Wszechswiat, t. 117, nr 4-6/2016 ARTYKULY

8. Brudzynski, S.M. Chiu, E.M. (1995). Behavioural responses of laboratory rats to playback of 22 kHz ultrasonic calls.
Physiology & Behavior, 57: 1039—4104.

9. Brudzynski, S.M. Fletcher N.H. (2010). Rat ultrasonic vocalization: short-range communication. Chapter 3.3., In:
Handbook of Mammalian Vocalization. An Integrative Neuroscience Approach. Brudzynski, S.M. (ed.)Elsevier/
Academic Press, Amsterdam, 2010, pp. 69-76.

10. Brudzynski, S.M. Holland, G. (2005). Acoustic characteristics of air puff-induced 22-kHz alarm calls in direct re-
cordings. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 29:1169—1180.

11. Brudzynski, S.M., Kehoe, P., Callahan, M. (1998). Sonographic structure of isolation-induced ultrasonic calls of rat
pups. Developmental Psychobiology, 34: 195-204.

12. Brunelli, S.A., Shair, H.N., Hofer, M.A. (1994). Hypothermic vocalizations of rat pups (Rattus norvegicus) elicit and
direct maternal search behavior. Journal of Comparative Psychology, 108: 298-303.

13. Burgdorf, J., Kroes, R.A., Moskal, J.R., Pfaus, J.G., Brudzynski, S.M., Panksepp, J. (2008). Ultrasonic vocalizations
of rats (Rattus norvegicus) during mating, play, and aggression: Behavioral concomitants, relationship to reward, and
self-administration of playback. Journal of Comparative Psychology, 122: 357-367.

14. Burgdorf, J, Moskal, J. (2010). Frequency modulated 50 kHz ultrasonic vocalizations reflect a positive emotional
state in the rat: neural substrates and therapeutic implications. In: Handbook of Mammalian Vocalization. An Inte-
grative Neuroscience Approach. Brudzynski, S.M. (ed.) Elsevier/ Academic Press, Amsterdam, 2010, pp. 209-214.

15. Endres, T., Widmann, K., Fendt, M. (2007). Are rats predisposed to learn 22 kHz calls as danger-predicting signals?
Behavioural Brain Research, 185(2):69—75.

16. Knutson, B., Burgdorf, J., Panksepp, J. (1998). Anticipation of play elicits high-frequency ultrasonic vocalizations
in young rats. Journal of Comparative Psychology, 112: 65-73.

17. Litvin, Y., Blanchard, C.D., Blanchard, R.J. (2007). Rat 22 kHz ultrasonic vocalizations as alarm cries. Behavioural
Brain Research, 182: 166—172.

18. Naito, H., Tonoue, T. (1987). Sex difference in ultrasound distress call by rat pups. Behavioural Brain Research, 25: 13-21.

19. Panksepp, J., Burgdorf, J. (2003). “Laughing” rats and the evolutionary antecedents of human joy? Physiology &
Behavior, 79: 533-547.

20. Riede, T. (2011). Subglottal pressure, tracheal airflow, and intrinsic laryngeal muscle activity during rat ultrasound
vocalization. Journal of Neurophysiology, 106(5):2580-92.

21. Seffer, D., Rippberger, H., Schwarting, R.K., Wohr, M. (2015). Pro-social 50-kHz ultrasonic communication in rats:
post-weaning but not post-adolescent social isolation leads to social impairments-phenotypic rescue by re-socializa-
tion. Frontiers of Behavioral Neuroscience, 9:102 (e-publication).

22. Wohr, M., Houx, B., Schwarting, R.K., Spruijt, B. (2008). Effects of experience and context on 50-kHz vocalizations
in rats. Physiology & Behavior, 93(4-5):766-776.

I Prof. dr hab. Stefan M. Brudzynski, neurofizjolog, neurobiolog i biopsycholog, jest profesorem w Zaktadzie Psychologii i w Zaktadzie Nauk

Biologicznych w Brock University, St. Catharines, Ontario, L2S 3A1 Canada, a takze cztonkiem i bytym dyrektorem Instytutu Neuroscience
w tym uniwersytecie. Email: sbrudzyn@brocku.ca

ZWIERZETA TRANSGENICZNE I ICH ZASTOSOWANIE
W BADANIU CHOROBY PARKINSONA

Barbara Kosmowska (Krakow)

Streszczenie

Choroba Parkinsona (PD) to obecnie jedna z najczgsciej wystepujacych chorob neurodegeneracyjnych, do-
tykajaca osoby starsze miedzy 55 a 70 rokiem zycia. Do wystapienia objawoéw choroby dochodzi na skutek
postepujacej degeneracji neuronow dopaminergicznych czgsci zbitej istoty czarnej, a co za tym idzie, silnego
spadku poziomu dopaminy (DA) w prazkowiu, gdzie dochodza zakonczenia szlaku czarno-prazkowiowego.
Badania majace na celu poznanie patomechanizmu choroby i opracowanie skuteczniejszej terapii PD przepro-
wadza si¢ przy uzyciu modeli zwierzecych. Do modelowania PD powszechnie wykorzystuje si¢ neurotoksyny
(np. 6-OHDA czy MPTP), zdolne do selektywnego uszkadzania neuronéw DA. Coraz czg$ciej uzywa si¢ row-
niez modeli genetycznych, czyli zwierzat transgenicznych, ktérych materiat genetyczny zostat odpowiednio
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zmodyfikowany. Zwierzeta te otrzymuje si¢ przy pomocy réznych metod, takich jak: mikroiniekcja DNA do
przedjadrza zygoty, modyfikacja pierwotnych komorek zarodkowych, klonowanie somatyczne czy infekcja
wirusowa, a wybor techniki zalezy przede wszystkim od oczekiwanego rodzaju modyfikacji. Transgeniczne
modele PD odnosza si¢ przede wszystkim do genetycznych (rodzinnych) form choroby, ktére dotycza ok. 10%
przypadkow, a podstawa do opracowania linii transgenicznych byly zaobserwowane u pacjentow specyficz-
ne mutacje w obrgbie roznych genow, m.in. genu kodujacego biatko a-synukleine oraz biatko parking, genu
LRKK?2 czy PINK1. Mimo ze do tej pory modele te nie przyczynity si¢ znaczaco do opracowania skutecznej
terapii PD, wydaja si¢ by¢ niezwykle interesujace i obiecujace. By¢ moze dzigki dalszej optymalizacji, pew-
nego dnia pozwola odkry¢ lek, umozliwiajacy zahamowanie lub chociazby spowolnienie rozwoju choroby.

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is one of the most common neurodegenerative diseases which affects elderly
people mainly between the ages of 55 and 70. The main cause of the disease’s symptoms is a progressive
degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra (pars compacta) and, in consequence, a strong
decrease of dopamine level in the striatum where the terminals of the nigrostriatal fibers are located. Most stud-
ies aimed at understanding the pathomechanism of the disease and developing an effective therapy are carried
out using different animal models. Neurotoxins (e.g. 6-OHDA and MPTP) which are widely used to model
PD are capable of selective death of dopaminergic neurons. Nowadays, the genetic models are used more and
more frequently as an alternative to classic neurotoxin models. Genetic models are transgenic animals whose
genetic material has been modified. They are obtained using different methods, such as: microinjection of DNA
into the pronucleus of the zygote, modification of embryonic stem cells, somatic cloning or viral infection. The
choice of the technology primarily depends on a nature of the expected modification. The transgenic models of
PD are mainly related to a genetic (familiar) form of the disease, which concerns approximately 10% of cases.
The starting point to produce the transgenic lines are specific mutations (in various genes, such as: a-synuclein,
parkin, LRKK?2, PINK1) occurring in patients. The genetic models have not significantly contributed to the de-
velopment of an effective therapy for PD so far. Even though, they seem to be very interesting and promising.
Perhaps in the near future, through further optimization, they will allow scientists to discover a drug enabling
suppression or at least slowing of the disease.

Choroba Parkinsona (ang. Parkinson's Disease, PD)
to obecnie jedna z najczesciej wystepujacych chordob
neurodegeneracyjnych, czyli takich, w ktorych prze-
biegu dochodzi do postepujacego procesu zwyrodnie-
nia komoérek nerwowych. PD w 70% przypadkow roz-
poczyna si¢ miedzy 55. a 70. rokiem zycia i wystgpuje
z podobng czgsto$cia u mezezyzn i kobiet. Im wyzsza
grupa wiekowa, tym objawy pojawiaja si¢ czesciej.
Z powodu ogodlnego wydtuzania si¢ dtugosci zycia lu-
dzi na catym $wiecie, przewiduje si¢, ze liczba przy-
padkéw choroby bedzie dalej rosta. PD moze rowniez
wystapi¢ u oséb mitodszych — u 5-10% pacjentdw
pierwsze objawy obserwuje si¢ jeszcze przed 40. rokiem
zycia. Przypuszcza si¢, ze w Polsce ok. 80 tys. 0sob
cierpi na PD, nie przeprowadzono jednak doktadnych
analiz epidemiologicznych. Nazwa choroby pochodzi
od nazwiska londynskiego lekarza Jamesa Parkinsona,
ktory w 1817 roku jako pierwszy rozpoznat i opisat ob-
jawy tego schorzenia. U osoby dotknigtej PD dochodzi
do charakterystycznych zmian neurodegeneracyjnych,
zwlaszcza w czgsci zbitej istoty czarnej (SN¢). Neurony

SNc wytwarzaja neuroprzekaznik dopaming (DA),
ktora transportowana jest aksonami do prazkowia (tzw.
szlak czarno-prazkowiowy) 1 tam uwalniana z zakon-
czen nerwowych, dlatego tez konsekwencja zaniku
tych neuronow jest silny spadek poziomu DA zaréwno
w SNc, jak i w prazkowiu (nawet do 90%). Postepuja-
ca utrata unerwienia dopaminergicznego prowadzi do
wystgpienia charakterystycznych objawdw ruchowych
choroby, takich jak spowolnienie ruchowe, drzenie
spoczynkowe, sztywnos¢ migsniowa czy zaburzenia
postawy [8]. W obrazie histopatologicznym obser-
wuje sie obecnos¢ cytoplazmatycznych wtretdw we-
wnatrzkomoérkowych, tzw. ciat Lewy’ego (LBs), kto-
rych gtéwnym sktadnikiem jest biatko a-synukleina
[14—-15]. Mimo Ze przyczyna rozwoju choroby do dzi$
nie zostata w pelni poznana, obecny stan wiedzy wska-
zuje, ze rozwoj PD warunkowany jest zardwno przez
czynniki genetyczne, jak i srodowiskowe.

Do tej pory nie opracowano skutecznej terapii far-
makologicznej, ktora umozliwiataby catkowite zaha-
mowanie lub spowolnienie dalszego rozwoju choroby.




Wszechswiat, t. 117, nr 4-6/2016

ARTYKULY

W zwiazku z tym stosuje si¢ leczenie objawowe,
obejmujace podawanie lekéw (najczesciej L-DOPA
lub zwiazkow o charakterze agonistow receptorow
DA) rekompensujacych deficyty DA w modzgu cho-
rego. W sytuacji, kiedy leczenie farmakologiczne
okazuje si¢ niewystarczajace, wykonuje si¢ rowniez
zabiegi chirurgiczne, takie jak stereotaktyczne uszko-
dzenie okreslonych struktur jader podkorowych lub
gleboka stymulacja mozgu poprzez implantacj¢ urza-
dzenia zwanego rozrusznikiem moézgu [8]. Zabiegi
te niweluja wiekszo$¢ objawow ruchowych choroby,
cho¢ po dluzszym stosowaniu pojawiaja si¢ objawy
uboczne.

Warto zauwazy¢, ze postep w poszukiwaniu sku-
tecznych metod leczenia PD jest w duzym stopniu
ograniczony przez brak modelu badawczego, ktory
dobrze odzwierciedlalby zar6wno postepujaca w moz-
gu neurodegeneracje, jak i zaburzenia behawioralne
charakterystyczne dla PD. Wigkszo$¢ badan opie-
ra si¢ na modelach zwierzgcych, u ktorych objawy
chorobowe wywotuje si¢ poprzez podanie wybranej
neurotoksyny domoézgowo (np. 6-OHDA u szczu-
ré6w) do SNc lub innych struktur na przebiegu szlaku
czarno-pragzkowiowego lub obwodowo (np. MPTP
u myszy oraz matp). Chociaz neurotoksyczne modele
wydajg si¢ by¢ najlepsze, jesli chodzi o badanie de-
generacji szlaku czarno-prazkowiowego, to zmiany
obserwowane w obrgbie mozgu czesciowo roznig si¢
od tych wystepujacych u pacjentow. W wyniku poda-
nia neurotoksyny dochodzi do bardzo szybkich zmian
neurodegeneracyjnych (kilka dni), podczas gdy u lu-
dzi choroba rozwija si¢ latami. Co wigcej, uszkodze-
nie obejmuje przede wszystkim, jesli nie wylacznie,
neurony DA. Natomiast u pacjentow, chociaz gtowna
role w patogenezie PD rzeczywiscie przypisuje si¢
zaburzeniom w ukladzie dopaminergicznym, zwy-
rodnienia neuronalne obejmujg rowniez widkna cho-
linergiczne, noradrenergiczne oraz serotoninergiczne.
Ponadto u zwierzat traktowanych r6znymi neurotok-
synami w wigkszos$ci przypadkow nie obserwuje si¢
charakterystycznych LBs, a wystgpujace u nich za-
burzenia behawioralne nie zawsze sa typowe. Mimo
ze modele neurotoksyczne niewatpliwie pozwolity
na uzyskanie szeregu cennych informacji na temat
potencjalnych terapii PD, nie odzwierciedlajg one
pelego spektrum zmian neuropatologicznych i be-
hawioralnych towarzyszacych tej chorobie [15].

Wigkszos¢ przypadkow PD to tzw. forma samo-
istna (idiopatyczna), a ok. 10% stanowia formy ro-
dzinne, uwarunkowane genetycznie, wsrdd ktorych
wyroznia si¢:

* milodziencza PD — dotyka osoby ponizej 20. roku
zycia,

*  PD o wczesnym poczatku — dotyczy 0sob poni-
zej 40. roku zycia,

*  PD o pdéznym poczatku — pojawiajaca si¢ u 0sob
powyzej 70. roku zycia.

Na podstawie badan bliznigt oraz rodzin, w kto-
rych na PD cierpiato kilka osob, zidentyfikowano
wiele gendw zwigzanych z wystgpowaniem choroby,
ale wykazano, ze tylko mutacje 5 glownych genow
stanowia czynnik sprawczy rodzinnych postaci PD.
Sg to mutacje dziedziczone w sposob autosomalny
recesywny badz dominujacy. Do tych pierwszych na-
lezg mutacje w genie kodujacym parkine, biatko DJ-1
oraz PINK1, za$§ do tych drugich — mutacje w genie
kodujacym a-synukleing czy LRKK2. Identyfikacja
zwigzanych z rozwojem PD genow oraz zachodza-
cych w nich mutacji pozwolita na opracowanie mo-
deli genetycznych (czyli zwierzat transgenicznych),
jako alternatywy dla klasycznych modeli neurotok-
sycznych [3].

Co to sg zwierzeta transgeniczne?

Zwierzeta transgeniczne to takie, ktorych materiat
genetyczny zostat odpowiednio zmodyfikowany przy
uzyciu technik inzynierii genetycznej w celu uzyska-
nia odpowiedniego efektu fenotypowego. Zwierze-
ta te wykorzystuje si¢ m.in. do modelowania wielu
ludzkich chordb, takich jak cukrzyca, choroby serca,
choroba Alzheimera czy Parkinsona, a takze do ba-
dania otylosci, zaburzen lgkowych czy naduzywania
substancji psychoaktywnych. Dzigki, temu, Ze mode-
le te pozwalaja na badanie proceséw chorobowych in
vivo, odgrywaja niezwykle wazng role w poszukiwa-
niu i opracowywaniu nowych lekow.

Modyfikacje prowadzace do uzyskania zwierzat
transgenicznych moga polega¢ zarowno na integracji
obcego fragmentu DNA do genomu zwierzgcia, jak
i na manipulacjach w obrebie endogennego materia-
hu genetycznego [13]. Wyrodznia si¢ trzy podstawowe
strategie otrzymywania zwierzg transgenicznych:

(1) wprowadzenie do genomu zwierzgcia obcego
DNA i przypadkowa integracja tego transgenu w ge-
nomie,

(2) inaktywacja na poziomie DNA okreslone-
go genu, co prowadzi do uzyskania zwierzat typu
,.knock-out”, oraz

(3) celowe wprowadzenie transgenu w wybra-
ne locus, prowadzace do otrzymania zwierzat typu
»knock-in” [1]. Oprécz wymienionych, istniejg row-
niez inne, nieco bardziej wyrafinowane metody, m.in.
takie jak produkcja zwierzat typu ,.knock-down” cha-
rakteryzujacych si¢ obnizong ekspresja danego genu.
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Klasyczne metody otrzymywania zwierzat trans-
genicznych

Istnieja cztery glowne metody otrzymywania
zwierzat transgenicznych. Jedng z najczesciej stoso-
wanych, gtdéwnie ze wzgledu na swoja niezawodnos¢,
jest metoda mikroiniekcji DNA do przedjadrza za-
ptodnionej komorki jajowej (Ryc. 1B), wykorzysty-
wana przede wszystkim wtedy, gdy celem jest uzy-
skanie ekspresji nowo wprowadzonej do genomu
informacji genetycznej [12]. W metodzie tej odpo-
wiednio przygotowany konstrukt DNA, sktadajacy
si¢ z transgenu wraz z sekwencjami pomocniczymi,
wprowadzony zostaje do przedjadrza megskiego. Na-
strzykniete zygoty sg nastepnie hodowane w warun-
kach in vitro az do momentu osiggni¢cia stadium
dwukomérkowego, a otrzymane w ten sposob zarod-
ki wszczepia si¢ do jajowodow matek zastepczych.
Po okresie cigzy rodza si¢ mtode oseski, ktore testuje
si¢ na obecnos¢ transgenu.

Kolejng metoda otrzymywania organizmdéw trans-
genicznych jest modyfikacja pierwotnych komoérek
zarodkowych (ang. embryo stem cells, ESc), kto-
ra pozwala na wprowadzenie precyzyjnych zmian
w Scisle okreslonych pozycjach nici DNA (Ryc. 1A).
ESc pobiera si¢ z zarodka w stadium blastocysty,
dzigki czemu otrzymuje si¢ komorki niezréznico-
wane 1 totipotencjalne, czyli takie, ktore sg zdolne
do odr6znicowania w dowolny typ komorek soma-

Wszechswiat, t. 117, nr 4-6/2016

biochemicznych (np. z wykorzystaniem liposomow).
Komoérki wybrane na drodze selekcji namnaza si¢
w warunkach in vitro, a uzyskang w ten sposob lini¢
komorkowa wprowadza si¢ ponownie do blastocysty,
w ktorej zmodyfikowane ESc tacza si¢ z niezmody-
fikowanymi komoérkami zarodka tworzac jeden orga-
nizm. Otrzymane embriony transferuje si¢ do jajowo-
dow samic, a po okresie cigzy oseski testuje si¢ na
obecnos$¢ transgenu. Aby uzyska¢ pozadane miejsce
integracji, wprowadzany fragment DNA zawiera se-
kwencje homologiczne do modyfikowanego genu, co
pozwala na wystgpienie zjawiska rekombinacji ho-
mologicznej, a w efekcie na duzo bardziej precyzyj-
ng modyfikacj¢ docelowego genu niz ma to miejsce
w przypadku mikroiniekcji DNA.

Komorki o podobnych do ESc wiasciwosciach
uzyska¢ mozna rowniez w warunkach in vitro z ko-
morek somatycznych dorostego osobnika poprzez
wymuszenie ekspresji odpowiednich genow. W ten
sposob otrzymuje si¢ indukowane pluripotencjalne
komorki macierzyste, ktore zdolne sg do réznicowa-
nia w dowolny typ komorek, z wyjatkiem komorek
rozrodczych. Komorki te mozna poddawac¢ analo-
gicznym do ESc modyfikacjom genetycznym, a na-
stepnie wprowadza¢ do blastocysty i wszczepia¢ do
jajowodu matki zastgpczej. Metoda ta pozwala wy-
eliminowa¢ koniecznos¢ ,,produkowania” zarodkdéw
in vivo, a w zwiazku z tym unikna¢ wielu problemow
natury etycznej.

..-t Blastocysta
Transfekcja DNA Iniekecja
wselekepnow anyel
EScdo I:hmﬂm
Selskecja kombrek ESe rawisrajgea transgen
—_— wrkarujaeveh ———— /s
Hodowla ESc }
s e e \ r'
Implastacia do
B Jajoncodéw =
Sammcy

Pncdﬂd?tx

Tramsgen (umseszcoony w wekiorze) \

/ Matka n:t{pm

Pmdhdm-:"”.

Zaplodniona
komdrka jajowa

Ryc. 1. Otrzymywanie linii zwierzat transgenicznych metodami: (A) modyfikacji pierwotnych komorek zarodkowych lub (B) mikroiniekcji DNA do

przedjadrza zygoty. Zrodto: opracowanie whasne.

tycznych [7]. ESc hodowane w warunkach in vitro
poddaje si¢ transfekcji, ktéra polega na wprowadze-
niu do komorek odpowiednio przygotowanego kon-
struktu DNA (zawierajacego transgen) przy pomo-
cy metod fizycznych (gtownie elektroporacja) badz

Metod¢ modyfikacji ESc stosuje si¢ obecnie tylko
w przypadku myszy, natomiast dla pozostatych ga-
tunkow istnieje rOwniez inna droga transgenizacji.
Wykorzystuje ona technike klonowania somatycz-
nego, zwanego rowniez somatycznym transferem
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jadrowym (Ryc. 2). Pierwszym zwierzeciem, ktore
otrzymano metodg klonowania somatycznego, byla
owca Dolly. W pierwszej kolejno$ci pobierane sg ko-

Transfekeja DINA

Selekeja komérek Weryfikacia
- —p  IETCh oy ieisca iegracii
R i “m d"&"“ﬂ
Plodowe rmsgenn

fibroblasty

O-0-07

Dnjrul} EnuKkleacja Enukleowany

oocyt

retrowirusow), a takze adenowirusy oraz wirusy
towarzyszace adenowirusom (ang. adeno-associated
viruses, AAV) [2].

Transfer
TAnSEETECIneg0
Bwoblasm w

ckobice socyto Blastocysta

FUZJA

elelaryerny

Matka zastepcza

Ryc. 2. Transgenizacja metoda klonowania somatycznego. Zrédto: opracowanie whasne.

morki somatyczne (np. fibroblasty ptodowe), ktore
poddaje si¢ transfekcji w warunkach in vitro przy po-
mocy odpowiedniego wektora (np. wirusowego) nio-
sacego transgen. Przetransferowane komorki podda-
je sie selekcji na obecnos¢ i stabilnos¢ wbudowania
transgenu, a wyselekcjonowane komorki umieszcza
si¢ w poblizu oocytu pozbawionego jadra komorko-
wego. Obie komorki ulegaja potaczeniu w procesie
elektrofuzji. W ten sposob otrzymuje sie zygote, kto-
rej rozwoj kierowany jest na poczatku przez sktadni-
ki zawarte w cytoplazmie oocytu, a nastgpnie funk-
cje rozwoju przejmuje jadro komorki somatycznej
[11]. Zarodek w stadium blastocysty implantuje si¢
do jajowodu matki zastgpczej. Jezeli zygota zostala
z powodzeniem zmodyfikowana, zmiana ta obecna
bedzie w kazdej komorce powstalego organizmu.
Nieco odmienng w stosunku do wymienionych
wyzej metod jest transfer DNA na drodze infekeji
wirusowej. W tym celu wykorzystuje si¢ wektory
wirusowe, ktore charakteryzuja si¢ naturalng zdolno-
$cig do wprowadzania swojego materiatu genetycz-
nego, DNA lub RNA, do jadra komorki gospodarza.
Przed zastosowaniem wirusa jako wektora nalezy go
najpierw pozbawi¢ infekcyjno$ci poprzez usunigcie
genow biorgcych udziat w cyklu replikacyjnym. Na
ich miejsce wprowadza si¢ transgen. Wirusy moga
by¢ uzywane do transgenizacji in vitro (glownie
komorek ESc) lub tez wprowadzane in vivo bezpo-
$rednio do wybranej struktury mozgu. W kontekscie
PD najwigksze znaczenie maja te wirusy, ktorg sa
w stanie transdukowac¢ komorki nie ulegajgce podzia-
fom, jakimi sg neurony. Wsrdd tego typu wektorow
wyr6ézni¢ mozna lentiwirusy (nalezace do rodziny

Specjalistyczne techniki transgenizacji zwierzat

Zwierzeta transgeniczne, ktore obecnie najczgsciej
wykorzystuje si¢ jako modele roznych chorob uktadu
nerwowego, w tym rowniez PD, to zwierzeta z mu-
tacja typu ,.knock-out” (KO). Technika , knock-outu”
genowego (Ryc. 3) wykorzystuje zjawisko rekombi-
nacji homologicznej, czyli reakcji wymiany fragmen-
tow DNA pomiedzy wektorem (obcym fragmentem
DNA) a odpowiadajaca mu sekwencja DNA w ge-
nomie gospodarza. Warunkiem koniecznym do wy-
stapienia tego zjawiska jest istnienie wysokiej homo-
logii pomigdzy obiema sekwencjami. Wektor sktada
si¢ z sekwencji homologicznej do docelowej (obecne;j
w genomie gospodarza), w obrebie ktorej wstawiona
zostata sekwencja markera (np. NeoR — genu odpor-
nosci na antybiotyk neomycyne). Dodatkowo wektor
zawiera drugi marker selekcyjny (np. TK — gen ko-
dujacy enzym kinaze tymidynowa), pozwalajacy na
eliminacj¢ komorek, w ktorych proces rekombinacji
zaszedl w sposob nieprawidlowy. Po wprowadzeniu
wektora do komoérek dochodzi do homologicznej
rekombinacji prowadzacej do wbudowania sekwen-
cji markera (NeoR) w obrebie genu docelowego,
a w efekcie do jego inaktywacji. Otrzymane komorki
poddaje si¢ dwuetapowej selekcji:

1. Odporno$¢ na antybiotyk neomycyneg — jesli ko-
morki sa odporne, oznacza to, ze posiadajg se-
kwencje markera NeoR wbudowang w obrebie
sekwencji genu docelowego powodujac jego
,.knock-out™;

2. Odporno$¢ na gancyklowir — TK przeksztat-
ca gancyklowir w toksyng powodujaca $mierc¢
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komorki, w zwigzku z czym odporne sg tylko ko-
morki, ktore nie posiadaja genu TK, a wiec takie,
u ktorych rekombinacja zaszta w sposob prawi-
dlowy i nieprzypadkowy.

— gen rekombinazy ulega ekspresji tylko w odpo-
wiedniej tkance lub tylko wtedy, gdy zadziatamy
odpowiednim induktorem. Gdy dojdzie do ekspresji
i powstania bialka rekombinazy Cre, indukuje ona
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Ryc. 3. Etapy tworzenia zwierzat z mutacja typu ,.knock-out” (KO). Objasnienia: TK — enzym kinaza tymidynowa (TK przeksztatca gancyklowir

w toksyne powodujgca $mieré komorki). Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie [15].

Tak wyselekcjonowane komorki, odporne zarow-
no na naomycyng, jak i na gancyklowir, wprowadza
si¢ do rozwijajacego si¢ zarodka, ktory nastepnie
wszczepia si¢ do jajowodu matki zastepcze;j.

Otrzymywanie zwierzat KO jest jednak niezwy-
kle trudne, poniewaz w przypadku, gdy usuniemy
sekwencje¢ kodujaca gen istotny dla funkcjonowania
calego organizmu, moze okazac¢ si¢, ze modyfikacja
taka bedzie letalna. Metoda ta nie nadaje si¢ rowniez
do studiowania genow ulegajacych ekspresji tylko w
okreslonych tkankach. Migdzy innymi z tego powo-
du naukowcy coraz czg$ciej postuguja si¢ systemami
warunkowej/indukowalnej ekspresji genow, ktore
pozwalaja na kontrole miejsca i/lub czasu ekspresji.
Przyktadem tego typu systemu jest system Cre/loxP.
W metodzie tej wyprowadza si¢ dwie transgeniczne
linie mysie:

1. Lini¢ osobnikow posiadajacych gen kodujacy
enzym (rekombinaze Cre), ktory ulega ekspresji
pod kontrolg promotora indukowanego (do dzia-
fania potrzebuje czasteczki zwanej induktorem)
lub tkankowo specyficznego (ulegajacego eks-
presji w konkretnych tkankach organizmuy);

2. Linie zwierzat, u ktérych sekwencj¢ wybranego
genu zastgpiono takg samg sekwencjg otoczong
miejscami loxP, czyli krotkimi sekwencjami roz-
poznawanymi przez enzym rekombinazg Cre.

Osobniki obu linii kojarzy si¢ ze soba, a w uzyska-
nym potomstwie —w zaleznos$ci od uzytego promotora

roézne zdarzenia rekombinacyjne, takie jak: usunigcie
oryginalnego genu, wprowadzenie genu egzogenne-
go czy wymiana genu endogennego na egzogenny,
w zaleznosci od orientacji i utozenia miejsc loxP.
Inzynieria genetyczna to w ostatnich latach jed-
na z najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin nauki.
Powstajg coraz to nowsze i wydajniejsze techniki,
dzigki ktorym dotychczasowe metody transgenizacji
zwierzat ulegaja ciggtym udoskonaleniom. Jednymi
z najnowszych sg techniki ZNFs (ang. zinc-finger
nucleases) czy TALENS (ang. transcription activator-
like effector nuclease). Obie metody wykorzystuja
sztuczne enzymy restrykcyjne (tngce nic DNA), kto-
re otrzymuje si¢ w warunkach laboratoryjnych po-
przez polaczenie dwoch domen biatkowych: domeny
wigzacej DNA, ktéra ma za zadanie rozpoznaé spe-
cyficzng sekwencje 1 przylaczy¢ kompleks biatkowy
w odpowiednim miejscu genomu, oraz domeny nu-
kleazowej, ktora przecina ni¢ DNA w miejscu zwia-
zania kompleksu. Pod koniec ubieglego roku opra-
cowano rowniez technike¢ zwang CRISPR/Cas9,
ktéra wywolata swego rodzaju rewolucje, gtdwnie ze
wzgledu na to, Ze jest znacznie szybsza, dokladniej-
sza, 1 przede wszystkim tansza niz poprzednie me-
tody. Do komorki docelowej (np. ESc) wprowadza
si¢ konstrukt DNA zawierajacy sekwencje koduja-
cg enzym Cas9 oraz sekwencj¢ komplementarng do
wybranego miejsca w genomie. W wyniku dziatania
systemu CRISPR/Cas9 dochodzi do naprowadzenia
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enzymu w wybrane na podstawie komplementarno-
sci sekwencji miejsce genomu i do kontrolowane-
go przecigcia nici DNA. Dzigki technikom ZNFs,
TALENs czy CRISPR/Cas9 mozna wycinac, a przy
dostarczeniu dodatkowego DNA, rowniez podmieni¢
lub wstawi¢ geny w konkretnych miejscach genomu [6].

Transgeniczne modele zwierzece w badaniu PD

Transgeniczne modele zwierzece duzo lepiej od-
daja mechanizm lezacy u podstaw rodzinnych form
PD anizeli modele neurotoksyczne. Dowiedziono,
ze wiele istotnych zaburzen towarzyszacych PD
i zachodzacych na poziomie komorkowym czy mo-
lekularnym, takich jak fragmentacja i dysfunkcja mi-
tochondriow, zaburzenia procesu mitofagii, funkcjo-
nowania systemu ubikwityna-proteasom czy zmiany
w obrebie procesu produkcji reaktywnych form tlenu,
spowodowana jest mutacjami w obrgbie specyficz-
nych genéw [4]. Do tej pory zidentyfikowano ponad
18 roznych loci (PARK1-18) zwigzanych z rozwojem
PD, sposrod ktorych najwazniejsze wydajag si¢ by¢
geny kodujace a-synukleing, parking, biatko DJ-1,
PINK1 oraz LRRK2. Dokladna analiza tych genow
oraz zachodzacych w nich mutacji byly pierwszym
krokiem do opracowania linii transgenicznych zwie-
rzat modelujacych PD, ktore otrzymuje si¢ poprzez
wprowadzenie zmutowanych ludzkich genoéw do ge-
nomu organizmu docelowego — najczgsciej myszy
lub szczura.

a-synukleina

Gen kodujacy a-synukleing byl pierwszym, kto-
rego zaburzenia powigzano z wystgpowaniem ro-
dzinnej formy PD. W obrebie sekwencji tego genu
dochodzi do mutacji niesynonimicznych, takich jak
A30P, A53T czy E46K, ktére prowadzg do wymiany
aminokwasow w sekwencji powstajacego biatka.
Ponadto zaobserwowano, ze mutacja powodujaca
powielenie genu, a wiec zwiekszajaca poziom biatka
a-synukleiny, moze by¢ wystarczajaca do wywota-
nia PD, co z kolei sugeruje, ze poziom ekspresji tego
genu moze by¢ kluczowy dla rozwoju i postepu cho-
roby [14].

Do tej pory opracowano wiele transgenicznych mo-
deli z mutacja genu kodujacego a-synukleing. Wekto-
rami dla zmutowanego ludzkiego genu a-synukleiny
najczesciej sa lentiwirusy (np. HIV-1) lub wektory
AAV. W zwigzku z tym, ze wprowadza si¢ je si¢ do
SNc lub innych struktur szlaku czarno-prazkowiowe-
go poprzez bezposrednia stereotaktyczng iniekcje in
vivo, czegsciej zabiegi takie przeprowadza si¢ na szczu-
rach, ze wzgledu na wigksze rozmiary struktury [4].

U wigkszosci otrzymanych zwierzat transgenicz-
nych ze zmutowanym genem a-synukleiny stwierdza
si¢ obecno$¢ agregatow biatkowych przypomina-
jacych LBs oraz obserwuje neurodegeneracje szla-
ku czarno-prazkowiowego. Z drugiej jednak strony,
w niektorych modelach nie obserwuje si¢ utraty
neuronow DA, dochodzi jednak do pewnych niepra-
widlowosci funkcjonalnych szlaku czarno-prazko-
wiowego i neurodegeneracji w innych petlach neu-
ronalnych. Mutacje w genie dla a-synukleiny moga
wywotywac¢ apoptoze (czyli programowang $mier¢
komorki) niektérych neuronéw. Mimo Ze nie obej-
muje ona neuronéw DA, wydaje si¢, ze indukowane
przez a-synukleing zamiany degeneracyjne w innych
uktadach moga by¢ istotne dla dalszego, wtorne-
go uszkodzenia szlaku czarno-prazkowiowego [9].
W zwigzku z tym wydaje si¢, ze modele wykorzy-
stujagce mutacje genu dla a-synukleiny stanowia dos¢
obiecujace narzedzie, zarowno do badania moleku-
larnych mechanizmow prowadzacych do formowania
si¢ LBs, jak i rozwoju charakterystycznej dla prze-
biegu PD neurodegeneracji w obregbie uktadu dopa-
minergicznego.

LRRK2

Jedng z najczestszych przyczyn zar6wno rodzinne;
formy PD o péznym poczatku, jak i formy idiopa-
tycznej, sa mutacje dominujace w genie kodujacym
kinaze 2 zawierajaca powtorzenia bogate w leucyne
(LRRK?2). Strukturalnie LRRK?2 sktada si¢ z dome-
ny kinazowej i GTPazowej, ktore wraz z tzw. dome-
ng bogata w leucyne formuja jeden duzy kompleks
biatkowy. Uwaza si¢, ze nieprawidtowa aktywno$¢
LRKK2, spowodowana mutacjami w obrgbie dome-
ny kinazowej (mutacja niesynonimiczna G2012S)
oraz GTPazowej (mutacje R1441C 1 R1441Q),
prowadzi do degeneracji neuronéw DA w przebiegu
PD. W zwiagzku z tym zaczgto opracowywac mysie
modele PD z ekspresja zmutowanego ludzkiego genu
dla LRRK2, aby w warunkach laboratoryjnych za-
symulowa¢ nieprawidtowa funkcje¢ tego biatka [5].
Mimo ze u wigkszo$ci uzyskanych zwierzat transge-
nicznych stwierdzano ostabienie transmisji dopami-
nergicznej 1 zwigzane z tym zmiany behawioralne,
tylko w modelu z mutacjg G2019S zaobserwowano
degeneracje neuronéow DA szlaku czarno-prazko-
wiowego zalezng od wieku. Okazalo si¢ rowniez, ze
przy zastosowaniu inhibitora aktywnosci kinazowe;j,
w modelu wykorzystujacym t¢ samg mutacj¢ dome-
ny kinazowej, dochodzi do zahamowania toksyczne-
go wptywu zmutowanego biatka LRRK?2 na neurony
DA. W zwiazku z tym wydaje si¢, ze aktywno$¢ ki-
nazowa tego bialka jest szczegolnie istotna, a dalsze
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badania w kierunku identyfikacji ewentualnych nie-
prawidlowych substratow dla enzymu LRRK2 moga
przyczynic si¢ do poznania patomechanizmu PD [9].

PINK1

Hipotetyczna indukowana PTEN kinaza 1 (PINK1)
to biatko, ktore chroni komorki przed wywolanymi
stresem zaburzeniami czynno$ci mitochondriow.
Mutacja w genie PINK1 wywotuje PD o wczesnym
poczatku. Do tej pory opracowano dwa typy modeli
z wykorzystaniem mutacji w genie PINK1. Pierwszy
z nich to myszy KO, drugi za$ to zwierzgta z obni-
zong ekspresja tego genu (myszy KD). Zaden z tych
modeli nie wykazat specyficznej dla PD redukc;ji
liczby neuronéw DA. Niemniej jednak u myszy KO
zaobserwowano niewielki, zalezny od wieku, spadek
poziomu DA w prazkowiu, obnizenie aktywnosci lo-
komotorycznej oraz umiarkowane zaburzenia funk-
cji mitochondriow. Wydaje si¢, ze brak degeneracji
neuronow DA w SNc u zwierzat z KO genu PINK1
teoretycznie dyskwalifikuje tego typu modele w kon-
tekscie badania PD. Z drugiej jednak strony u myszy
KO obserwuje si¢ nieprawidlowosci w funkcjono-
waniu mitochondriow, w zwiazku z czym moga one
postuzy¢ jako narzedzie do badania mechanizméw
odpowiedzialnych za te zaburzenia [9].

Parkina

Biatko parkina wchodzi w sktad kompleksu ligazy
ubikwityny E3, ktora stanowi czg$¢ systemu ubikwi-
tyna-proteasom zajmujgcego si¢ degradacja biatek.
Mutacje genu kodujacego parking stanowia jedng
z glownych przyczyn kolejnej z postaci PD zwanej
mtodziencza. Do tej pory wygenerowano kilka my-
sich linii z KO parkiny, jednak nie charakteryzo-
waty si¢ one zadnymi zaleznymi od przekaznictwa
dopaminergicznego zmianami zachowania. Niektore
wykazywaly nieznaczne zaburzenia uwalniania DA
oraz obnizenie poziomu noradrenaliny w opuszce
wechowej 1 rdzeniu kregowym, bez zmian w ilo$ci
neuronow DA w SNc. Natomiast u szczuréw z nad-
ekspresja genu z mutacjg zmiany sensu T240R lub
dzikiego ludzkiego genu dla biatka parkiny zaob-
serwowano postepujaca utrate unerwienia dopa-
minergicznego szlaku czarno-prazkowiowego [4].
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Roéwniez u dorostych myszy KO, ktére otrzymano
przy wykorzystaniu wektora lentiwirusowego i sys-
temu warunkowanej ekspresji (Cre/loxP), rozwingta
si¢ neurodegeneracja szlakow dopaminergicznych,
a dodatkowo stwierdzono dysfunkcje mitochondriow.
Model ten wydaje si¢ by¢ szczegolnie obiecujacy do
poszukiwania nowych strategii leczenia PD, ponie-
waz otrzymuje si¢ go na zwierzgtach juz dorostych
(a PD dotyczy gtownie osob starszych) i charaktery-
zuje si¢ typowymi dla PD zmianami unerwienia do-
paminergicznego, a dodatkowo zaburzeniami funkcji
mitochondriow [9].

Podsumowanie

Opracowane przez naukowcoéw modele genetyczne
PD, w postaci zmodyfikowanych genetycznie myszy
1 szczurdw, moga stanowi¢ przydatne narzgdzie ba-
dawcze do poszukiwania mechanizmow laczacych
zidentyfikowane u pacjentdéw mutacje z zaburzeniami
wystepujacymi we wczesnym etapie choroby. Pod-
czas gdy modele neurotoksyczne odnosza si¢ gtdwnie
do zaawansowanych stadiow PD, modele genetycz-
ne modelujg faz¢ poczatkowego rozwoju choroby,
a wiec moga by¢ szczegodlnie uzyteczne w poszuki-
waniu wezesnych markerow PD. Mimo ze do tej pory
modele genetyczne nie przyczynily si¢ znaczaco do
opracowania skutecznej terapii, bardzo prawdopodob-
ne jest, ze dzigki dalszej optymalizacji pozwola od-
kry¢ lek, umozliwiajacy zahamowanie lub chociazby
spowolnienie rozwoju choroby. Konieczne sg jednak
dalsze badania i poszukiwanie takiego modelu, ktory
charakteryzowalby si¢ zaré6wno zaburzeniami na po-
ziomie komérkowym czy molekularnym (m.in. zabu-
rzenia funkcji mitochondriow), jak i postepujaca wraz
z wiekiem neurodegeneracja i co za tym idzie — wy-
stegpowaniem zaburzen ruchowych, a wigc zmianami,
ktére obserwuje sie u pacjentow w kolejnych etapach
choroby. W zwigzku z tym wydaje si¢, ze wiarygodny
zwierzgcy model PD uzyska¢ mozna poprzez kom-
binacje modelu neurotoksycznego z genetycznym.
Jedno jest pewne, zwierzgta transgeniczne sg i z calg
pewnoscig nadal beda niezastgpionym narzedziem do
modelowania i badania patomechanizmu nie tylko PD,
ale 1 wielu innych choréb cztowieka.
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PRZECIWCIALA - NARZEDZIE PRZYRODY I CZLOWIEKA

Alicja Gérlich (Krakow)

Streszczenie

Poznanie molekularnego mechanizmu i specyfiki wzajemnego oddzialywania antygenu i przeciwciata lezy
u podstawy rozwoju nowych technik badawczych, tzw. immunotechnik. Wykorzystuja one interakcje pomig-
dzy antygenem i przeciwciatem jako narzgdzie do wykrywania i izolowania innych czgsteczek biologicznie
czynnych. Kluczowa role w tej metodzie odgrywaja przeciwciata, ktore wykorzystywane sg jako markery ba-
danych molekut. Niepodwazalng warto$¢ zastosowania przeciwciat do celow badawczych opisuje metaforycz-
ne stwierdzenie, ze przeciwciata sag koniem pociggowym nauk biologicznych i medycznych. Jednak pomimo
powszechnosci i doniostosci ich stosowania, efektywnos¢ metod immunologicznych zalezy od wielu czynni-
kow, ktore determinuja precyzje i specyficznos¢ przeciwceiat uzytych w danej technice. Artykut zwraca uwage
na koniecznos$¢ tzw. walidacji przeciwciat, podczas ktorej nalezy wykazac, ze zastosowane przeciwciala sa
nie tylko specyficzne i selektywne, ale tez zapewniajg wysoka powtarzalnos¢ w kolejnych eksperymentach.

Abstract

The understanding of the molecular mechanism and the specificity of interactions between antigen and an-
tibody underlies the development of the new techniques, the so called immunotechniques. Immunotechniques
use these interactions as a tool to identify and isolate other biomolecules. The key role in this method play
antibodies, which are used as the markers of investigated molecules. Antibodies are real workhorses for life
science research. The efficiency of immunotechniques, however, depends on many factors, which determine
the specificity of antibodies used in the assay. This article points to the necessity of the standardisation of anti-
bodies, named antibody validation. During validation it must be shown that not only are the antibodies specific
and selective but they can also provide reproducible results.




