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Mechanizmy i modele chordob neurodegeneracyjnych

Badania polskich 100-latkoéw przeprowadzone w ramach projektu pt. Aspekty medyczne,
psychologiczne, socjologiczne i ekonomiczne starzenia si¢ ludzi w Polsce (PolSenior)
realizowanego w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komoérkowej w
Warszawie w latach 2007-2012 wykazaty, ze sposrod grupy 300 osob prawie 1/3 byta w dos¢
dobrym stanie zdrowia. Mimo zaawansowanego wieku ci stulatkowie nie mieli powaznych
chorob, byli samodzielni w codziennym Zyciu oraz wykazywali si¢ dobra pamigcig, zaro6wno
wydarzen z czasoOw I wojny §wiatowej, jak z kilku ostatnich lat swojego zycia, a zatem
zachowali swoja sprawno$¢ intelektualng. Jest to tzw. zdrowe starzenie (successful ageing),
mozliwe nawet w wieku 100 lat. Jednak, aby je osiagna¢, kluczowym jest uniknigcie
powazniejszych chordb w ciggu zycia, przede wszystkim chorob moézgu. Istnieje odwrotna
zalezno$¢ miedzy szansg na nowotwor a choroba neurodegeneracyjng, bowiem najwigksza
$miertelnos¢ w mtodym wieku jest skutkiem wypadkéw i nowotworow, ale wraz z wiekiem te
przyczyny zgondw maleja, a notuje si¢ wzrost S$miertelnosci z powodu chorob
neurodegeneracyjnych.

Gloéwng grupe choréb mozgu stanowig choroby psychiczne. Na swiecie choruje na nie
co najmniej 450 min osob. Kolejna grupa to choroby neurodegeneracyjne - choruje ok. 50 min
0sob. Inne choroby mézgu to np. udar (15 min), urazowe uszkodzenie moézgu (traumatic brain
injury, TBI), a takze nowotwory mozgu, na ktore choruje ok. 1,5 mln osob. Lacznie daje to ok.
0,5 miliarda os6b dotknietych chorobami moézgu. Problem wiec polega na ogromnej skali tych
chorob oraz na tym, iz niestety na wiele z nich nie mamy lekow, w przeciwienstwie np. do
chorob uktadu krazenia, ktore w wielu przypadkach moga by¢ kontrolowane i skutecznie
leczone.

Naukowcy na calym S$wiecie probuja  wyjasni¢  mechanizmy  chordb
neurodegeneracyjnych, ale do tego potrzebujg dobrych modeli tych choréb. Od nich bowiem
zalezy rozwoj w badaniach, ktéry mamy nadziej¢, doprowadzi do znalezienia odpowiednich
lekoéw 1 postepéw w terapii. Badania w Laboratorium Neurodegeneracji Migdzynarodowego
Instytutu Biologii Molekularnej i Komoérkowej (MIBMIK) w Warszawie sg prowadzone
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myszach czy tez na rybie danio pregowany (Danio rerio, ang. zebrafish). Do badan czesto
wykorzystuje si¢ roéwniez drozdze, nicienie lub owady, np. muszk¢ owocowke (Drosophila
melanogaster).

Wyr6zni¢ mozna 5 glownych chordb psychicznych. Sg to: depresja, ktora jest
najczesciej wystepujaca chorobg psychiczna, ale niestety czesto pozostaje niezdiagnozowana,
nastepnie choroba dwubiegunowa, schizofrenia, zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z
deficytem uwagi (ADHD) i autyzm. W przypadku choréb psychicznych nie znamy w petni ich
mechanizmow dziedziczenia, ale na podstawie badan bliznigt wiemy na pewno, ze istnieje silny
aspekt dziedziczno$ci. Na podstawie badan asocjacyjnych catego genomu (Genome Wide
Association Studies, GWAS) i analizy powiazania (Linkage Analysis) sprawdzano, jakie zmiany
w genotypie sa odpowiedzialne za pojawienie si¢ tych chorob. Badania asocjacyjne catego
genomu polegajg na porownaniu dwoch licznych grup osob - pacjentow i 0sob zdrowych, czyli
grupy Kontrolnej. Analizuje si¢ sekwencje nukleotydow w celu identyfikacji ich
polimorfizméw, tj. pojedynczych zmian w nukleotydach (single nucleotide polymorphism,
SNPs), tzw. snipow 1 sprawdza z jakim prawdopodobienistwem te zmiany roznicujg dwie
badane grupy. Jezeli prawdopodobienstwo jest duze mozemy sadzi¢, ze dana zmiana jest
czynnikiem ryzyka pojawienia si¢ danej choroby. Wyniki badan asocjacyjnych pokazywane sa
najczesciej w postaci tzw. wykresu Manhattanu, gdzie na osi Y jest ujemny logarytm
prawdopodobienstwa pojawienia si¢ danej zmiany w sekwencji nukleotydow w danej grupie,
za$ na osi X sekwencja poszczegdlnych chromosomow lub ich fragmentow. Pik wykresu
oznacza wigksze prawdopodobienstwo danej zmiany rdéznicujacej, a wige, ze poszczegdlna
zmiana nukleotydow moze by¢ odpowiedzialna za dang jednostke chorobowsa.
Zidentyfikowano kilka takich snipéw u 0so6b z chorobami psychicznymi, m.in. w genie ITIH3
oraz w dwoch genach kodujacych kanaty wapniowe - CACNB2 i CACNALC. Jeden z tych
genow wyciszyliSmy, by stworzy¢ rybe jako model tej choroby z niektorymi jej cechami.
Procedura ta polegala na tym, ze do zaptodnionego jaja ryby wstrzykni¢to odpowiedni
konstrukt, ktory spowodowat wygaszenie ekspresji tego kanatu wapniowego. Liczylismy, ze w
ciggu kilku dni cyklu rozwojowego otrzymamy larwy pozbawione tego kanatu, a nastgpnie
doroste osobniki zdolne do rozmnazania. MoglibySmy wowczas obserwowaé zmiany
fenotypowe w takiej rybie. Niestety okazato sie, ze ryba bez tego kanatu wapniowego nie jest
w stanie si¢ prawidtowo rozwija¢ i nie otrzymalismy zdrowych osobnikéw. Jest to przyktad
tego, ze proste przenoszenie wynikéw badan genetycznych do badan laboratoryjnych czesto nie

daje oczekiwanych rezultatow.



Mozna takze probowac stworzy¢ model wychodzac od funkcjonalnych wynikow badan
podstawowych. Przykltadem sa badania rozpoczete Kkilka lat temu w Laboratorium
Neurodegeneracji MIBMIiK, prowadzone wowczas glownie przez Marte Wisniewska, a
obecnie kierownik jednej z grup badawczych w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego, gdzie obecnie sg kontynuowane. Dziatajac w europejskim konsorcjum
NeuConnect w ramach programu ramowego ERA-NET NEURON badalismy neuronalne
biatko adhezji komorkowej (Neuronal Cell Adhesion Molecule, NCAM), ktore bierze udziat w
oddziatywaniach miedzy neuronami oraz migedzy tymi komoérkami a macierzg
miedzykomorkows. Wewnatrzplazmatyczna domena tego biatka wigze sie z kinazami GSK3 i
beta-katening. Wybarwiajac skrawki mozgow myszy specyficznym przeciwciatem przeciwko
beta-kateninie stwierdzili$my, ze w prawie wszystkich neuronach beta-katenina jest widoczna
w rejonach podblonowych, czyli tam, gdzie tworzy kompleks z biatkiem NCAM.
Zauwazylismy jednak, ze wigkszo$¢ neuronéw we wzgorzu ma wysoki poziom beta-kateniny
réwniez w cytozolu i jadrach komorkowych. Wykazalismy, iz beta-katenina wraz z czynnikami
transkrypcyjnymi LEF/TCF akumuluje si¢ w neuronach wzgorzowych i reguluje transkrypcje
genu Cacnalg kodujacego kanaly wapniowe bramkowane napigciem Cav3.1, przyczyniajac si¢
do rozprzestrzeniania si¢ impulsu elektrycznego w neuronach grzbietowych (Wisniewska i
wsp., 2010). Idac dalej tym tropem probowalisSmy odpowiedzie¢ na pytanie, O powoduje
bardzo wysoki poziom beta-kateniny w niektorych neuronach. Wykazalismy, ze odpowiada za
to zmieniony poziom biatek, w tym kinaz GSK3, ktore fosforylujg beta-katening, co powoduje
zmniejszong jej ubikwitynacje i degradacj¢ w proteasomie. Jesli bowiem mamy zahamowana
aktywno$¢ kinaz GSK3, wowczas beta-katenina nie jest fosforylowana i nie moze by¢ wtedy
ubikwitylowana. Bez tego procesu nie jest rozpoznawana przez proteasom i nie moze by¢
degradowana, a wigc jej poziom wzrasta. Wysoki poziom beta-kateniny w cytozolu prowadzi
do jej przejScia do jadra i do aktywacji gendw docelowych dla szlaku Wnt. W jadrze
komorkowym beta-katenina wiaze si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi takimi, jak LEF1 czy
TCF7L2, ktore majg bardzo wysoki poziom we wzgorzu i w ten sposob aktywuje ekspresje
genow odpowiedzialnych za rozne zjawiska (Misztal i wsp., 2011).

Wiyniki tych badan i obserwacje wskazujace na wptyw jondéw litu na poziom beta-
kateniny sklonity nas do podjecia proby opracowania modelu choroby afektywnej
dwubiegunowej. Lit jest skutecznym stabilizatorem nastroju w chorobie dwubiegunowej, ale
wykazuje silne dziatanie toksyczne nawet przy nieznacznym przedawkowaniu. Mechanizm
terapeutycznego i toksycznego dziatania litu jest jednak niejasny. Klasyczna $ciezka sygnatowa

Whnt, zalezna od beta-kateniny, reguluje dzialanie czynnika transkrypcyjnego TCF7L2.
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Dysfunkcja szlaku Wnt prowadzi do wielu zaburzen, w tym neurodegeneracyjnych. Lit jest
inhibitorem kinazy GSK3, ktora, jak wspomniano powyzej fosforyluje beta-katening.
Postanowili$my najpierw okresli¢ role jondéw litu w stabilizacji poziomu beta-kateniny w
neuronach wzgoérzowych. Iniekcje litu u myszy nie przynosity dobrego efektu, poniewaz po
Kilku dniach mozna byto uzyska¢ maksymalne jego stezenie ok. 1-2 mikrogramy/ml, znacznie
nizsze niz stgzenie terapeutyczne. Okazato si¢ jednak, ze podawanie wody z chlorkiem litu
dawato lepszy i stabilniejszy wynik u tych myszy. Zar6wno w surowicy, jak i w mozgu poziom
jonow litu byt zblizony do tego, jaki obserwuje si¢ u ludzi, ktorym podawany jest ten lek.
Nastepnie, badaliSmy wptyw litu na poziom beta-kateniny w r6znych neuronach. Okazalo sig,
ze odpowiednie dawki litu selektywnie aktywuja $ciezke Wnt zalezng od beta-kateniny w
neuronach wzgdérzowych, a mechanizm tej selektywnosci zalezy od czynnika transkrypcyjnego
TCF7L2. Biatko to ulega ekspresji w neuronach wzgorzowych i utatwia przejscie beta-kateniny
do jadra komorkowego. Nasze badania wskazuja zatem na mozliwg rol¢ wzgorza 1 TCF7L2 w
patofizjologii choroby dwubiegunowej (Misztal i wsp. 2017). Nastgpnie podjeto probe
stworzenia myszy pozbawionej czynnika TCF7L2 w celu sprawdzenia, jaki jest mechanizm
jego dziatania i jakie objawy choroby dwubiegunowej u takiej myszy wystapia. Sa to wyniki
Marty Wisniewskiej i jej zespotu, ktora przedstawi je m.in. na wyktadzie na Kongresie FEBS
w lipcu 2019 r. w Krakowie. Pojawita si¢ juz praca, w ktorej koreanscy uczeni opisali niektore
cechy mozgu myszy pozbawionej tego czynnika (Lee i wsp., 2017).

Wyniki naszej wspolnej pracy z Shernaz X. Bamji z Brain Research Center na
Uniwersytecie Kolumbii Brytyjskiej z siedziba w Vancouver wykazaty, ze stabilizacja beta-
kateniny w hipokampie mézgu dorostej myszy powoduje znaczne zaburzenie plastycznosci
synaptycznej i zdolno$ci poznawczych. Myszy z nadekspresja beta-kateniny miaty problem z
zapamietywaniem i uczeniem si¢ W eksperymentach z lokalizacja platformy w tzw. tescie
wodnym Morrisa (Mills i wsp., 2014). Podsumowujac, analiza $ciezki degradacji beta-kateniny
pozwala lepiej zrozumie¢ mechanizm dzialania litu jako leku w chorobie dwubiegunowej. Co
wiecej, daje to szans¢ na stworzenie nowego mysiego modelu tej choroby i moze doprowadzi¢
do identyfikacji miejsc uchwytu dla nowych lekow.

Innym literaturowym przyktadem tworzenia modelu choroby psychicznej jest
wykorzystanie zwigzku chemicznego do indukowania okreslonych zmian fenotypowych.
Lundegaard i wsp. stworzyli np. model badania zaburzen lgkowych. Obecnie dostepne terapie
farmakologiczne dziataja poprzez ostabienie pobudliwosci neuronéw, natomiast tu skupiono
si¢ na szlakach sygnatowych, w ktorych posredniczy fosfodiesteraza (PDE) cyklicznego AMP

(CAMP). W tym celu wykorzystano larwy ryby danio prggowany, ktore traktowano rolipramem
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- inhibitorem PDE-cAMP. Spowodowato to nietypowe zachowanie larw - wszystkie chowaty
si¢ glowami na krawedzi szalki, poniewaz tam byto mniejsze oswietlenie. Larwy wykazywaty
wiec typowe reakcje lgkowe 1 uciekaty tam, gdzie czuly si¢ bezpiecznie. Podczas tych badan
wykazano, ze zastosowanie inhibitoroéw kinaz MEK stosowanych w terapii antynowotworowej
moze zmieni¢ ten fenotyp i larwy, mimo potraktowania rolipramem, nie czujg leku. Innymi
stowy, przy uzyciu jednej substancji chemicznej (rolipram) wywotano u larw reakcje Igkowe,
a nastepnie zidentyfikowano zwigzki chemiczne (inhibitory kinaz MEK), ktére ten Igk cofaty.
Terapeutyczne dziatanie dotyczy nie tylko larw, ale rowniez osobnikéw dorostych danio
pregowanego, ktore pod wptywem rolipramu doswiadczajg standw lgkowych 1 spedzajg czas
glownie na dnie akwarium, co jest typowym objawem leku u ryby, natomiast pod wptywem
inhibitorow kinaz MEK te zachowania znikajg. Pozwala to upatrywaé w tych inhibitorach
potencjalnych lekow przeciwlekowych (Lundegaard i wsp., 2015).

Trzema gtéwnymi chorobami neurodegeneracyjnymi sa: choroba Parkinsona (PD),
Alzheimera (AD) i Huntingtona (HD). Dla kazdej z tych choréb mozna stworzy¢ jej model,
jednak wymaga to poznania lub zaproponowania mechanizmu wystapienia tej choroby.
Najprostszym przyktadem jest choroba Huntingtona (HD), w przypadku ktorej znany jest jej
molekularny mechanizm. Polega on na tym, ze w genie kodujagcym huntingtyne (HTT) znajduje
si¢ nadmiar tripletow CAG, ktore na koncu biatka huntingtyny (HTT) ulegajg przeksztalceniu
do reszt poliglutaminowych (poliQ), zmieniajgc wtasciwosci tego biatka. Gdy liczba powtorzen
CAG przekracza 40, huntingtyna tworzy agregaty w jadrach neuronéw, hamujac w ten sposob
dziatanie roznych biatek, w tym kluczowych czynnikdéw transkrypcyjnych. Sa to zmiany
patologiczne, prowadzace do zaburzenia transkrypcji i degeneracji neuronéw. Im wiecej tych
zmian, tym bardziej zaawansowany fenotyp choroby. Naukowcy z Laboratorium
Neurodegeneracji MIBMIiK prowadza badania na myszy transgenicznej YAC128 (CAGi2s),
bedacej modelem HD ze 128 resztami glutaminy w biatku huntingtyny. Porownywalismy m.in.
ekspresje genow odpowiedzialnych za homeostaze wapniowa. Okazalo sie, ze kilka gendw ma
radykalnie zmieniong ekspresje, w tym biatko HAP1 (Huntingtin Associated Protein 1),
wspolpracujace z receptorem IP3R, przez ktory uwalniane sg jony wapnia zendo
plazmatycznego retikulum (ER) po aktywacji komorki. W naszych badaniach wykazalismy, ze
nadekspresja izoformy A biatka HAP1 (HAP1A) powoduje zwigkszenie aktywno$ci receptora
IP3R i procesu pojemno$ciowego napltywu jonéw wapnia (Store-operated calcium entry,
SOCE) (Czeredys i wsp., 2013). Najwieksze zmiany zachodzg w $rednich neuronach
kolczastych (MSN) prazkowia, ktore odpowiada za funkcje motoryczne. MozZna réwniez

hodowac in vitro neurony z tej cze$ci mozgu, ktore w hodowli beda wykazywac pewne zmiany,

5



w tym zaburzong homeostaz¢ wapniowa, jak sadzimy, z powodu nadmiaru zmutowanej
huntingtyny. Przeszukujac biblioteki chemiczne znalezliSmy grupe zwigzkow -
tetrahydrokarbazoli, ktore przywracaja zaburzong homeostaze wapniowa i stabilizujg SOCE w
hodowlach neuronow MSN z myszy YAC128. Zatem zwigzek chlorowodorku 6-bromo-N-(2-
fenyloetyl)-2,3,4,9-tetrahydro-1H-karbazol-1-aminy moze stanowi¢ kierunek leczenia HD,
biorgc pod uwagg, ze rozregulowanie homeostazy wapniowe;j jest jedng z charakterystycznych
cech patologicznych tej choroby (Czeredys i wsp., 2017). A zatem pracujac ze zwierzeciem z
mutacjg chorobotwodrczg mozna analizowacé jego fenotyp i okresli¢ niektore elementy zwigzane
z tg patologig. Cze¢$¢ badan mozna takze prowadzi¢ na komoérkach hodowanych in vitro,
otrzymanych z takiego zwierzgcia, uzyskujac wyniki przydatne do wyjasnienia mechanizmow
choroby.

Wigkszy problem stanowi stworzenie modelu choroby Parkinsona (PD), poniewaz
wyrdznia si¢ przynajmniej 3 glowne jej typy. Pierwszy typ - sporadyczny, w ktérym przyczyna
choroby nie jest znana, mozemy jedynie zaktada¢ zmiane nukleotydéw w niektorych genach,
ale ich bezposredni efekt nie jest okreslony. Drugi typ - srodowiskowy to znany od lat efekt
chemicznych trucizn, ktore specyficznie niszcza neurony dopaminergiczne. Trzeci typ -
rodzinna choroba Parkinsona, za ktorag odpowiada konkretna mutacja w jednym z genow: alfa-
synukleiny, parkiny, hydrolazie L1 ubikwityny, kinazie PINK1. Kinaza biatkowa PINK1 jest
zaangazowana w kontrol¢ stanu mitochondriow. W Laboratorium Neurodegeneracji MIBMiK
we wspolpracy z Oliverem Bandmannem z Uniwersytetu w Sheffield prowadzone sg badania
ryby z mutacja w kinazie Pink1 (pozbawionej czesci karboksylowej). Flinn i wsp. pokazali, ze
juz w 5-dniowej larwie ryby pinkl” (homozygocie, w ktorej oba allele sa zmutowane) ma
miejsce utrata okoto 20% neuronéw dopaminergicznych w porownaniu do ryby dzikiej (WT)
(Flinn i wsp., 2013). Wspdlnie z Oliverem Bandmannem postawilismy hipotezg, ze utrata
funkcji kinazy Pinkl powoduje zaburzenia homeostazy wapniowej w mitochondriach,
prowadzac do ich dysfunkcji, a w konsekwencji do $mierci neuronéw dopaminergicznych.
Zastosowalismy antysensowne oligonukleotydy (morpholino) w celu inaktywacji
mitochondrialnego uniportera wapniowego (mitochondrial calcium uniporter, Mcu)
zlokalizowanego w wewng¢trznej btonie mitochondrialnej. Biatko to odpowiada za transport
jonow wapnia z retikulum endoplazmatycznego bezposrednio do mitochondriow.
Stwierdzilismy, ze brak Mcu zapobiega utracie neuronéw dopaminergicznych w danio
pregowanym z mutacja pink1”. W przypadku ryby dzikiej brak Mcu nie miat wptywu na te
komorki. Nasze badania wskazuja zatem, Ze modulacja homeostazy wapniowej za

posrednictwem Mcu jest mozliwym sposobem neuroprotekcji w mutantach pink1” bedacych
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modelem rodzinnej postaci PD (Soman i wsp., 2017). Pojawity si¢ jednak pewne zastrzezenia
do wynikoéw tych badan, méwiace, ze antysensowne oligonukleotydy (morpholino) powoduja
skutki uboczne, tzn. moga wywotywac zmiany w ekspresji innych genow, niz gen docelowy.
W celu wykluczenia tego efektu przygotowalismy rybe pozbawiong genu mcu, ktora nastepnie
skrzyzowalisémy z ryba pinkl”. Wyniki tego eksperymentu ukaza sie w aktualnie
przygotowywanej publikacji i juz wiemy, ze w podwojnym mutancie ryby, tj. u osobnikéw z
mutacjg w pink1 i mutacja W mcu nie ma utraty neuronéw dopaminergicznych (Soman, Bazata
i wsp., 2018). A zatem, potwierdza si¢ wczesniejsza konkluzja, iz brak bialka
odpowiedzialnego za naptyw jondéw wapnia do mitochondriéw dziala ochronnie na neurony
mimo braku aktywnego biatka Pink1. Kolejnym pytaniem byto, czy faktycznie brak biatka Mcu
w rybie pinkl” powoduje przywrécenie homeostazy wapniowej. W tym badaniu
wykorzystaliSmy kolejng lini¢ ryby danio pr¢gowanego, ktora wykazuje ekspresj¢ sztucznego
biatka GCaMP w neuronach. Ten sensor wapnia reaguje zwigkszeniem fluorescencji po
zwigzaniu tych jonow. W mozgu zywej ryby obserwowanym pod specjalnym mikroskopem
fluorescencyjnym (Light Sheet Fluorescence Microscopy) moglismy zobaczy¢ fluktuacje
poziomu jonoéw wapnia jako zmiany fluorescencji w neuronach. Poréwnalismy nastgpnie, jak
zachowuja si¢ neurony z sondg wapniowg GCaMP w neuronach danio, np. ile jest
spontanicznych reakcji w neuronach ryby dzikiej, ryby z mutacja pink1”, mutacja w mcu i w
rybie z podwojng mutacjg (Soman i wsp., w przygotowaniu). Ponadto, sprawdzaliSmy
zachowanie tej ryby, stosujac test ,,nowego akwarium”. Z obserwacji wynika, ze ryba z mutacja
pinkl1” spedza wigcej czasu na dnie akwarium, co wskazuje na zwigkszony stres i zachowania
lgkowe. W sytuacji, gdy wylaczamy mcu widzimy znaczacg poprawe jej zachowania.
Natomiast ryba dzika bez strachu eksploruje nowe akwarium w catosci.

Jesli chodzi o kolejna chorobe — Alzheimera, mozna wyrézni¢ przynajmniej dwa jej
typy. Pierwszy to postaé rodzinna (familial Alzheimer’s Disease, fAD; < 5% przypadkow), ktora
ma podtoze genetyczne zwigzane z mutacjami W genach kodujacych biatka presenilin (PSENI,
PSEN2) i biatko prekursorowe beta-amyloidu (APP). Preseniliny sa skladnikiem tzw.
kompleksu gamma-sekretazy czyli enzymu, ktory uczestniczy w wycinaniu beta-amyloidu z
biatka prekursorowego APP. Na skutek mutacji w presenilinach lub APP dochodzi do zmiany
proteolizy APP, co wywotuje powstawanie wigkszych ilosci toksycznych form beta-amyloidu.
Druga posta¢ choroby - sporadyczna (sporadic Alzheimer’s Disease, sAD; >95%), w przypadku
ktorej nie znamy przyczyn, ale wiemy, ze glownym czynnikiem ryzyka jest wiek,
charakteryzuje si¢ objawami pojawiajacymi si¢ po 65 roku zycia. Im osoba starsza, tym wigksza

szansa wystapienia choroby, np. U 90-latkow prawdopodobienstwo wynosi az 50%. Jesli
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chodzi o czynniki genetyczne w przypadku sAD to obecnos¢ u danej osoby dwoch alleli genu
APOE4 zwicksza szanse na pojawienie si¢ tej choroby we wcze$niejszym wieku. Glowng i
nadal obowigzujacg hipoteza dotyczaca przyczyny choroby Alzheimera jest teoria beta-
amyloidu. Wedtug niej oligomery tego peptydu wywotujg zmiany w neuronach i zaburzenia
przewodnictwa synaptycznego, prowadzac do ot¢pienia alzheimerowskiego. Sa rowniez coraz
bardziej interesujace wskazowki mowiace, iz przyczyna AD nie jest beta-amyloid, lecz
nadmiernie ufosforylowane biatko tau (phospho-tau), znajdujgce si¢ wewnatrz neuronu,
wplywajace na stabilizacj¢ mikrotubul 1 odlegtosci miedzy nimi. Nadmierna fosforylacja tego
biatka prowadzi do powstawania wewngtrzkomorkowych splotoéw neurofibrylarnych
(zwyrodnien nerwowo-witokienkowych), ktore utrudniajga przewodzenie impulséw i sg
odpowiedzialne za patologiczne zmiany, prowadzace do S$mierci neuronow. Niestety,
rozwijajac te hipotezy w wielu laboratoriach na $wiecie nadal nie opracowano skutecznej terapii
AD, ktora przywracataby pacjentom zdrowie i sprawno$¢, a przynajmniej powstrzymywataby
rozw0j tej choroby. Jedna z dotychczas nieskutecznych terapii sg np. wyniki dotyczace
przeciwcial anty Abeta. Inna, jest jeden z lekow stosowanych w leczeniu cukrzycy, ktory dawat
obiecujace dane we wczesniejszych fazach badan klinicznych, niestety wszystkie nastepne, na
wiekszej liczbie osob daty wyniki negatywne. Hipoteza amyloidowa zatem, na podstawie ktorej
zrealizowano tysigce badan klinicznych, nie przyniosta przetomu w leczeniu AD. Nawet Karl
Herrup — wczesniejszy zwolennik hipotezy kaskady beta-amyloidu przyznat, iz jest ona jednak
niewystarczajaca, aby skutecznie zrozumie¢ mechanizm powstawania AD i nalezy ja odrzucic,
a szuka¢ innych mechanizméw odpowiedzialnych za zmiany patologiczne wywotujace ta
chorobe (Herrup, 2015). Oczywiscie nie kwestionuje si¢ zmienionego poziomu beta-amyloidu
w AD, ale prawdopodobnie nie jest to pierwotna przyczyna tej choroby.

Wracajac do wynikéw badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS), wiemy, ze jedna
z form biatka APOE zwigksza ryzyko zachorowania na chorobg¢ Alzheimera i faktycznie na
chromosomie 19, na ktérym ten gen jest zlokalizowany zidentyfikowano SNPs (Kamboh i wsp.,
2012). W przypadku innych genoéw, w ktorych zidentyfikowano SNPs réznicujace osoby z
chorobg Alzheimera od osob zdrowych wskazano na zupetnie inne geny, niz te, ktorych sig
spodziewano, czyli presenilin i APP, gdyby hipoteza beta-amyloidowa byta prawdziwa. Do
zidentyfikowanych przez GWAS genow w bazie AlzGenes i ich funkcji nalezag: APOE -
transport lipidéw i uktad immunologiczny; BIN1 - endocytoza; CLU - uktad immunologiczny;
ABCAY - mitochondria i metabolizm jonow zelaza; CR1 - stan zapalny; PICALM - endocytoza,
utrzymanie synaps; MS4A6A - transdukcja sygnatu; CD33 - uktad immunologiczny; MS4A4E

- transdukcja sygnatu; CD2AP - uktad immunologiczny. Sg to wigc rozne biatka zwigzane z tak
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odmiennymi procesami, jak cykl endocytozy, odpowiedz immunologiczna organizmu oraz
szlaki przekazywania sygnatéw. Jedna z hipotez, malo badana, zaktada, ze zmiany wywotujace
chorobe Alzheimera rozpoczynaja si¢ od stanu zapalnego, co oznacza, ze by¢ moze przyczyn
AD nalezy jednak szuka¢ gdzie indziej niz w proteolizie APP i fosforylacji biatka tau.

W rodzinnej postaci AD (fAD) badania sg prowadzone na roéznych modelach
doswiadczalnych takich, jak myszy transgeniczne, komodrki od pacjentow czy hodowle
komorkowe, w ktorych tak, jak w myszach wywoluje si¢ nadekspresje bialek ludzkich z
mutacjami ludzkimi wywotujacymi fAD. Niestety, do tej pory badania na tych modelach nie
doprowadzity do opracowania leku dajgcego nadzieje chorym i ich bliskim. Co wigcej, brakuje
dobrych modeli doswiadczalnych do zbadania mechanizméow sporadycznej postaci AD (SAD),
np. posiadajacych jej cechy, gdzie gtdbwnym czynnikiem ryzyka jest wiek. Coraz wigcej badan
prowadzi si¢ na ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorkach macierzystych (human
induced pluripotent stem cells, iPSCs), ktore maja zdolnos$¢ rdéznicowania si¢ m.in. w neurony.
Najpierw uzyskuje si¢ komorki z matego fragmentu skory dorostego cztowieka i hoduje in
vitro. Nastepnie, przy pomocy odpowiednich procedur prowadzi si¢ modyfikacje
wyhodowanych fibroblastow tak, by je przeksztalci¢ w neurony. Zaleta tego typu hodowli
komorkowych jest to, ze zawierajg one okreslony genotyp poszczegolnych pacjentoéw z AD lub
0s6b zdrowych, ktérych komorki sa punktem odniesienia dla komorek od oséb chorych. By¢
moze to jest droga, ktora doprowadzi nas do konkretnego rozwigzania problemu sAD. Juz kilka
lat temu z Urszula Wojda, ktora obecnie jest kierownikiem zaktadu w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN stwierdzili$my, ze zbyt duzo badan i srodkow zostato
poswieconych hipotezom dotyczacym beta-amyloidu i biatka tau, zamiast skierowania uwagi
na badania innych procesow, m.in. cyklu komoérkowego, stresu oksydacyjnego, insuliny, czy
tez homeostazy wapniowej. W kilku naszych artykutach przegladowych wskazujemy, co inni
badacze tez postulujg, ze by¢ moze to wiasnie zaburzenia homeostazy wapniowej sa
odpowiedzialne za pierwotne zmiany prowadzace do AD (Bojarski i wsp., 2008; Wojda i wsp.,
2008; Wojda i Kuznicki, 2013; Majewski i Kuznicki, 2015). Juz w latach 90-tych Khachaturian
jako pierwszy zaproponowal hipotez¢ wapniowa, wedlug ktorej dhugotrwate zaburzenia
homeostazy wapniowej w starzejacych si¢ neuronach sg bezposrednig przyczyng chordb
neurodegeneracyjnych, w tym AD (Khachaturian, 1994). Sugeruje si¢, ze w zdrowym neuronie
jest niski poziom spoczynkowy Ca?*, ale na skutek réznych zmian zwigzanych z wiekiem
poziom ten zwigksza si¢. Przez pewien czas neurony dajg sobie rad¢ z takg zmiang, ale w
pewnym momencie zaczynajg gorzej funkcjonowac, degenerujg i tym samym dochodzi do

zaniku polaczen miedzy nimi. Starzenie mozgu jest zatem efektem zmian, m.in. w neuronach
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mozgu, bedacych wynikiem powolnego zwickszania si¢ poziomu Ca®" i wiasnie te zmiany
moga prowadzi¢ do sAD. Badania wskazujg, ze zaburzenie homeostazy wapniowej wystepuje
réwniez w fAD, np. zmutowane biatko APP daje zwickszony sygnatl wapniowy pod wptywem
glutaminianu (Supnet i wsp., 2006). W naszych badaniach pokazali$my ostatnio, ze komorki
HeLa z pozbawionym przy pomocy siRNA genem APP, wykazujg podwyzszony spoczynkowy
poziom Ca®** w ER oraz przedluzone uwalnianie jego =zapasow z retikulum
endoplazmatycznego; zatem nasze dane sugeruja fizjologiczng funkcje APP w regulacji
poziomu wapnia w ER (Gazda i wsp., 2017).

W naszych weczesniejszych badaniach zidentyfikowaliSmy nowe mutacje w
presenilinach u polskich pacjentow z rodzinng postacia AD, niektére wywotujace chorobg juz
w wieku 33 lat (Peptonska i wsp., 2003; Zekanowski i wsp., 2003, 2004, 2005, 2006). A zatem,
zaburzenia homeostazy wapniowej w tej chorobie dotycza nie tylko komorek nerwowych, ale
takze komorek obwodowych takich, jak limfocyty. Z badan prowadzonych na tych komoérkach
od pacjentow z fagodnymi zaburzeniami poznawczymi (mild cognitive impairment, MCI) oraz
pacjentoéw, ktdrzy w petni rozwingli sporadyczng AD wynika, ze limfocyty tych osob wykazuja
zwiekszony poziom spoczynkowego Ca?* i SOCE w stosunku do grupy kontrolnej, jak rowniez
wskazuja na zwickszone uwalnianie Ca?* przez receptor IP3R zalezny od dziatania
trojfosforanu inozytolu IP3 (Jaworska i wsp., 2013). Z kolei oznaczajac poziom wapnia w
unie$Smiertelnionych limfocytach od pacjentow z fAD zanotowaliSmy obnizony
pojemnosciowy naptyw wapnia do siateczki $rodplazmatycznej oraz 2-krotnie nizszy poziom
STIM2 - jednego z biatek sensorowych, reagujacych na zmiany poziomu jonéw wapnia w ER.
Poziom biatka STIM1 natomiast nie zmieniat si¢ (Bojarski i wsp., 2009). Takie zmiany, tj.
obnizony poziom STIM2, ale nie STIM1 obserwowalismy rowniez w skrawkach hipokampa
myszy fAD z mutacja w presenilinie (PS1 A246E).

Po kilku latach grupa pod kierunkiem Bezprozvannego opublikowata wyniki badan, w
ktorych potwierdzita i rozwineta nasze obserwacje, wykorzystujac genetycznie modyfikowane
myszy i material pobrany od pacjentow z SAD (Sun i wsp., 2014). M.in. wykazali oni, ze biatko
STIM2 i neuronalny pojemnosciowy naptyw wapnia (neuronal store-operated calcium influx,
nSOCE) odgrywaja kluczowa rolg W utrzymaniu kolcow dendrytycznych. Sag to struktury
neurondéw, ktoére majg znaczacy wptyw na procesy pamigciowe. Ciagly napltyw jonow wapnia
za posrednictwem szlaku nSOCE prowadzi do trwatej aktywacji zaleznej od wapnia i
kalmoduliny kinazy CaMKII w tych kolcach, co z kolei jest konieczne do ich prawidtowego
funkcjonowania. Ta grupa badaczy wykazata roéwniez, ze szlak STIM2-nSOCE-CaMKI| jest

zakltocony w starzejacych si¢ neuronach w hodowli oraz w skrawkach mézgu pacjentow ze
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sporadyczng AD. Ich zdaniem jest to spowodowane obnizonym poziomem ekspresji biatka
STIM2. Co za tym idzie, nieprawidlowe funkcjonowanie szlaku STIM2-nSOCE-CaMKI|I
przyczynia si¢ do utraty potaczen synaptycznych oraz spadku zdolno$ci poznawczych w
starzeniu 1 AD. Te badania sugerujg wigc, ze zwigkszenie ekspresji STIM2 lub aktywnosci
NSOCE moze stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu AD i1 innych zaburzen pamieci
zwigzanych z wiekiem (Sun i wsp., 2014). Sa to zatem bardzo ciekawe wyniki badan, jednak
dotychczas nie zostalty powtdrzone przez inne grupy badaczy.

Zastanawialiémy si¢ takze nad mozliwoscig wykorzystania modeli AD w celu
poszukiwania zwigzkow, ktore majg zdolno$¢ przywracania prawidlowej homeostazy
wapniowej. Kilka lat temu, wspolnie z Jochenem Hermsem w ramach grantu polsko-
niemieckiego stworzylismy lini¢ embrionalnych ludzkich komérek nerek HEK293 z mutacja
w presenilinie 1, ktora jest powodem rodzinnej postaci AD. Do tych komoérek wprowadzaliSmy
gen kodujacy sztuczne biatko YC3.6 (Yellow Camelon). Jest to sonda do pomiaru zmian
homeostazy wapniowej w komorkach. W zaleznosci od tego, czy w komorkach HEK293 byta
zmutowana presenilina, czy forma dzika tego bialka, zarejestrowaliSmy rézny poziom jonow
wapnia uwalnianego pod wptywem karbacholu. W komorkach ze zmutowanym biatkiem
obserwowano 2-krotny wzrost poziomu wapnia w porownaniu z komoérkami z dzika
preseniling. Podczas tych do$wiadczen korzystaliSmy ze specjalnego, zautomatyzowanego
mikroskopu OPERA umozliwiajagcego owe badanie wplywu tysigcy niskoczasteczkowych
zwigzkow chemicznych na poziom jonéw wapnia w badanych komorkach. PrzebadaliSmy w
ten sposob 20 000 réznych zwigzkow, z ktdrych wigkszo$¢ nie miata wptywu na przezywalnosé
komorek i na zmiany poziomu wapnia. Byly jednak i takie zwiazki, ktore przywracaty
homeostazg wapniowag w komodrkach ze zmutowang preseniling do poziomu
charakterystycznego dla komoérek z dzika preseniling (patent: WO/2013/139929) (Honarnejad
i wsp., 2013, 2013). Jednym z takich zwigzkow byt Bepridil - znany antagonista kanatu
wapniowego. Wskazali$my zatem, iz w ten sposob w ramach badan wielkoskalowych mozna
oznacza¢ zmiany homeostazy jonéw wapnia W celu poszukiwania zwigzkow chemicznych,
ktore moga regulowac jego poziom w komorkach.

Obecnie probujemy stworzy¢ model 0 cechach sporadycznej AD w oparciu o hipotezg
wapniowa. Na podstawie naszych wcze$niejszych obserwacji wskazujacych, iz nadekspresja
biatek STIM2 i ORAII powoduje znaczace podwyzszenie poziomu jondw wapnia w neuronach
hodowanych in vitro postanowiliSmy stworzy¢ odpowiednie linie myszy transgenicznych
(Gruszczynska-Biegata i wsp., 2011). ZalozyliSmy, ze neurony w moézgu myszy podwojnie

transgenicznej (2xtg STIM2-ORAI1) bedg miaty réwniez zwiekszony poziom spoczynkowego
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Ca?". Grupe kontrolna stanowi¢ beda neurony w moézgach myszy 2xtg STIM1-ORAI1, ktore
powinny mie¢ normalny poziom jonéw wapnia. Dysponujemy juz transgenicznymi myszami,
ktore w neuronach maja nadekspresje STIM1, STIM2 lub ORAIL. Obecnie, krzyzujemy je ze
sobg, a nastepnie bedziemy mierzy¢ poziom wapnia przy pomocy metod elektrofizjologicznych
oraz oznacza¢ zachowanie tych myszy przy pomocy réznych testow. Oczekujemy, ze myszy
2xtg STIM2-ORAIl beda wykazywaty zmiany patologiczne charakterystyczne dla AD w
przeciwienstwie do myszy 2xtg STIM1-ORAIL.

AD rozwija si¢ bezobjawowo przez wiele lat. Dodatkowym problemem zwigzanym z tg
chorobg jest brak dobrych testow diagnostycznych, ktore wskazujg na zachodzace juz
patologiczne zmiany w mozgu mimo, iz jeszcze nie ma ich objawow. Poszukuje si¢ zatem
sposobu na identyfikacje takich osob, ktore majg juz zmiany charakterystyczne dla AD, ale nie
majg symptomow, m.in. zaburzen pamigci. Oprocz tego, ze nie ma leku na AD jest to kolejny
duzy problem, poniewaz badania kliniczne najczesciej prowadzone sa na osobach z
zaawansowang chorobg | wg ,,wyznawcow” hipotezy amyloidowej potencjalne leki nie dziataty
wlasnie z uwagi na zaawansowanie tej choroby u badanych osob. Poszukiwanie biomarkerow
AD to obecnie bardzo szeroki front badan, w ktore my rowniez wiaczylisSmy si¢. Czes$é
zespolow na §wiecie poszukuje markeréw, stosujac metody obrazowania mozgu, a czes¢ tak,
jak my, szuka ich we krwi. Wspoélnie z Urszulag Wojda i jej zespotem zidentyfikowalismy i
zweryfikowaliSmy 15 miRNA (9 nowych i 6 opisanych) jako kandydatow na wczesne
biomarkery AD we krwi (aplikacja patentowa: PCT/IB2016/052440) (Nagaraj i wsp., 2017).
Zbadali$my takze, iz zidentyfikowane miRNA wptywaja na ekspresje gend6w kodujacych biatka
zwigzane z AD (APP, BACE, MAPT, PSEN) oraz r6znicuja pacjentow z wczesng postacia AD
od postaci zaawansowanej. Opracowany panel biomarkerow miRNA obecnych we krwi moze
by¢ zastosowany do wykrywania wczesnego stadium AD u o0sob z tagodnymi zaburzeniami
poznawczymi.

Ostatnig ciekawostka sg informacje, ktore ukazaty si¢ niedawno w pracy pt. Closing in
on a blood test for Alzheimer’s? (Alzforum, 2018)*. Ot6z, opracowano czuly i powtarzalny test
z krwi, ktory z 90% doktadnoscia szacuje poziom beta-amyloidu w mozgu. Stosuje si¢ w nim
immunoprecypitacj¢ peptydow beta-amyloidu, a nastgpnie spektrometri¢ masowa. Test ten
dziata tak samo, jak badanie istniejacych biomarkerow w ptynie mézgowo-rdzeniowym
(cerebrospinal fluid, CSF), ale jest to zdecydowanie prostsza, szybsza i tansza metoda niz

naktucia ledzwiowe czy obrazowanie przy pomocy pozytonowej tomografii emisyjnej

L https://www.alzforum.org/news/research-news/closing-blood-test-alzheimers
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(positron emission tomography, PET). Jest to zatem bardzo obiecujgca metoda badan,
identyfikujaca osoby do badania nowych lekow anty AD.

Co mozemy zatem zrobi¢ na obecnym etapie wiedzy dotyczacej choroby Alzheimera?
Mozemy probowaé zmniejszaé SWoje szanse na rozwoj tej choroby, prowadzac tzw. zdrowy
tryb zycia. Wiele ostatnich badan podkresla kluczowa rol¢ snu, co wigze si¢ m.in. ze stezeniem
beta-amyloidu w plynie mézgowo-rdzeniowym. Wg najnowszych prac jest ono az o 30%
wicksze u osob, ktore nie przesypiaja nocy w stosunku do osob, ktore $pig regularnie
(Alzforum, 2018)%. Mozemy wiec minimalizowaé ryzyko zachorowania na AD, dbajac 0
regularno$¢ naszego snu. Sg takze badania wskazujace, iz wlasciwe odzywianie majace wpltyw
na stan naszych naczyn krwiono$nych jest czynnikiem zmniejszajacym szanse na rozwoj AD.

Modelami chor6b ludzkich moga by¢ réwniez ryby, np. danio prggowany, ktory
dysponuje wieloma zaletami jako model badawczy choréb cztowieka. Wykazuje bowiem
wysoka zgodno$¢ z genomem ludzkim (ok. 80%), jest przezroczysty przez pierwsze 5-6 dni
zycia, mozna wiec obserwowac in vivo to, co dzieje si¢ w komorkach. Inne atuty to maty
rozmiar organizmu, tatwos¢ utrzymania i niskie koszty hodowli, duza liczba nowych
osobnikéw do uzyskania w krotkim czasie (300 larw na tydzien z 1 pary) i to, ze praca z larwami
do 5 dni nie wymaga zgody komisji etycznej. Ponadto, istnieje mozliwo$¢ wielkoskalowych
badan przyzyciowych oraz toksykologicznych i behawioralnych (high-throughput screening,
HTS), analizy uczenia si¢ i pamigci, CO Umozliwia identyfikacj¢ miejsc uchwytu potencjalnych
lekéw. Danio pregowany poddaje si¢ takze tatwym manipulacjom genetycznym, przez co
mozna uzyska¢ osobniki z r6znymi mutacjami, np. poprzez wprowadzenie stabilnej ekspresji
dowolnego genu przy pomocy systemu Tol2 transpozazy (Kawakami, 2007), uzyskanie
przejsciowej nadekspresji genow w wybranych komoérkach, obrazujac je przyzyciowo (Bazata
i wsp., 2016), poprzez zahamowanie ekspresji biatka przy uzyciu antysensownych
oligonukleotydéw lub unieczynnienie (nokaut) danego genu metoda CRISPR/Cas9.

Mimo wielu zalet danio pregowanego nie jest to idealny model do badania proceséw
chorobotworczych zwigzanych ze starzeniem. Ryba ta zyje bowiem okoto 5 lat. Natomiast od
kilku lat prowadzone sg badania ryby Killifish (Nothobranchius furzeri) jako nowego modelu
starzenia i choréb zwiagzanych z wiekiem. Jest to jeden z najkrocej zyjacych kregowcow, ktory
ma wiele tych samych zalet co danio pregowany, jednak do badania chorob
neurodegeneracyjnych czy problemow starzenia nadaje si¢ duzo lepiej, poniewaz ma bardzo

krotki, 3-miesieczny cykl zyciowy. Obserwowanie zatem zmian patologicznych zwigzanych z

2 https://www.alzforum.org/news/research-news/skimping-sleep-makes-more-av-brain
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procesami neurodegeneracyjnymi w przypadku danio pregowanego nie jest laboratoryjnie
mozliwe, za§ w przypadku killifish - tak. Innymi ciekawymi cechami tej ryby jest jej
dojrzewanie ptciowe, ktore trwa 3-4 tygodnie (jaja sg trwate bez wody), jest to maty drapieznik,
ktory zjada larwy komarow i wplywa przez to na czestos¢ malarii, telomery nie ulegajg
skroceniu, telomeraza nie zmniejsza aktywnos$ci, lipofuscyna akumuluje si¢ w mozgu i1
watrobie, pojawiaja si¢ nowotwory, ograniczenia kaloryczne redukuja r6zne objawy starzenia,
za$ genom Killifish jest juz zsekwencjonowany. W niedalekiej przysztosci Migdzynarodowy

Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie uruchomi hodowle tej ryby.
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