STRESZCZENIE

Opracowanie i walidacja nowego modelu transgenicznego opartego o system edycji gendéw
CRISPR/Cas9 do potencjalnego wykorzystania w badaniach zaleznosci pomigdzy
uktadem noradrenergicznym i dopaminowym w kontekscie choroby Parkinsona.

Choroba Parkinsona (PD) jest powoli postepujaca, zwyrodnieniowg chorobg osrodkowego
ukfadu nerwowego charakteryzujgca sie zanikiem komérek nerwowych uktadu dopaminowego w
istocie czarnej (Substantia Nigra, SN) i polu brzusznym nakrywki (Ventral Tegmental Area, VTA).
Jednakze, PD jest zwigzana nie tylko z neurodegeneracjg w obrebie uktadu dopaminowego,
odpowiedzialnego bezposrednio za powstawanie symptomdw (bradykinezja, sztywnosé migsniowa,
spowolnienie ruchowe), ale takze 2z zaburzeniami w funkcjonowaniu innych systeméw
pozapiramidowych, w szczegdlnosci uktadu noradrenergicznego. Zgodnie z hipoteza Braaka zmiany
patologiczne, nie przekifadajace sie jeszcze na charakterystyczne objawy choroby, zaczynaja sie juz
wczesniej w rdzeniu przedtuzonym i miejscu sinawym (Locus Ceruleus, LC), a nastepnie
rozprzestrzeniajg sie do struktur pnia mézgu. Zaobserwowano, iz w PD degeneracja komdrek LC
moze nawet przewyzsza¢ utrate komorek dopaminowych. Dane eksperymentalne wskazujg réwniez
na istotna zaleznos¢ pomiedzy poziomem noradrenaliny w moézgu, a podatnoscig na neurotoksyny
indukujace parkinsonizm u myszy. Mimo to, podjeto niewiele préb polegajacych na badaniu
dtugotrwatego wptywu degeneracji noradrenergicznej na funkcjonowanie uktadu dopaminowego,
przede wszystkim z braku odpowiednich modeli zwierzecych. Celem badan byto zatem:

e zbadanie wptywu efektéw konstytutywnej mutacji, prowadzgcej do degeneracji ukfadu
noradrenergicznego na efekty w uktadzie dopaminowym;

e stworzenie modelu myszy charakteryzujgcego sie selektywng, mdzgowo-specyficzng,
progresywng degeneracjg ukfadu noradrenergicznego i zbadanie czy taka mutacja bedzie
prowadzi¢ do spontanicznych, negatywnych zmian w uktadzie dopaminowym;

e wykorzystanie modelu dla badania wzajemnych zaleznosci pomigedzy w/w uktadami
neuroprzekaznictwa w kontekscie wczesnej, przedklinicznej fazy PD.

W pierwszej fazie projektu wykazano, ze istotnie postepujgca neurodegeneracja uktadu
noradrenergicznego moze u dorostych myszy docelowo wywotaé negatywne zmiany w
funkcjonowaniu uktadu dopaminowego (Barut et al., Neurochem Int, 2022), w tym podwyzszenie
ekspresji markeréw mikro- i astrogleju, cytokin prozapalnych czy markeréw stresu oksydacyjnego w
rejonie SN/VTA. Model zwierzecy, ktéry wykorzystano w tym celu (myszy transgeniczne stworzone
w oparciu o system Cre/loxP, z delecjg czynnika transkrypcyjnego TIF-IA odpowiedzialnego za
sterowanie aktywnoscig polimerazy |, pod kontrolg promotora beta-hydroksylazy dopaminowe;j,
Dbh) nie byt jednak odpowiednim narzedziem z uwagi na réwnolegtg degeneracje obwodowego
ukfadu sympatycznego.

Gtéwnym zadaniem byto zatem stworzenie modelu, w ktérym mutacja wywotana przez delecje
TIF-IA zachowataby progresywny charakter, byta wywotana u dorostego zwierzecia a przy tym
zostata selektywnie ukierunkowana jedynie do komdrek LC, co w znacznie lepszym stopniu
odzwierciedlatoby wczesna faze degeneracji obserwowang w PD zgodnie z hipoteza Braaka. W tym
celu zastosowano po raz pierwszy w naszym laboratorium system edycji genéw CRISPR/Cas9.
Zaprojektowano Cre-zalezny lentiwirusowy wektor ekspresyjny, wykazujacy ekspresje nukleazy Cas?
po kontrolg neuronalnie specyficznego promotora ludzkiej synapsyny. Fragment sekwenc;ji
zawierajgcy Cas9, zostat podwojnie oflankowany miejscami LoxP, ktére znajdujg sie w odwrotne;j
orientacji, znanymi réwniez jako DIO (ang. Double-Floxed Inverted Open Read Frame). Ten autorski
konstrukt, w ktéorym w jednej czgsteczce zawarto catg maszynerie CRISPR, wraz z Cre zaleznym
miejscem, zostat po raz pierwszy zastosowany w ramach tej pracy celem wigczenia ekspresji genéw
poprzez rekombinacje za posrednictwem rekombinazy Cre, znajdujacej sie pod kontrolg promtora



Dbh. Takie podejscie eksperymentalne umozliwito selektywng delecje TIF-IA w rejonie LC u myszy
DbhCre, ktérym podano stereotaktycznie wektor lentiwirusowy do LC i skutecznie zapobiegto ew.
niespecyficznej mutacji w innych komdrkach w zwigzku z trudnym do monitorowania in-vivo
rozprzestrzenianiem sie i transdukcja wektora lentiwirusowego. W pierwszej fazie rozwoju modelu,
po opracowaniu konstruktu, przetestowano i wykazano poprawne dziatanie systemu in-vitro na
mysich hodowlach pierwotnych neuronéw korowych i dopaminowych, a takze astrocytarnych. Po
zakonczeniu tego etapu prac przystagpiono do eksperymentéw in-vivo, w trakcie ktérych
dopracowano technologie CRISPR/Cas? pod katem skutecznosci transdukcji i optymalizacji gRNA.

Powstaty model zostat scharakteryzowany w kolejnych punktach czasowych w miare rozwoju
zmian neurodegeneracyjnych, koncentrujgc sie na dtugotrwatym wptywie degeneracji
noradrenergicznej na funkcjonowanie ukfadu dopaminowego (nie dotknietego bezposrednio
mutacjg) i obejmowat badania behawioralne (m.in. test spontanicznej aktywnosci, koordynagiji
ruchowej rotarod, test statycznych pretoéw, testy w kierunku wykazania ew. fenotypu depresyjnego
i lekliwosci zwierzat), histologiczne (barwienia IHC z udziatem markeréw neurodegeneracji),
biochemiczne (oznaczenia poziomu neurotransmiteréw), molekulame (badania proteomiczne,
proba identyfikacji szlakéw prowadzacych do $mierci komorkowej) oraz elektrofizjologiczne (m.in.
badanie spontanicznej aktywnosci neuronéw dopaminowych).

Efektem pracy bylo stworzenie i scharakteryzowanie nowatorskiego, mysiego modelu z
selektywng, domézgowg delecjg TIF-IA w rejonie LC z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9.
Otwiera to droge do analogicznego tworzenia mutacji w innych liniach z rekombinazg Cre, co
znaczaco skraca czas potrzebny na uzyskanie finalnego modelu eksperymentalnego, omijajac
konieczno$¢ czasochtonnego i nie zawsze efektywnego parowania pomiedzy zwierzetami z
ekspresja Cre oraz flankowanym przez miejsca loxP genem przewidzianym do usuniecia. Wartoscig
dodang takiego podejscia badawczego jest tez lepsza mozliwosc stosowania zasady 3R w badaniach
behawioralnych z uzyciem modeli zwierzecych (liczba zwierzat zuzyta do generowania kohorty z
wprowadzong mutacjg jest rowna liczbie zwierzat przeznaczonych na poézniejszy eksperyment).

Wyniki niniejszej pracy potwierdzajg takze wptyw selektywnej degeneracji LC na negatywne
oddziatywanie na funkcjonowanie neuronéw dopaminowych w SN/VTA, podtrzymujac teze, ze
dysregulacja w dziataniu ukfadu noradrenergicznego moze przyczyni¢ sie do zmian w dziataniu
neuronéw dopaminowych, ktére moga by¢ charakterystyczne w poczatkowej fazie PD. Wykazano
zmiany w fenotypie behawioralnym zwierzat zmutowanych (m.in. obnizenie koordynacji ruchowe;j,
zmiany zachowan lekliwych i depresyjnych). Ciekawa obserwacjg bylo zréznicowanie efektow w
zaleznosci od pfci zwierzat, problem podnoszony w ostatnich latach coraz czesciej w badaniach
eksperymentalnych nad osrodkowym uktadem nerwowym, ale mniej oczywisty w badaniach
dotyczacych zmian neurodegeneracyjnych. Na poziomie molekularnym zaobserwowano u zwierzat
z degeneracjg LC podniesienie w rejonie SN/VTA ekspresji markeréw stanu zapalnego, zmiany w
proteomice w zakresie szlakéw odpowiadajacych m.in. za mitochondrialng fuzje biatek czy procesy
glikolizy. Badania elektrofizjologiczne wykazaty takze obnizenie spontanicznej aktywnosci neuronéw
dopaminowych u zwierzat zmutowanych. Wykazano takze, ze zmiany w Srednicy zrenicy oka u myszy
zmutowanych mogg bezposrednio korelowad ze zmianami aktywnosci LC, co jest cennym markerem
diagnostycznym, pozwalajgcym na behawioralng ocene stopnia degeneracji LC po wprowadzeniu
wektora lentiwirusowego, a w przysztosci moggcym miec takze znaczenie translacyjne.

W zwigzku z tworzeniem modelu od podstaw w oparciu o nowatorska technike, petna
charakterystyka molekularna zmian w uktadzie dopaminowym wykracza juz poza mozliwosci
czasowe tej pracy. Opracowany model stanowi jednak interesujace, nowe narzedzie badawcze do
dalszych badan nad wzajemng interakcja uktadéw noradrenergicznego i dopaminowego, nie tylko
w chorobie Parkinsona.



