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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Choroba Parkinsona (chP) jest przewlekts, postepujaca choroba neurodegeneracyjng o$rod-
kowego uktadu nerwowego. Przyczyny jej wystapienia, mimo wielu lat badan, nadal nie sa
w petni wyjasnione. Gtéwnym procesem patologicznym obserwowanym w chP jest degene-
racja neuronéw dopaminergicznych istoty czarnej i zmniejszenie stezenia dopaminy oraz
jej metabolitéw w prazkowiu i zwojach podstawy. Obserwuje si¢ zmniejszenie aktywnosci
enzymdw zwigzanych z synteza i metabolizmem dopaminy, m.in. hydroksylazy tyrozynowej.
Procesowi neurodegeneracji towarzyszy rozwdj reakcji zapalnej oraz powstawanie wtre-
téw wewnatrzneuronalnych, zwanych ciatami Lewy’ego, w sktad ktérych wchodzi przede
wszystkim a-synukleina (ASN). Obecno$é ASN w ciatach Lewy’ego oraz powiazanie mutacji
w genie kodujacym ASN z rodzinna postacia choroby wskazuje na istotna role tego biatka
w patogenezie chP.

Alfa-synukleina jest matym biatkiem obecnym w mdézgu. W warunkach fizjologicznych
jest zaangazowana m.in. w metabolizm dopaminy. Zmiany stezenia ASN spowodowane jej
agregacja czy tez zwiazane z nadekspresjg badZ obnizong ekspresja moga zaburzaé funkcjo-
nowanie uktadu dopaminergicznego powodujac wystapienie zmian neurodegeneracyjnych
obserwowanych w przebiegu chP.

W pracy przedstawiono mysie modele chP wykorzystujace podwyzszone stezenie ASN w mo-
zgu. Opisano modele oparte na transgenicznych myszach, wektorach wirusowych zawieraja-
cych gen ASN oraz takie, w ktérych podwyzszone stezenie ASN uzyskuje sie przez domézgowe
podanie biatka. Wymieniono zalety opracowanych modeli, ich liczne ograniczenia oraz
podkreslono potrzebe dalszego poszukiwania idealnego modelu choroby.
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Summary

Parkinson’s disease (PD) is a chronic, progressive neurodegenerative disease of central ne-
rvous system. Despite many years of research its pathogenesis remains elusive. The main
pathological process observed in PD is the degeneration of dopaminergic neurons in the
substantia nigra and the reduction in the concentration of dopamine and its metabolites in
the striatum and basal ganglia. In addition, a reduction in the activity of enzymes involved
in the synthesis and metabolism of dopamine (e.g. tyrosine hydroxylase) is observed. The
process of neurodegeneration is accompanied by the development of inflammatory reaction
and the formation of intraneuronal inclusions - Lewy’s bodies, which containing mainly of
a-synuclein (ASN). The presence of ASN in Lewy bodies and the association of mutations in
the gene encoding ASN with the familial form of the disease indicates the important role of
this protein in the pathogenesis of PD.

ASN is a small protein widely distributed in the brain. Under physiological conditions it is
involved, among others, in dopamine metabolism. Changes in ASN levels due to its aggrega-
tion, overexpression or decreased expression may disrupt dopaminergic system functions and
contribute to the neurodegeneration process observed in PD.

Our paper is focused on murine ASN-based models of PD. In this review we describe models
based on transgenic mice, viral vectors containing the ASN gene, and those in which eleva-
ted ASN levels are obtained by intracerebral protein administration. We briefly discuss the
advantages of developed models and their numerous limitations We also highlight the need
for further search for the ideal disease model.
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AAV - wirusy zwigzane z adenowirusami; ASN - a-synukleina; chP - choroba Parkinsona; DA -
dopamina; LB - ciata Lewy’ego; LN — neuryty Lewy'ego; LV - lentiwirusy; OUN - osrodkowy uktad
nerwowy; PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu typu f (platelet-derived growth factor);
PrP - biatko prionowe; SNCA - gen kodujacy a-synukleine; TH — hydroksylaza tyrozynowa; Thy-
1 - czynnik réznicowania tymocytéw (thymocyte differentiation antigen 1).

wystgpienie objawdw, rozpoczynajace sie od drzenia jed-

nej z koficzyn gérnych [32]. Objawom ruchowym mogg

Choroba Parkinsona (chP) jest druga, po chorobie Alzhe-
imera, najczesciej wystepujaca choroba neurodegenera-
cyjna o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN). Szacuje
sie, Ze na $wiecie zyje okoto 10 milionéw oséb z chP [29].

W poczatkowym stadium choroby objawy wystepuja
w niewielkim nasileniu i sg nieswoiste. Do klasycznych
objawéw klinicznych chP zalicza si¢ m.in.: spowolnie-
nie ruchowe, sztywno$¢ mie$niowa, drzenie spoczyn-
kowe. Charakterystyczne jest poczatkowo jednostronne

towarzyszy¢ objawy pozamotoryczne - depresja, otepie-
nie czy nadmierna potliwos¢.

Chorobe rozpoznaje sie na podstawie objawdw klinicz-
nych. Nie opracowano jeszcze testu diagnostycznego,
ktéry pozwolitby jednoznacznie potwierdzi¢ chP. Nie
opracowano réwniez leczenia przyczynowego, a stoso-
wana farmakoterapia ma jedynie na celu spowolni¢ roz-
wdéj chP, ztagodzi¢ dolegliwosci i poprawié jako$¢ zycia
pacjentdw.
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Charakterystyczna cecha chP jest postepujace
zwyrodnienie komdrek dopaminergicznych szlaku
nigrostriatalnego. Procesowi temu towarzyszy
zmniejszenie stezenia dopaminy (DA) oraz jej metabolitéw
w prazkowiu. Wraz z postepujaca degeneracja neuronéw
dopaminergicznych szlaku nigrostriatalnego w cytozolu
tych komdérek pojawiaja sie biatkowe wtrety tzw. ciata
Lewy’ego (LB), a w obrebie wypustek neuronalnych
neuryty Lewy’ego (LN). LB sa okragtymi kwasochtonnymi
wtretami, w sktad ktérych wchodza gtéwnie agregaty
nieprawidlowo sfatdowanego biatka fibrylarnego -
a-synukleiny (ASN). Innymi sktadnikami LB sa ubikwityna,
biatka neurofilamentéw oraz alfa-B krystalina. LN sg
wrzecionowatymi lub nitkowatymi ciatami wtretowymi
zawierajgcymi ASN. LB i LN stwierdza sie nie tylko
w obszarze istoty czarnej, ale réwniez w korze mézgowej,
ciele migdatowatym, jadrach miejsca sinawego, a takze
w obwodowym uktadzie nerwowym. Ich umiejscowienie
zalezy od stadium rozwoju choroby: w fazie bezobjawowej
obecno$¢ LB stwierdza sie w rdzeniu przedtuzonym,
moscie oraz w jadrze sinawym, a takze w obrebie struktur
drogi wechowej. W stadium 3 i 4 rozwoju choroby wg
Braaka pojawiaja sie w istocie czarnej oraz jadrach
nerwéw jezykowo-gardtowego i btednego, a w ostatnich
stadiach rozwoju choroby (5 i 6) takze w obrebie kory
mébzgu [8, 26, 55].

Degeneracji neurondw towarzyszy rozwdj reakeji zapal-
nej - obserwuje sie pobudzenie mikrogleju, astroglejoze,
zwiekszong ekspresje czynnikéw zapalnych [56]. Pro-
cesy te nasilaja destrukcyjne zmiany w obrebie neuro-
néw [28, 37]. Sugeruje sie, ze do zainicjowania i rozwoju
proceséw neurodegeneracyjnych moze réwniez prowa-
dzié stres oksydacyjny i nitracyjny [16, 20, 30, 34].

Mimo licznych badati majacych na celu poznanie etio-

patogenezy chP nadal nie wiadomo, jakie czynniki
odpowiadaja za zapoczatkowanie kaskady proceséw
wiodacych do rozwoju choroby. Wiadomo, ze w niektd-
rych przypadkach jej podtoze jest genetyczne i wigze sie
zmutacjami m.in. w genach ASN (SNCA), parkiny (PRKN)
czy C-kotficowej hydrolazy ubikwityny L1 (UCHL1) [13].
W innych przypadkach jako czynniki mogace mieé
wplyw na zainicjowaniu procesu neurodegeneracji
wskazuje sie m.in. stres oksydacyjny [16, 20], toksyny
$rodowiskowe [4] oraz czynniki zapalne [28].

ALFA-SYNUKLEINA 1JEJ ZWIAZEK Z PATOGENEZA CHOROBY
PARKINSONA

a-synukleina to fibrylarne biatko o masie 14 kDa wyste-
pujace w zakoniczeniach presynaptycznych oraz w blo-
nach jadrowych neuronéw [48]. Poza mdzgiem obecno$é
ASN stwierdza sie réwniez we krwi, gtéwnie w erytrocy-
tach [5], osoczu, ptynie mézgowo-rdzeniowym, a takze
w mieéniu sercowym [64]. W ostatnich latach wykazano,
ze ASN jest umiejscowiona w strukturze zwanej MAM
(mitochondria-associated membrane), ktéra stanowi
potaczenie retikulum endoplazmatycznego oraz btony
zewnetrznej mitochondrium [25].

ASN po raz pierwszy wyizolowano w 1988 r. z narzadu
elektrycznego ryby z gatunku Torpedo californica [48]. Jed-
nak dopiero w 1997 r. Polymeropoulos i wsp. powiazali
jedna z mutacji wystepujacych w genie SNCA (koduja-
cym ASN) z chP [57], co dato poczatek licznym badaniom
dotyczgcym roli ASN w patogenezie tej choroby i innych
synukleinopatii. W innych badaniach wykazano, ze réw-
niez multiplikacje genu SNCA czy zmiany w obrebie
regionu promotorowego tego genu sg zwigzane z wyste-
powaniem chP [10, 35, 47, 67]. Dane te wskazuja, ze nie
tylko mutacje w genie SNCA, ale réwniez podwyzszone
stezenie ASN odgrywa wazng role w rozwoju chP.

Funkgje, jakie w warunkach fizjologicznych pelni ASN,
nadal nie zostaly w pelni poznane. W zwigzku z wystepo-
waniem wysokich stezei ASN w cze$ci presynaptycznej
zakoniczefi nerwowych sugeruje sie, ze ASN jest zaan-
gazowana w proces tworzenia synaps, regulacje neuro-
przekaznictwa [66], czy w ksztattowanie plastycznos$ci
synaptycznej [21]. Potwierdzajg to wyniki badan z wyko-
rzystaniem myszy transgenicznych pozbawionych genu
SNCA (SNCA-/-). Abeliovich i wsp. wykazali, ze u zwierzat
tych dochodzi do zaburzeth w prawidtowej aktywnosci
synaptycznej oraz regulacji neurotransmisji zaleznej od
DA[1].

Opublikowane dotychczas prace wskazuja na istotna role
ASN w przebiegu choréb neurodegeneracyjnych. W bada-
niach post mortem u pacjentéw wykazano m.in., ze w struk-
turach mézgu objetych procesem neurodegeneracji w chP,
otepieniu z cialami Lewy’ego oraz w chorobie Alzheimera
z cialami Lewy’ego dochodzi do wzrostu ekspresji ASN
na poziomie mRNA [62]. Udowodniono takze, ze w pato-
logiach tych dochodzi do nadmiernego uwalniania ASN do
przestrzeni zewngtrzkomérkowej [36].

Toksyczne dziatanie ASN na neurony jest w bezpo$redni
spos6b zwiazane z przyjmowaniem przez to biatko niepra-
widlowej konformacji. Prowadzi to do oligomeryzacji ASN,
anastepnie do jej agregacji i tworzenia ztogéw w postaci
LB i LN. Uwaza sie, ze proces agregacji to moze by¢ mecha-
nizm obronny komérki przed szkodliwym dziataniem oli-
gomerdw ASN. Jednoczes$nie jednak powoduje powstanie
nierozpuszczalnych ztogéw, powodujacych prawdopodob-
nie mechaniczne uszkodzenia komérki [33]. Zagregowana
ASN, ze wzgledu na zmniejszona biodostepnosé, nie moze
petnié swoich fizjologicznych funkgji, co zaburza home-
ostaze uktadu dopaminergicznego i zmienia czynno$é
synaps.

Do niedawna sadzono, ze ASN naturalnie wystepuje
w postaci monomeréw, ktére w pewnych warunkach moga
oligomeryzowac i przez dalsza agregacje tworzy¢ zltogi
w formie LB i LN. Jednak autorzy opublikowanej w 2011
r. pracy wykazali, ze w warunkach fizjologicznych domi-
nujaca postacig wystepowania ASN jest postaé tetrame-
réw o masie okoto 58 kDa. Zaobserwowali réwniez, ze ta
postaé ASN jest bardzo oporna na agregacje. Do agregacji
ASN miatby zatem prowadzi¢ uprzedni rozpad tetrameréw
do formy monomerdw, ktére tatwo tworzg agregaty [6, 14].
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Nie wszyscy sie zgadzajg z pogladami tych autoréw [2, 9,
18], niemniej jednak w ostatnich latach potencjalna tok-
syczno$¢ monomerdw ASN, w tym tych obecnych pozako-
mdrkowo, jest poddawana intensywnym badaniom.

Wyniki Lee i wsp. uzyskane w badaniach prowadzo-
nych na hodowlach komérkowych wskazuja, ze zewng-
trzkomérkowe agregaty ASN moga wnikaé do komdrek
w procesie endocytozy, a tam podlegaja szybkiej degrada-
cji w lizosomach. Monomeryczne formy ASN moga nato-
miast swobodnie przenikaé przez btone komérkows, ale
nie sg we wnetrzu komérki degradowane i moga dziataé
cytotoksycznie [40]. Pozakomdrkowa ASN po wniknieciu
do komérki moze podlega¢ translokacji do mitochondriéw,
a jej postepujaca akumulacja w tych organellach moze
zaburza¢ funkcjonowanie kompleksu I faicucha oddecho-
wego i zwiekszad stres oksydacyjny w koméree [11, 15, 43].
Moze to prowadzi¢ do dysfunkcji mitochondriéw, procesu,
ktéry ma Scisty zwigzek z patogenezg chP [59].

Na nasilenie procesu agregacji ASN moze mie¢ wplyw
wiele czynnikéw, w tym m.in. obecno$¢ modyfikacji
potranslacyjnych w ASN czy mutacji w obrebie genu SNCA,
stres oksydacyjny, inne biatka neuronalne, katecholaminy
(gtéwnie DA). Podatno$¢ biatka na agregacje zwieksza sie
réwniez ze wzrostem jego stezenia. Wykazano, ze tworze-
nie agregatéw in vivo jest zwigzane z osiagnieciem przez
ASN krytycznego stezenia w cytozolu [65]. Bartels i wsp.
sugeruja réwniez, ze za agregacje ASN moga by¢ odpowie-
dzialne jeszcze dotychczas nieznane czynniki, ktére powo-
duja destabilizacje jej tetramerdw [6].

MYSIE MODELE chP WYKORZYSTUJACE NADEKSPRESJE ASN

Do doktadnego poznania patogenezy wielu choréb
badz tez do opracowywania nowych metod leczenia
wykorzystywane sa modele zwierzece tych choréb.
Powinny wykazywaé podobiefistwo pod wzgledem
zmian neurologicznych i behawioralnych do tych

ASN zwigzana z
btonami lipidowymi

protofibryle

obserwowanych u ludzi, a takze podobnie odpowiadaé
na stosowang farmakoterapie. W ostatnich latach pro-
wadzonych jest bardzo wiele badari majacych na celu
stworzenie dobrego, zwierzecego modelu, ktéry naj-
bardziej wiernie odzwierciedlatby patomechanizmy
lezgce u podtoza chP. Podejmowane sa liczne préby
wykorzystania w tym celu ASN (o budowie prawidto-
wej, z mutacjami takimi jak w rodzinnej postaci cho-
roby badZ w postaci skréconej). Badania prowadzone
sa na réznorodnych organizmach, od Drosophila mela-
nogaster, Caenorhabditis elegans przez myszy, szczury az
do matp [71].

Idealny zwierzecy model chP powinien charaktery-
zowal sie zalezng od wieku i postepujaca neurode-
generacja oraz zaburzeniami ruchowymi. Procesowi
neurodegeneracji powinna towarzyszy¢ utrata neu-
ronéw dopaminergicznych, zmniejszenie stezenia DA
w prazkowiach oraz obecnos$¢ agregatéw ASN w neu-
ronach i aksonach (LB i LN). Zaburzenia ruchowe
powinny obejmowaé spowolnienie ruchowe odpowia-
dajace na zastosowanie lekéw zwiekszajacych stezenie
DA. Jak dotad, modele indukowane ASN nie doréwnuja
modelom wywolanym toksynami pod wzgledem feno-
typowego podobietistwa do chP, ale stwarzajg mozli-
wo$¢ poszerzenia wiedzy na temat funkcjonowania
mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj choroby.

Transgeniczne myszy z nadekspresja ASN

Nadekspresja ludzkiej ASN u myszy powoduje wysta-
pienie zréznicowanych zaburzen neuropatologicz-
nych i behawioralnych. W mysich modelach mozliwe
jest uzyskanie ekspresji ASN do 30 razy wyzszej od
wystepujacej fizjologicznie [19]. W tworzeniu linii
myszy transgenicznych z nadekpresja ASN najwaz-
niejszy jest dobdr odpowiedniego, charakterystycz-
nego dla neuronéw, promotora genu.

wtrety

Ryc. 1. Proces agregacji ASN. W warunkach fizjologicznych ASN wystepuje w komérkach jako a-helikalne tetramery badZ w postaci zwiazanej z fosfolipidami
btonowymi. Pod wptywem nieznanych czynnikéw dochodzi do rozpadu tetrameréw do form monomerycznych. Monomery ASN moga agregowac tworzac
poczatkowo rozpuszczalne protofibryle a nastepnie nierozpuszczalne fibryle, co prowadzi do powstawania w komdrkach wtretéw — LB i LN (wg [12] zmodyfikowano)
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W tworzeniu pierwszych linii transgenicznych myszy
z nadekspresja ludzkiej ASN wykorzystano promo-
tor genu ptytkopochodnego czynnika wzrostu typu
B (PDGFP, platelet-derived growth factor). Myszy
te wykazywaty zwiekszona ekspresje ASN w obre-
bie calego mézgu i w wieku 12 miesiecy miaty obni-
zong aktywno$¢ enzymu kluczowego w syntezie DA
- hydroksylazy tyrozynowej (TH) i nizsze w pordw-
naniu do kontroli stezenia DA w prazkowiu. Stwier-
dzono réwniez obecno$¢ agregatéw ASN w neuronach
i komdrkach gleju. Agregaty te zaobserwowano juz
u 2-miesiecznych myszy z tej linii, a z uptywem czasu
rosta ich $rednica (0,1-0,25 um u 2-miesiecznych myszy
do 2-5 um u 11-miesiecznych myszy). W modelu tym
nie zaobserwowano jednak wystepowania procesu
neurodegeneracji [49]. W poréwnaniu z promotorem
PDGFP, w modelach wykorzystujacych promotor czyn-
nika réznicowania tymocytéw (Thy-1, thymocyte dif-
ferentiation antygen-1) stwierdzono bardziej nasilong
ekspresje biatka w neuronach, bez akumulacji ASN
w komérkach gleju [7, 63, 72]. Lam i wsp. wykazali réw-
niez zmniejszenie stezenia DA i innych amin katecho-
lowych oraz ekspresji TH u 14-miesiecznych myszy
z nadekspresja ludzkiej ASN pod kontrolg promotora
Thy-1 [38].

W kilku badaniach wykorzystano tez promotor TH, ktéry
wplywa na statg ekspresje genu ASN w obrebie istoty
czarnej. W nadekspresji ASN o prawidlowej budowie pod
kontrolg tego promotora stwierdzono wystepowanie
wtretéw neuronalnych, ale bez towarzyszacej $mierci
neuronéw. W badaniach nad zmutowanymi postaciami
ASN - A30P, A53T - wykazano wieksze spadki steze-
nia DA w prazkowiu (u myszy w wieku 13-23 miesiecy),
wystepowanie zmian w motoryce zwierzat (u myszy 7-9-
miesiecznych oraz 13-23 miesiecznych), ale nie stwier-
dzono akumulacji ASN w postaci ztogéw [7].

Stworzono réwniez linie transgenicznych myszy z nade-
kspresja ASN pod kontrolg mysiego promotora biatka
prionowego (PrP). U myszy tych obserwowano utrate
neuronéw (z wyjatkiem dopaminergicznych) oraz zabu-
rzenia czynno$ci mitochondriéw. W niektérych mode-
lach wykazano takze wystepowanie wtretéw z ASN
podobnych do LB. Nie obserwowano znaczgcego zmniej-
szenia stezenia DA [22, 23, 41]. Testowano takze moz-
liwo$¢ wykorzystania chomiczego promotora PrP do
uzyskania nadekspresji dzikiej postaci ASN badz eks-
presji zmutowanego biatka (A53T i A30P). W przypadku
tego promotora jedynie myszy z bardzo wysoka ekspre-
sjg zmutowanej postaci A30P (linia 5093) wykazywaty
szybko postepujace zaburzenia motoryczne w wieku
4-7 miesiecy (homozygoty) lub 8-16 miesiecy (heterozy-
goty), ale bez uszkodzer neuronéw szlaku nigrostriatal-
nego czy ztogéw ASN [24].

Opisano réwniez linie transgenicznych myszy z ekspre-
sjg mutacji E46K - myszy te od okolo 16 miesigca zycia
wykazywaly zalezne od wieku upos$ledzenie sprawnosci
ruchowej oraz wtrety w neuronach przypominajace LB.
Model ten cechuje réwniez obecno$é wtretéw sktadaja-
cych sie z biatka tau [17].

Stworzono takze transgeniczne myszy, u ktérych ekspre-
sje petnego ludzkiego locus genu SNCA osiagnieto dzieki
zastosowaniu sztucznego chromosomu bakteryjnego
(bacterial artificial chromosome). Myszy te w wieku 18
miesiecy tracg 30% neuronéw dopaminergicznych oraz
cechuja sie wystepowaniem zaburzeri lokomotorycz-
nych, nie stwierdzono u nich jednak obecnosci wtretéw
z ASN [31].

W celu indukcji i przyspieszenia procesu agregacji ASN
zaczeto tworzy¢ linie transgenicznych myszy z eks-
presja skréconej formy ASN (biatko pozbawione frag-

Tabela 1. Najczedciej stosowane zwierzece modele chP z wykorzystaniem transgenicznych myszy

Transgen - rodzaj

Promotor genu ASN Zmiany morfologiczne Imiany biochemiczne i motoryczne Pismiennictwo
s U TH i gestosci zakoriczer nerwowych
obecnos( ciat wtretowych (Ub,
PDGF-B wr etowych W prazkowiu [39]
ASN +) ;. .
J aktywnosci lokomotorycznej
) wtrety przypominajace ciata zmiany prowadzace do paralizu zwierzat
mihy-1 A30P Lewy'ego (fibryle) (8-12 miesiecy) 142
obecnos¢ ciat wtretowych, utrata
mPrP A53T neurondw w pniu mézqu i rdzeniu [15,16,32]
kregowym
postepujaca utrata neurondw . )
RatTH A30P/AS3T dopaminergicznych, v ak.tyv.vnosq Iokor.n.o.torycznej ,(1,3_23 [50]
miesiecy), ¥ DA i jej metabolitéw
presynaptycznego DAT
kondensacja mitochondriéw, DA serotoni ach
CamKII-tTA (tet-off) WT, A53T degeneracja komorek w istocie ¥ DA serotoniny w opuszkac [43]

czarnej i hipokampie (WT ASN)

wechowych
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mentu domeny C-koricowej). Ma to zwigzek z tym, ze
C-koricowy fragment biatka hamuje jego agregacje [51],
taka skrécona forma ASN byta wykrywana w mézgach
pacjentéw z chP czy tez demencja z ciatami Lewy’ego [3,
42,58]. U transgenicznych myszy szczepu C57Bl/6 z eks-
presja 1-120 ASN pod kontrolg promotora TH wykazano
akumulacje ASN w ciatach komdrkowych i neurytach.
Zaobserwowano takze istotne statystycznie zmniejsze-
nie stezenia DA i jej metabolitu - kwasu homowanilino-
wego w prazkowiu u myszy w wieku 3, 6, 9 i 12 miesiecy.
Nie odnotowano jednak zmniejszenia liczby komérek
TH-pozytywnych w obrebie istoty czarnej [70].

Wektory wirusowe zawierajace gen ASN

Opracowanie wydajnych metod otrzymywania rekombi-
nowanych wektoréw wirusowych umozliwito transfer in
vivo konkretnych genéw do odpowiednich typéw komé-
rek. Poszerzyto to mozliwo$ci badawcze, a stereotak-
tyczne podania wektora wirusowego zawierajacego gen
ASN staly sie sposobem indukcji modelu chP. Do trans-
feru genu mozna wykorzystaé, w zalezno$ci od wielkosci
transgenu i celu eksperymentu, rézne rodzaje wiruséw.
Najcze$ciej sa to lentiwirusy (LV) oraz rekombinowane
wirusy zwigzane z adenowirusami (AAV). Wykorzysta-
nie wektoréw opartych na tych wirusach umozliwia
efektywny transfer i dtugotrwala ekspresje transgenu
w mézgu. Jest to szybszy sposéb wywotania nadekspre-
sji ASN niz tworzenie linii transgenicznych zwierzat
i umozliwia ocene zmian wywotanych akumulacja biatka
w mézgu dorostego osobnika, z pominieciem mozliwych
mechanizméw kompensacji rozwojowych. Niedogodno-
$cia jest konieczno$é wykonywania bardzo precyzyjnych
podan stereotaktycznych.

Gtéwna réznica, jakg obserwuje sie miedzy wektorami
LV i AAV jest mniejszy tropizm wektoréw LV do komé-
rek dopaminergicznych. Przektada sie to na maksymalna
wydajno$¢ transdukeji, ktéra dla wektorédw LV wynosi
prawie 50%, a dla wektoréw AAV 80-90%. Stwierdzano
wiekszy stopiert neurodegeneracji w modelach wyko-
rzystujacych wektory AAV (zmniejszenie liczby komdrek
rzedu 50-80%) niz wektory LV (okoto 30%) [44].

Transfer genu ASN za pomocg wektoréw wirusowych
jest wykorzystywany gtéwnie do tworzenia szczurzych
i matpich modeli chP, co jest najpewniej zwigzane z tym,
ze tatwiej jest u tych zwierzat wykonaé precyzyjne poda-
nia stereotaktyczne. Zaledwie w kilku pracach wyko-
rzystano te metode u myszy. Po domdézgowym podaniu
wektora wirusowego z genem ASN, u myszy obser-
wuje sie wolniejszy rozwdj zmian neurodegeneracyj-
nych i mniejszy ubytek neuronéw dopaminergicznych
w poréwnaniu do modeli szczurzych [39, 68].

W badaniach z wykorzystaniem wektora LV do trans-
feru genu ludzkiej ASN z mutacja A30P do istoty czarnej
myszy po 10-12 miesigcach od podania wektora stwier-
dzono 10-25% spadek liczby neuronéw dopaminergicz-
nych. W istocie czarnej wykazano obecno$é¢ wtretéw

o strukturze granularnej sktadajacych sie z ASN. Zaob-
serwowany proces neurodegeneracji nie dotyczyt tylko
istoty czarnej, ale obejmowat réwniez prazkowie i jadro
migdatowate [39].

Martin i wsp. w badaniach z wykorzystaniem wek-
tora AAV z genem kodujacym ASN, u 3-4-miesiecznych
myszach szczepu C57Bl, zaobserwowali po 24 tygodniach
od podania wektora spadek liczby neuronéw dopaminer-
gicznych prawie o 25% [68]. Przeprowadzono réwniez
badania majace na celu analize skutkéw stereotaktycz-
nego podania do istoty czarnej wektora AAV kodujacego
ludzka ASN z wektorem AAV kodujacym ASN z mutacja
A53T. W obu przypadkach stwierdzono wystepowanie
agregatéw ASN oraz nasilajacy sie wraz z uptywem czasu
proces neurodegeneracji, wyrazajacy sie zmniejszeniem
liczby neuronéw dopaminergicznych [54].

Domézgowe podania ASN

Podjeto réwniez kilka préb stworzenia modelu chP
wywotanego domézgowym podaniem biatka ASN.
Stuza one gtéwnie do badati nad prionopodobnym
szerzeniem sie patologicznych form ASN w OUN. Od
kilku lat prace badawcze nad tym prowadzi m.in. Luk
i wsp. Wykorzystuja myszy transgeniczne linii TgM83
z nadekspresja ludzkiej ASN z mutacjg A53T. Linia ta
charakteryzuje sie¢ wystepowaniem u starych myszy
(8-12-miesiecznych) objawéw neuropatologicznych
charakterystycznych dla chP, potaczonych z obec-
no$cig nierozpuszczalnych ztogéw, w sktad ktérych
wchodzi zagregowana ASN. Zespét podawat mlodym
myszom linii TgM83 (osobniki 2-5-miesieczne) homo-
genaty sporzadzone z mézgdw starych myszy (12-mie-
siecznych) badzZ roztwdr ASN, inkubowany wcze$niej
w 37°C przez 5 dni w celu agregacji ASN do fibryli [46].
W obu przypadkach wykazano rozprzestrzenianie sie
w OUN patologicznych form ASN i skrécenie czasu
przezycia myszy otrzymujacych ASN w stosunku do
grup kontrolnych. Zespét wykonat réwniez badania,
w ktérych roztwér zawierajacy fibryle ASN byt poda-
wany do prazkowia myszom szczepu C57Bl. Wykazano,
ze po jednorazowym podaniu fibryli ASN pojawia sie
postepujaca w czasie agregacja ASN w obrebie catego
mézgu. Procesowi temu towarzyszyto wystgpienie
zmian neurodegeneracyjnych w obrebie uktadu dopa-
minergicznego. Stwierdzono istotny statystycznie
spadek liczby komdérek TH-pozytywnych w istocie
czarnej oraz zmniejszenie ekspresji biatka TH po 180
dniach od podania fibryli ASN, a takze spadek steze-
nia DA w prazkowiu po 90 i 180 dniach od podania.
Odnotowano réwniez obnizenie sprawno$ci moto-
rycznej myszy badanej za pomoca testu Rotarod po
180 dniach od podania fibryli ASN. W innym badaniu
ci sami autorzy wykorzystali monomeryczng forme
ASN podajac ja do prazkowia. Nie odnotowali jednak
wystepowania zadnych zmian patologicznych. Warto
jednak zaznaczy¢, ze w tym do$wiadczeniu liczebno$é
grup byta bardzo ograniczona (1 do 3 myszy w jednym
punkcie czasowym) [45].

43



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2019; tom 73: 38-47

Masuda-Suzukake i wsp. w badaniach na myszach
szczepu C57Bl podawali fibryle ASN do 3 obszaréw
mézgu: istoty czarnej, prazkowia oraz kory $rédwe-
chowej. Wykazano, ze obszary objete wystepowaniem
zmian patologicznych réznig sie w zaleznosci od miejsca
podania i czesto sg umiejscowione w odlegtych od poda-
nia miejscach. Wykazano istotne statystycznie obnize-
nie sprawnoéci motorycznej myszy po 3 miesigcach od
podania fibryli ASN do prazkowia badzZ istoty czarne;j.
Zesp6t podawat réwniez roztwér zawierajacy fibryle
ASN doustnie oraz dootrzewnowo, ale ani po 6, ani po 14
miesigcach od podania nie zaobserwowat wystepowania
zmian patologicznych w OUN [50].

Wyniki tych badan sugeruja, ze patologiczne formy ASN
moga sie rozprzestrzenia¢ w mézgu podobnie do prio-
néw. Mozna wnioskowad, ze zagregowana ASN moze by¢
transportowana z komérki do komdrki i inicjowad poste-
pujaca agregacje prowadzaca do powstania LB i LN [27,
60].

W ostatnich latach w Katedrze Farmakologii Do$wiad-
czalnej i Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego sa prowadzone prace nad nowym mysim
modelem chP, wykorzystujacym podwyzszone steze-
nie ASN w obrebie struktur uktadu nigrostriatalnego
umyszy szczepu C57B1/10 Tar. Zwiekszone stezenie tego
biatka uzyskiwane jest w wyniku stereotaktycznych
podart ASN do réznych struktur OUN. Badania maja na
celu okreslenie wpltywu zwiekszonego stezenia mono-
merdéw ludzkiego biatka ASN na stopiefi pobudzenia
komdrek gleju (mikrogleju i astrocytéw) oraz zainicjo-
wania i rozwoju procesu neurodegeneracji neuronéw
dopaminergicznych w obrebie uktadu nigrostriatalnego.
Otrzymane do tej pory wyniki potwierdzaja toksyczny

PISMIENNICTWO

wplyw monomerdéw ASN na komérki dopaminergiczne
(zmniejszenie gesto$ci komérek TH-pozytywnych
w istocie czarnej) oraz wykazujg istnienie zmian w steze-
niach metabolitéw DA w prazkowiu, bez istotnych réznic
w stezeniu DA czy na ekspresji genu TH [73]. Wykazano,
ze zachwianie réwnowagi miedzy stezeniami neuro-
przekaznikéw w OUN wywotane podaniem ASN zaburza
motoryke zwierzat, oceniang za pomoca testu Rotarod
- zaobserwowano skrécenie czasu przebywania myszy
na obracajagcym sie walcu po 4 tygodniach od podania
ASN do istoty czarnej oraz po 12 tygodniach od podania
ASN do prazkowia. Pod wptywem zwiekszonego stezenia
monomerdw ASN zaobserwowano takze zainicjowanie
reakcji zapalnej (zaobserwowano zwiekszony naciek lim-
focytéw CD4*, CD8* CD3* w obrebie badanych struktur),
jak réwniez pobudzenie komérek mikro- i astrogleju.
Podobnych zmian nie zaobserwowano w grupie kontrol-
nej (stereotaktyczna iniekcja NaCl do wybranych obsza-
réw $§rédmézgowia) [69]. Wydaje sie, ze stwierdzone
w prowadzonych badaniach zmiany moga odzwiercie-
dlaéprocesy, ktére przebiegaja na bardzo wczesnym
etapie rozwoju chP i prowadza do postepujacej neurode-
generacji szlaku nigrostriatalnego.

PODSUMOWANIE

Opracowano juz bardzo wiele zwierzecych modeli
chP, niestety sa one dalekie od modelu idealnego,
a w zwiazku z tym ich zastosowanie w badaniach
nad etiopatogeneza choroby czy opracowywaniem
nowych terapii jest mocno ograniczone. Zaden z nich
nie odzwierciedla w pelni wszystkich cech charakte-
rystycznych dla tego schorzenia. W zwiazku z tym ist-
nieje potrzeba poszukiwania nowego, doskonalszego
modelu choroby.
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