaty
dostep do pokarmu oraz wody ad libitum. Wszystkie eksperymenty byly wykonywane
zgodnie z wytycznymi Parlamentu Europejskiego i Rady Europejskiej dotyczacymi
opieki i wykorzystania zwierzat laboratoryjnych (Dyrektywa Parlamentu Europejskiego
i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. w sprawie ochrony zwierzat
wykorzystywanych do celow naukowych oraz Ustawa z dnia 15 stycznia 2015 r.
O ochronie zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych).
Protokoty eksperymentalne zostaly sprawdzone i zatwierdzone przez Il Lokalng Komisje

Etyczng do Spraw Dos$wiadczen na Zwierzetach w Krakowie (nr zgody 34/2021).

3.3 Podania leku

W grupie badawczej zastosowano jednokrotne podania rysperydonu
(dootrzewnowo, 0,5 mg/kg w objetosci 5 pl/g masy ciata; Biotrend AG, BG0309),
aw grupie kontrolnej podawano analogiczng objetos¢ fizjologicznego roztworu soli
(Polpharma). Rysperydon rozpuszczono w 20 ul ~38% HCI (POCH S.A; BA5283115)
I rozcienczono w roztworze soli fizjologicznej. Wszystkie iniekcje byly wykonywane
w fazie jasnej cyklu dobowego. Habituacja zwierzat do eksperymentatorow przed
wlasciwg iniekcjg trwata 5 dni, w trakcie ktorych wykonano dwie iniekcje roztworu soli
fizjologicznej w nastgpujacych po sobie dniach, by przyzwyczai¢ myszy do tej
procedury. Zwierzeta byty usmiercane przez dyslokacje¢ kregow szyjnych 2h po ostatnim
podaniu - leku w grupie eksperymentalnej lub roztworu soli fizjologicznej w grupie
kontrolnej. Dawka leku 1 czas po jakim badany byt jego wpltyw na ekspresje genow
zostaly ustalone w oparciu 0 narzgdzie genes2mind (Www.genes2mind.org) opracowane
do eksploracyjnej  analizy  ekspresji gendow w moézgu wywotanej  lekami
psychotropowymi oraz poprzednie badania zespotu (Korostynski et al., 2013; Zygmunt
etal., 2018).
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3.4 Preparacja tkanki

Mozgi preparowano wedhug zalecen z protokotu 10x Genomics. Po wyjgciu
z czaszki, przemywano je krotko roztworem soli fizjologicznej, odsgczano nadmiar
cieczy i umieszczano w foremkach do zatapiania tkanek (Peel-A-Way Embedding Mold
(Square - S22,) Polysciences, 18646A-1). Dno foremek uprzednio pokrywano warstwa
nos$nika do zatapiania tkanek OCT (OCT Embedding matrix, CellPath, KMA-0100-00A).
Po umieszczeniu mézgu na warstwie medium, zatapiano go w catosci w OCT. Nastepnie
przy pomocy pe¢sety foremka z mozgiem w OCT byta zanurzana na ok. minute w tazni
chtodzacej - ztozonej z metalowej zlewki wypetnionej do dwoch trzecich wysokosci
izopentanem i umieszczonej w naczyniu Dewara wypelionym cieklym azotem.
Po zamarznigciu (obserwowano jak po okoto minucie OCT robit si¢ mlecznobiaty
I nieprzejrzysty) bloczek umieszczano w plastikowej probowce wykorzystywanej
do przechowywania preparatow w -80°C. Nastepnego dnia, przed rozpoczeciem krojenia
zarbwno preparaty jak iczyste szkietka umieszczano w komorze kriostatu (Leica
CM3050 S), na co najmniej 30 minut w celu wyrownania temperatury do -20°C. Mozgi
skrawano w plaszczyznie czotowej na plastry o grubosci 10 um, przy ustawieniach
temperatury komory kriostatu na -20°C oraz uchwytu z preparatem na -10°C. Badane
struktury — korg przedczotowg i prazkowie skrawano z obszaréw okoto 1,94 - 1,34 mm
od bregmy, wykorzystujac jako odniesienie atlas Paxinosa i Franklina (2001). Do reakcji
tworzenia bibliotek pobrano 4 skrawki na szkietko Visium Spatial Gene Expression Slide
(2 z grupy kontrolnej i 2 od zwierzat traktowanych rysperydonem). Aby ocenié
degradacje RNA od wszystkich 8 zwierzat pobrano po 10 skrawkow o grubosci 25 pum.

Do barwien immunohistochemicznych wykorzystano skrawki o grubosci 10 pm.

3.5 lzolacja i ocena jako$ci RNA

Izolacj¢ RNA wykonano przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen).
W pierwszym etapie dokonano homogenizacji tkanki. W tym celu probki rozmrozono
i na lodzie dodano do nich po 350 pul buforu RLT oraz po 1 stalowej kulce na probke,
ktora postuzyla do mechanicznego rozdrobnienia tkanki w aparacie TissueLyser II
(Qiagen). Probki umieszczono w kasetach statywu do Tissue Lysera II, gdzie zostaty one
poddane homogenizacji przez 3 minuty z maksymalng czestotliwoscig wychylenia 24 Hz.
Nastepnie obrocono kasety statywu o 180° w poziomie i powtorzono proces przez kolejne
3 minuty, 24 Hz. Zhomogenizowane probki zwirowano przez 3 minuty z maksymalng

predkoscia w 4°C. Przeniesiono 300 pl nadsgczu do nowych probowek, ktore

19



umieszczono nastgpnie w urzadzeniu QIAcube (Qiagen) do automatycznej izolacji RNA.
Izolacje przeprowadzono wedtug instrukcji producenta, stosujgc standardowy protokot
,,ZAnimal tissues and cells” (objetos¢ elucji: 30 ul w wodzie wolnej od nukleaz (Ambion)).
Po skonczonej izolacji probki wytrzasnieto, krotko zwirowano i umieszczono w -20°C,
Stopien degradacji RNA, po izolacji z bloczkéw zamrozonych w OCT, sprawdzono
przy uzyciu metody elektroforezy kapilarnej wykorzystujac bioanalizator Agilent 2100.
Czip z zestawu Agilent RNA 6000 Nano przygotowano wedlug protokotu producenta
I umieszczono w urzadzeniu. Uzyskane wartosci RIN (z ang. RNA Integrity Number) dla

materiatu od wszystkich 8 zwierzat wyniosty 8,7 — 10.

3.6  Utrwalanie w metanolu i barwienie hematoksyling i eozyna

Szkietka (zaréwno szkieltko do optymalizacji jak i dedykowane do wiasciwe;j
reakcji) przenoszono z -80°C na suchym lodzie, a nast¢pnie umieszczano na rozgrzanym
wczesniej metalowym adapterze (10x Genomics; 1000194) w termocyklerze PTC-200
(MJ Research) i inkubowano w temperaturze 37°C przez 1 minute z otwarta pokrywa
termocyklera. Nastepnie szkietko, inkubowano w temperaturze -20°C przez 30 min.
Do kolejnych krokéw przygotowano 50 ml wody dejonizowane] w probowce
wirowkowej, po 800 ml wody dejonizowanej w trzech szklanych zlewkach
laboratoryjnych (1, 2 i 3) oraz roztwdr eozyny w proporcji eozyna Y (Merck) 1:9 bufor
Tris-octan (0,45 M, pH 6,0, Merck). Kolejne kroki wykonywano w temperaturze
pokojowej jesli nie zaznaczono inaczej. Po wyjeciu szkietka z metanolu skrawki
pokrywano 500 pl izopropanolu i inkubowano przez minutg, po czym odczynnik zlewano
i suszono szkietko na powietrzu przez 2-3 minuty. Nastepnie pokrywano szkietko
1 ml roztworu hematoksyliny (Merck, 51275-100ML) i inkubowano przez 7 min.
Po zlaniu barwnika zanurzano szkietko 5x w przygotowanej wodzie dejonizowanej
W probowce wirowkowej (50 ml), a nastgpnie 15x w wodzie w zlewce 1 oraz 15x
w zlewce 2. Dodano 1 ml buforu Bluing Buffer, rOwnomiernie pokrywajac wszystkie
skrawki i inkubowano 2 min, naste¢pnie reagent zlano z powierzchni szkietka. Zanurzono
szkietko 5% w wodzie dejonizowanej w zlewce 2. Nastepnie dodano 1 ml przygotowanej
mieszaniny eozyny Y z buforem i inkubowano przez 1 min, po czym odczynnik zlano.
Zanurzono szkietko 15x w wodzie dejonizowanej w zlewce 3. Wysuszono szkietko
na powietrzu, az tkanka stata si¢ nieprzezroczysta. Nastgpnie inkubowano szkietko

na adapterze termocyklera przy otwartej pokrywie przez 5 minut w temperaturze 37°C.
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3.7 Obrazowanie

Obrazowanie preparatow zostalo przeprowadzone w  Srodowiskowym
Laboratorium Obrazowania in vivo i in vitro Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie na mikroskopie konfokalnym Leica TCS SP8 WLL.
Zastosowano obiektywy o powigkszeniach 5-, 10- lub 20- krotnym (HC PL FLUOTAR
5x NA: 0,15 (DRY), HC PL FLUOTAR 10x NA: 0.30 (DRY), HC PL APO CS2 20x
NA: 0.75 (DRY). Zgodnie z wytycznymi 10x Genomics, w oprogramowaniu LASX
utworzono makra do obrazowania dla obu protokotéw Visium - optymalizacji i wlasciwej
reakcji konstrukcji bibliotek. Zaréwno w jasnym polu i fluorescencji, obrazowano
wszystkie obszary aktywne naraz 1 przy tym ustawieniu oraz powigkszeniu
5X wykonywano fotografie calego szkietka. Umozliwiatly one pordéwnanie skrawkow
migdzy soba, co bylo szczegdlnie wazne dla procesu optymalizacji. W toku pracy nad
wlasciwg reakcja konstrukcji bibliotek wykonano réowniez fotografie pojedynczych
skrawkow potrzebne do analizy danych.

Obrazowania wynikow barwienia hematoksyling i eozyng przeprowadzano w polu
jasnym przy uzyciu mikroskopu z kamerg DFC 7000 T (Leica Microsystems)
wykorzystujac nastgpujace ustawienia: obraz w kolorze, kodowanie 8 bit, rozdzielczos¢
1,54 pum, czas ekspozycji: 100 ms—2's

Obrazowanie fluorescencyjne w polu ciemnym, wykonywane w toku optymalizacji
przeprowadzano przy uzyciu mikroskopu z kamera DFC 7000 T (Leica Microsystems)
i lampy fluorescencyjnej EL6000 (Leica Microsystems) wykorzystujac nastepujace
ustawienia: obraz monochromatyczny, kodowanie 12 bit, rozdzielczo$¢: 1,54 pm.

Scalenie oraz obrobke zdje¢ wykonano w programach LASX i1 Fiji (Imagel2).
Uzyskane obrazy indywidualnych skrawkow wyeksportowano w formacie .tiff i na ich
podstawie wykonano analiz¢ pokrycia obszaréw szkietka przez skrawki w programie
Loupe Browser v5.0. Pliki wynikowe tej analizy (w formacie .json) postuzyly nastepnie
do manualnego przyporzadkowania odczytow RNA-seq do wilasciwych punktow

rozmieszczonych na obszarach aktywnych, a zatem do odpowiednich czesci tkanki.
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3.8 Permeabilizacja

Enzym permeabilizujagcy zawieszono 1 ogrzano do 37°C przez 15 min
bezposrednio przed uzyciem. Adapter do termocyklera umieszczono wewnatrz
urzadzenia. Wybrano przygotowany wczesniej program do inkubacji w 37°C
i uruchomiono go ze statg temperaturg i podgrzewaniem pokrywy, aby adapter zostat
rOwnomiernie ogrzany zanim szkietko zostanie na nim umieszczone. Szkietko
umieszczono w przeznaczonej do tego celu kasetce (Slide Cassette, Visium
Accessory Kit, 10x Genomics; 3000406), co umozliwilo utworzenie osobnych
dotkow, tak by obszary aktywne szkietek mogly by¢ procesowane oddzielnie. Do tak
utworzonych dotkéw dodawano po 70 pl enzymu permeabilizujacego. Po dodaniu
enzymu kasetke zaklejono przy uzyciu naklejki dotagczonej do zestawu producenta
(10x Genomics, 3000279) i potozono na adapterze umieszczonym wewnatrz
termocyklera w 37°C. Zamknig¢to pokrywe termocyklera i inkubowano w 37°C
z podgrzewaniem pokrywy, przez czas dobrany na drodze optymalizacji tj.16 min.
Nastepnie po permeabilizacji zdj¢to kasetke ze szkietkiem z adaptera termocyklera
I umieszczono na blacie laboratoryjnym. Pipetg usunig¢to enzym do permeabilizacji

z dotkow kasetki i dodano po 100 pl 0,1x SSC (Merck).

3.9 Odwrotna transkrypcja

Adapter do termocyklera umieszczono wewnatrz urzadzenia. Wybrano utworzony
wczesniej program do inkubacji w 53°C. Na lodzie przygotowano mieszaning
do odwrotnej transkrypcji RT Master Mix (10x Genomics, 1000193, 1000187),
na ktorg sktadaty sie: RT Reagent, Template Switch Oligo, Reducing Agent B,
RT Enzyme D (odwrotna transkryptaza) rozpuszczone w wodzie wolnej od nukleaz
(Ambion). Po dodaniu wszystkich odczynnikéw wymieszano przez przepipetowanie
10x 1 krotko zwirowano. Nastepnie usunieto 0,1x SSC z dotkdéw i dodano po 75 pl
przygotowanego RT Master Mixu do kazdego dotka. Kasetke ze szkietkiem
ponownie zamkni¢to naklejka i umieszczono na rozgrzanym do temperatury 53°C
adapterze do termocyklera. Zamknigto pokrywe termocyklera i w kolejnym kroku

prowadzono odwrotng transkrypcje przez 45 min w 53°C.
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3.10 Synteza drugiej nici cDNA i denaturacja

Po odwrotnej transkrypcji usunigto Master Mix ze wszystkich dotkéw. Nastepnie
dodano po 75 ul 0,08 M roztworu KOH (Merck) do kazdego dotka i inkubowano przez
5 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie KOH zostat pipetg usunicty z dotkow.
Dodano 100 pl buforu EB (Qiagen) do dotkow, a nastgpnie go usuni¢to. Przygotowano
na lodzie mieszaning do syntezy drugiej nici - Second Strand Mix (10x Genomics,
1000193, 1000187) ztozong z polimerazy DNA, starterow, odczynnika Second Strand
Reagent, ktora po dodaniu odczynnikéw wytrzas$nigto i zwirowano przed dodaniem
do dotkow w kasetce w objetosci 75 pl. Kasetke ze szkietkiem zamknigto nowa naklejka
I umieszczono na adapterze, w rozgrzanym do temperatury 65°C termocyklerze
z podgrzewaniem pokrywy. Nastepnie prowadzono synteze drugiej nici przez 15 min
w 65°C. Kolejny krok stanowita denaturacja i transfer cDNA z 4 obszarow aktywnych
szkietka do probowek celem amplifikacji i konstrukcji biblioteki. Po syntezie drugiej nici
wyjeto kasetke z termocyklera, usunigto naklejke oraz odczynniki z dotkow. Ponownie
dodano po 100 ul buforu EB do dotkow, a nastgpnie go usunigto, po czym dodano po
35 ul 0,08 M KOH do kazdego dotka i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowe;j.
Kolejno dodano po 5 ul Tris 1 M, pH 6,95 (23,6°C) (Sigma Aldrich) do 4 probéwek
do PCR. Przeniesiono po 35 ul probki z kazdego dotka do odpowiadajacej probowki
zawierajacej bufor Tris. Probowki wytrzasnieto, krotko zwirowano i umieszczono

na lodzie.

3.11 Amplifikacja i oczyszczanie cDNA przy uzyciu SPRIselect

Przed przeprowadzeniem amplifikacji CDNA dobrano wtasciwa liczbe cykli reakcji
gPCR zgodnie ze sposobem opisanym w protokole producenta. Przygotowano na lodzie
mieszaning do reakcji qPCR dodajac w kolejnosci: wode wolng od nukleaz (Ambion),
KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (KAPA Biosystems, KK4600) i startery cDNA,
a nastepnie wytrzasnieto ikrotko zwirowano. Natozono po 9 pl mieszaniny qPCR
do dotkéw na plytce 96-dotkowej do PCR. Przeniesiono po 1 pl probek do dotkow w
plytce z natozong mieszaning qPCR. Celem uzyskania kontroli negatywnej dodano 1 pl
wody wolnej od nukleaz (Ambion) do dotka zawierajagcego mieszaning do qPCR.
Zawarto$¢ dotkow wymieszano pipeta, plytke krotko zwirowano ipo umieszczeniu

w termocyklerze CFX96 Real-Time (Bio-Rad) uruchomiono nastepujacy program:
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Tabela 1 Program termocyklera do oceny ilosci uzyskanego cDNA.

Etap Temperatura Czas [minuty]
1 98°C 03:00

2* 98°C 00:05

3 63°C 00:30

4 - powro6t do etapu 2, tacznie 25 cykli

Nastepie, rowniez na lodzie, przygotowano mieszaning do amplifikacji cDNA
(Amp Mix i startery cDNA), ktora przed dodaniem zostala wytrzasnigta i zwirowana.
Kolejno dodawano po 65 ul tej mieszaniny do objetosci ok. 35 ul probek pozostatych
po denaturacji. Pipeta nastawiong na 90 pl wymieszano 15x% i krotko zwirowano probki.
Nastgpnie umieszczono je w termocyklerze iuruchomiono nastepujacy protokodt

amplifikacji cDNA z temperaturg pokrywy termocyklera ustawiong na 98°C:

Tabela 2 Program termocyklera do amplifikacji cDNA.

Etap Temperatura Czas [min]
1 98°C 03:00

2 98°C 00:15

3 63°C 00:20

4 72°C 01:00

Do etapu 2, Cq = 15 jako I3czna liczba cykli

6 72°C 01:00

7 4°C 0

Po zakonczonej amplifikacji otrzymane cDNA oczyszczano przy pomocy
odczynnika SPRIselect. Przed uzyciem SPRIselect (Beckman Coulter, B23318)
wytrzasnigto ~30 s, tak aby kulki paramagnetyczne byly rownomiernie zawieszone
W calej objetosci zawiesiny. Tak przygotowany odczynnik dodano w objetosci 60 pl
do kazdej probki (100 ul) i wymieszano 15%. Po dodaniu probki inkubowano przez 5 min
w temperaturze pokojowej. Probki umieszczono wewnatrz dedykowanego do tego celu
separatora magnetycznego (10x Genomics, 230003) w ulozeniu wysokim magnesu
i odczekano, az osad kulek paramagnetycznych z ¢cDNA zgromadzi si¢ na magnesie,
aroztwor stanie si¢ przejrzysty. Usunigto nadsgcz i dodano po 200 ul 80% roztworu
etanolu do osadu na 30 s, po czym etanol rowniez usuni¢to. Powtdrzono ten krok tak, aby
probki zostaty przeptukane etanolem dwukrotnie. Nastgpnie probki Krotko zwirowano

I umieszczono w separatorze magnetycznym w utozeniu niskim magnesu. Usunigto
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resztki pozostatego etanolu i wysuszono probki na powietrzu przez ~2 minuty. Wyjeto je
z magnesu i dodano po 40,5 ul buforu EB, po czym wymieszano 15x pipeta. Inkubowano
przez 2 minuty w temperaturze pokojowej. Ponownie umieszczono w separatorze
magnetycznym w utozeniu niskim magnesu i odczekano az roztwor stanie si¢ przejrzysty.
Przeniesiono po 40 ul probki do nowych probowek.

W nastgpnym kroku sprawdzono jakos¢ cDNA w bionanlizatorze Agilent 2100
przy uzyciu 1 pl kazdej probki, na czipie Agilent Bioanalyzer High Sensitivity.
Do analizy wybrano region elektroforogramu ~200 - ~9000 pz. Odczytane stezenie
W pg/ul pomnozono przez objetosé elucji tj. 40 pl po amplifikacji cDNA i oczyszczaniu
przy pomocy SPRIselect i podzielono przez 1000 aby uzyska¢ catkowita ilos§¢ cDNA

W ng. Pozostate 39 ul probek umieszczono w 4°C.

3.12 Konstrukcja bibliotek z kodami pozycyjnymi

Metoda Visium Spatial Gene Expression prowadzi do utworzenia bibliotek z kodami
pozycyjnymi gotowych do sekwencjonowania w systemach Illuminy, w tym wypadku
NovaSeq 6000. Do indeksowania bibliotek uzyto zestawu Dual Index Kit TT Set A (10x
Genomics, 1000215), ktory pozwala na podwojne oznakowanie konstruktow kombinacja
indeksow 15/i7 (kazdy dlugosci 10 nukleotydow) oraz oflankowanie starterami P5 i P7
na koncach konstruktu, ktore sg uzywane w amplifikacji w systemach Illumina. TruSeq
Read 11 TruSeq Read 2 to standardowe miejsca starterow do sekwencjonowania Illumina
stosowane w sekwencjonowaniu metodg sparowanych koncoéw (z ang. paired-end
sequencing). Pozycyjny kod - 16 pz i UMI (unikalny molekularny identyfikator) - 12 pz
sa kodowane w odczycie 1 (ang. Read 1), podczas gdy drugi odczyt (ang. Read 2) jest

uzywany do sekwencjonowania fragmentu cDNA.

Read 1:28

Sample Spatial BC Sample
Index (i5:10) Spatial B UM Index (i7:10)
. | N [
L | I
P5 TruSeq UMI  Poly(dT)VN N TruSeq
Read 2:90
Read 1 Insert Read 2

Rycina 2 Schemat budowy biblioteki Visium Spatial Gene Expression gotowej do
sekwencjonowania. Zmodyfikowano na podstawie protokotu producenta (10x Genomics)
- CG000239 Visium Spatial Gene Expression Reagent Kits User Guide RevD.
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Biblioteki syntezowano przy uzyciu statej proporcji (10 ul, 25%) catkowitego
cDNA (40 pl) otrzymanego po oczyszczeniu odczynnikiem SPRIselect (punkt 3.11).
Kolejne kroki stanowity fragmentacja oraz uzupetienie koncoéw i dotgczenie ogonow
poliA. Nastepnie selekcja rozmiaru czgsteczek przy uzyciu odczynnika SPRIselect.
Przed przygotowaniem mieszaniny do fragmentacji schtodzono termocykler do 4°C.
Na lodzie przygotowano mieszaning fragmentacyjna (bufor i enzym do fragmentacji).
Nastepnie, w dalszym ciggu na lodzie, odmierzono po 10 pul cDNA otrzymanego
po oczyszczeniu SPRIselect z kazdej probki i przeniesiono do nowych probowek.
Dodano po 25 ul buforu EB do probek. Kolejno, dodano po 15 pl mieszaniny
do fragmentacji. Zawarto$¢ probowek wymieszano 15x% pipetg ustawiong na 35 ul
i krotko zwirowano. Probki przeniesiono do schiodzonego uprzednio termocyklera

I uruchomiono nastgpujacy program z podgrzewaniem pokrywy:

Tabela 3 Program termocyklera do reakcji fragmentacji i modyfikacji cCDNA.

Etap Temperatura Czas [minuty]
Fragmentacja 32°C 05:00
Naprawa koncow 65°C 00:30

i dodawania ogonow

poliA

- 4°C ©

Odczynnik SPRIselect wytrzasnigto ~30 s i dodano w objetosci 30 pul do kazde;j
probki. Po dodaniu zawarto$¢ probowek wymieszano 15x pipeta. Probki inkubowano
przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie przeniesiono je do separatora
magnetycznego w ulozeniu wysokim magnesu 1 odczekano, az roztwor stanie si¢
przejrzysty. Przeniesiono po 75 pl nadsaczu do nowych probowek. Ponownie
wytrzasnieto odczynnik SPRIselect. Dodano po 10 ul SPRIselect do kazdej probki
I wymieszano 15x pipetg. Inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Znow
umieszczono probki wewnatrz separatora magnetycznego w utozeniu wysokim magnesu
i odczekano, az roztwor stanie si¢ przejrzysty. Usunieto po 80 pl nadsaczu i dodano
125 ul 80% roztworu etanolu (objetos¢/objetos¢) do osadu na 30 s, po czym etanol
usuni¢to. Powtdrzono ten krok, aby osad zostat przeptukany etanolem dwukrotnie.
Krotko zwirowano probki i1 umieszczono w separatorze magnetycznym w utozeniu
niskim magnesu. Usuni¢to resztki etanolu uwazajac by nie przesuszy¢ osadu. Probki

wyjeto z magnesu i dodano 50,5 pl buforu EB, po czym wymieszano 15x pipeta.
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Inkubowano przez 2 minuty w temperaturze pokojowej. Nastgpnie umieszczono
W separatorze magnetycznym w ulozeniu wysokim magnesu i odczekano, az roztwor
stanie si¢ przejrzysty. Przeniesiono po 50 ul probek do nowych probowek.

Kolejny etap stanowita ligacja adapteréw do sekwencjonowania i 0czyszczanie
konstruktow po ligacji przy uzyciu odczynnika SPRIselect. W tym celu przygotowano
220 pul mieszaniny do ligacji fragmentow adapterowych (Adapter Ligation Mix, ktora
sktada si¢ z buforu do ligacji — 88 ul, ligazy DNA - 44 ul, oligonukleotydow
adapterowych - 88 ul), wymieszano pipeta i krotko zwirowano. Dodano po 50 pl
mieszaniny do 50 pl kazdej probki, wymieszano 15x pipetg nastawiong na 90 ul i krotko
zwirowano. Nastepnie inkubowano przez 15 minut w termocyklerze z temperaturg bloku
20°C i podgrzewaniem pokrywy. Po zakonczonej ligacji oczyszczanie z SPRIselect
przeprowadzono podobnie jak w punkcie 3.11, z nastepujacymi réznicami: poczatkowo
odmierzono 80 ul SPRIselect do kazdej probki, a po dwukrotnym przeptukaniu etanolem
dodano 30,5 ul buforu EB, koncowo przeniesiono po 30 ul prébek do nowych probowek.

Nastegpnie dobrano dla kazdej z probek znaczniki z zestawu Dual Index Kit TT
Set A (10x Genomics, 1000215), ktorych identyfikatory i sekwencje przedstawiono
w Tabela 4.

Tabela 4 Identyfikatory i sekwencje indeksow i5/i7.

Nazwa |7 | ores gp|  MOEKSIT e | eks 1| INdEks 19
probki sekwencja sekwencja
A (R1) | SI-TT-A1_i7 |GTAACATGCG| SI-TT-AL1l_i5 | AGTGTTACCT
B (R2) | SI-TT-B1_i7 |ACAGTAACTA| SI-TT-B1_i5 | ACAGTTCGTT
C (K1) | SI-TT-C1_i7 | TGCGCGGTTT | SI-TT-C1_i5 | CAAGGATAAA
D (K2) | SI-TT-D1_i7 | TGCAATGTTC | SI-TT-D1_i5 | GCTTGTCGAA

Indeksowanie probek przeprowadzono w reakcji PCR. Dodano po 50 ul Amp Mix
(10x Genomics, 2000103) do 30 ul probki w dotkach. Nastepnie po 20 pl mieszaniny
unikalnych indeksow z zestawu A Dual Index TT Set A iwymieszano 5x pipeta
ustawiong na 90 ul, a potem krotko zwirowano. Catkowita liczbg cykli do reakcji
indeksowania i amplifikacji ustalono na podstawie obliczenia statej proporcji (10 pl,
25%) calkowitego c¢cDNA (40 pl) otrzymanego po oczyszczeniu odczynnikiem
SPRIselect (punkt 3.11). Dla 4 bibliotek $rednia masa wyjsciowego cDNA do reakcji

indeksowania wynosita 121,5 ng, co odpowiadato rekomendowanej liczbie cykli ~15.
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Probki przeniesiono do termocyklera i uruchomiono nast¢pujacy program, z temperaturg

pokrywy termocyklera nastawiong na 105°C:

Tabela 5 Program termocyklera do indeksowania i amplifikacji liniowej prébek w reakcji
PCR.

Etap Temperatura Czas [min]
1 98° C 00:45

2 98 °C 00:20

3 67°C 00:30

4 72°C 00:20

Do etapu 2, Cq = 15 jako tagczna liczba cykli

6 72°C 01:00

7 4°C 0

Przeprowadzono oczyszczenie fragmentow cDNA o wybranej dlugosci
za pomoca SPRIselect podobnie jak za pierwszym razem (selekcja rozmiaru czasteczek
po fragmentacji opisana wyzej w niniejszym punkcie) z nastgpujacymi rdznicami:
poczatkowo dodano 60 pl SPRIselect do kazdej probki, a po oczyszczeniu przeniesiono
150 ul nadsaczu do nowych probowek. Po pierwszym wytrza$nieciu, ponownie dodano
SPRIselect, ale w objetosci 20 pl do kazdej probki. Po oczyszczeniu usunigto 165 pl
nadsaczu. Dwukrotne plukanie etanolem wykonano uzywajac 200 ul 80% EtOH. P6zZnie;j
dodano 35,5 pl buforu EB i po inkubacji przez 2 minuty umieszczono w separatorze
magnetycznym ale w utozeniu niskim magnesu. Gdy roztwor stat si¢ przejrzysty,
przeniesiono po 35 ul probek do nowych probowek. Przygotowane probki
przechowywano w -20°C.

Przed wystaniem bibliotek do sekwencjonowania przeprowadzona zostala
kontrola jako$ciowa i ilo§ciowa. Do 2 ul probki dodano wod¢ dejonizowana, aby
osiggna¢ rozcienczenie 1:100. Sprawdzono jako$¢ zsyntezowanych bibliotek ¢cDNA
w bioanlizatorze Agilent 2100 na czipie Agilent Bioanalyzer High Sensitivity przy uzyciu
1 ul tak rozcienczonych probek. Do kontroli ilosciowej przygotowano odczynniki
z zestawu KAPA Library Quantification Kit dla platform IHluminy (KAPA Biosystems,
KK4824). Uzyto rozcienczen 1:10 000, 1:100 000 i 1:1 000000 w trzykrotnych
powtdrzeniach. Przygotowano Master Mix 1 wode dejonizowang do oznaczania
ilosciowego rozcienczen DNA iroztworéw wzorcowych DNA (standardéw), przy
zastosowaniu nastgpujacych ilosci dla 1 objetosci reakcji: SYBR Fast Master Mix
+ starter - 12 ul oraz woda dejonizowana - 4 ul. Natozono po 16 ul Master Mixu na dotek
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do oznaczen ilo$ciowych rozcienczen probek i roztworéw wzorcowych DNA na ptytke
96-dotkowa do PCR. Dodano po 4 pl rozcienczen probki i 4 pl wzorcow DNA
do odpowiednich dotkow plytki i zwirowano jg krotko. Umieszczono ptytke
w urzagdzeniu CFX96 Real-Time system (Bio-Rad) i uruchomiono nastepujacy program
zgodnie 7z zaleceniami w protokole dotagczonym do zestawu KAPA Library

Quantification Kit:

Tabela 6 Program termocyklera do kwantyfikacji bibliotek

Etap Temperatura Czas [minuty]
1 95°C 05:00
2* 95°C 00:30
3 60°C 00:45

4 - powro6t do etapu 2, 34x, tacznie 35 cykli
Analiza krzywej topnienia | 65-95°C

Dla kazdego z trzykrotnych powtdrzen probek oraz roztworéw wzorcowych obliczono
srednig warto$¢ Cq. Odrzucono wczesniej wyniki pomiaréw, dla ktorych wartos¢ Cq

réznita si¢ o wigcej niz 0,2 od pozostatych, wedtug zalecen KAPA Biosystems.

3.13 Sekwencjonowanie bibliotek

Sekwencjonowanie bibliotek metoda sparowanych koncow 1 z podwdjnym
indeksowaniem zostalo wykonane przez firm¢ zewngtrzng CeGaT przy uzyciu
sekwenatora NovaSeq 6000 Sequencing System (Illumina). Warunki sekwencjonowania:
odczyt 1 -28 cykli, indeks i7 — 10 cykli, indeks i5 — 10 cykli, odczyt 2 — 90 cykli. Podziat
z uwzglednieniem sekwencji znacznikowych odczytow sekwencjonowania zostat
przeprowadzony za pomocg [llumina bel2fastq (2.20). Otrzymane dane, juz pozbawione
sekwencji indeksow, w formacie FASTQ poddano analizie jakoS$ci przy uzyciu programu
FASTQC v0.11.8. Nastepnie uzywajac programu spaceranger v1.2.2 (10x Genomics)
wykonano: dopasowanie sekwencji odczytow do referencyjnej sekwencji genomu
mysiego w wersji mm10 (GRCm38; ,,2020-A (June 23, 2020)”), przyporzadkowanie tych
odczytow do wilasciwych punktow pokrywajacych skrawki, zsumowanie liczby
odczytow pojedynczych UMI, analiz¢ skupien metoda k-$rednich, wielowymiarowe
statystyki (tSNE, UMAP) oraz analizy zr6znicowanego poziomu ekspresji genéw migdzy
punktami nalezacymi do roéznych klastrow. Dopasowanie odczytéw do genomu

referencyjnego nastgpilo poprzez implementacj¢ algorytmu programu STAR v2.7.2a
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(Dobin et al., 2013). W pierwszej kolejnosci wykonano powyzsze czynnosci dla kazdej
biblioteki osobno przy pomocy komendy spaceranger count, a w dalszym kroku dane
wynikowe uzyskane dla wszystkich 4 probek zagregowano komendg spaceranger aggr,
aby utworzone klastry byly uniwersalne wzgledem wszystkich skrawkow. Uzyskane
W ten sposob dane zostaly zwizualizowane w programie Loupe Browser v5.0

(10x Genomics).

4. Wyniki

4.1 Przygotowanie bibliotek do transkryptomiki przestrzennej

Pierwszym etapem przestrzennej analizy transkrypcji gendw byta optymalizacja
procedury permeabilizacji skrawkow. Jest ona konieczna dla zwigzania si¢ mRNA
ze starterami przytaczonymi do szkietka. Mozgi zwierzat zostaty zamrozone zgodnie
z protokotem 10X Genomics w sposob opisany w punkcie 3.4. Preparacja tkanki.
W kriostacie zostaty przygotowane czotowe skrawki o grubosci 10 pm, ktore natychmiast
przenoszono na szkietko do optymalizacji. Doswiadczalnie, przy uzyciu dedykowanego
zestawu Visium Spatial Tissue Optimization Slide & Reagents Kit (10x Genomics,
1000193), ustalono optymalny czas permeabilizacji skrawkow jako 16 min. Po ustaleniu
zgodnie z protokolem warunkéw syntezy bibliotek, rozpoczgte zostalo gldéwne
doswiadczenie. Zwierzeta otrzymaty rysperydon w dawce 0,5 mg/kg masy ciata. Dwie
godziny pdzniej myszy zostaly usmiercone, mozgi zostaly wypreparowane i zamrozone
tak, jak w procedurze optymalizacji (punkt 3.4. Preparacja tkanki).

Nastepnie, aby zobrazowa¢ struktury mozgu przeprowadzono utrwalanie
skrawkow w metanolu oraz barwienie hematoksyling i eozyng. Utrwalone i wybarwione
skrawki (Rycina 3), ktorych jakos$¢ zostata skontrolowana pod mikroskopem, stanowity
materiat wyjsciowy do wlasciwej reakcji prowadzacej do uzyskania bibliotek
do transkryptomiki przestrzennej (lub tez do dalszej optymalizacji). Oznaczenia
skrawkow z obszaréw aktywnych na szkietku uzywanym do wlasciwej reakcji tworzenia
bibliotek sg nastepujace: R1 — mysz 1-2; R2 - mysz 2-2 — traktowane rysperydonem oraz
K1 - mysz 2-3 i K2 — mysz 1-1 — zwierzeta kontrolne. W dalszej czesci opisu R1, R2,
K1, K2 oznaczajg odpowiednio probki z tych obszarow aktywnych, po przeniesieniu
materiatu do probowek. Jak mozna zauwazy¢ na Rycina 3, przekroje czolowe mozgu
myszy zostaly pobrane w rdznej odlegtosci od punktu bregma (od 1,18 mm do 1,98 mm).
Skrawki sg do siebie podobne, nie wida¢ znaczacych rdéznic w preparatyce ani

wybarwieniu. W obrazie mikroskopowym mozna zaobserwowac¢ kore mézgowa, ksztatt

30



spoidta wielkiego, a pod nim prazkowie. Dobrze widoczna jest tez kora gruszkowata.
Na skrawku od zwierzecia K2 widoczna jest jedna z komor bocznych mozgu. Znajdujace
si¢ w tle skrawkoéw rzedy kropek to ramki referencyjne wytrawione na szkietku
do tworzenia bibliotek. Natomiast §lady linii sa zwigzane ze scalaniem obrazu

mikroskopowego ztozonego z segmentow przez program LASX.

R1

1mm

Rycina 3 Skrawki czotowe z przodomaozgowia myszy wybarwione hematoksyling i eozyng.
Odleglos¢ od punktu bregma: R1 —ok. 1,70 mm, R2 — ok. 1,98 mm, K1 — ok. 1,94 mm,

K2 —ok. 1,18 mm. Skala znajduje si¢ w prawym dolnym narozniku.

W nastepnym kroku przeprowadzono permeabilizacj¢ tkanki i przeniesiono
materiat do probowek. Kolejnym etapem byta odwrotna transkrypcja, synteza drugiej nici

cDNA oraz jego liniowa amplifikacja. Oznaczenie ilosci uzyskanego CcDNA
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przeprowadzono w wykorzystaniem ilosciowego PCR (Rycina 4). Prog do okreslania
warto$ci Cq byl ustalany, zgodnie z zaleceniem producenta, w fazie wyktadniczej
wykresu amplifikacji przy ~25% maksymalnej wartosci fluorescencji. Miarg ilosci byty
cykle progowe (Cq), ktore wniosty odpowiednio 14,86, 14,63, 14,14 i 15,14 dla probek
R1, R2, K1 i K2. Liczbe cykli do przeprowadzonej nastepnie amplifikacji materiatu
zapomocg qPCR, wybrano zgodnie z protokotem 10x Genomics na podstawie

zaokraglenia warto$ci Cq do liczb catkowitych.

k2 R2
K1 R1

RFU

Liczba cykli

Rycina 4 Wybor liczby cykli reakcji qPCR do amplifikacji ¢cDNA. Na osi rzednych
widoczny jest pomiar fluorescencji we wzglednych jednostkach fluorescencji (RFU),

natomiast na osi odcietych liczba cykli w reakcji QPCR.

Po amplifikacji i oczyszczeniu za pomocg odczynnika SPRIselect
przeprowadzono analiz¢ uzyskanego materiatu przy uzyciu bioanalizatora (Tabela 7).
Na podstawie uzyskanych warto$ci obliczono catkowita uzyskang ilo§¢ cDNA, dla

poszczegdlnych probek: R1 - 561, 6 ng, R2 — 452, 7 ng, K1 — 439, 8 ng i K2 — 490 ng.

Tabela 7 Wyniki kontroli jakosciowej i pomiaru stezenia cDNA.

Sredni rozmiar | SteZenie
Probka | fragmentu [pz] |[ng/ul]

R1 980 | 14,041
R2 961|11,317
K1 989|10,995
K2 894 112,251
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Tak otrzymane cDNA zostalo uzyte do konstrukcji bibliotek do badania
przestrzennej ekspresji gendw. Analiz¢ dtugo$ci cDNA w bibliotekach przeprowadzono
za pomocg elektroforezy kapilarnej (czip Agilent Bioanalyzer High Sensitivity). Ustalono
srednig wielko$¢ fragmentéw na podstawie odczytu z bioanalizatora: R1 - 448 pz,
R2 - 422 pz, K1 - 442 pz, K2 - 429 pz (dla zakresu 250 -700 pz), ktorg przyjeto jako
rozmiar konstruktow do kwantyfikacji bibliotek. Na podstawie $rednich wartosci Cq
przeprowadzono regresje liniowg (Rycina 5). Obliczono st¢zenia bibliotek w Szeregu
rozcienczen, a nast¢gpnie dokonano jego korekty z uwzglednieniem $redniej wielkosci

fragmentow oznaczonej w bioanalizatorze.

Nazwa biblioteki | Stgienie Srednie steienie
ije] rozcienczenie | biblioteki wg biblioteki wg
30+ krzywej [nM] krzywej [nM]
y=-354x+ 14,74 R1 - 1:10° 74,42 72,10
o 05
o R*=0,9995 R1-1:10 68,75 |
T R1- 1:10° 73,14
r |
= 20 R2-1:10% 124,73 121,47
= R2-1:10° 120,40
3 RZ-1:10° 119,27
-E K1-1:10° 127,75 | 119,67
5 104 K1-1:10° 117,85
[ V]
5 K1-1:10° 113,39
K2 -1: 10" 92,78 87.03
0 K2-1:10° 84,31
T T 1 “iE
K2-1:10 24,00
-4 -2 0 2

log ¢ [nM]

Rycina 5. Po stronie lewej krzywa standardowa z kwantyfikacji bibliotek cDNA
za pomocq zestawu KAPA Library Quantification Kit, a po prawej podsumowanie oceny

ilosciowe] bibliotek.

Srednie stezenie rozcienczen obliczono z wartosci dla trzykrotnych powtérzen
kazdego rozcienczenia. Warto$é wspotczynnika R? > 0,99, wedtug zalecen producenta
zestawu odczynnikow KAPA Library Quantification Kit. Ro6znice w obliczonych
stezeniach wyjsciowych bibliotek nierozcienczonych dla kazdej probki wynosity od 0,95

do 12,7%. Uzyskany rozrzut stezen byt zblizony do zalecen producenta (<10%).

4.2  Wyniki sekwencjonowania

W celu sprawdzenia czulosci metody przeprowadzono analize¢ liczby
zidentyfikowanych gendéw na punkt dla kazdego ze skrawkow za pomoca R v4.1. Zostaly
wziete pod uwage wszystkie geny o wiekszej od zera liczbie zliczen, bez roznicowania

miedzy wariantami transkrypcyjnymi genu.
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Rycina 6 Wykres skrzypcowy obrazujgcy rozktad liczb zidentyfikowanych genow na

punkt dla kazdego ze skrawkow.

Jak mozna zauwazy¢ rozkltady we wszystkich skrawkach sg do siebie zblizone,
a uzyskane biblioteki maja podobng ztozono$¢. Liczba zidentyfikowanych genow
na punkt wyniosta $rednio dla skrawkéw R1 — 6230, R2 — 6704, K1 - 6823, K2 — 6078
gendéw w jednym punkcie (mediany odpowiednio: R1 - 6546, R2 - 7080, K1 - 7051,
K2 - 6268). Wynik potwierdza bardzo dobra jako$¢ uzyskanych bibliotek - w zestawieniu
z udostgpnionymi przez 10x Genomics zbiorami danych Visium, pozyskanymi rowniez
ze skrawkoéw o grubosci 10 um: [Mouse Brain Serial Section 2 (Sagittal-Posterior)]
z regionu hipokampa mézgu myszy, mediana wynosita 4542 genow na punkt, natomiast
dla [Mouse Brain Section (Coronal)] - 6018 genow na punkt.

Pierwszym krokiem opracowywania uzyskanych wynikow byta analiza skupien
profilow transkrypcyjnych tacznie dla wszystkich punktow na wszystkich skrawkach.
Wykorzystana zostata metoda k-$rednich, wybrano k=7, gdyz przy tej liczbie skupien
analiza wyraznie rozdziela gtéwne struktury widoczne na skrawkach. Na Rycina 7
pokazane jest podsumowanie analizy z wykorzystaniem t-SNE (z ang. t-Distributed
Stochastic Neighbor Embedding), ktory pozwala na dwuwymiarowa projekcje odlegtosci

migdzy punktami.
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Rycina 7 Schemat t-SNE wyniku analizy skupien metoda k-$rednich przy k = 7.

Na powyzszej rycinie wida¢, ze skupienia 1-6 sa wyraznie rozdzielne od siebie.
Najwigcej punktow liczg: klaster 1 - 2337 punktow, klaster 2 - 2321 punktéw oraz
klaster 3 — 1320 punktéw. Znacznie mniej klaster 4 - 722 punkty, klaster 5 — 313 punktow
oraz —203 punkty. Klaster 7 nie tworzy spojnego, odrebnego skupienia i zawiera
jedynie 97 punktow. Najprawdopodobniej sg to punkty o profilu transkrypcyjnym
zamato swoistym dla pozostatych klastrow, w ktorych profile ekspresji
W poszczegdlnych punktach sg charakterystyczne dla struktury moézgu w ktorej leza.
Celem zobrazowania tej przestrzennej specyficznosci na Rycina 8 zaprezentowano

przestrzenne utozenie klastrow na skrawkach.

35



Rycina 8 Wyniki analizy skupienr metodq k-srednich przy k = 7. Po stronie lewej kazdego
ze schematow R1, R2, K1, K2 pokazany jest przestrzenny uktad klastrow. Po stronie
prawej znajdujq si¢ schematy drugiej potkuli mozgu zaczerpnigte z atlasu Paxinosa
i Franklina (2001). Odleglos¢ od punktu bregma: RI — ok. 1,70 mm (Figure 17),
R2 —ok. 1,98 mm (Figure 14), K1—ok. 1,94 mm (Figure 15), K2 — ok. 1,18 mm
(Figure 21).

Na Rycinie 8 wida¢, ze wyodrgbnione w analizie skupien klastry odpowiadaja
anatomicznej budowie preparatow. Dla kazdego skrawka starano si¢ dobra¢ schemat
z atlasu Paxinosa i Franklina (2001) o najblizej odpowiadajacej odlegltosci od bregmy.
W taki sposob zestawiono informacje o budowie preparatu otrzymane z analizy danych
z sekwencjonowania z modelowym obrazem neuroanatomicznym przekrojéw mozgu.
Mozna zauwazy¢, ze komorki nalezace do tkanki nerwowej naleza najprawdopodobniej
do klastrow 1, 2 i 3, natomiast klaster 5 odpowiada istocie biatej, ktora buduje spoidta
mozgu. Obecnos¢ i rozdzielnos$¢ klastrow 1 i 2, najprawdopodobniej odpowiadajacych
czeSci zewnetrznej 1 wewngtrznej kory moézgowej, mozemy dostrzec na wszystkich
skrawkach. Natomiast prazkowie, druga szczegélnie interesujgca struktura w Swietle
tematu niniejszej pracy jest dobrze widoczne tylko w skrawkach R1 i K2. W pozostatych
skrawkach prawdopodobnie nie zostalo poprawnie wypreparowane (prawdopodobnie

z powodu nierownej ptaszczyzny skrawania w przypadku K1, a w skrawku R2 byta
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to czg$¢ preparatu poza obszarem aktywnym szkietka). Dlatego tez profile ekspresji
pojedynczych gendw zostaly naniesione i porownywane przede wszystkim na skrawkach
R1iKa2.

Na Rycina 9 pokazano przyklady genow, ktorych ekspresja znamiennie
réznicowala dany klaster od pozostaltych zgodnie z analizg skupien przeprowadzong
przez program spaceranger v1.2.2 (10x Genomics). Nie zamieszczono panelu dla klastra
7, poniewaz jak wspomniano wyzej Z racji na wybor metody analizy skupien metoda
k-$rednich, klaster ten stanowi zbior punktow, ktore nie wykazywaty profilu ekspresji

specyficznej dla zadnego innego skupienia.
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Grm?2 Bdnf

Drd2 Collal

Gjb1 Prg4

Rycina 9 Przyktady genow o profilach transkrypcyjnych charakterystycznych dla
klastrow 1-6 uwidocznione na skrawku R1. Od lewego gornego panelu odpowiednio:
Grm2 — klaster 1, Bdnf — klaster 2, Drd2 — klaster 3, Collal — klaster 4, Gjbl — klaster
5, Prg4 — . Natezenie koloru jest proporcjonalnie do ilosci transkryptow mRNA
w danym punkcie.
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Wybrano po jednym przyktadzie genu o wzorze ekspresji charakterystycznym dla
klastrow 1-6 1 jednoczesnie dla struktur moézgowych, ktorym te skupienia odpowiadaja.
Jako znacznik dla klastra 1 pokazano Grm2, czyli metabotropowy receptor
glutaminianu 2, ktorego najwigkszg liczbe transkryptow stwierdzono w gornych
warstwach kory mozgowej. Z Kolei w warstwach przysrodkowych, ktore obejmuje

, szczegodlnie widoczna jest ekspresja neurotroficznego czynnika pochodzenia
moézgowego (Bdnf). Klaster 3, ktérego markerem jest Drd2 (receptor dopaminowy D2),
obejmuje caty obszar prazkowia widoczny w tej odlegtosci od bregmy (ok. 1,70 mm).

W odréznieniu od pierwszych trzech klastréw, ktore odpowiadaja obszarom
w ktorych przewazaja neurony, W kolejnych klastrach (4, 51 ©), wyrazane sa przede
wszystkim geny, co do ktorych wczesniejsze doniesienia wskazuja, ze ich ekspresja
zachodzi w komorkach innych niz nerwowe. Collal (tfancuch kolagenu alfa-1(1)) to gen
kodujacy biatko bedace gtownym sktadnikiem kolagenu typu I budujacego tkanki taczne.
Z kolei Gjbl, gen kodujacy biatko beta-1 polaczenia szczelinowego, to inaczej
koneksyna 32 nalezaca do rodziny bialek tworzacych zlgcza szczelinowe. Natomiast
calkiem peryferycznie (przylegle do opon mézgowych i czaszki) stwierdzono ekspresje
lubrycyny (Prg4; proteoglikan 4), ktora wchodzi w sktad ptynu stawowego i odpowiada
za tworzenie warstwy ochronnej na powierzchni chrzastki. Powyzsze profile uzyskane
technika trankryptomiki przestrzennej korespondujg z obrazami ekspresji tych genow
uzyskanymi przy uzyciu hybrydyzacji in situ (Allen Mouse Brain Atlas, 2004:
Grm2 - RP_071204 04 E09 —coronal; Bdnf-RP_071204 02 D03 - coronal;
Drd2 - RP_Baylor_102735 — coronal; Collal - RP_051012_04 BO03 — sagittal; Gjb1 -
RP_050331_02_ D03 - sagittal; Prg4 - RP_060608 03 D01 — sagittal). Przedstawione
przyktady dobrze ilustruja przestrzenng specyficzno$¢ tej metody.

Po ustaleniu, ze obraz uzyskany z danych transkryptomicznych odpowiada
strukturalnej budowie przekrojow mozgu, starano si¢ sprawdzi¢ czy wystgpuja zmiany
w ekspresji genow po podaniu rysperydonu. Z uwagi na matg liczbe przeanalizowanych
skrawkow nie zamieszczono wynikow analizy statystycznej. Dodatkowo, skrawki zostaty
pobrane w réznych odleglosciach od bregmy, przez co nawet jesli analiza skupien
poprawnie przypisala gléwne widoczne na nich struktury, ich proporcje 1 sktad
komoérkowy nie sg identyczne. W celu przeprowadzenia wstepnej ewaluacji efektow
podania leku na zmiany transkrypcyjne, wybrano szereg genow, ktore ulegaty indukcji
we wczesniej opublikowanych badaniach. W szczegdlnosci, skupitam si¢ na genach

zwigzanych z odpowiedzig wezesng — Egrl, Fos, Homerl, Sgkl, w przypadku ktorych
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stwierdzano zmiany w poziomie transkrypcji po podaniach lekow antypsychotycznych
drugiej generacji. Na Rycinie 11 zestawiono obrazy ekspresji poszczegolnych genow
umyszy eksperymentalnej - R1 oraz kontrolnej - K2. Jak wspomniano, w wyborze
zestawionych skrawkow kierowano sie przede wszystkim jakoscig skrawka tak, aby
widoczne byly te same struktury, w szczegélnosci kora iprazkowie, w ktorych
spodziewano si¢ zaobserwowa¢ zmiany w ekspresji genow na podstawie wynikow

dotychczasowych badan.
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Rycina 10 Profile ekspresji wybranych genow: Egrl, Fos, Homerl i Sgk1l o lokalnej
transkrypcji indukowanej rysperydonem. Po stronie lewej zaprezentowane na skrawku
od zwierzecia eksperymentalnego - R1, a po prawej od kontrolnego - K2. Natezenie
koloru jest proporcjonalnie do ilosci transkryptow mRNA w danym punkcie.
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Ekspresje EQrl zaobserwowano w korze, a szczegolnie silnie w przysrodkowych
jej regionach oraz w grzbietowych czgéciach prazkowia, co jest zgodne z wezes$niejszymi
doniesieniami (De Bartolomeis et al., 2017, 2015; Zygmunt et al., 2018). Po 2h
od podania rysperydonu indukcja tego genu nastepuje prawdopodobnie w brzusznych
cze$ciach prazkowia 1 przysrodkowych cze$ciach kory. Podobny wzor ekspresji
zaobserwowano dla Homerl (De Bartolomeis et al.,, 2017; Polese et al., 2002).
W przypadku Fos wida¢, ze bazowa ekspresja jest wzglednie duzo nizsza, a po podaniu
leku prawdopodobnie nastepuje indukcja transkrypcji w pragzkowiu, CO rowniez jest
zgodne z danymi literaturowymi dotyczacymi rysperydonu jak i innych atypowych
antypsychotykow (Deutch i Duman, 1996; Wan et al., 1995; Werme et al., 2000).
Odmiennie wzgledem pozostatych genow ekspresja Sgkl widoczna jest w obszarach
ztozonych w gtownej mierze z komorek gleju. Zmiany ekspresji odpowiadajg obszarom

spoidta wielkiego oraz przedniego i potwierdzaja wczesniejsze obserwacje (Zygmunt et

al., 2018).
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5. Dyskusja

W toku prowadzenia badan opisanych w niniejszej pracy najpierw wdrozono
metodyke transkryptomiki przestrzennej Visium Spatial Gene Expression opracowang
przez 10x Genomics. Po kolei optymalizowano sposdb preparowania i zamrazania
moézgow, a potem czasy barwienia i permeabilizacji tkanki na materiale kontrolnym.
Przed wykonaniem wilasciwego eksperymentu ustalono warunki syntezy bibliotek.
Gloéwng cze¢s¢ badania stanowit eksperyment z udziatem 4 myszy C57BL/6, z ktorych
2 otrzymaly pojedyncza, dawke leku antypsychotycznego drugiej generacji
— rysperydonu. Pojedyncze skrawki moézgow mysich wykorzystano do syntezy bibliotek
cDNA. Otrzymane w wyniku catej procedury biblioteki wystano do sekwencjonowania
przez firmg¢ zewngtrzng. Na uzyskanych wynikach sprawdzono uzyteczno$¢ metody
do dalszych badan i przeprowadzono pilotazowy test efektywnosci tej techniki w analizie
réznicowej ekspresji gendow po interwencji eksperymentalnej, jaka stanowilo podanie
leku. Zaobserwowano lokalne zmiany w profilach transkrypcyjnych wielu gendéw
W korze przedczolowej i prazkowiu. Wybrano kilka przyktadow gendéw wczesnych
- Egrl, Fos, Homerl i Sgkl do zaprezentowania tych zmian. Zrealizowano zatem cele
zwigzane z wdrozeniem metodyki iuchwyceniem przestrzennych zmian profilow
transkrypcyjnych.

Uzyskane wyniki dobrze obrazuja neuroanatomiczne zrdéznicowanie struktur
moézgu. Stanowig One uproszczony obraz, tego co otrzymywali ze skrawkow Ortiz
I wspotpracownicy (2020) konstruujagc Molekularny atlas dorostego moézgu mysiego
(Molecular atlas of the adult mouse brain, https://molecularatlas.org/). Dowiedli oni,
ze dane transkryptomiczne sg wystarczajace do odtworzenia zlozonej i szczegotowej
organizacji neuroanatomicznej w skali catego mozgu. Oparta na danych, nietendencyjna
klasyfikacja punktow 1 niehierarchiczna analiza skupien (np. metodg k-$rednich) pozwala
na charakterystyke przestrzennej tozsamosci komorek i wyodrgbnienie obszaré6w mozgu
na podstawie ich profilu ekspresji genow. Dzigki temu mozliwy jest molekularny opis
zarébwno dla szeroko badanych obszaréw mozgu jak kora sensoryczna i motoryczna czy
hipokamp, ale tez dla waznych struktur o stabo zdefiniowanych do tej pory podziatach
wewnetrznych jak grzbietowa cze$¢ prazkowia. W toku pracy nad wynikami
z niniejszego badania ustalono, ze po udoskonaleniu metody klastrowania, ich jako$¢
réwniez pozwoli na stworzenie bardziej doktadnego i szczegdtowego obrazu struktur

mozgu jak np. osobnych skupien dla r6znych warstw kory mozgowe;.
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Istnieje wiele atlasow moézgu dla réznych zwierzat modelowych (jak chociazby
wczesniej wspominane - Atlas mézgu mysiego Paxinosa i Franklina (2001) i Atlas mozgu
mysiego Instytutu Allena (2004)), a takze dla cztowicka (np. Atlas mozgu ludzkiego
Instytutu Allena (2010)). Mimo to, nurt odkry¢ neuroanatomicznych pozostaje zywym
I rozwojowym kierunkiem badawczym. Proces powstawania atlasu Ortiz i wsp. (2020)
ujawnil np. nowy podziat podregiondw w prazkowiu grzbietowym i dostarczyt dowodow
na odr¢bng tozsamos$¢ molekularng roznych cze$ci warstwy 2/3 w korze nowej. Ponadto
uzyskane dane sugeruja potrzeb¢ nowej klasyfikacje podregionow korowych
na wymiarze przednio-tylnym i przysrodkowo-bocznym. Wiele obszaréw, korowych
do tej pory uwazanych za posiadajace kompletne mapy topograficzne, spdjng architekture
wewnetrzng oraz wspélne charakterystyki potaczen nerwowych i funkcji, wykazuje
mozaikowe wewngtrzne zréznicowanie. Przykltadem sgréznice  w aktywacji
oraz funkcjonalnej tagcznosci wezesnych obszaréw czuciowych i motorycznych, ktorych
niejednorodno$¢ zostata zaobserwowana zaréwno u myszy, jak i naczelnych (Van Essen
i Glasser, 2018). Sama definicja regionu lub obszaru w mozgu jest zaskakujaco niejasna,
ardznice w podejsciu eksperymentalnym i klasyfikacyjnym zaowocowaty rézniagcymi si¢
podziatami (Bota, Dong i Swanson, 2003; Ortiz, Carle i Meletis, 2021). Molekularny atlas
dorostego moézgu mysiego opisuje tozsamo$¢ komorkows i przestrzenng warstw kory
nowej (W tym sensorycznej i motorycznej), obszaréw wechowych (np. kora gruszkowata
czy obszaru zahipokampowego (jak np. obszar srodwegchowy). Rozdziat tych obszarow
na konkretne warstwy 1 sposob w jaki ten podziat warstwowy jest zachowany w r6znych
obszarach nie byt do tej pory jasny i pozostawat przedmiotem debaty (Narayanan et al.,
2017).

Poleganie na obrazach mikroskopowych iinnych dotychczasowych metodach
uzytych do tworzenia atlaséw moézgu prowadzi do sporow i watpliwosci odno$nie
doktadnosci opisow regionéw Oraz wyznaczania granic struktur opartych na opiniach
eksperckich. Nawet nieco odmienne definiowanie i okreslanie granic obszarow prowadzi
z kolei do roznej interpretacji wynikow eksperymentalnych i braku mozliwosci ich
integracji. Zostaly zaproponowane cztery podstawowe Kkategorie neurobiologiczne
do doktadniejszego okreslania obszaréw korowych: funkcja, budowa, sie¢ potaczen i/lub
topografia. Ten zbior kategorii w skrocie okre$lany jako FACT (Function, Architecture,
Connectivity, and/or Topographic organization) moze by¢ uzywany réwniez
do charakteryzowania innych regionow moézgu. Niemozliwe jest natomiast opisywanie

tych cech jedynie korzystajac z metod powierzchniowej wizualizacji struktur, ani metod
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pozwalajacych na badanie tylko wybranej grupy genow (Van Essen i Glasser, 2018).
Dotychczasowe metody badawcze osiagnety doktadno$¢ iczulos¢ wystarczajaca
do wykrycia transkryptow mRNA zlokalizowanych nie tylko w pojedynczych
komorkach (np. scRNAseq) ale nawet w domenach subkomorkowych (np. smFISH),
co pozwolito na stworzenie spisoOw typow komorek tworzacych uktad nerwowy. Teraz
akcentuje si¢ konieczno$¢ sformutowania bardziej jednoznacznych, opartych na wzorach
molekularnych definicji do opisu struktur tego uktadu. Natomiast transkryptomika
przestrzenna zostata porownana do Kamienia z Rosetty jako metoda pozwalajgca uzyskac
dane o tozsamos$ci molekularnej i potozeniu przestrzennym, ale tez polaczyé
je z informacjami o strukturze potaczen nerwowych, morfologii i topografii typow
komorek. Jest to kolejny duzy krok na drodze do kompleksowego zrozumienia
funkcjonalnosci obwodow mozgu (Close, Long i Zeng, 2021). Funkcjonowanie mozgu
w stanach fizjologicznych i jego ztozony obraz molekularny stanowi z kolei podstawe
do poréwnan z zaburzeniami czynno$ci oraz na poziomie czasteczkowym, ktore maja
miejsce w stanach patologicznych (deprywacja snu, choroby uktadu nerwowego). Jest
to rowniez odniesienie do zmian funkcjonalnych i molekularnych powodowanych
przyjmowaniem lekow i innych substancji psychoaktywnych.

Jak dotad nie ma jeszcze doniesien literaturowych, w ktérych opisano
zastosowanie transkryptomiki przestrzennej w badaniu mechanizméw dziatania lekow.
W opisywanym w tej pracy eksperymencie badano wptywu rysperydonu na zmiany
w calym trankryptomie. Zastosowanie tej metody wydaje si¢ naturalnym przedtuzeniem
badan nad lekami i innymi substancjami, ktore podobnie jak rysperydon wykazuja
specyficzne dziatanie ograniczone do pewnych regionéw mozgu (De Bartolomeis et al.,
2017; Sumner et al., 2004). Podj¢to probe globalnej analizy zmian transkrypcji
wszystkich zidentyfikowanych gendow, aby mozliwe byty porownania zmian ekspresji
w poszczegblnych klastrach i punktach ze skrawkoéw pobranych od réznych zwierzat,
ktora jednak okazata si¢ wyzwaniem na gruncie bioinformatycznym. W toku
opracowywania wynikow nie zostata jeszcze przeprowadzona cato$ciowa analiza
statystyczna efektow dziatania leku. Potencjalna metoda analizy wptywu podania leku
na zmiany ekspresji genéw prawdopodobnie bedzie wymagata por6wnania liczby zliczen
transkryptow w kazdym z punktow oraz w kazdym klastrze. Obecnie kontynuowane
sg prace majace na celu rozwigzanie napotkanych problemoéw. Trudno$ci wigza si¢
z r6zng odlegloscig skrawkow od bregmy, a przez to roznym sktadem tkankowym, r6zng

liczbg punktow przypadajacych na ten sam klaster w poszczegolnych skrawkach oraz
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dominujacym efektem roéznic migdzy skupieniami (ré6znice neuroanatomiczne), ktory
utrudnia analizowanie wplywu leku (eksperymentalna indukcja ekspresji).
Opracowywane sg rowniez udoskonalone metody normalizacji miedzy poszczegdlnymi
skrawkami oraz mig¢dzy klastrami. Jak wspomniano analiza skupien rdéwniez jest
przedmiotem dalszej optymalizacji tak, aby wyodrebni¢ w obrazie wigcej detali
neuroanatomicznych, a nastepnie moéc uchwycié znacznie bardziej subtelne, przestrzenne
zmiany poziomu ekspresji genow wigzace si¢ z dziataniem leku.

W oparciu o dotychczas przeprowadzone analizy nie jest jeszcze mozliwa
funkcjonalna analiza procesow zwigzanych z dziataniem leku w réznych strukturach
moézgu. Natomiast nie zapewniaja tego rowniez dotychczasowe metody badan jak np.
ciagle rozwijana i udoskonalana technologia sekwencjonowania pojedynczych komorek
(scRNAseq). Pozwala ona zidentyfikowac i scharakteryzowaé zarowno znane, jak i nowe
typy komorek. Dzigki temu mozliwy jest wglad w zlozone mechanizmy
wewnatrzkomoérkowe. Jednakze o oddziatywaniach miedzy komoérkami mozna
wnioskowac¢ jedynie posrednio opierajac si¢ na wiedzy dostepnej na temat interakcji
roéznych ligandow i receptorow. Natomiast dodanie aspektu przestrzennego pozwala
ustali¢ tkankowa tozsamo$¢ komorek i analizowac ich profile transkrypcyjne pod katem
oddzialywan migdzy populacjami komorek w  warunkach fizjologicznych
| patologicznych oraz w obrebie jednej lub kilku struktur bioragcych udziat w danym
procesie. Koordynaty przestrzenne komorek prawdopodobnie sg krytyczng informacja
dla ustalenia w jakich oddzialywaniach biorg one udziat, jaka jest trajektoria i kierunek
szlakéw komunikacyjnych migdzy nimi. Wskazuje si¢ takze na potrzebg opracowania
nowych narzgdzi i metod analiz, ktére pozwola na systemowa integracje danych
transkryptomicznych z informacjami o cechach morfologicznych widocznych
na obrazach histologicznych (He et al., 2020; Larsson et al., 2021).

Poniewaz warunkach w fizjologicznych transkrypcja, jak i wszystkie inne procesy
zachodzace w komorce, jest regulowana nie tylko zapomoca sygnatow
wewnatrzkomorkowych, lecz takze oddziatywan migdzykomoérkowych i innych bodzcow
odbieranych z otaczajacego Srodowiska. W organizmach wielokomorkowych zespoty
podobnych strukturalnie i funkcjonalnie komorek buduja tkanki, te sktadajg sie
na narzady, ktore mozna pogrupowaé na uktady narzadow razem tworzace strukturalng
| funkcjonalng cato$¢ organizmu. Kluczowym wydaje si¢ badanie komorki w jak
najlepiej zachowanym biologicznym kontekscie poniewaz wtasnie w warunkach

nieustajgce] komunikacji z innymi komoérkami oraz odbierania rdznego rodzaju

46



informacji z otaczajacego Srodowiska zachodzi cykl komoérkowy, réznicowanie czy
procesy $mierci komorkowej. Rowniez w kontek$cie populacji komorek, tkanek
I narzagdéw zachodza procesy zwigzane z rozwojem organizmu, dziataniem bodzcow
zewngtrznych (takich jak podanie leku), czy starzeniem si¢ i Smiercig organizmu.

W wyniku eksperymentu opisanego w niniejszej pracy uzyskano ilosciowe dane
transkryptomiczne wraz z informacja o przestrzennej lokalizacji w tkance obszaru, gdzie
dany transkrypt byl wyrazany. Uzyskane wyniki nie pozwalaja na przeprowadzenie
porownan statystycznych, ze wzgledu na to, ze w badaniu pilotazowym brata udziat mata
liczba zwierzat. Otrzymano natomiast dane o wysokim poziomie wewnetrznej
ztozono$ci, ktore podlegaja dalszemu opracowaniu. Mozna natomiast obserwowac
profile ekspresji pojedynczych genow, jakie zostaly wykryte w kazdym ze skrawkow oraz
porownywa¢ te profile w skali catych skrawkow, opisywa¢ -charakterystyke
poszczeg6lnych klastréw pod wzgledem abundacji mRNA wszystkich wykrytych w nich
transkryptow. Uzyskane wyniki potwierdzaja skuteczne wykorzystanie metody 1 jej
przydatnos$¢ do dalszych badan oraz stanowig material do rozwijania metod analiz tych
danych. Zastosowana w badaniu technika transkryptomiki przestrzennej wpisuje si¢
W jedno z najnowszych podej$¢ do badania ekspresji gendéw. Metoda ta lagczy
wizualizacj¢ 1 analiz¢ iloSciowg transkryptomu zrozdzielczo$cia przestrzenng
W poszczegbdlnych skrawkach. Transkryptomika przestrzenna oraz opisane nizej
mozliwo$ci badan przy jej pomocy zostaty uznane Nature Methods za doniosty kierunek
w rozwoju nauk o zyciu i wybrane na Metod¢ Roku 2020 (Marx, 2021). Warto$¢ dodana
badan przy uzyciu tej metodyki lezy nie tyle w samej mozliwos$ci opisywania ekspresji
gendw na kolejnym (przestrzennym) wymiarze, ale w zwigkszonej tym sposobem

traftnosci catego pomiaru.
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