»Wytnij i wklej” — czyli jak ,biatkowe nozyczki” pomagaja naukowcom
modelowac choroby neurodegeneracyjne.

Wobec prognoz zwiekszajgcej sie w naszym spoteczeistwie populacji oséb starszych,
szczegolne zainteresowanie poswieca sie chorobom neurodegeneracyjnym. Poszukiwanie
markerédw wczesnej fazy tych choréb, jak i efektywnych terapii spowalaniajgcych rozwdj
degeneracji jest celem wielu naukowcéw. Duzg role w tym temacie odgrywajg badania na
modelach transgenicznych, ktére dzieki postepowi techniki sg coraz bardziej wydajne i
ograniczajace liczbe zwierzat. Przelomowymi w tej dziedzinie badan sg narzedzia opierajgce
sie na edycji genomu, jak np. metoda CRISPR-cas9, nazywana potocznie ,molekularnymi
nozycami” (1). Inspiracjg do rozwoju tej techniki byta natura, CRISPR/Cas jest to mechanizm
immunologiczny bakterii, ktéry rozpoznaje sekwencje obcego kwasu nukleinowego i
degraduje go podczas kolejnej infekgji.

Mechanizm dziatania CRISPR/Cas9

CRISPR sktada sie z fragmentu kwasu nukleinowego - gRNA (ang. guide RNA) oraz biatka,
endonukleazy DNA, nazywanej Cas9 (rys.1). gRNA, ktére mozna zaprojektowaé¢ samemu
nakierowuje system CRISPR do miejsca, w ktérym DNA zostanie przeciete, a enzym Cas
rozktada DNA we wskazanym miejscu. Nastepnie mechanizmy naprawcze DNA w miejsce
ciecia wklejajg fragment zapisany w sekwencji gRNA. Mechanizm ten daje nam mozliwos¢
usuniecia biatek, ktérych brak doprowadzi do Smierci komérki (jak to ma miejsce w chorobach
neurodegeneracyjnych). Uruchomienie mutacji in vivo, czyli bezposrednio w interesujgcej nas
strukturze moézgu zwierzecia daje mozliwos¢ zbadania behawioru i testowania
ukierunkowanej terapii. Aby to uzyska¢, nasz konstrukt genetyczny musimy zamknagé w
odpowiednim wektorze, ktéry dostarczy oraz uruchomi swéj mechanizm w docelowych
komodrkach.
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Rys. 1. Schemat dziatania systemu CRISPR-Cas9



Wektory wirusowe

Zaprojektowane wektory wykorzystujg wtasciwosci wiruséw- infekujg komorki i dostarczaja
obcy materiat genetyczny w procesie nazywanym transdukcjg. Wektory celowo pozbawione
sg infekcyjnosci i aby stworzy¢ funkcjonalng czgsteczke wirusa uzywa sie nosnikdw czgsteczek
DNA, czyli plazmiddéw, z ktérych kazdy zawiera inng sekwencje (rys.2a). Obecnie uzywane jest
pieé¢ typdw wirusdow roznigcych sie wtasciwosciami, a w naszym laboratorium stosujemy
lentiwirusy, czyli retrowirusy, z przedstawicielem HIV-1 (rys.2b). Wektor dostarczany jest do
mazgu podczas operacji stereotaktycznej przy uzyciu mikrostrzykawki. W miejscu podania
wirusy infekujg wszystkie komérki, natomiast ekspresja wprowadzonego genu ujawnia sie
tylko w populacji komérek, w ktérych znajduje sie identyczna sekwencja jaka jest zapisana w
konstrukcie (sekwencja ,,promotora”).
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Koliste czosteczki DMWA zaprojektowaone przez noukowcow, czvli plazmidy, kitore potrzebne sq do produkc)i
kompletnego wektora winsowego. Roine komponenty plazmidu . gag, peol, tat, rev kodujg roine czesci winusa,
tworzgce jego ostonke, kapsyd | enzymy dzieki ktorym przedostanie sie do infekowane] komarki. Interesujgcy nas gen
rawarty jest w osobnym plazmidzie. Kaidy konstrukt genetyczny zawiera promaotor, dzieki ktdremu mozemy wybrad
populacje komdarek, w ktarych ma zojic ekspresja interesujgcego nas genu.

Wszystkie plazmidy umieszczo sie w pozywoe komdrek pokujacych”. Komorki te pobierajg DNA. whudowujg do
swiojego, a nastepnie produkujg bictka, kidre tworzg cafoié czasteczki wirusa.
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Rys. 2. Schemat produkcji wektorow lentiwirusowych oraz budowy czgsteczki refrowirusa

Zastosowanie w badaniach nad chorobg Parkinsona

Choroba Parkinsona (PD) jest powoli postepujgcg chorobg neurodegeneracyjng, w ktorej za
bezposrednie objawy (sztywnos$é miesniowa, drzenie koriczyn) odpowiada utrata neuronéow
dopaminowych wystepujgcych w specyficznych strukturach moézgu: istocie czarnej i polu
brzusznym nakrywki. Neurony dopaminowe produkujg neurotransmiter dopamine, ktéra jest
odpowiedzialna miedzy innymi za koordynacje ruchowg. Redukcja poziomu dopaminy
wywotuje charakterystyczne, motoryczne objawy PD. S3 one widoczne dopiero gdy
degeneracja neuronéw dopaminowych osiggnie ok. 80%, co daje juz niewielkie pole manewru
dla wprowadzenia ewentualnej terapii. Do tej pory, aby otrzyma¢ model choroby Parkinsona
zwierzetom podawana jest specyficzna toksyna, ktéra w bardzo szybkim czasie powoduje
utrate neurondw dopaminowych. W naszym laboratorium, dzieki precyzyjnej technice



CRISPR/Cas9 i odpowiedniemu doborowi gRNA mozemy zaindukowac i dobrze odzwierciedli¢
proces powolnej degeneracji neurondw (Rys.3). Daje to mozliwos¢ doktadnego zbadania jak
choroba sie rozwija na wczesnych etapach i jak jg rozpoznaé zanim bedzie zbyt pdino na
reakcje.
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Rys. 3. Przykladowe zastosowanie CRISPR/Cas? w modelowaniv choroby
Parkinsona

Wirus podczas operacji stereotaktyczne] wstrzykiwany jest do miejsca wystepowania neuronow
dopaminowych - Istoty czame]. Wirusy infekujg komérki | dzieki promotorowi hydryksylazie
yrezyny (mTH) uruchamiajg mechanizm tylke w newonach predukujgeych dopaming,
zostawigjge nienaruszone inne komaorki. Konstrukt winssa zawiera rdwniez blalke GFP, kidrego
ekspresia daje charakterystyczny zielony kolor. Dzigki tokiemu znacznikowi moina okreilié
precyzyjnie miejsce daatania wirusa. gRNA powoduje produkcie niefunkcjonalnego bialka, bez
ktorego komérka powoli degenenje.

W ostatnich latach zwrécono uwage na postepujacg degeneracje réwniez innych struktur
mozgowych, powigzanych z uktadem dopaminowym w PD, w szczegdlnosci komodrek
produkujgcych noradrenaline w obrebie miejsca sinawego (2). Wydaje sie, ze degeneracja
uktadu noradrenergicznego moze poprzedzaé utrate komdrek dopaminowych, a sam uktad
noradrenergiczny moze sta¢ sie waznym celem dla farmakoterapii. W naszych badaniach
podjelismy prébe stworzenia modelu wczesnej fazy PD z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas9, dzieki ktéremu by¢ moze bedzie mozliwe poszukiwanie markeréw rozwijajacej
sie choroby na jej wczesnym, przed-objawowym stadium. Skonstruowany przez nas wektor
uaktywnia swdj mechanizm tylko w populacji neuronéw, ktére produkujg noradrenaline. W
efekcie komarki nie sg zdolne do wytworzenia czynnika transkrypcyjnego TIF-1A, bez ktérego
ulegajg powolnej degeneracji, co wydaje sie mie¢ pdzne, negatywne skutki na funkcjonowanie
uktadu dopaminowego (3).
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Koliste czasteczki DNA zaprojektowane przez naukowcdw, czyli plazmidy, ktére potrzebne sg do produkcji
kompletnego wektora wirusowego. Rézne komponenty plazmidu , gag, pol, tat, rev kodujg rézne czesci
wirusa, tworzac jego ostonke, kapsyd i enzymy dzieki ktdrym przedostanie sie do infekowanej komaérki.
Interesujacy nas gen zawarty jest w osobnym plazmidzie. Kazdy konstrukt genetyczny zawiera promotor, dzieki
ktoremu mozemy wybrac populacje komadrek, w ktérych ma zajsé ekspresja interesujgcego nas genu.
Wszystkie plazmidy umieszcza sie w pozywce komorek ,,pakujacych”. Komérki te pobierajg DNA, wbudowujg
do swojego, a nastepnie produkujg biatka, ktore tworzg catos¢ czasteczki wirusa.

Rys. 3. Przyktadowe zastosowanie CRISPR/Cas9 w modelowaniu choroby Parkinsona

Wirus podczas operacji stereotaktycznej wstrzykiwany jest do miejsca wystepowania neuronéw dopaminowych
— Istoty czarnej. Wirusy infekujg komarki i dzieki promotorowi ) uruchamiajg
mechanizm tylko w neuronach produkujacych dopamine, zostawiajac nienaruszone inne komorki. Konstrukt
wirusa zawiera réwniez biatko GFP, ktérego ekspresja daje charakterystyczny zielony kolor. Dzieki takiemu
znacznikowi mozna okresli¢ precyzyjnie miejsce dziatania wirusa. gRNA powoduje produkcje niefunkcjonalnego
biatka, bez ktérego komdrka powoli degeneruje.



