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1. Imie i nazwisko

Savani Anbalagan

ORCID: 0000-0003-4839-9439
Google Scholar: https://scholar.google.com/citations?hl=en&user=LjISDzQAAAAJ

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2014: Doktor w dziedzinie biotechnologii przemysowej, Wydziat Biotechnologii i Nauk
Biologicznych,Uniwersytet Milano-Bicocca, Mediolan, Wtochy.
Praca doktorska pt: Role of Rif1 and Rif2 in telomere capping of Saccharomyces
cerevisiae.
Promotor: prof. Maria Pia Longhese
2009: Magister technologii w dziedzinie biotechnologii przemystowej, zintegrowany
program studiow licencjackich i magisterskich, Uniwersytet SASTRA, Thanjavur,
Indie.
Praca magisterska pt: Ag43 - a model for bacterial amyloid.
Promotor: prof. Daniel Otzen, Zaktad Biologii Molekularnej, Uniwersytet Aarhus,
Aarhus, Dania.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2020-10 - obecnie  Adiunkt naukowo-dydaktyczny, Kierownik projektu
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

2019-07 - 2020-09  Adiunkt w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego.

2018-04 - 2019-03  Starszy stazysta w laboratorium
prof. Gil Levkowitz z Wydziatu Biologii Komérki Molekularnej,
Instytut Nauki Weizmanna, Rehovot, Izrael

2016-10-2018-03  Starszy uczony Koshland w laboratorium
prof. Gil Levkowitz z Wydziatu Biologii Komarki Molekularne;j,
Instytut Nauki Weizmanna, Rehovot, Izrael

2015-10-2016-09  Starszy Postdoc w laboratorium
prof. Gil Levkowitz z Wydziatu Biologii Komérki Molekularnej,
Instytut Nauki Weizmanna, Rehovot, Izrael

2012-12-2015-09 Postdoc w laboratorium
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prof. Gil Levkowitz z Wydziatu Biologii Komérki Molekularnej,
Instytut Nauki Weizmanna, Rehovot, Izrael

2009-12-2012-11  Doktorant w laboratorium
prof. Maria Pia Longhese, Wydziat Biotechnologii i Nauk
Biologicznych, Uniwersytet Milano-Bicocca, Mediolan, Wtochy

4. Omowienie osiggnied, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy
4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Analiza molekularna i genetyczna tylnego pfata przysadki mdézgowej w organizmie
modelowym kregowca - danio pregowanego

4.2. Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego

Osiggnieciem naukowym jest seria publikacji wymienionych ponizej. Manuskrypty
koncentrujg sie na 1) genetyce molekularnej lezgcej u podstaw rozwoju przysadki nerwowe;
danio pregowanego, gtownego ewolucyjnie konserwowanego interfejsu
neuroendokrynnego; 2) ustanowienie technik inzynierii genetycznej i narzedzi in silico do
badania neuroprzysadki oraz 3) manuskrypt przeglagdowy dotyczacy czynnikdéw zwigzanych
z gospodarzem, ktére mogag potencjalnie regulowaé¢ mechanizmy molekularne w
neuroprzysadce'”’. Rekopisy zostaty opublikowane w latach 2018-2023. Manuskrypty
opierajg sie na pracach prowadzonych podczas moich badan podoktoranckich w grupie
prof. Gila Levkowitza w Weizmann Institute of Science w lzraelu oraz jako kierownik
naukowy na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Publikacja 1 (* wspdlne pierwsze autorstwo)
Anbalagan S*, Gordon L*, Blechman J, Matsuoka RL, Rajamannar P, Wircer E, Biran J,
Reuveny A, Leshkowitz D, Stainier DYR, Levkowitz G.
Pituicyte Cues Regulate the Development of Permeable Neuro-Vascular Interfaces.
Dev Cell. 2018 Dec 17;47(6):711-726.e5.
IFo018: 2.19; MNISW pt. = 200; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 25

Gtéwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: w przeciwienstwie do
wiekszosci  $rédbtonkéw mdzgu, nieznane byto, dlaczego naczynia nerwowo-
przysadkowe tworzg przepuszczalne naczynia. Nasza praca wykazata, ze wiele czynnikéw
z glejowych przysadek mézgowych (Vegfa, Tgfp3 i Cyp26b1) promuje przepuszczalnosc
neuroprzysadki in vivo.

Moj wkitad w powstanie tej pracy jest nastepujacy: Uczestniczytem w konceptualizacji
hipotez, przegladzie literatury, projektowaniu eksperymentu, wykonaniu eksperymentu,
analizie i interpretacji danych. Przeprowadzitem znaczng czes¢ perturbacji
genetycznych, immunohistochemii, obrazowania konfokalnego, danych i analiz
opartych na bioinformatyce. Warunki do znakowania glejowych pituicytow ustalitem za
pomoca f-Ala-Lys-AMCA na podstawie wczesniejszych prac dr. Jakoba Birana na temat
ryb tilapia. Opierajac sie na protokotach ustalonych wczesniej dla dysocjacji larw przez
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dr Einav Wircer, zoptymalizowatem protokdt dysocjacji tkanki przysadki nerwowej
dorostego osobnika oraz izolacje glejowych pituicytow w oparciu o FACS i RT-qPCR na
wyizolowanych komorkach. Przeprowadzitem analize danych transkryptomu pod
kierunkiem dr Deny Leshkowitz. Konstrukty otrzymatem od dr Ryoty Matsuoki i prof.
Didiera Stainiera (Instytut Maxa Plancka, Bad Nauheim, Niemcy) i wykonatem
specyficzne dla przysadki zaburzenia Vegf. Wspoftworzytem tekst manuskryptu oraz
przygotowatem wszystkie ryciny i filmy. Uczestniczytem w procesie sktadania
manuskryptu, przygotowywaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéow. Moje wyniki sa
pokazane na ryc. 1 (C-G), ryc. 3 (A-E), ryc. 4 (A-H), ryc. 5 (E-G), ryc. 6 (D-), rysunki
uzupetniajgce S1, S2, S3 (A-C), Tabela S4. Ponadto wygenerowatem i zbadatem kilka
mutantéw pod katem fenotypdw morfogenezy naczyn nerwowo-przysadkowych. Jednak
dane te nie zostaty uwzglednione w manuskrypcie z powodu braku fenotypdw
naczyniowych.

Publikacja 2
Blechman J, Anbalagan S, Matthews GG, Levkowitz G.

Genome Editing Reveals Idiosyncrasy of CNGA2 lon Channel-Directed Antibody
Immunoreactivity Toward Oxytocin. Front Cell Dev Biol. 2018 Sep 20;6:117.
IF2018: 5.21; MNISW pt.=70; #Cytowanie (WoS - 06.2023) =5

Gféwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: specyficznos¢ przeciwciafa,
ktorego uzywamy do barwienia immunologicznego oksytocyny danio pregowanego,
byta nieznana. Nasza praca nad mutantami oksytocyny danio pregowanego opartymi na
CRISPR wykazata, ze przeciwciato, ktérego uzywamy, jest wysoce specyficzne dla
oksytocyny danio pregowanego.

Moj wkiad w te prace jest nastepujacy: Dokonatem przegladu literatury,
zoptymalizowatem i ustanowitem ukierunkowana edycje genomu opartg na CRISPR-Cas9
i solidne techniki genotypowania w grupie Levkowitz w celu wygenerowania i
genotypowania mutantdow danio pregowanego przenoszacych linie zarodkowa.
Skontaktowatem sie z prof. Garym Matthewsem (Stony Brook University, Nowy Jork, USA)
i uzyskatem przeciwciata anty-Cnga2 do badania synaps neuroprzysadkowych (w ramach
projektu zwigzanego z Publikacjg 3). Jednak ze wzgledu na wspdlne zainteresowanie i
ktopotliwe wyniki immunohistochemiczne generowane przez przeciwciata anty-CngaZ,
doprowadzito to grupe Levkowitza do zainicjowania projektu opartego na CngaZ2 przez
dr Blechmana. Korzystajagc z moich protokotéw i przeciwciat, ktére uzyskatem, dr
Blechman wygenerowat i zbadat mutanty oxt i cnga2. Asystowatem réwniez dr
Blechmanowi w przygotowaniu rycin rekopisu.

Publikacja 3 (* wspdlne pierwsze autorstwo)
Anbalagan S*, Blechman J*, Gliksberg M, Gordon L, Rotkopf R, Dadosh T, Shimoni E,
Levkowitz G.
Robo?2 regulates synaptic oxytocin content by affecting actin dynamics.
Elife. 2019 Jun 10;8. pii: e45650.
IF2019 7.08; MNISW pt. = 200; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 6
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Gtéwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: z wyjatkiem kilku czynnikéw
molekularnych mechanizmy regulujgce poziomy oksytocyny synaptycznej in vivo w
neuroprzysadce byty w duzej mierze nieznane. Nasza praca wykazata, ze szlak sygnatowy
oparty na Robo2-Slit3-Cdc42 promuje poziomy oksytocyny synaptycznej in vivo w
neuronach przysadki u danio pregowanego.

Moj wkiad w powstanie tej pracy jest nastepujacy: Dokonatem przegladu literatury,
sformufowania problemu badawczego, wykonania eksperymentu, analizy i interpretacji
danych. Opracowatem protokoty obrazowania i analizowania synaps oksytocyny
neuroprzysadki. Zaprojektowatem | wykonatem wszystkie perturbacje genetyczne,
immunohistochemie, obrazowanie konfokalne, eksperymenty FRAP oparte na
mikroskopii wielofotonowej, kwantyfikacje obrazu i analize obrazu. Uzytem skryptéw
wygenerowanych przez dr Michaela Gliksberga i dr Rona Rotkopfa do analizy synaps
oksytocyny we wszystkich zaburzeniach. Utrzymywatem, rozmnazatem i genotypowatem
heterozygotyczne ryby robo2* (mutacja punktowa A>T). Przeprowadzitem
eksperymenty oparte na krzyzowaniu robo2* | genotypowatem wszystkie larwy po
eksperymencie. Wspdlnie z dr Tali Dadosh wspdftworzytem protokoty i wspoftworzytem
obrazowanie w super rozdzielczosci neuroprzysadkowych synaps oksytocyny.
Skontaktowatem sie z prof. Naoki Mochizuki (National Cerebral and Cardiovascular
Center Research Institute, Osaka, Japonia) i uzyskatem konstrukty cdc42 do
przeprowadzania specyficznych dla neuronéw zaburzeri oksytocyny Cdc42. Moje wyniki
sg pokazane na ryc. 1 (D-F), ryc. 2 (A-J), ryc. 3 (E-N), ryc. 4 (B-F), ryc. 5, ryc. 6 (C-1), ryc. 7.
Rysunki uzupetniajace Ryc.6-S1(D,E) Ryc.6-Wideo 1, Rys.7-S1. Ponadto wygenerowatem
réwniez mutanty mir218a-1 osadzone w intronie slit3 i slit3 do badania fenotypdéw
morfogenezy synaptycznej neuroprzysadki. Jednak dane te nie zostaty uwzglednione w
manuskrypcie z powodu braku fenotypdéw naczyniowych.

Publikacja 4
Nunes AR, Carreira L, Anbalagan S, Blechman J, Levkowitz G, Oliveira RF.

Perceptual mechanisms of social affiliation in zebrafish.
Sci Rep. 2020 Feb 27;10(1):3642.
IF2020:4.38 ; MNISW pt. = 140; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 17

Gtéwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: W tamtym czasie
laboratorium Levkowitz wykorzystywato tylko istniejgce mutanty danio pregowanego i
brakowato mu solidnych protokotéw ukierunkowanej mutagenezy w laboratorium.
Opracowatem technike ukierunkowanej mutagenezy w laboratorium Levkowitza i
wygenerowatem mutanta oxtra opartego na TALEN.

Moj wktad w te prace jest nastepujacy: Wygenerowatem mutanta oxtra przenoszgcego
linie zarodkowsg przy uzyciu konstruktéow TALEN. Zoptymalizowatem warunki do
genotypowania mutantéow (mutacja delecyjna 1bp), utrzymatem linie do badania roli
Oxtra w morfogenezie nerwowo-naczyniowej nerwowo-przysadkowej. Udostepnitem
réwniez mutanta oxtra dr Ana Rita Nunes i prof. Rui Oliveira (Instituto Gulbenkian de
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Ciéncia, Oieras, Portugalia) do badan behawioralnych. Mutanty byty niezbedne do
badan nad rola oksytocyny w zachowaniach spofecznych.

Publikacja 5
Swaminathan A, Gliksberg M, Wigoda N, Anbalagan S, Levkowitz G

Stress resilience is established during development and is regulated by complement
factors. Cell Rep. 2023
IF2021:9.99 ; MNiSW pt. = 200; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 1

Gféwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: W tamtym czasie
laboratorium Levkowitz wykorzystywato tylko istniejgce mutanty danio pregowanego i
brakowato mu solidnych protokotéw ukierunkowanej mutagenezy w laboratorium.
Opracowatem technike ukierunkowanej mutagenezy w laboratorium Levkowitza i
wygenerowatem mutanta mir218a-1 opartego na CRISPR.

Moj wkiad w te prace jest nastepujacy: MoSj wkiad w te prace jest nastepujacy:
Wygenerowatem oparty na CRISPR mutanta mir218a-1 linii zarodkowej przenoszacy
mutanta mir218a-1, utrzymat linie do badania roli mir218a-1 w morfogenezie nerwowo-
naczyniowej nerwowo-przysadkowej. Podzielitem sie nim réowniez z mojg kolezanka, dr
Amrutha Swaminathan, w celu przeprowadzenia badan behawioralnych. Mutant byt
wazny dla potwierdzenia konserwatywnej roli mir218 w rozwojowej odpornosci na stres.

Publikacja 6 (* wspdlne pierwsze autorstwo; # autorstwo korespondencyjne habilitantki)
Chodkowski M*, Zielezinski A, Anbalagan S*#
A ligand-receptor interactome atlas of the zebrafish. iScience. 2023
IF2022:5.8; MNiSW pt. = 20; #Cytowanie (WoS - 06.2023) =0

Gtéwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: W przeciwienstwie do
narzedzi, takich jak CellPhoneDB dla naukowcéw zajmujgcych sie organizmami ssakéw,
spotecznos¢ danio pregowanego nie dysponowata podobnym narzedziem do
analizowania i badania interakcji ligand-receptor w danych -omicznych danio
pregowanego. Opracowalismy DanioTalk, nowatorskie narzedzie typu open source dla
spotecznosci danio pregowanego. Zidentyfikowalismy réwniez wszystkie domniemane
interakcje ligand-receptor miedzy glejowymi pituicytami a neuronami oksytocyny.

Moj wktad w te prace jest nastepujgcy: Jestem korespondencyjnym i udostepnionym
pierwszym autorem. Wspdftprace zainicjowatem z dr Andrzejem Zielezinskim i

wspotopiekowatem sie Mitoszem Chodkowskim w ramach jego pracy magisterskiej z
bioinformatyki. ~ Wspoftworzytem — przeglad  literatury, — wspottworzytem — plany
eksperymentdw, testowatem skrypty wygenerowane przez Mitosza pod katem bteddw,
wspoftworzytem analize danych, pisatem manuskrypt, przygotowywatem wszystkie ryciny,
tabele, komunikowatem sie z redaktorem, wspoftworzytem odpowiedz na uwagi
recenzentow.
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Artykut przegladowy 1 (Autorstwo korespondencyjne habilitantki)
Anbalagan S.
Endocrine crosstalk between the gut microbiome and glial cells in development and
disease. J. Neuroendocrinology. 2021 May;33(5):e12924.
IF2021:3.87; MNISW pt. = 100; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 1

Gtéwne pytanie naukowe rozwigzane lub ustalona technika: Molekularne Sciezki rozwoju
moézgu mogg byc¢ regulowane przez mikrobiom jelitowy. Nie wiadomo jednak, czy
rozwdj przysadki mdzgowej, gtdwnego interfejsu neuroendokrynnego, jest réwniez
regulowany przez ~mikrobiom jelitowy. W tym manuskrypcie przegladowym
podsumowatem wszystkie mozliwe mechanizmy, za pomoca ktérych mikrobiom jelitowy
moze regulowac gtéwne komorki glejowe. Miatem nadzieje, ze takie informacje pomoga
zrozumiec czynniki, ktére moga regulowac genetyke molekularna neuroprzysadki.

Moj wktad w powstanie tej pracy jest nastepujacy: Konceptualizowatem rekopis.
Dokonatem przegladu literatury i napisatem manuskrypt. Porozumiatem sie z redakcja i
przygotowatem odpowiedz na uwagi recenzentow.

4.3. Opis osiggnigecia naukowego
4.3.1 Wstep

Uktad  podwzgdrzowo-neuroprzysadkowy, gtdwny zachowany ewolucyjnie interfejs
neuroendokrynny
U kregowcdw wysoce regulowana koordynacja

narzaddw jest niezbedna do rozwoju, zachowania i =) Parvenicula
funkcji®'®. Rozregulowana koordynacja miedzy F
narzagdami moze prowadzi¢ do choréb lub B rofectces
L~111,12 | 4

Iekoo‘pornoso‘ - le'a | pramd’fowegc /\?\ )
funkcjonowania  zwierzecia  niezbedny  jest Directiof | | [e =

. ;. s , \ ' -~ = | D, Pituicytes
prawidtowy rozwdj skfadnikéw komodrkowych w \ T } ‘e
tkankach i narzadach™'¢.  Jedng =z takich O ke -
podstawowych tkanek jest uktad podwzgdrzowo- e e

neuroprzysadkowy (UPN), gtéwny zachowany ~ Vasopressin

ewolucyjnie interfejs neuroendokrynny w mézgu  Rye. 1. Uktad podwzgdrzowo-
neuroprzysadkowy jest interfejsem

) ] , , neuroendokrynnym sktadajgcym sie z
wody, pordéd i wydzielanie mleka poprzez wypustek aksonalnych, naczyn

uwalnianie  neuropeptydow  oksytocyny i wlosowatych i komdrek podobnych do

(Ryc.1)"%°. U ssakéw UPN reguluje homeostaze

wazopresyny do obwodowego przeptywu krwi  astrogleju zwanych przysadkami.

2122 U ludzi rozregulowanie zawartosci lub uwalniania wazopresyny zwigzanej z
neuroprzysadka z powodu mutacji genetycznych lub urazu fizycznego lub stanu zapalnego
wigze sie z utratg homeostazy wody??. Zatem badanie genetyki rozwoju przysadki
nerwowej pomoze nam zrozumie¢ ogodlne zasady lezgce u podstaw homeostazy wody,
niezbednej aktywnosci wymaganej do przetrwania cztowieka.

UPN sktada sie gtéwnie z glejowych przysadek modzgowych, przepuszczalnego
srodbtonka i projekcji aksonalnych z podwzgdrzowych neurondéw oksytocyny i wazopresyny

9
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222627 Podczas rozwoju UPN aksony z neuronéw podwzgdrza unerwiajg przysadke nerwowg
struktury linii Srodkowej i rozwijaja liczne synapsy en passant, ktore gtéwnie przechowujg i
wydzielajg neuropeptydy, oksytocyne i wazopresyne?®3'. Réwnolegle rozwijajg sie naczynia
przysadki, ktore stajg sie przepuszczalne, aby utatwi¢ przechodzenie neuropeptydow??23,
Komunikacja miedzykomadrkowa miedzy unerwiajgcymi aksonami, komorkami sréodbtonka i
przysadkami glejowymi jest wymagana do prawidtowej morfogenezy UPN'33°,

Kilka wczesniejszych prac z wykorzystaniem myszy, szczuréw i organizmdw modelowych
pisklat dotyczyto genetyki rozwoju UPN?**. Ztozona zaleznos$¢ szlakéw sygnatowych i
czynnikéw transkrypcyjnych, w tym szlaku Sonic hedgehog (Shh), szlaku sygnatowego Wnt
oraz czynnikéw transkrypcyjnych Pitx1 i Prop1, zostata powigzana z rozwojem UPN*. A
mutacje w takich genach moga prowadzi¢ do nieprawidtowosci rozwojowych przysadki
mdzgowej, takich jak niedoczynnosé przysadki. Jednym z wyzwan w badaniu rozwoju UPN
u ssakow jest rozwdj embriondw in utero. Wymaga to chirurgicznego usuniecia zarodkéw i
obrébki  tkanek w celu zobrazowania elementéw nerwowo-przysadkowych?®¢-38,
Uniemozliwia to réwniez obrazowanie na zywo wysoce plastycznych sktadnikéw
komorkowych neuroprzysadki podczas rozwoju.

Optycznie przezroczyste larwy danio pregowanego umozliwiajg badanie rozwoju HNS
bez interwencji chirurgicznej®®. Przed i w trakcie mojej pracy habilitacyjnej, 1) grupa Varga
zidentyfikowata crabpla jako marker neuroprzysadki danio pregowanego{Toro, 2009
#1493, 2) grupa Levkowitz wykonata toto obrazowanie i zaburzenia genetyczne i stwierdzita,
ze oksytocyna (inaczej izotycyna u ryb) moze promowaé morfogeneze przysadki nerwowe;
unaczynienie®; 2) Zaréwno grupa Levkowitz, jak i Soojin Ryu scharakteryzowaty projekcje
aksonalne aksonéw oksytocyny, ktdra jest jednym z gtéwnych neurondw wystajgcych
przysadki nerwowej***'; 3) Grupa Hammerschmidta wykazata, ze sygnalizacja Fgf jest
wymagana do promowania prawidtowego rozwoju interfejsu nerwowo-naczyniowego w
przysadce nerwowej*. Badania na modelowych organizmach ssakéw scharakteryzowaty
dynamiczng nature glejowych pituicytéw podczas stadiow reprodukcyjnych lub stresu
osmotycznego®*.  Jednak sposéb, w jaki glejowe pituicyty regulujg rozwojowa
morfogeneze nerwowo-naczyniowa i poziomy neuropeptyddéw synaptycznych, byt w duzej
mierze nieznany. Moje gtéwne zainteresowania badawcze dotyczg genetyki molekularnej
przysadki mdézgowej ze szczegdlnym uwzglednieniem tozsamosci i funkcji sygnalizagji
miedzykomaorkowej miedzy przysadkami glejowymi, zakonczeniami aksonalnymi oksytocyny
i komdérkami srodbtonka w przysadce mozgowe;.

Poprzednie doniesienia na temat rozwoju przysadki mdzgowej ssakdéw byty w duze;
mierze oparte na dwuwymiarowych badaniach opartych na mikroskopii $wietlnej i
elektronowej. Przezroczysto$¢ optyczna i narzedzia genetyczne u danio pregowanego
umozliwiajg trojwymiarowa charakterystyke parametréw nerwowo-naczyniowych przy uzyciu
zaawansowanych technik mikroskopii swietlnej**#2. Jednak parametry nerwowo-naczyniowe
UPN danio pregowanego nie zostaty wowczas scharakteryzowane®. Aby zastosowac
podejscie oparte na hipotezach do badania genetyki molekularnej rozwoju interfejsu
nerwowo-naczyniowego przysadki mdzgowej, potrzebowatem 1) zidentyfikowa¢, ktore
geny lub czynniki moga potencjalnie przyczynic¢ sie do takich proceséw oraz 2) narzedzi do
obrazowania i kwantyfikacji w celu ilosciowego okreslenia solidnych i powtarzalnych
parametrow.
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Na poczatku moich studiéw podoktoranckich istniejgce zestawy danych transkryptomu
UPN byty oparte na RNA wyizolowanym z catej tkanki (podwzgdrza Iub ptata
neuroposredniego), a nie specyficznie dla okreslonych typow komodrek UPN*. Co wiecej, z
wyjatkiem kilku gendéw markerowych neuroprzysadki danio pregowanego, transkryptom
sktadnika komdérkowego UPN danio pregowanego byt rowniez niedostepny e*. Wreszcie,
dostepna byta tylko transgeniczna ryba oksytocyna, a ekspert FACS z laboratorium
Levkowitz nie byt w stanie posortowaé neurondw larwalnych oksytocyny za pomocg FACS
przy uzyciu tej transgenicznej ryby. Brakowato nam réwniez transgenicznych ryb, ktére
moga specyficznie znakowaé przysadki glejowe i przepuszczalne naczynia krwionosne

% (Dopiero pdzniej dostepne byty transgeniczne ryby znakujgce

przysadki mdzgowe;
pituicytes oparte na cyp26b1 i transgeniczne ryby oparte na plvap, ktére oznaczajg
wszystkie przepuszczalne naczynia wtosowate w mozgu i jednokomdrkowe dane RNAseq
dotyczace mdzgu danio pregowanego i neurohypofizy. Te wyzwania i eksperymenty, ktére
je rozwigzaty, przyczynity sie do powstania publikacji 1 i 2 szczegdtowo opisanych w
kolejnych rozdziatach.

4.3.2 Genetyka powstawania przepuszczalnych naczyrn wlosowatych w przysadce nerwowej
(Publikacja 1)

W publikacji 1, postawilismy hipoteze, ze w przeciwienstwie do astrocytow, ktére
promujg utrzymanie bariery krew-mdzg poprzez lokalne parakrynne czgsteczki sygnatowe

47-49

do komdrek srédbtonka®™?, glejowe pituicyty wydzielajg lokalne parakrynne czasteczki

sygnalizacyjne  do  $rodbtonka  nerwowo-przysadkowego i promujg  lokalna
przepuszczalnosé w przysadce nerwowej.

Poniewaz VEGF u ssakéow jest gtéwnym czynnikiem indukujgcym przepuszczalnosé
naczyn®®!, bylismy swiadomi, ze réwniez w neuroprzysadce danio pregowanego Vegf (jesli
wyrazono) moze odgrywac¢ role indukujagcg przepuszczalnosé. Niemniej jednak

A . Ryc. 2. Pituicyty sg zwigzane z
g & et interfejsem nerwowo-
1 & }“ }:Ji/ ;‘—E=£ naczynioyvym. Obrazovvan'ie catej
o > N .. przysadki wypreparowanej z 3-
\ i ot miesiecznego transgenicznego
D e _a /({\ danig pregowanego reportera,
= 3 Hours o= (&% 3 umozliwiajgce jednoczesng
IP Injection of 8-Ala-Lys-Ne-AMCA ==

wizualizacje aksondw
neuroprzysadkowych, oznaczonych
C przez Tg (oxt:EGFP) i naczyn
wtosowatych krwi, oznaczonych
przez Tg (kdrl:mCherry-caax),
pokazuje Pituicyty znakowane B-
Ala-Lys-Ne-AMCA. Pasek skali: 5
pm. Interfejs akso-glejowo-
naczyniowy jest widoczny zaréwno
w pars nervosa dziobowej (B'), jak i
ogonowej (B") przysadki
modzgowej. Pasek skali: 10 um. Na
auastpmmenes nodstawie Anbalagan S et al.,
2018.

Pituitary dissection Imaging

Rostral ~
pars nervosa Axons
Capillary plexus
Pitulcytes

Caudal
pars nervosa |
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postanowiliSmy najpierw zajg¢ sie kwestig braku transkryptomu glejowego pituicytu.
Zamiast tworzy¢ nowa transgeniczng rybe specyficzng dla glejowych pituicytéw, przez
uderzenie promotora crabpla lub transgeniczng linie BAC opartg na crabpla w celu
sortowania pituicytow za pomoca FACS do badan transkryptomu, przyjelismy alternatywne
podejscie.

Poniewaz astrocyty ssakow wyrazajg transportery peptydowe, ktére mogag wychwytywac
B-Ala-Lys-AMCA - fluorescencyjny barwnik znakowany dipeptydem, przetestowalismy, czy
glejowe pituicyty rowniez beda wychwytywac i beda znakowane przez B-Ala-Lys-AMCA®?.
Przeprowadzilismy dootrzewnowe wstrzykniecie B-Ala-Lys-AMCA i zaobserwowalismy
znakowanie komodrek kontaktami axo-glejowymi i glejowo-naczyniowymi, jak wczesniej
informowano u ssakéw?? (Ryc. 2). Zoptymalizowatem protokoty skutecznego znakowania i
dysocjacji neuroprzysadki do FACS B-Ala-Lys-AMCA dodatnich glejowych komérek
pituicytowych i B-Ala-Lys-AMCA ujemnych komdrek innych niz przysadka mézgowa.

Opierajac sie na naszym transkryptomie wzbogaconym w pituicyty, zidentyfikowalismy
nowe markery pituicytow i mndstwo wydzielanych czynnikow (w tym Vegfab), ktére moga
potencjalnie wptywaé na morfogeneze nerwowo-naczyniowa. Nie byto jednak wiadomo,
czy te geny wzbogacone w pituicyty u dorostych ulegaja ekspresji w przysadce nerwowej
podczas rozwoju.

Known

: |rfcyetre Pituicyte-derived secreted factors

Ryc. 3. Ekspresja najlepszych gendéw wzbogaconych w pituicyty podczas rozwoju. Obrazy
konfokalnego stosu Z przedstawiajgce fluorescencyjna hybrydyzacje in situ (FISH)
transgenicznych larw (5-8 dpf) przy uzyciu sond skierowanych przeciwko mRNA znanych i
wybranych nowych gendw specyficznych dla pituicytéw, a nastepnie barwienie anty-EGFP.
Pokazano obszar nerwowo-przysadkowy, w ktérym oznaczono petle kapilarng [Tg(kdrl:EGFP)].
Pasek skali: 5 ym. Na podstawie Anbalagan Siin., 2018.

Aby to przetestowal, przeprowadzilismy hybrydyzacje in situ na larwach danio
pregowanego i zweryfikowalismy ekspresje kilku gendw, ktére zostaty zidentyfikowane w
naszym dorostym transkryptomie pituicytu. ZaobserwowaliSmy ekspresje gendw
kodujacych kilka czynnikéw (Vegf, Tgfp, Slit) wczesniej zaangazowanych w morfogeneze i
przepuszczalno$é naczyn nerwowo-naczyniowych (Ryc. 3)°°°*** Nastepnie przyjelismy
stronnicze podejscie do zbadania roli niektérych z tych eksprymowanych gendw w
morfogenezie nerwowo-naczyniowej nerwowo-przysadkowej.

W niektorych narzadach okotokomorowych myszy sygnalizacja Vegf i Tgfp sprzyja
angiogenezie i przepuszczalnosci naczyn *°*%. Wykazano, ze sygnalizacja Vegf i TgfB
reguluje ekspresje PLVAP i przejsciowo wptywa na ekspresje biatek potaczen Scistych®0>.
Postawilismy hipoteze, Vegfab i TgfB3 promujg angiogeneze nerwowo-przysadkowa danio
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pregowanego i przepuszczalnos¢ naczyn. Najpierw ustalilismy, ze farmakologiczne
zaburzenie sygnalizacji Vegf i Tgff doprowadzito do zaleznego od stezenia wptywu na
angiogeneze neuroprzysadkowa (dane nie pokazane tutaj). Aby uzupetni¢ nasze badania

BT  Ryc- 4. Rola sygnalizacji Vegf w morfogenezie

naczynh nerwowo-przysadkowych.
flil:nuc-EGFP ;
ﬂll nuc- EGFP hsp70l sFit1 (A-C) Analiza morfologiczna i liczba komadrek

tetnicy przysadki oraz petli kapilarneji zyty przy
uzyciu linii Tg(fli1:nuc-EGFP), ktéra znakuje jadra
komorek srodbtonka (A). Linie transgeniczng
Tg(hsp701:sFlt1) zastosowano do czasowego
hamowania sygnalizacji Vegf/Vegfr2. Kontrolne
(B)ilarwy Tg (hsp70!:sFlt1) (C) poddano
wielokrotnym zmianom temperatury o 28 °C do
37 °C miedzy 3 dpf a 5 dpf. (D-F) Klony przysadki
(E) z nadekspresjg kontrolnego tRFP (F) lub
rozpuszczalnego antagonisty sFlt1 (Ei G).
Podwdjnie transgeniczne zarodki Tg (pomc:
Gal4; fli1: nuc-EGFP) wstrzyknieto
transpozonowym transgenicznym wektorom
ekspresyjnym zawierajgcym kontrole UAS: tRFP
lub UAS: mCherry-2A-sFlIt1, umozliwiajac
ekspresje genu mozaiki w oddzielnych
komorkach przysadki (fuksyna). Schematy
pokazane na dole paneli przedstawiajg normalng
(F)inienormalng (G) tagcznosé petli naczyn
wlosowatych przysadki w 5 larwach dpf z
ekspresjg mozaikowa. Na podstawie Anbalagan
Siin., 2018.

nad inhibitorami farmakologicznymi, wspotpracowalismy z grupg prof. Didiera Stainiera w

Mosaic

-
e ’» clone
e -

Instytucie Maxa Plancka w Bad Nauheim. Grupa Stainiera opracowata wczesniej narzedzia
genetyczne do czasoprzestrzennego zaktécenia sygnalizacji Vegf”’. Uzywajac narzedzi
transgenicznych, zaktocilismy sygnalizacje Vegf na calym $wiecie, stosujgc ekspresje
rozpuszczalnego Flt1 napedzang szokiem cieplnym (podejscie do receptora wabika) (Ryc.
4A-C) i stosujac system Gal4-UAS napedzany promotorem specyficznym dla przysadki do
ekspresji rozpuszczalnego Flt1 (Ryc. 4D- F)*®. Zaktocenie sygnalizacji Vegfa doprowadzito
do wadliwej angiogenezy neuroprzysadkowej i dysmorficznych naczyrn wtosowatych (Ryc.
4).

Tg(/-fabp:DBP-EGFP, 7z 7

ikjaee ) Ryc. 5. Przepuszczalno$é naczyn
neuroprzysadkowych mozna badac za
pomocg reportera przepuszczalnosci in

y & ‘ — e .
vivo.

. : : I-fabp:DBP-EGFP Transgeniczne larwy Tg(l-fabp:DBP-EGFP;
I $B-431542 kdrl:mCherry-caax) traktowano DMSO (B)
lub inhibitorem receptora TGF-B typu |,
SB431542 (C), miedzy 4 a 5 dpf. Pasek
skali: 5 um. Na podstawie Anbalagan S'i

in., 2018.
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Oprocz sprawdzenia, czy Vegf i TgfB3 wptywajg na przepuszczalnosé neuroprzysadki,
uzylismy transgenicznego reportera przepuszczalnosci naczyn opracowanego przez grupe
dr Bela Anand-Apte Tg (Ifabp:DBP-GFP)>? (Ryc. 5).

Ta transgeniczna ryba wykazuje ekspresje biatka wigzacego witamine D, kierowanego
przez promotor specyficzny dla hepatocytéw, potgczonego z GFP, ktére jest konstytutywnie
uwalniane do osocza krwi. Ostatnio grupa prof. Chengua Gu (Harvard Medical School,
USA) wykazata, ze ta transgeniczna ryba wykazuje aktywnos¢ przepuszczalnosci podobna
do fluorescencyjnych barwnikéw znacznikowych i w przeciwienstwie do fluorescencyjnych
barwnikéw znacznikowych, ze wzgledu na konstytutywna ekspresje DBP-EGFP, unika sie
urazéw zwigzanych z iniekcjg®.

Korzystajac z transgenicznego reportera przepuszczalnosci, przeprowadzilismy czasowe
zaburzenie sygnalizacji Vegf lub Tgfp3 przy uzyciu farmakologicznych inhibitorow
przeciwko Vegfr i Tgffr po ustanowieniu naczyrn wlosowatych neuroprzysadki®'4?,
Zaobserwowalismy zmniejszong wynaczyniong fluorescencje GFP w obszarze przysadki, co
sugeruje, ze sygnalizacja Vegf i TgfB3 promuje przepuszczalno$é naczyn nerwowo-
przysadkowych (Ryc. 5).

Przepuszczalne naczynia wtosowate modzgu ssakow charakteryzujg sie obecnoscig
markera fenestralnego - biatka Plvap oraz brakiem lub nieciggtoscig biatek potgczen
Scistych®¢4, Dlatego postawilismy hipoteze, ze pituicyty wydzielaja czynniki, ktére indukuja
przepuszczalny los naczyn wtosowatych, promujac i hamujgc odpowiednio ekspresje biatek
fenestralnych i potgczen ciasnych. Zaobserwowalismy rowniez, ze hamowanie Vegf / Vegfr2
lub Tgfpr zmniejszyto ekspresje plvapb markera fenestralnego, ale nie wpltyneto na
ekspresje biatka Scistego potaczenia - Claudin5 (dane pokazane tutaj). Jednak w
przeciwienstwie do naczyn wtosowatych splotu naczyniéwkowego myszy, sygnalizacja Vegf
i Tgfp moze hamowad przepuszczalno$é neuroprzysadki w niezalezny sposdb, przy czym
sygnalizacja Tgff odgrywa gtéwna role.

W naszych danych transkryptomicznych zaobserwowalismy, ze glejowe pituicyty
wyrazaty geny zwigzane z zapaleniem, co sugeruje, ze przysadka wykazuje stan podobny do
stanu zapalnego podczas rozwoju. Leczenie farmakologiczne deksametazonem, dobrze
przebadanym agonistg glukokortykoidow i supresorem stanu zapalnego, spowodowato
zmniejszenie przepuszczalnosci neuroprzysadki (dane nie pokazane tutaj)®®. Wstrzykniecie
deksametazonu szczurom moze hamowad ekspresje gendw szlaku kwasu retinowego w
ptucach i watrobie, regionie z przepuszczalnym uktadem naczyniowym?® oraz ekspresje
poziomow VEGF w miesniach®’. Zbadalismy, czy deksametazon wptywa na geny szlaku
kwasu retinowego i ekspresje vegf. StwierdziliSmy, ze leczenie deksametazonem
zmniejszyto jedynie ekspresje cyp26b1 (dane nie pokazane tutaj). Cyp26b to enzym z
rodziny P450, o ktérym wiadomo, ze metabolizuje kwas retinowy®.

Chociaz kontrowersyjne, wykazano, ze leczenie farmakologiczne kwasem retinowym
promuje ekspresje Scistego potaczenia i wtasciwosci barierowe w hodowanych mysich
komorkach $rodbtonka mézgu®?. Zaobserwowalismy, ze farmakologiczne hamowanie
enzymu Cyp26 doprowadzito do zmniejszenia przepuszczalnosci i ekspresji ciasnych
pofgczen w naczyniach wlosowatych nerwowo-przysadkowych (dane nie pokazane tutaj)’®.
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Poniewaz rola poziomdéw kwasu retinowego w BBB in vivo jest kontrowersyjna®’, wymagane
beda dalsze badania in vivo ze specyficznymi tkankowo zaburzeniami gendw szlakéw kwasu
retinowego, aby przetestowaé doktadng role kwasu retinowego w przepuszczalnosci
neuroprzysadki. Po naszej pracy dwie grupy zgtosity role lokalnych inhibitorow Wnt w
hamowaniu przepuszczalnosci naczynn w narzadach okotokomorowych myszy’"’2. Dlatego
jest bardzo prawdopodobne, ze podobne inhibitory Wnt moga by¢ zaangazowane w
ttumienie przepuszczalnosci w przysadce nerwowej danio pregowanego.

Podsumowujac, dochodzimy do wniosku, ze czynniki pochodzace z pituicytdw reguluja
.decyzje” komodrek s$rédbtonka o przyjeciu przepuszczalnego losu $rédbtonka zamiast

tworzenia BBB. W szczegdlnosci glejowe pituicytes Pituicyte

pituicytes wykorzystujg podwdjny mechanizm do

instruowania i utrzymywania  zlokalizowanego

przepuszczalnego losu srédbtonka naczyniowego: ¥gggl cypzsbl

sygnalizacja Vegf i TgfB w celu utrzymania ekspresji . ¥
plvap, ktory jest molekularnym sktadnikiem przepony {Jenetine] o tiagtimcliony)
fenestralnej odpowiedzialnej za przezkomérkowe

przejscie  biatek. Réwnolegle enzym  Cyp26b

degradujacy RA zapobiega nabywaniu losu naczyn

Permeable endothelial fate .

mozgowych (. Nieprzepuszczalnego) poprzez

hamowanie ekspresji biatka Scistego potaczenia  Ryc. 6. Czynniki pochodzace od
Cldn5 (Ryc. 6). Warto zauwazy¢, ze mechanizm, dzieki  pituicytow regulujg ,decyzje”
komorek srodbtonka o przyjeciu
przepuszczalnego losu
srodbtonka zamiast tworzenia
przypomina stany patofizjologiczne, takie jak ostre  BBB.Na podstawie Anbalagan Si

niedokrwienie mézgu, nowotwdr moézgu i mysie  in. 2018

ktéremu  przepuszczalny los  $rodbtonka  jest
utrzymywany w rozwijajacej sie przysadce nerwowe;j,

modele choroby Parkinsona’7°. Zatem sposdb, w jaki

przysadka nerwowa Scisle reguluje przepuszczalnosc,

moze ujawni¢ ogdlne zasady przepuszczalnosci naczyn w  takich  stanach
patofizjologicznych.

4.3.3 Genetics underlying synaptogenesis in neurohypophysis (Publication 2 and 3)

(o) (4 = €] o =

Ryc. 7. Ekspresja robo2 w neuronach oksytocyny podczas wczesnego rozwoju.

Konfokalne obrazy stosu Z przedstawiajgce fluorescencyjng hybrydyzacje in situ (FISH)
transgenicznych larw Tg (oxt: EGFP) (3 dni po zaptodnieniu (dpf)) przy uzyciu sond skierowanych
przeciwko mRNA robo?2 (fuksyna), a nastepnie barwienie anty-EGFP. Pokazano obszar
preoptyczny neurosekrecji (NPO), w ktérym wyznakowano neurony OXT. Pasek skali: 20 pm. Na
podstawie Anbalagan Siin., 2019.
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Nastepnie skupilimy sie na genach regulujagcych morfogeneze synaptyczng
neuroprzysadki. Opierajgc sie na transkryptomie glejowym pituicytu, podjelismy kolejne
badanie oparte na hipotezach. Konkretnie, sledzilismy slit3, ktéra byta kolejnym silnie
eksprymowanym genem przysadki mozgowe] podczas rozwoju przysadki mdzgowej (Ryc.
3). Gen kodujacy receptor Slit3 - Robo2 byt réwniez eksprymowany w neuronach
oksytocyny wystajgcych z neuroprzysadki (Ryc. 7). Poniewaz sygnalizacja Robo-Slit jest
dobrze znanym graczem w kierowaniu aksonami, synaptogenezie i dynamice aktyny®?,
postawilismy hipoteze, ze Robo2-Slit3 moze odgrywac¢ podobnag role w aksonach lub
synapsach neuroprzysadkowych. Ale nie zaobserwowali$my wyraznie widocznego fenotypu
aksonu lub synapsy nerwowo-przysadkowej u mutantéw (dane nie pokazane tutaj).
MusieliSmy tez zaprojektowad nowe protokoty obrazowania i oznaczania ilosciowego w
wysokiej rozdzielczosci.

Oxytocin and vasopressin ~ Sequence Model organism Tabela 1. Sekwencja
family d¢
_ peptyddéw
Oxytocin CYIQNCPLG Mammals neuroprzysadkowych
Vasopressin CYFQNCPRG Mammals Oparte na Wircer E et
Mesotocin CYIQNCPIG Non-mammalian al., 2016.
vertebrates (except fish)
Isotocin, Icthyotocin CYISNCPIG Teleost fish
Oxytocin CYISNCPIG Teleost - zebrafish
Vasotocin CYIQNCPRG Non-mammalian
vertebrates

Przysadka mdzgowa ssakdéw zawiera liczne struktury zawierajgce neuropeptydy, zwane
ciatami Herringa lub obrzekami aksonalnymi lub synapsami en passant i zakonczeniami
aksonalnymi??®. A wiekszo$¢ badan na ssakach dotyczacych synaps neuroprzysadkowych
opierata sie na mikroskopii elektronowej. Jednak takie struktury u danio pregowanego nie
zostaty szczegdtowo scharakteryzowane ¥4, Ze wzgledu na przezroczysto$é optyczng larw
danio pregowanego, obecnos¢ linii transgenicznej znakujgcej oksytocyne i przeciwciat
skierowanych przeciwko oksytocynie danio pregowanego, zdecydowaliSmy sie na
wykonanie obrazowania przysadki nerwowej danio pregowanego w oparciu o mikroskopie
konfokalnag w celu zidentyfikowania solidnych, policzalnych parametréw??7¢.

Poniewaz uzyliSmy przeciwciat do ilosciowego okreslenia zawartosci neuropeptydu
synaptycznego oksytocyny w neuroprzysadce danio pregowanego, chcielismy miec
pewnosc¢ co do jego specyficznosci. Sama kolokalizacja z reporterem transgenicznym nie
byta dla nas zadowalajaca, poniewaz wiadomo, ze oksytocyna i wazopresyna kolokalizujg w
pewnych warunkach’”78% Potrzebowalismy dodatkowego dowodu na jego specyficzno$é i
aby mie¢ pewno$¢, ze nie reaguje krzyzowo z wazotocyng / wazopresyng danio
pregowanego, ktéra rozni sie o 2 aminokwasy (Tabela 1)”.

Najpierw wygenerowaliémy nokaut oksytocyny danio pregowanego przy uzyciu
ustalonych przeze mnie protokotéw (Ryc. 8 i publikacja 2). Zaobserwowalismy catkowitg
utrate i prawie catkowitg utrate barwienia immunologicznego oksytocyna odpowiednio w
regionie nerwowo-wydzielniczym przedwzrokowym (neurosecretory preoptic area) i
przysadce nerwowej (Ryc. 8C). Sugeruje to, ze przeciwciato, ktérego uzywamy, jest
specyficzne dla oksytocyny danio pregowanego z jedynie niewielka reaktywnoscig na
wazotocyne/wazopresyne. Warto zauwazyé, ze utrata oksytocyny nie spowodowata utraty
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aktywnosci reporterowej ani utraty komoérek aktywnych promotorowo oksytocyny u ryb
transgenicznych.

A CRISPR edited oxt
Ryc. 8. Ekspresja robo2 w neuronach

oksytocyny podczas wczesnego rozwoju.
(A) Schematyczne przedstawienie genu
oksytocyny (oxt). Miejsce startu translacji

ATG
1 7bp deletion
/i -
/4
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4

B Oxytocin precursor

[seJoxal___Weurophysin ___ ) Copeptin ] ~ MetaPhoragarose, 4% oksytocyny i miejsce docelowe sgRNA
1 50 100 50 .
' CRISPR zaznaczono strzatkami. Ryby
oxt+/+  MSGGLLSAAALLCLLSVCSACYISNCPIGGKR. . STOP (154aa) : - :
e o niosgce mutacje indel 7-bp w genie oxt

mozna wykryé za pomoca elektroforezy
zelowej metafory amplikonéw oxt. (B)
o =2 Schematyczne przedstawienie
przewidywanych produktéw translacji z
alleli oxt* and oxt”. (C) Obrazy
konfokalne przedstawiajgce
reprezentatywne barwienie
immunologiczne oksytocyng w oxt +/+ i
oxt -/- na tle transgenicznego reportera
Tg (oxt: EGFP) (zielony). Paski skali: 10
um. Na podstawie Blechman J et al,
2018.

oxt** -[- MSGGPRRLCCVCCPSARPATSQTAPSEENAP....STOP (135aa)
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Nastepnie nie byto wiadomo, czy obrzeki aksonalne neuroprzysadki danio
pregowanego znakowane oksytocyng majg charakter synaptyczny. Najpierw
potwierdziliSmy, ze takie obcigzone oksytocyng struktury w przysadce nerwowej danio
pregowanego s rzeczywiscie synapsami, poniewaz zaobserwowalismy kolokalizacje
oksytocyny neuroprzysadkowej z reporterem pecherzykdw synaptycznych (dane nie
pokazane tutaj). W mikroskopii elektronowe] zaobserwowalismy réwniez zdarzenia fuzji
duzych, gestych pecherzykow rdzeniowych, wskazujagce na aktywnos$¢ egzocytozy w
synapsach neuroprzysadkowych (dane nie pokazane tutaj). Nastepnie, po pordéwnaniu
wielu programoéw do analizy obrazu (ImageJ, Imaris, Volocity), zdecydowalismy sie uzyé
Volocity do  solidnej ilosci  wybarwionych  immunologicznie obrazéw  synaps
neuroprzysadkowych z mikroskopii konfokalnej (Ryc. 9 i publikacja 3).

To pozwolito nam okresli¢ ilosciowo liczbe i objetos¢ synaps dodatnich pod wzgledem
oksytocyny. Korzystajgc z naszych technik analizy obrazu, nastepnie przeanalizowalismy, czy
morfanty szczeliny 3 lub mutant robo?2 - na manowce wykazujg wadliwe aksony lub synapsy
oksytocyny®. W przeciwienstwie do btedéw znajdowania sciezki aksonalnej w innych
obszarach mézgu, nie zaobserwowalismy zadnych defektéw w liczbie wystajgcych aksonow
oksytocyny w przysadce nerwowej morfantéw slit3 i mutantow robo2 (Ryc. 9B)*. Zamiast
tego zaobserwowaliSmy zmniejszong liczbe synaps neuroprzysadkowych oksytocyny w
morfantach slit3 i larwach mutanta robo2 (Ryc. 9B).
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Fig. 9. Robo2 i Slit3 promuja zawarto$¢ oksytocyny synaptycznej w neuroprzysadce.

Obrazowanie za pomocg mikroskopu konfokalnego catego przysadki 5 dni po zaptodnieniu (dpf)
transgenicznego reportera Tg (oxt: EGFP) danio pregowanego po immunobarwieniu za pomoca
anty-EGFP i swoistego przeciwciata przeciwko endogennemu biatku oksytocyny. Analize GFP-
dodatnich synaps neuroprzysadkowych (NS) i oksytocyny puncta przeprowadzono przy uzyciu
funkgji ,identyfikatora obiektu” w oprogramowaniu Volocity na poszczegdlnych kanatach. Skala: 5
uM. (B) Wykresy przedstawiajgce wielko$¢ synaps dodatnich pod wzgledem oksytocyny w
neuroprzysadce (NS) i liczbe aksondw wystajgcych w neuroprzysadce w 8 dni po zaptodnieniu
(dpf) robo2+/+ (n = 13) vs robo2-/- (n = 17) larwy (* p <0, 05 Student's t-test z Cohen’s d = 0, 82;
ns oznacza nieistotne) i po powaleniu slit3. Kontrola (n = 15) vs larwy, ktérym wstrzyknieto
morfolino slit3 (n = 14) (** p <0, 05 z Cohen's d = 1, 23; ns oznacza nieistotny, test t-Studenta).
Zaadaptowane z Anbalagan S et al., 2019.

Poniewaz wiadomo, ze sygnalizacja Robo2-Slit3 reguluje dynamike aktyny®,
postawiliSmy hipoteze, ze Robo2 moze roéwniez regulowac aktyne synaptycznag w synapsach
oksytocyny. U szczuréw badania oparte na EM wykazaty, ze neuroprzysadkowa aktyna
synaptyczna to zalezne od aktywnosci, dynamiczne struktury istniejgce jako pule korowe
zwigzane z btong i pule zwigzane z cytoplazmatycznym LDCV (duze, geste pecherzyki
rdzeniowe)®'. Ale struktury aktyny nerwowo-przysadkowej danio pregowanego nie byly
wczesniej scharakteryzowane.

Aby zbada¢ architekture aktyny w neuroprzysadkowych synapsach oksytocyny, najpierw
wykonalismy mikroskopie stochastycznej rekonstrukcji optycznej o super rozdzielczosci
(STORM). Byto to mozliwe przy uzyciu transgenicznej ekspresji Lifeact-GFP, o ktdrej
doniesiono, ze znakuje wigkszos¢ F-aktyny in vivo®?®*. Zaobserwowali$my, ze sygnat Lifeact-
EGFP wykazywat strukture przypominajgca klatke otaczajgcg oksytocyne w synapsach
neuroprzysadkowych (Ryc. 10A). Nasze wyniki sg zgodne z wczesniejszymi doniesieniami,
ze widkna aktynowe tworzg strukture przypominajaca klatke zwigzang z pecherzykami
synaptycznymi®.

Nastepnie, aby zbada¢d, czy Robo2 reguluje dynamike synaptycznej aktyny oksytocyny,
uzytem mutanta robo2 danio pregowanego (astray) w potaczeniu z sondg Lifeact-GFP8o#,
W szczegdlnosci przeprowadzilismy odzyskiwanie fluorescencji po fotowybielaniu (FRAP)
na poszczegdlnych synapsach oksytocyny wyrazajacych czujnik F-aktyny Tg(oxt: Gal4;
UAS:Lifeact-EGFP) u zwierzat robo2** lub robo2” (Ryc. 10E-F). Odkryliémy, ze dynamika
synaptyczna Lifeact-EGFP jest zaburzona w mutantach robo2. Mutanty robo2 wykazywaty
zmniejszong frakcje ruchomg Lifeact-EGFP i zwiekszong frakcje stabilng, co byto
skorelowane ze zmniejszong zawartoscig oksytocyny w tych synapsach. Sugeruje to, ze
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sygnalizacja Robo?2 reguluje dynamike aktyny synaptycznej neuroprzysadkowych neuronéw
oksytocyny. Trzeba przyznaé, ze nadekspresja Lifeact-GFP przy uzyciu niezwykle aktywnych
promotoréw moze by¢ szkodliwa dla endogennej organizacji F-aktyny?”. Niemniej jednak
fakt, ze obserwujemy defekty dynamiki Lifeact-GFP tylko w mutantach robo2, ale nie w typie
dzikim, sugeruje, ze mutanty robo2 majg wptyw na dynamike struktury aktyny opartej na
artefaktach natywnych lub indukowanych przez Lifeact-GFP.

Super-resolution microscopy
Tg(oxt:Gal4 ; UAS:Lifeact-EGFP) and anti-OXT

E Tg(oxt:Gald ; UAS:Lifeact-GFP)

Live imaging by

multiphoton microscopy + Lifeact-GFP

i F-actin
G-actin
L= . ‘
Prebleach Photobleach FRAP

pre-bleach bleach t=15s t=30s t=45s t=60s

Ryc. 10. Neuroprzysadkowa lokalizacja i dynamika aktyny synaptycznej. (A) Obrazy z mikroskopii
stochastyczne] rekonstrukcji optycznej (STORM) obszaru neuroprzysadki 6 dni po zaptodnieniu
(dpf) larw Tg(oxt:gal4; UAS:lifeact-EGFP) wybarwione przy uzyciu przeciwciat anty-OXT i anty-
GFP. (B-D) Powiekszenia kwadratéw obszarow. Paski skali: 1 um. (E) Monitorowanie w czasie
rzeczywistym dynamiki aktyny synaptycznej w zywym transgenicznym reporterze Tg (oxt:Gal4;
UAS:Lifeact-EGFP). Larwy osadzono w 0,1% niskotopliwej agarozie i zobrazowano przy uzyciu

mikroskopii wielofotonowej po odzyskaniu fluorescencji po fotowybielaniu (FRAP). (F) Obrazy
szeregdéw czasowych eksperymentu FRAP w synapsie neuroprzysadkowej z ekspresjg Lifeact-
EGFP. Paski skali: 200 nm. Przyjety z Anbalagan S et al., 2019.

Nastepnie zapytalismy, czy Robo2 odgrywa role w akumulacji synaptycznej
pecherzykéw obcigzonych oksytocyng. W tym celu, korzystajac z nowej transgenicznej linii
fuzyjnej OXT-EGFP danio pregowanego, opracowanej przez moja kolezanke, dr Janne
Blechman, przeprowadzitem eksperymenty FRAP przy uzyciu mikroskopii wielofotonowe;j
na zywych larwach. Umozliwito to monitorowanie in vivo dynamiki pecherzykéw
obcigzonych OXT. Zauwazytem, ze wiekszos¢ pecherzykéw byta nieruchoma, poniewaz
tylko 13% niewybielanych pecherzykéw fluorescencyjnych wymienito sie na synapsy
wybielone $wiattem (dane pokazane tutaj). Trzeba przyznad, ze znakowanie nonapeptydu
za pomoca GFP moze indukowac artefakty, niemniej jednak takie praktyki sg powszechne w
dynamice zywych pecherzykdw, a nasze wyniki s3 podobne do wczesniejszych badan na
neuroendokrynnych konicach Drosophila®. Zaobserwowaliémy, ze Robo2 reguluje
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gromadzenie sie tranzytowych pecherzykéw obcigzonych OXT w synapsach. To, czy ten
fenotyp jest spowodowany zmniejszonym wychwytywaniem pecherzykdw, czy zwiekszong
egzocytoza, wymaga dalszych badan.

Aby potaczyc dynamike aktyny s
synaptycznej z sygnalizacjg Robo2 i regulacja Roboz &
zawartosci neuropeptyddw, skupilismy sie na 1
miedzykomorkowej GTPazie Cdc42, ktdéra
dziata ponizej szlaku sygnatowego Robo,

regulujgc dynamike aktyny®. W tym celu

uzyskatem konstrukty zwigzane z Cc42 od Actin dynamics

prof. Naoki Mochizuki (National Cerebral and

OXT content 4
Cardiovascular Center, Osaka, Japonia) i

przeprowadzitem eksperymenty z utrat3 i Ryc. 11. Model roli Robo2 w synapsach
wzmocnieniem oksytocyny-neuronéw funkcji  neuroprzysadkowych: Sygnalizacja
Cdcd2 przy uzyciu systemu Gald-UAS. synaptyczna  Slit3-Robo  inaktywuje
Za0b liém . kspresi Cdc42_ przez GAP, wptywajac  na
aobserwowalismy, <€ ekspresja przejscie biatka Rho-GTPazy Cdc42 ze
dominujgcego ujemnego (tj. zwigzanego z  stanu zwigzanego z GTP do GDP.
GDP) Cdc42 (T17N) w synapsach oksytocyny  Inaktywacja Cdc42 zmniejsza
polimeryzacje  aktyny i  zwieksza

. awartos¢ synaptycznego OXT. Przyjet
oksytocyny u ryb WT w sposéb zalezny od EAV\;vba/agar?Septgl.ZZO?Q. ey

dawki, podczas gdy ekspresja konstytutywnie

doprowadzita do zwiekszenia  poziomu

aktywnego (tj. zwigzanego z GTP) mutanta forma CDC42 miata wzajemny efekt®”. Mutant
robo2 byt oporny na wptyw Cdc42(T17N) na poziomy oksytocyny synaptycznej, co
sugeruje, ze Robo2 dziata powyzej Cdc42 w kontekscie zawartosci oksytocyny synaptyczne;.
Podsumowujac, nasze odkrycia ujawniaja, ze sygnalizacja Slit3-Robo2-Cdc42 moduluje
dynamike aktyny synaptycznej, aby utrzymac poziomy neuropeptydu oksytocyny w stanie
ustalonym, ktory jest tatwo przygotowany do wydzielania na zgdanie fizjologiczne. (Ryc. 11).

> Angiogenesis Permeability

Ryc. 12. Podsumowujac,

NH vasculature nasze Wyﬂlkl sugerujq, ze

? glejowe pituicyty
NH axons - Tissue morphogenesis regu | Uj 3 mo I’ng eneze
/ Axonal guidance? interfejsu nerwowo-
» Synaptogenesis? H
. Vascular sprouting? ngczymowego poprzez
Permeability? wiele wydzielanych

& 7 CS czynnikow.

Axon guidance Synapse formation

Pituicyte

Ogodlnie rzecz biorge, zidentyfikowaliSmy gtdéwne mechanizmy genetyczne i czasteczki
sygnatowe, za pomoca ktérych morfogeneza nerwowo-naczyniowa jest ustalana u larw
danio pregowanego (ryc. 12). Poniewaz czynniki te sg rdéwniez zaangazowane w
morfogeneze nerwowo-naczyniowg ssakow, kuszace jest spekulowanie, ze mutacje w
regionach kodujgcych te geny beda zwigzane z dysfunkcjg neuroprzysadki®***?°. Dzieki
wiekszej liczbie danych genetyki populacji powinno byé mozliwe oszacowanie, czy SNP w

tych genach obserwuje sie u pacjentéw z moczéwka prostg 6.
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4.3.4 Ukierunkowane narzedzia inzynierii genetycznej do badania genetyki rozwoju
interfejsu nerwowo-naczyniowego przysadki mézgowej (publikacja 4 i publikacja 5)

Dzieki dostepnosci naszych danych dotyczacych transkryptomu glejowego pituicytu,
mieliSmy teraz kilka genéw do zbadania. Aby zbadaé¢ rozwdj naczyn nerwowo-
przysadkowych, potrzebowalismy eksperymentéw utraty funkcji opartych na nokaucie
gendw, aby wesprzeé nasze wyniki utraty funkcji oparte na morfolinie. Najpierw zaczatem
wdrazac technike nokautu genu danio pregowanego w laboratorium Levkowitza w oparciu
o istniejgce protokoty TALEN (nukleazy efektorowe podobne do aktywatoréw transkrypcji) i
CRISPR (zgrupowane regularnie przeplatane krotkie powtdrzenia palindromiczne) dla danio

pregowanego’"?2,
S 8= WTOXTR
S _ | i
Left TALEN Right TALEN 229 [/’/

© S 1

+l+ ATCTTCAAGGATCAAGACTTTTGGTCCTTTA‘ATGAGTCATCCAGAAACGCCACCAA "g 2 4 /
53 L
2 g

-I- ATC 'TCAAGGATCAAGACTTTTGGTCCTTTA;-»TGAGTCATCCAGAAACGCCACCAA % 21

- g

o

O'—F—Tﬁ—r—f
0 25 50 75100
Oxytocin, OXT (nM)

Ryc. 13. (A) Generacja mutanta oxtr (obecnie oxtra) przenoszacego linie zarodkowa.
Miejsca TALEN ukierunkowane na pierwszy egzon genu oxtra doprowadzity do powstania
mutacji Single bp indel, ktéra bedzie kodowac skrécony receptor. (B) Rdzne stezenia
syntetycznej  oksytocyny,  zwiekszona  aktywno$¢  reporterowa cAMP  OXTR
transfekowanego WT, ale nie mutanta. Przyjety z Nunes A.R et al., 2020.

Jako pierwszy krok, uzywajgc nokautéw, chcieliSmy przetestowaé geny roli, ktére byty
wczesniej zaangazowane w rozwdj przysadki nerwowej. Wczesniej, korzystajgc z badan
opartych na morfolinie, grupa Levkowitz wykazata, ze receptor oksytocyny (Oxtra) jest
wymagany do morfogenezy naczyn neuroprzysadkowych®. ChcieliSmy sprawdzié¢, czy
mutanty oxtra moga odtwarzaé¢ fenotypy morfolino nerwowo-naczyniowe. Stworzytem
mutanta oxtra za pomoca TALEN, ale nie zaobserwowatem wyraznie widocznego fenotypu
na morfogenezie naczyn nerwowo-przysadkowych w larwach homozygotycznych oxtra”
(Ryc. 13, Publikacja 4 i dane tutaj nie pokazane). Niemniej jednak podzielitem sie
zmutowana ryba z dr Anng Ritg Nunes i prof. Rui Oliviera (Instituto Gulbenkian de Ciéncia,
Oeiras, Portugalia) do badan behawioralnych danio pregowanego w ramach wspdtpracy i
stwierdzili, ze Oxtra jest wymagana do biologicznego wykrywania ruchu w danio

pregowany”.

Ze wzgledu na wzgledna tatwos$¢ generowania sgRNA CRISPR do docelowych gendw za
pomocg Cas9, nastepnie opracowatem technike nokautu genu CRISPR oparta na
jednoczesnym wstrzyknieciu  gRNA z biatkiem Cas? do zarodkéw w 1 stadium
komorkowym. Byto to mozliwe dzieki szczegdtowemu protokotowi dr Jamesa Gagona z
grupy prof. Alexandra PLoS One”.

Przetestowatem réwniez i zoptymalizowatem rézne protokoty, aby szybko genotypowad

Schiera opublikowanemu w czasopismie
mutanty. W koncu, w zaleznosci od mutacji, zdecydowatem sie uzy¢ réznych technik, takich
jak RFLP - polimorfizm dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych, metaforyczna elektroforeza

amplikondw na zelu agarozowym i analiza krzywej topnienia HRM w wysokiej rozdzielczosci.
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A it Rycina 14. nokaut mir218a-1
- L * o=l L EIE przy uzyciu CRISPR/Cas?9.

(A) struktura genu slit3  z
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miR2IB++  miREtEy.  miRzeL  Swaminathan A et al., 2023.
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Stworzytem mutanta slit3 w kierunku naszych wysitkow dla Publikacji 3, ale slit3 zawierat
rowniez intronowy mir218a-1 (ryc. 14A). Mir218 moze regulowac ekspresje Robo, a takze
promowac morfogeneze naczyn siatkdwki u myszy?*?. StworzyliSmy nokaut mir218a-1, aby
przeanalizowac role mir218a-1 osadzonego w intronie slit3 i slit3 w neurogenezie nerwowo-
naczyniowej (ryc. 14B-C). Nie zaobserwowatem zadnych fenotypow nerwowo-naczyniowych
u larw mir218a-17 w naiwnych warunkach. Niemniej jednak podzielitem linie mir218a-1" z
dr Kabashi Edorem (Paris Brain Institute - Institut du Cerveau) i dr Amrutha Swaminathan
(postdoc w grupie Levkowitz, obecnie Pl w IISER, Trivandrum, Indie). Dr Edor byt
zainteresowany testowaniem roli mir218 w funkcjach neuronéw ruchowych danio
pregowanego, poniewaz mysie modele mutantow Mir218 wykazujg dysfunkcje
motoryczne”. Podczas gdy dr Swaminathan byta zainteresowana przetestowaniem, czy
mir218a-1 danio pregowanego promuje odpornosé na stres, podobnie jak rola Mir218 w
promowaniu odpornoéci na stres u myszy’. Praca dr Swaminathan doprowadzita do
publikacji 5 (Swaminathan A i in., 2023), w ktdrej ustalita larwy danio pregowanego jako
model do badania odpornosci na stres, a takze zauwazyta, ze mir218a-1 promuje
odpornosé na stres u danio pregowanego®.

W koncu moje protokoty zostaty zastosowane przez innych cztonkéw grupy Levkowitza.
dr Jakob Biran, dr Michael Gliksberg i dr Ludmila Gordon wygenerowali odpowiednio
mutanty pacT, oxtrb i plvapa® . Ogdlnie rzecz biorgc, korzystajac z istniejgcych protokotéw
opartych na literaturze, wygenerowatem kilka nokautéw gendw danio pregowanego, ktére
mozna zastosowac do badania genetyki molekularnej rozwoju przysadki mézgowe;.

Warto wspomnieé, ze zaobserwowatem brak fenotypdédw morfogenezy nerwowo-
naczyniowej w kilku homozygotycznych mutantach naszych gendéw kandydujacych i bytem
zaktopotany tymi wynikami. W koncu zdaliSmy sobie sprawe, ze kompensacja genetyczna
lub adaptacja transkrypcyjna moze by¢ jedng z przyczyn braku fenotypu u mutantéw
indel??19%0,

4.3.5 Wdrazanie zasady 3R w badaniach na zwierzetach w celu zbadania genetyki
molekularnej przysadki nerwowej u danio pregowanego (Publikacja 6)

Jednym z wyzwan stojacych przed badaniami na zwierzetach jest etyczna i
biurokratyczna polityka w zakresie badan na zwierzetach, ktéra jest wymagana do
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zapewnienia odpowiedniej opieki i ograniczenia szkdd wyrzadzanych zwierzetom. W
rzeczywistosci ostatnio pojawity sie sugestie, aby wycofac¢ badania na zwierzetach do czasu
udostepnienia odpowiednich alternatywnych systemdéw modelowych, a takie zmiany nie
uwzgledniaja wyzwan stojacych przed krajami rozwijajacymi sie'®’. | istnieje silny nacisk na
wdrozenie zasady 3R (Zastap, Zmniejsz i Udoskonal) w badaniach na zwierzetach. Chociaz
spotecznosé naukowa zajmujgca sie badaniami na zwierzetach jest swiadoma faktu, ze
nawet symulacje oparte na superkomputerach, przewidywania oparte na sztucznej
inteligencji i badania oparte na organoidach moga da¢ jedynie wglad w utamek prawdziwe;j
ztozonosci i tajemnic zycia zwierzat, wcigz musimy znalez¢ alternatywne systemy modelowe.
Jesli musimy wdrozy¢ zasade 3R w badaniach na zwierzetach i zajg¢ sie genetyka
molekularng neuroprzysadki danio pregowanego, potrzebujemy nowatorskich narzedzi in
silico dostosowanych do danio pregowanego. PostanowiliSmy je stworzy¢ i ta kwestia
zaowocowata Publikacjg 6 (Chodkowski M et al., 2023).

Najpierw postanowilismy zidentyfikowaé wszystkie geny, ktére moga kodowad pary
ligand-receptor, ktére moglyby regulowaé morfogeneze aksonalng neuroprzysadki.
Stawilismy jednak czota kilku wyzwaniom: 1). Brakowato nam neuroprzysadkowego
transkryptomu aksonalnego lub danych proteomicznych, ktére mogtyby dostarczyé nam
tozsamosci liganddéw opartych na biatkach i receptoréw btonowych w aksonach i synapsach
neuroprzysadkowych; 2). Zdalismy sobie réwniez sprawe, ze nie bylo aktywnie
utrzymywanych zbioréw danych dotyczacych czynnikéw wydzielanych przez danio
pregowanego, receptorow i ich interakcji. Niewiele istniejagcych przewidywan dotyczacych

sekretomu i proteomu btonowego opiera sie na niekompletnych danych adnotacyjnych
102,103

Ryc. 15, Tabela przedstawiaiaca
0 vy dostepng  baze danych i
LOCTREE 3 ) narzedzia do badania
{HFANTOMS " : recep’goréw ligandéw gtéwnych
: ¢ ? | organizmow modelowych
p == . kregowcow. Przyjety z
a T T e o) ? A .
¥ © | Chodkowski M et al.,, 2023.

Mimo, ze narzedzia zbudowane na zapisach interakcji ssakéw zostaty zastosowane do
mapowania interakgji ligand-receptor danio pregowanego, takie narzedzia poming geny
danio pregowanego z niekompletnymi zapisami ortologicznymi'® % W zwigzku z tym
konieczne byto zbudowanie bazy danych ligandéw i receptoréw danio pregowanego, ktéra
zawiera réwniez informacje o genach bez ortologdow i genach z niepetnymi danymi
adnotacyjnymi (ryc. 15).
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Ze wzgledu na brak dowoddéw eksperymentalnych adnotacje dotyczace lokalizacji
komorkowej biatek danio pregowanego byty czesciowe. Dlatego tez, gdybysmy zastosowali
podobne podejscie do budowy baz danych ligand-receptor ssakéw, najprawdopodobniej
przegapilibysmy wiele gendéw pozbawionych adnotacji'”. Wspdtpracowatem z dr
Andrzejem Zielezinskim w naszym Instytucie i podeszlismy do tego problemu w sposdb
systemowy. Po raz pierwszy uzylismy Deeploc 2.0, algorytmu gtebokiego uczenia opartego
na sekwencjach, ktéry moze przewidywaé lokalizacje biatek w komodrce z duzg
doktadno$cig'®.  Poddalismy obecny proteom referencyjny danio pregowanego
(UP0O00000437) opartemu na DeeplLoc 2.0 przewidywaniu lokalizacji komdrkowe] catego
proteomu danio pregowanego (ryc. 16). Deeploc 2.0 przewidywat, ze 3699 (8%) i 6481
(14%) biatek byto zlokalizowanych odpowiednio wytgcznie na zewnatrz komorki i w btonie
komérkowej. Odpowiada to 2571 (10%) i 4002 (15%) genom, ktére kodujg odpowiednio
biatka zewnatrzkomérkowe i zlokalizowane w btonie. W pordéwnaniu z poprzednimi
zapisami, Deeploc 2.0 zidentyfikowat dodatkowe geny 1104 i 1953 kodujace odpowiednio
biatka zewnatrzkomodrkowe i btonowe (ryc. 16).

A mesicon RYC. 16, Przewidywanie lokalizacji
me ;ﬁ’g@ % Eﬁx‘";":ema komérkowej . proteomu
S A% woanss  referencyjnego danio pregowanego

o022 %000, e e (A) Grafika przedstawiajgca oparte na

Reference proteome Deeploc 2.0

Deeploc 2.0 przewidywanie lokalizacji

B Proteins B’ Genes komorkowe; referencyjnego
c roteomu danio pregowanego. (B
2 =8 Cell membrane
3 = Wtochondton Wykres pierécieniowy przedstawiajgcy
= = ER s . .

g = s gtéwne przewidywania Deeploc 2.0
i = Goleiapparates dotyczace proteomu danio
= = pregowanego. Pokazano liczbe biatek

(B) i gendw kodujacych biatka (B'). (C)
Wykres typu Upset poréwnujacy liczbe
gendéw  z  istniejagcymi  zapisami
adnotacji  zewnatrzkomérkowych i
\ przewidywaniami
Sl i ,zewnatrzkomérkowymi” opartymi na
SEETYY Deeploc 2.0. CC & GO wskazuje
odpowiednio lokalizacje komérkows i
rekordy terminéw GO, dostepne w
bazie danych UniprotkKB. (D) Diagram
Venna poréwnujacy geny z
istniejgcymi zapisami adnotagji
lokalizacji  btony  komérkowej i
przewidywaniami ,btony komadrkowej”
opartymi na Deeploc. Przyjety z
Chodkowski M et al., 2022.
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Ryc. 17. Wartoéci iloéciowe bazy danych DanioTalk (A) Wykres typu Upset poréwnujacy liczbe
gendw kodujacych ligandy kurowane z przewidywanymi przez Deeploc? biatkami i ligandami
tylko zewnatrzkomérkowymi w bazach danych ludzkiego liganda-receptora. (B) Wykres typu
Upset pordéwnujacy liczbe gendw kodujacych wyleczone receptory z przewidywanymi przez
Deeploc2 biatkami i receptorami zawierajgcymi tylko btone komédrkowg i receptory w bazach
danych ludzkich ligand-receptor (potgczone). (C) Wykres typu Upset poréwnujacy liczbe gendw
bazy danych par ligand-receptor DanioTalk pochodzgcych z bazy danych STRING danio
pregowanego (wysokie lub $rednie odciecie) lub ortologicznych par ligand-receptor w bazach
danych ludzkiego ligand-receptor. (D) Wykres typu skrzypiec poréwnujacy wynik STRING PPI
danio pregowanego dla ortologicznych par LR w ludzkich bazach danych LR i ludzkich bazach
danych IID. Przyjety z Chodkowski M et al., 2022.

Aby poradzi¢ sobie z ograniczeniami Deeploc w przewidywaniu biatek bez peptyddw
sygnatowych, przeprowadziliSmy réwniez reczng kuracje opartag na adnotacjach (terminy
ontologii gendw) i lokalizacji komadrkowej (UniprotKB) danio pregowanego i ortologicznych
biatek ssakéw'®. Nasza baza danych liganddéw i receptoréw btony komérkowej zawiera
odpowiednio 2,788 (10,5%) i 2343 (8,8%) gendéw kodujacych biatka. W pordéwnaniu z
zestawem danych matrisoméw danio pregowanego, nasze wyselekcjonowane listy
ligandow zawierajg 1,848 dodatkowych gendw (1,566 prognoz Deeploc 2 i 282 recznie
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wyselekcjonowanych gendw kodujacych zewnatrzkomérkowo) (ryc. 16). Ponadto
porownalismy naszg wyselekcjonowang baze danych ligandéw, receptoréw z ortologami
ligandow i receptoréw z baz danych ludzkich ligand-receptor (CellChatDB, CellPhoneDB,
Ramilowski JA i in., CellTalkDB i baza danych Cell-Cell Interactions)'"®"">. Spos$réd 2788
gendw kodujgcych ligandy kurowane, 1,482 tj. 53% gendw jest wspdlnych z bazami danych
ludzkich ligandéw (ryc. 17A). Podobnie, z 2344 gendw kodujacych receptor w naszej bazie
danych receptoréw DanioTalk, 1337 tj. 57% jest wspdlnych z bazami danych ludzkich
receptoréw (ryc. 17B).

Nastepnie, aby zmapowac interakcje ligand-receptom, zidentyfikowaliSmy wszystkie
interakcje parami miedzy naszym ligandem a biatkami receptora w fizycznych zapisach
interakcji biatko-biatko danio pregowanego STRING (v11.5)""¢. Wynik eksperymentalny w
bazie danych STRING przewiduje pewnos¢ fizycznej bliskosci dwdch biatek. Pary ligand-
receptor z wynikami o wysokim poziomie ufnosci z duzym prawdopodobienstwem bedg
wchodzi¢ w interakcje fizyczne i skutkowac powigzanymi dziataniami sygnalizacyjnymi w dot.
Poniewaz obserwowalismy wysoce zmienne wyniki interakcji fizycznych STRING dla
eksperymentalnie potwierdzonych par ortologicznych ludzkich ligand-receptor, wtgczylismy
rowniez pary o srednim rankingu i ortologiczne pary ludzkich ligand-receptory dostepne w
bazie danych interakcji biatko-biatko IID (ryc. 17D). Nasza baza danych ligand-receptor
zawiera 3970 nowych par ligand-receptor specyficzny dla danio pregowanego (350 par o
wysokim poziomie pewnosci + 3620 par o srednim poziomie pewnosci) (ryc. 17C).

A OXT neurons B Glial pituicytes Ryc. 18. Pary ligand-receptor

2 miedzy neuronami oksytocyny a
ot @5 glejowymi pituicytami.

(A-B) Diagram Venna
ST — przefjlstawiajqcy liczbe 'i procent
i I gendéw  kodujacych ligandy i
== Receptors receptory  zidentyfikowanych —w

zbiorze danych o réznej ekspresji
oksytocyny scRNA-seq (log2FC> 2,
p-adj<0, 05) i zbiorze danych o
réznej ekspresji glejowych
pituicytéw (log2FC>2, p-adj<0,05,
srednia liczba odczytow AMCA+
>50). (C) Wykres kotowy
przedstawiajgcy najwyzej ocenione
interakcje ligand-receptor miedzy

)4
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sklasyfikowanych interakcji  przy
najwyzszym  poziomie  ufnosci
(>900). Przyjety z Chodkowski M et
al., 2022.
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Nastepnie zmapowalismy interakcje akso-glejowg neuronéw oksytocyny danio
pregowanego i glejowych pituicytéw. Ze wzgledu na brak neuronalnego transkryptomu
aksonalnego oksytocyny, wykorzystalismy dane scRNA-seq neuronu oksytocyny i dane seq
RNA glejowego pituicytu'"” (ryc. 18). Korzystajac z réznie wyrazonej listy gendw z tych
zestawow danych, zidentyfikowalismy tylko 3 interakcje ligand-receptor miedzy neuronami
oksytocyny a glejowymi pituicytami z duzg pewnoscig (Nts-Sort1a, Bdnf-Ngrfb / Sort1a).
Aby wtaczyé wszystkie geny wyrazane w neuronach oksytocyny, wykorzystaliSmy pseudo-

masowe dane dotyczgce ekspresji klastra wzbogaconego w neurony oksytocyny.
Doprowadzito to do zidentyfikowania 282 liganddw i 219 receptoréw w neuronach
oksytocyny. Podczas gdy w transkryptomie glejowym pituicytéw zidentyfikowalismy 363
ligandy i 186 receptoréow ze srednig liczbg odczytéw> 50 (ryc. 18A-B). Analiza par ligand-
receptor w tym zbiorze danych doprowadzita do identyfikacji 38 oddziatywan oksytocyny
neuron-glejowy ligand pituicytowy-receptor przy najwyzszym wyniku odciecia ufnosci
(>=900). Najwyzej ocenionymi interakcjami ligandu pituicytu z receptorem neuronu
oksytocyny byty Slit3-Robo2/Robo1, Lama4-Dagl i Vegfab-Nrpla. Podczas gdy najwyze;
sklasyfikowanymi receptorami ligandu neuronu oksytocyny-pituicytu byty Mif-Cd74a, Nts-
Sort1a/Sort1b i Bdnf-Sortla/Sort1b. Zaobserwowalismy réwniez kilka autokrynnych
interakcji sygnalizacyjnych w glejowych pituicytach (Cxcl12a-Cxcrdb, Tnfb-Tnfrsf1a i Fgf8a /
Fgf10a-Fgfr2) oraz w neuronach oksytocyny (Slit3 / Slit2-Robo2 / Robo1 / Robo3, Bdnf-
Ntrk3a / Sort1a i Agrn- Dag1) (ryc. 18C).

Pomimo ograniczen zwigzanych z poréwnywaniem danych transkryptomicznych z dwéch
roznych opublikowanych zestawéw danych, bylismy w stanie zidentyfikowac pare Slit3-
Robo2 glejowy pituicyte-ligand-receptor neuronu  oksytocyny, ktdrg wczesniej
zidentyfikowaliSmy w celu promowania synaptycznych poziomdéw oksytocyny u danio
pregowanego (publikacja 3). Jednak zaobserwowaliSmy réwniez autokrynne interakcje
szczelina-robot w neuronach oksytocyny. Wykazano, ze autokrynna sygnalizacja SLIT-ROBO
w  neuronach ruchowych myszy sprzyja fascykulacji aksondw; jednakze nie
zaobserwowalismy defektow peczkdw w neuroprzysadce larw 8-dpf (w Publikacji 3).

Oprécz sygnalizacji glejowej do neuronalnej, sygnalizacja neuronowa do glejowej jest
rowniez gtéwnym graczem w sygnalizacji neuroglejowej''®. Odkryliémy, ze neurotensyna
(Nts) pochodzaca z neurondéw oksytocyny potencjalnie sygnalizuje glejowe pituicyty
poprzez receptor Sortilin (Sort1b). Wykazano, ze w mdzgach szczuréw i teleostéw
neurotensyna jest zlokalizowana w neuronach podwzgérza i przysadce '"%'?". Neurotensyna
moze regulowac wewnatrzkomdrkowe poziomy wapnia w hodowlach astrocytéw in vitro z

122 Jednak rola neurotensyny pochodzacej z

brzusznego obszaru nakrywki szczura
neurondow oksytocyny w funkcji glejowych przysadek mdzgowych lub wapniu

wewnatrzkomodrkowym jest nieznana'?.

ZaobserwowaliSmy réwniez potencjalne autokrynne interakcje oparte na Cxcl12a-
Cxcrdb i Fgf10a-Fgfr2 w przysadkach glejowych'. CXCL12-CXCR4 dziata jako chemokina i
neuroprzekaznik podczas rozwoju mozgu myszy oraz jako mitogen dla astrocytow
korowych szczura in vitro''?8, Chociaz wiadomo, ze interakcja CXCL12-CXCR4 moduluje
wzorzec odpalania neurondéw wazopresyny projekcji NH u szczurdw, rola interakcji CXCL12-
CXCR4 w glejowych przysadkach mézgowych nie zostata jeszcze opisana'®'30.
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Zaobserwowalismy réwniez oparte na Fgf10a-Fgfr2 interakcje autokrynne w przysadkach
glejowych, co sugeruje, ze Fgfl0a moze petni¢ dodatkowe funkcje autokrynne w
przysadkach glejowych, takie jak reaktywnos¢ i/lub proliferacja? 13134,

Ogdlnie rzecz biorgc, w procesie mapowania interakcji ligand-receptor miedzy
glejowymi pituicytami a neuronami oksytocyny stworzyliSmy narzedzie typu open source,
ktére przyniesie korzysci naukowcom z danio pregowanego zainteresowanym funkcjami
ligandéw i receptoréw. Ponadto udostepnilismy w naszym narzedziu dodatkowe funkcje,
ktére sg podobne do niektérych mozliwosci oprogramowania komercyjnego, takiego jak
Ingenuity (powigzania chordb ludzkich, celowanie w leki, adnotacje ontologii gendw itp.).

4.3.6 Czynniki zwigzane z gospodarzem lezgce u podstaw rozwoju neuroprzysadki
(przeglad rekopisu 1)

Od czasu studiéw doktoranckich koncentrowatem sie na genetyce lezacej u podstaw
proceséw komodrkowych i morfogenezy tkanek. Jednak dobrze wiadomo, ze oprocz
genetyki zywiciela, na rozwdj i zachowanie zwierzat moga rowniez wptywacé czynniki
pochodzenia organizmdw zwigzanych z zywicielem. Na przyktad endosymbiont Wolbachia
moze kontrolowad zachowanie much, pteé i zygotycznos$é'®®, BefA jest biatkiem bakteryjnym
jelit, ktore moze promowac rozwdj trzustki u danio pregowanego'¢, bakterie zamieszkujgce

37 a metabolity pochodzace z

138

nowotwory mogg promowacé nowotwory oporne na leki
mikrobiomu jelitowego mogag regulowaé rozwdj madzgu myszy Prace te sugerujg
rowniez, ze 1) badanie genetyki gospodarza ujawni tylko czesciowy obraz morfogenezy
neuroprzysadki, 2) jesli na funkcje korowe chronione przez BBB moze wptywacé mikrobiom
zwigzany z gospodarzem, struktura naszego zainteresowania - przysadka nerwowa -
przepuszczalny interfejs neuroendokrynny, ktéry jest stale narazony na czasteczki
przenoszone przez krew pochodzace od zywiciela (o wielkosci co najmniej 80 kDa®%'*) jest
bardzo prawdopodobne, ze majg na niego wptyw czynniki krwiopochodne zwigzane z
zywicielem. Aby uzyskaé petne zrozumienie morfogenezy neuroprzysadki, wymagane jest

rowniez zrozumienie roli takich czynnikdéw zwigzanych z gospodarzem.

Wiadomo, ze czynniki pochodzace od zywiciela przenoszone przez krew reguluja funkcje
przysadki mézgowej i sprzezenie zwrotne'¥. Nie wiadomo jednak, czy czynniki zwigzane z
gospodarzem moga wptywac na morfogeneze neuroprzysadki. Jedyne dane sugerujace, ze
takie czynniki moga regulowa¢ neuroprzysadke, opieraly sie na egzogennym
ogdlnoustrojowym podawaniu lipopolisacharyddéw u szczuréw, co, jak wykazano, indukuje
ekspresje cytokin i Fos w komérkach neuroprzysadki i utatwia uwalnianie wazopresyny pod
wptywem stymulacji osmotycznej'*'"'*3. Postawitem wiec hipoteze, ze elementy komdrkowe
neuroprzysadki mogg by¢ najprawdopodobniej regulowane przez inne czynniki
krwiopochodne zwigzane z gospodarzem. Jednym z takich czynnikdw, na ktéry ostatnio

zwrécono wiekszg uwage, sg metabolity pochodzace z mikrobiomu jelitowego ™.

Chociaz byto niewiele prac na temat tego, jak mikrobiom jelitowy moze wptywaé na

ekspresje oksytocyny w podwzgdrzu i poziomy oksytocyny w osoczu w badaniach na
ssakach', nie byto prac na temat sygnalizacji miedzy mikrobiomem jelitowym a przysadka
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nerwowg. Poniewaz glejowe przysadki modzgowe sa jednymi z gtéwnych komodrek
neuroprzysadki?’??, postanowitem skupi¢ sie tylko na tym, jak metabolity drobnoustrojéw
jelitowych moga wptywaé na komorki glejowe. Postawitem hipoteze, ze ze wzgledu na
podobienstwa sygnatury molekularnej glejowych pituicytéw z innymi komarkami glejowymi
jest bardzo prawdopodobne, ze glejowe pituicyty rowniez wyrazajg odpowiednie
transportery i receptory, ktére moga wychwytywac lub byc¢ regulowane przez takie
metabolity'?’. Moje wysitki w celu zebrania informacji na temat takich metabolitéw
doprowadzity do artykutu przeglagdowego 1.

W manus krypcie p rzeg qu OWy m Glial cell type Microbial Effect on glial cell
. , . metabolite

pOd kreSI lJ(e m ngOWH e m eta b o | Ity Astrocyte Indole-3- Activate Aryl hydrecarbon receptor and promote anti-
pochodzace z mikrobiomu jelitowego, o propionic | infiammatory activity in vivo

, . . . ;. acid
ktérych wiadomo, ze wptywaja na rozwdj — T e
komodrek glejowych i sg zaangazowane w Cobalamin | Promote cell proliferation n vitro

Thiamine Promote glutamate transporter expression in vitro

patofizjologie  (Tabela 2). Ponadto
skupitem sie na receptorach glejowych i

Polysulfides Induce Ca2+ waves

trans po rterac h/ kté re moga wyczuwa ¢ Oligodendrocyte | Acetate Promote differentiation and maturation in vitro

pobiera¢  metabolity pochodzace z I :
Folate Promote survival and differentiation of embryonic

mikrobiomu (dane nie pokazane tutaj). oligodendrocytes
Nitric oxide Promote arborisation, differentiation and growth ex

. . WVG
POd Czas p Isania teg O manus k ryptu StanO Microglia SCFA-mix Inhibit hyperproliferation, promote immune
Sl@ d | a mn ie ba rdzo jasn el ie Za réwno maturation and structural ramifications in vivo
, . . . . H:S Trigger rise in intracellular CaZ+
komorkl gleJOWe gOSpOdarza’ Ja k ! Enteric glia Miacin Inhibit degeneration in vivo

mikrobiom jelitowy wytwarzajg podobne _
Tabela 2. Podsumowanie badan nad

wplywem  metabolitéw  na  rézne typy
funkcjonalna symbioza oparta na  komorek glejowych.

metabolity. Nie jest jasne, czy istnieje

rownowadze miedzy metabolitami

pochodzacymi z gleju i mikrobiomu'™>. Tak wiec, aby zbadaé role takich zwigzanych z
gospodarzem, potrzebowalibysmy nowych narzedzi transgenicznych i biosensorowych, aby
przeanalizowac role gospodarza w poréwnaniu z metabolitami drobnoustrojow jelitowych
w morfogenezie nerwowo-naczyniowej nerwowo-przysadkowe;.

Streszczenie
Publikacja 1 (* wspdlne pierwsze autorstwo)
Anbalagan S*, Gordon L*, Blechman J, Matsuoka RL, Rajamannar P, Wircer E, Biran J,
Reuveny A, Leshkowitz D, Stainier DYR, Levkowitz G.
Pituicyte Cues Regulate the Development of Permeable Neuro-Vascular Interfaces.
Dev Cell. 2018 Dec 17;47(6):711-726.e5.
IF2018: 9.19; MNISW pt. = 200; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 29

ScharakteryzowaliSmy struktury anatomiczne przepuszczalnych interfejsow nerwowo-
naczyniowych danio pregowanego i zidentyfikowalismy transkryptom glejowych
przysadek mézgowych. Odkrylismy nowe markery glejowe i wydzielane czynniki, ktére
regulujg morfogeneze nerwowo-naczyniowg. WykorzystaliSmy narzedzia transgeniczne i
zbadalismy role genetyki lezgcej u podstaw morfogenezy naczyn. Wyniki tych badan

sugerujg, ze mechanizmy utrzymywania przepuszczalnych naczyn wiosowatych
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neuroprzysadki przypominajg w rozwijajacej sie neuroprzysadce stany patofizjologiczne
w ostrym niedokrwieniu modzgu i nowotworze mozgu. Ustalilismy, ze naczynia
wtosowate nerwowo-przysadkowe danio pregowanego sg idealnym modelem do
badania genetyki przepuszczalnych naczyn wtosowatych mézgu.

Publikacja 2
Blechman J, Anbalagan S, Matthews GG, Levkowitz G.

Genome Editing Reveals Idiosyncrasy of CNGA2 lon Channel-Directed Antibody
Immunoreactivity Toward Oxytocin. Front Cell Dev Biol. 2018 Sep 20;6:117.
IFo018: 5.21; MNISW pt.=70; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 7

Nie wiadomo, czy przeciwciato, ktérego uzywamy do ilosciowego okreslania zawartosci
oksytocyny neuroprzysadkowej, jest specyficzne dla oksytocyny danio pregowanego.
Wygenerowali$my mutanty oksytocyny i zaobserwowalismy utrate barwienia oksytocyng
w mozgu. Ustalilismy, ze przeciwciato, ktérego uzywamy, jest wysoce specyficzne dla
oksytocyny danio pregowanego.

Publikacja 3 (* wspdlne pierwsze autorstwo)
Anbalagan S*, Blechman J*, Gliksberg M, Gordon L, Rotkopf R, Dadosh T, Shimoni E,
Levkowitz G.
Robo?2 regulates synaptic oxytocin content by affecting actin dynamics.
Elife. 2019 Jun 10;8. pii: €45650.
IF2019 7.08; MNISW pt. = 200; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 8

Scharakteryzowalismy  neuropeptyd  synapsy  nerwowo-przysadkowej  danio
pregowanego i mikroskopie superrozdzielczosci aktyny. Podjelismy podejscie oparte na
hipotezach, aby zbada¢ role sygnalizacji Robo2-Slit3 w rozwoju synaps
neuroprzysadkowych. W trakcie tego procesu opracowaliSmy nowatorski protokdt
obrazowania i oznaczania iloSciowego w wysokiej rozdzielczosci do ilosciowego
okresdlania zawartosci neuroprzysadki in vivo. Stwierdzilismy, ze Slit3-Robo2-Cdc42
kontroluje lokalng dynamike aktyny synaptycznej i poziomy neuropeptydow. Ustalilismy,
ze synapsy neuroprzysadkowe danio pregowanego sg idealnym modelem do badania
genetyki rozwojowej morfogenezy synaps..

Publikacja 4 and 5
Nunes AR, Carreira L, Anbalagan S, Blechman J, Levkowitz G, Oliveira RF.
Perceptual mechanisms of social affiliation in zebrafish.
Sci Rep. 2020 Feb 27;10(1):3642.
IF2020:4.38 ; MNISW pt. = 140; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 19

Swaminathan A, Gliksberg M, Wigoda N, Anbalagan S, Levkowitz G

Stress resilience is established during development and is regulated by complement
factors. Cell Rep. 2023

IF2021:9.99 ; MNiSW pt. = 200; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 1

Ukierunkowane narzedzia inzynierii genetycznej, takie jak TALEN lub CRISPR dla danio
pregowanego, moga pomoc w badaniu genetyki rozwojowej przysadki mézgowej. W
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oparciu o istniejgce protokoty ustalitem protokdt TALEN i@ CRISPR w grupie Levkowitz.
Wygenerowatem kilka mutantéw do badania morfogenezy nerwowo-naczyniowej. Ku
naszemu zdziwieniu i ze wzgledu na kompensacje genetyczng, kilka mutantéw, w tym
oxtra-/- i mir218a-1-/-, nie miato fenotypu morfogenezy nerwowo-naczyniowej
nerwowo-przysadkowej. Jednak dr Nunes i dr Swaminathan badali mutanty oxtra i
mir218a-1 i stwierdzili, ze byty one wadliwe odpowiednio w biologicznym wykrywaniu
ruchu i odpornosci na stres. Opracowalismy solidne protokoty do generowania
nokautéw danio pregowanego w celu zbadania roli gendéw kandydujgcych w
morfogenezie nerwowo-naczyniowej nerwowo-przysadkowej.

Publikacja 6 (* wspdlne pierwsze autorstwo; # autor korespondujacy)
Chodkowski M*, Zielezinski A, Anbalagan S*#
A ligand-receptor interactome atlas of the zebrafish. iScience. 2023
IF2022:5.8; MNIiSW pt. = 20; #Cytowanie (WoS - 06.2023) =0

Wdrozenie zasady 3R w badaniach na zwierzetach w celu zbadania genetyki
molekularnej neuroprzysadki danio pregowanego wymaga nowych narzedzi. Takie
narzedzia pomogg w ustalaniu  priorytetdw  kandydatéw na geny z
wysokoprzepustowych danych omicznych. Brakowato nam jednak takich narzedzi dla
danio pregowanego. W szczegdlnosci brakowato nam narzedzi do uszeregowania par
ligand-receptor miedzy typami komdrek HNS, ktére mogtyby byé potencjalnie
zaangazowane w neuroprzysadkowy interfejs nerwowo-naczyniowy. Wykorzystujgc
przewidywania lokalizacji biatek, reczng kuracje, baze danych interakcji danio
pregowanego i ludzkich biatek, stworzyliSmy interakcje ligand-receptor danio
pregowanego. Opracowali$my nowatorskie skrypty oparte na R, ktére pozwalajg
uzytkownikom zidentyfikowac interaktom ligand-receptor danio pregowanego. Stosujac
nasze skrypty do istniejacych zestawdw danych transkryptomu neuronu oksytocyny i
glejowego pituicytu, zidentyfikowali§my nowe i wczesniej zweryfikowane pary ligand-
receptor. StworzyliSmy nowe oprogramowanie specyficzne dla danio pregowanego do
generowania nokautéw danio pregowanego w celu zbadania roli gendéw
kandydujgcych  w  morfogenezie nerwowo-naczyniowej nerwowo-przysadkowe;.
Udostepnilismy nasze zasoby jako oprogramowanie typu open source dla spotecznosci
badawczej danio pregowanego.

Artykut przegladowy 1 (# Autor korespondujacy)
Anbalagan S*.
Endocrine crosstalk between the gut microbiome and glial cells in development and
disease. J. Neuroendocrinology. 2021 May;33(5):e12924.
IF2020:3.63; MNISW pt. = 100; #Cytowanie (WoS - 06.2023) = 1

Oprécz czynnikdw genetycznych gospodarza, na rozwdj tkanki mdézgowej moga
wptywaé czynniki inne niz gospodarz, niegenetyczne, takie jak metabolity
drobnoustrojéw jelitowych. W tym przegladzie podsumowatem role gtéwnych
metabolitow drobnoustrojéw, ktére moga regulowac rozwdj i funkcje komorek
glejowych. Nowe narzedzia genetyczne, czujniki i wykorzystanie zwierzecych
organizmoéw modelowych, takich jak optycznie przezroczysty danio pregowany, beda
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potrzebne do przeanalizowania funkcjonalnej symbiozy miedzy metabolitami
pochodzacymi z gleju i mikrobiomu.

Podsumowujgc, odkrycia pokazujg, w jaki sposéb przysadka nerwowa danio
pregowanego moze byc¢ idealng tkanka modelowg do badan genetyki rozwojowej. A
genetyka przysadki mozgowej danio pregowanego moze ujawni¢ ogdlne zasady
synaptogenezy i przepuszczalnej morfogenezy naczyn. Narzedzia inzynierii genetycznej
mozna zastosowa¢ do badania nowych par ligand-receptor zidentyfikowanych za pomoca
naszych narzedzi in silico. Dzieki postepowi w zakresie narzedzi powinnismy by¢ w stanie
zbadad nie-gospodarza, czynniki niegenetyczne, ktére moga regulowac rozwdj przysadki
maozgowe;.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnos$cig naukowag realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej, w szczegdlnosci
zagranicznej
5.1. Wyniki badan pochodzace z moich studiéw doktoranckich na Uniwersytecie
Milano-Bicocca we Wtoszech

W ramach studiéow doktoranckich dotaczytem do grupy prof. Marii Pia Longhese i
studiowatam genetyke biologii telomerdéw z wykorzystaniem paczkujgcych drozdzy jako
organizmu modelowego. W szczegdlnosci badatem role biatek telomerowych w ochronie
telomerowego DNA. Stwierdzilismy, ze biatka telomerowe Rap1, Rif2 i Yku specyficznie
hamuja degradacje egzonukleolityczng'*. Podczas tej pracy nieoczekiwanie stwierdzitem,
ze brak Rif1, ale nie Rif2, wykazywat syntetyczng interakcje genetyczng z kompleksem
czapeczek CST. Byto to zaskakujgce, poniewaz taka syntetyczna interakcja genetyczna nie
zostata zgtoszona w wysokoprzepustowym badaniu genetycznym przeprowadzonym w
nizszej temperaturze'*’. W ten sposdb zidentyfikowalismy, ze dwa kompleksy telomerowe,
podobne do schronienia i CST, majg funkcjonalne powigzanie w ochronie telomerdéw
(Anbalaganiin., 2011)"8. Nasze wyniki zostaty odtworzone przez grupe dr Laury Maringele
(Uniwersytet w Newcastle, Wielka Brytania) przy uzyciu technik alternatywnych'’. Wspélnie
zidentyfikowalismy wszystkie kluczowe telomerowe biatka drozdzy, ktdre sg niezbedne do
ochrony telomerowego DNA™?.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

6.1. Zajecia dydaktyczne
Na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza opracowatem i wygtositem kilka
ponizszych wyktadéw (Jezyk angielski):

W ramach zaje¢ obowigzkowych dla studentéow studiéw magisterskich na kierunku
Biotechnologia:
e Modele zwierzece w chorobach ludzi
o Genetyczne strategie generowania modeli zwierzecych
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o Zwierzece modele zaburzen neurorozwojowych i neurodegeneracyjnych
o Badania przesiewowe i opracowywanie lekdéw na modelach zwierzecych
¢ Komunikacja naukowa
o Prezentacja danych badawczych na konferencjach
o Napisanie opinii na temat badan dla oséb niebedacych specjalistami
o Promowanie wynikow badan  naukowych za pomocg medidéw
spotecznosciowych

W ramach zajec¢ fakultatywnych dla studentéw studiow licencjackich na kierunku life
science:
e AMU-PIE - Od czasteczek do komorek:
o Komunikacja miedzykomdrkowa za posrednictwem ligandu i receptora
o Danio pregowany modelowy organizm kregowca w rozwoju i chorobie

Ankieta wsrdd ucznidw brzmiata: "nigdy wczesniej nie spotkalismy nauczyciela z taka pasja”.
Prowadzenie zaje¢ pozwolito mi spotkad sie ze studentami, ktdrzy chcieli porozmawiaé o
swoich planach zawodowych i wyzwaniach zwigzanych z nauka.

6.2. Opieka nad studentami

Opieka naukowa nad trzema magistrantami UAM (2021- ):
1. Agata Gonicka (2023).
2. Mitosz Chodkowski (2023). Wspdlna prace z dr Andrzejem Zielezinskim z Wydziatu
Biologii UAM, zaowocowata Publikacja 6.
3. Justyna Fratczak (2024%*).

Opieka nad studentami prac licencjackich nad projektem eksperymentalnym na UAM:
1. David Kaszuba (2022).
2. Paula Oklinska (2023).

Opieka naukowa nad doktorantami i postdocami:
1. Naveen Nedunchezhian (2022 - ) w ramach grantu NCN SONATA BIS.
2. drHasan Ali (2022 - ) w ramach grantu NCN SONTA.

Opieka naukowa laboranta w UAM:
1. Emilia Wysocka (2021-2023).

Opieka naukowa nad studentami w trakcie studiow podoktoranckich:
1. Sarah Lacombe (2013). Instytut Nauki Weizmanna - stazysta.
2. Sriram, (2015). Instytut Nauki Weizmanna - Student rotacji pracy magisterskiej.
3. Preethi Rajamannar (2017). Instytut Nauki Weizmanna - praca magisterska.

Udziat w Radzie Doktorskiej:
1. Czionek komisji doktorskiej Ruchi Jain z Laboratorium Neurodegenerag;ji

Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie.

33



Postepowanie habilitacyjne - dr Savani Anbalagan Zatacznik 2 - Autoreferat

Osiggniecia naukowe studentow:

1. Pani Emilia Wysocka przedstawita prezentacje ustng w polskim stowarzyszeniu danio
pregowanego | Konferencji Studenckiej ,Danio pregowany jako model zwierzecy”
(2022).

2. Pani Agata Gonicka odbyta letni staz w Junker Group, Max Delbrick Center for
Molecular Medicine, Berlin, Niemcy.

3. Pan Naveen Nedunchezhian przedstawit prezentacje ustng na forum Szkoty
Doktorskiej UAM (2023).

4. Pani Preethi Rajamannar kontynuowata studia doktoranckie w laboratorium
Levkowitza w Instytucie Nauki Weizmanna w lzraelu.

5. Pan Sriram kontynuowat studia doktoranckie w USA.

Inne osiggniecia studentéw i pracownikow laboratorium:
1. Promocja badan danio pregowanego w mediach spotecznosciowych przez Panig

Emilie Wysocka:
https://www.tiktok.com/@uam poznan/video/7194769567787371782

6.3. Dziatalno$é¢ organizacyjna
W ramach Instytutu cykl seminariow KNOW RNA oraz cykl wyktadow zapraszanych przez ID-
UB, zaprositem i goscitem nizej wymienionych prelegentéw. Moje role obejmowaty
zapraszanie prelegentéw, komunikowanie sie z pracownikami Instytutu w celu
reklamowania i promowania wyktadu za posrednictwem poczty elektronicznej i mediow
spotecznosciowych (Twitter). Komunikowatem sie rowniez z kolegami, aby zapewnic
mozliwos¢ spotkania z prelegentem podczas ich wizyty.
2021:
1. dr Nikolas Nikolaou (Uniwersytet w Bath, Wielka Brytania), Motor connectivity
requires local transcriptome modulation by cytoplasmic pool of U1 spliceosome
protein SNRNP70. (Seminarium internetowe).

2022:

1. prof. Didiera Stainiera (Instytut Badan Serca i Ptuc im. Maxa Plancka, Niemcy),
Lessons from Zebrafish: Transcriptional adaptation - a mechanism underlying
genetic robustness.

2. prof. Aleksandra Schiera (Uniwersytet w Bazylei, Szwajcaria), Cellular Biographies:
insights from zebrafish. (Seminarium internetowe).

3. prof. Lalita Ramakrishnan (Uniwersytet Cambridge, Wielka Brytania), Mechanisms
underlying tuberculosis resistance and nerve-damage in leprosy. (Seminarium
internetowe).

4. dr Urszula McClurg (Uniwersytet w Liverpoolu, Wielka Brytania), Meiosis, mitosis and
'the in between’ - what happens when gene expression regulation goes wrong.
(Seminarium internetowe).
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2023:

dr Amrutha Swaminathan (Instytut Nauki Weizmanna, Izrael), What makes some
individuals fitter than others: The developmental underpinnings of stress resilience.
(Seminarium internetowe).

dr Macieja Ciesla (Miedzynarodowy Instytut Mechanizmoéw i Maszyn Molekularnych
PAN - IMoL, Warszawa), At a flick of a switch: alternative splicing in stem cells.

prof. em. Gareth Leng (Uniwersytet w Edynburgu, Szkocja), Facts and Myths: travels
in Neuroendocrinology. (Seminarium internetowe).

prof. Marta B Wisniewska (Centrum Nowych Technologii - CeNT, Uniwersytet
Warszawski), Diabetes associated gene TCF7L2 links brain energy metabolism with
social deficits.

dr. Priti Agarwal (Uniwersytet w Tel Awiwie, Izrael), Pulling or Pushing? Revisiting the
mechanics of C. elegans gonad morphogenesis. (Seminarium internetowe).

prof. Piotr Garstecki (Scope Fluidics, Warszawa), Scope Fluidics: From an Idea to a
Product for Medical Diagnostics.

dr. Aleksandra Kotodziejczyk (Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i
Komérkowej w Warszawie) - Host-microbiota interactions in health and disease.

dr. Ewa Chrostek (Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, Polska) - Uncovering the
mechanisms of action of an antiviral bacterium. (Seminarium internetowe).

6.4. Popularyzacja nauki

W zwigzku z planowanymi ostatnio zmianami w przepisach dotyczacych
wykorzystywania zwierzat do badan i badan nad bezpieczenstwem lekéw, napisatem
artykut o znaczeniu i potrzebie modeli zwierzecych. Artykut jest dostepny jako
preprint.
o Anbalagan, S. OSF Preprints 2023, July 17. 'Blind men and an elephant’, the
need for animals in research and drug safety studies in developing countries.
https://doi.org/10.31219/osf.io/dwsvt

W ramach dziatarn promocyjnych Instytutu Nauki Weizmanna bytem wspdtautorem

artykutéw wyjasniajgcych opinii publicznej nasze manuskrypty.
o 2019 Where the Blood-Brain Barrier Breaks Down, Weizmann Wonder

Wander.
https://wis-wander.weizmann.ac.il/life-sciences/where-blood-brain-barrier-

breaks-down
o 2019 Loaded with Love - and Other Signals, Weizmann Wonder Wander.
https://wis-wander.weizmann.ac.il/life-sciences/loaded-love-%E2%80%93-

and-other-signals

W ramach wolontariatu dla spotecznosci badawczej danio pregowanego i dla ogdtu
spoteczenstwa, aby by¢ na biezagco z badaniami nad danio pregowanym,
stworzytem konta botéw w mediach spotecznosciowych, ktére regularnie tweetujag
najnowsze preprinty, artykuty na temat artykutéw zwigzanych z biologig rozwoju
danio pregowanego i oferty pracy zwigzane z danio pregowanym. Udostepnitem na
GitHubie liste botéow i sposoéb ich tworzenia.
https://github.com/savanbalagan/zebrafishpapers
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7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac
inne informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery
zawodowej

Trwajace badania finansowane z grantéw NCN:
Rola Sfrp5 w morfogenezie aksonalnej neuroprzysadki:

W naszym glejowym transkryptomie pituicytu zaobserwowalismy wzbogacong ekspresje
sfrp5, ktéra koduje regulator sygnalizacji Wnt'™'. Pomimo znaczenia sygnalizacji Wnt i
regulatoréw Wnt w rozwoju przysadki mézgowej i innych narzadéw okotokomorowych, rola
Sfrp5 w rozwoju neuroprzysadki nie zostata do tej pory opisana?***’!. Aby konkretnie
przetestowaé, w jaki sposdb Sfrp5 moze regulowaé morfogeneze aksonalng
neuroprzysadki, bedziemy przeprowadzac eksperymenty genetycznego zwiekszania i utraty
funkcji u danio pregowanego. Badania sg finansowane z grantu NCN SONATA BIS. W
ramach tego projektu wspdtpracujemy rowniez z prof. Gilbertem Weidingerem z
Uniwersytetu w Ulm w Niemczech.

Rola Slit3/mir218 w morfogenezie aksonalnej neuroprzysadki:

Badajac role Robo? i Slit3 w morfogenezie neuroprzysadki, dokonatem nieoczekiwanej
obserwacji, ze w przeciwienstwie do morfolino ukierunkowanego na kodon start, morfolino
ukierunkowane na miejsce sktadania slit3 spowodowato silny fenotyp. Zauwazytem, ze
mir218 osadzony w intronie slit3 jest potencjalng przyczyng tego fenotypu i obecnie
badamy to bardziej szczegdtowo. Badania sg finansowane w ramach grantu NCN SONATA.
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