Temat: Znaczenie sygnalizacji nukleotydowej w regulacji struktury i funkcji synaps w zwierzecym modelu autyzmu
indukowanym prenatalnym podaniem kwasu walproinowego.
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Plan badan: Autyzm i zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. Autism Spectrum Disorders, ASD) to heterogenna
grupa chorob neurorozwojowych okreslanych mianem synaptopatii, tj. zaburzen bg¢dacych wynikiem dysfunkcji
synaps. Objawy autyzmu zwigzane sg z zaburzeniami mowy i komunikowania si¢, kontaktow spotecznych oraz
brakiem elastyczno$ci w zachowaniu. Istotna role w regulacji struktury i funkcji synaps, a przede wszystkim w
procesach plastycznosci synaptycznej pelni przekaznictwo zalezne od receptorow adenozynowych Pl i
purynergicznych P2. Dotychczas nie zbadano wptywu sygnalizacji nukleotydowej na struktur¢ i funkcje synaps w
autyzmie. Istniejg jednak przestanki, w tym wstepne badania wlasne, iz zaburzenie przekaznictwa nukleotydowego
moze miec¢ istotne znaczenie w tworzeniu zachowan autystycznych. Wobec powyzszego celem projektu jest
weryfikacja hipotezy, iz dysfunkcja synaps oraz nieprawidtowosci strukturalne potaczen neuronalnych w autyzmie
wynikaja z zaburzen sygnalizacji nukleotydowej. Badania beda prowadzone na szczurzym modelu autyzmu
indukowanym czynnikami §rodowiskowymi — dotychczas stosowany przez nasz zespol, szeroko rozpowszechniony
model autyzmu wywotanego prenatalnym podaniem kwasu walproinowego (VPA), rekapitulujacy liczne strukturalne
i biochemiczne cechy autyzmu. Samice szczuréw Wistar otrzymajg pojedyncza dootrzewnows iniekcje VPA (450
mg/kg) lub soli fizjologicznej w 12.5. dniu cigzy. Mtode beda traktowane modulatorami receptoréw P1/P2 okoto 25.
dnia zycia (i.p.). Wykorzystujac zwierzgcy model autyzmu oraz metody biologii molekularnej, biochemiczne,
mikroskopi¢ konfokalng i elektronowa planuje si¢ zbadanie 1) czy w zwierzecym modelu autyzmu dochodzi do
zaburzenia sygnalizacji zaleznej od receptorow dla zewnatrzkomérkowych nukleozydoéw (adenozynowe P1) i
nukleotydoéw (purynergiczne P2) oraz 2) czy modulacja receptorow adenozynowych i/lub purynergicznych wptywa na
zaburzenia behawioralne typowe dla autyzmu.

Harmonogram badan:

Zbadanie zmian sygnalizacji zaleznej od pobudzenia receptoréw adenozynowych P1 oraz nukleotydowych P2:
poziomu zewngtrzkomoérkowych nukleotydéw i nukleozydow, ekspresji i aktywnosci enzymow i receptorow w
zwierzecym modelu autyzmu indukowanym VPA

Badana bedzie:

o ekspresja receptorow P1 (Al, A2A, A2B, A3) oraz P2: jonotropowych (P2X4, P2X5, P2X7) i
metabotropowych (P2Y1, P2Y2, P2Y4), a takze wybranych innych podtypow, oraz ektonukleotydazy i
deaminazy adenozynowej — PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)

e poziom biatka wyselekcjonowanych receptorow — Western-blot, ELISA.

e aktywnos$¢ deaminazy adenozynowej - spektrofotometrycznie

e aktywnos¢ ektonukleotydaz - spektrofotometrycznie

e poziom nukleotydow i nukleozydow — oznaczanie metoda HPLC

Poziom zewnatrzkomérkowego ATP, ADP i adenozyny oraz analiza aktywno$ci receptorow P1 i P2 zbadana bedzie w
modelu hodowli pierwotnej neurondéw hipokampa i kory mézgu zwierzat VPA — w obecnosci farmakologicznych
modulatorow specyficznych wzgledem poszczegolnych podtypow receptoréw: agonistoOw i antagonistow.

Zbadanie udzialu sygnalizacji zaleznej od receptorow Pl i P2 w regulacji aktywnosci kinazy mTOR
zaangazowanej w ksztaltowanie struktury synaps

Potomstwu samic traktowanych VPA i kontrolnych podane zostang zwiazki — antagonisci receptorow P1 Iub P2
Zbadana zostanie aktywnos$¢ kinazy mTOR oraz substratow tego enzymu regulujacych proces translacji biatek w tym
synaptycznych:

o fosforylacja mTOR i substratow (kinaza p70 S6K — na Ser371, 4E-BP1 — na Thr37/46) - Western blot.
Szczegotowa analiza wptywu podtypoéw receptorow P1 i P2 na sygnalizacje mTOR zbadana bedzie w modelu hodowli
pierwotnej neurondéw hipokampa i kory médzgu zwierzat VPA. Hodowle traktowane beda wyselekcjonowanymi w
trakcie badan, specyficznymi wzgledem podtypow receptorow P1/P2 agonistami i antagonistami.

Zbadanie wplywu modulacji receptorow P1 i P2 na zaburzenia zachowania zwigzane z autyzmem.
Biodostepne zwigzki modulujgce aktywno$¢ receptoréw Pl i P2 zostana wybrane podczas realizacji projektu.
Szczegdly dawek i1 czasu podawania dostosowane zostang do wybranych zwigzkow.
Mtode samce poddane zostang testom behawioralnym miedzy 42. a 53. dniem zycia:
e analiza interakcji spotecznych z uzyciem klatki trojkomorowe;j,
e Dbadanie zachowania powtarzalnego (toaleta),
e analiza aktywnosci eksploracyjnej i lokomotorycznej oraz poziomu leku — test otwartego pola.



