, Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
| Polskiej Akademii Nauk

mgr Justyna Barut

Opracowanie i walidacja nowego modelu transgenicznego
opartego o system edycji genow CRISPR/Cas9 do potencjalnego
wykorzystania w badaniach zaleznosci pomiedzy ukladem
noradrenergicznym i dopaminowym w kontekscie choroby
Parkinsona

Praca doktorska wykonana w Zaktadzie Biochemii Mdézgu
Instytutu Farmakologii

im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Promotor:
dr hab. Grzegorz Kreiner
Promotor pomocniczy:
dr Piotr Chmielarz

Krakow, 2023






Badania opisane w niniejszej pracy doktorskiej zostaly zrealizowane w ramach funduszy pochodzqcych z
projektu 2017/25/B/NZ7/02406 (OPUS 13) pn. , Badanie wplywu postepujgcej neurodegeneracji uktadu
noradrenergicznego na funkcjonowanie ukiadu dopaminowego w kontekscie presymptomatycznej fazy choroby
Parkinsona” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki






Sktadam serdeczne podzickowania:

dr hab. Grzegorzowi Kreinerowi
za nieocenione wsparcie i inspirujace przewodnictwo
Panska wiedza, do§wiadczenie i cierpliwo$¢ byly kluczowe dla mojego rozwoju naukowego

dr Piotrowi Chmielarzowi
za poswigcony czas, konstruktywne sugestie i motywujace rozmowy, ktore wptynety pozytywnie
na moje badania

dr Katarzynie Rafa-Zablockiej
za doskonalg wspolprace, zaangazowanie i profesjonalizm
za pozytywng atmosferg w naszym zespole

dr Andrii’emu DomansKkyi’emu
za pomoc w projektowaniu plazmidéw i przekazang wiedze

Pracownikom Zakladu Biochemii Mézgu
za zyczliwo$é, gotowos¢ do pomocy oraz kolezenskg atmosfere

dr Monice Herian

prof. dr hab. Krystynie Golembiowskiej

z Zaktadu Farmakologii, Instytutu Farmakologi
im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

za wykonanie analizy poziomu neurotansmiterow

dr Magdalenie Walczak, dr Tomaszowi Pradelowi,

prof. dr hab. Tomaszowi Blasiakowi

z Zaktadu Neuraobiologii i Chronobiologii, Instytutu Zoologii,
Uniwersytetu Jagiellonskiego

za wykonanie pomiaréw Zrenicy oka oraz elektrofizjologicznych






Spis tresci

SPPHS EFSCH cuuuunnnreriiiiieiinnnnettiieieessnnneeeeeeseessnnnreseesessssssnnsesessesassssnnneeeesesssssssnnneesssssssssnnneeesessasssssnnsessssssssnne 1

I = o7 =T - N 7

SUMMAIY cciiiiuiiiiniiiinineeisiesiiresssessssestimmsssssssssssttrsssssssssssssresssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9

I T = « N 11

1.1. CROTODA POIKINSONG ......evvvvveeiiiiiiiaeiiiiititaaaaas s nnns 11

1.1.1. Inne neurony zaangazowane w chorobe Parkinsona ..........ccccccoviiiiieeiiiiiiiiiiieeeeee s 14

1.1.2. Teorie dotyczace prodromalnej fazy choroby Parkinsona..........ccccveevveeiiniiiiieeeieeenieinns 15

1.1.3. Genetyczne formy choroby ParkinSona.......ccccceeeeeeeeieeieiicccccees s 16

1.1.4. Molekularne podtoze choroby parkinSoNa .............eeeeeeeiieeeeeieieeeeieeeeeeeeeeereeeeeereeee—. 17

1.1.4.1.  Szlaki ZaangazOWane W PD .........ceeuiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeereeeereerearererarerrreerrnannnne 17

1.1.4.2.  0l-SYNUKIEING (Q-SYN) 1ottt e ettt e e e e s e e e e e e e st rae e e e e e e e snnreaeeaaeeeas 18

1.2. Modele ChOrobY PArKiNSONQ ...............uuuueuuuuuuiiieeeeiiseese sttt ss s s ss s s s s s s s s s ssssssnas 19

1.2.1. KOMOIrkOWE MOGEIE PD....vviieiiiieiiiiiieee ettt ettt e e e e s sttt e e e e s s s sabbbreeeeeesssanes 19

1.2.2. Y ToTo 1] L= =14 g g T (] (o ={ Tor.d o 1 PPNt 21

1.2.3. Y oo 1] L= =T Y=Y Y/ 074 =T PSPPIt 21

1.2.3.1. Modele oparte o modyfikacje gendéw zwigzanych z dziedzicznymi formami PD.......... 21

1.2.3.2. Rekombinacja zlokalizowana Cre/loxP w badaniach nad PD ...........cccceeeeeiveeeeiineeeenns 22

1.2.3.3. Modele oparte o ablacje czynnika transkrypcyjnego TIF-IA...........oueveiievivreereeeeneninnnnns 23

1.2.3.4. Edycja genomu in vivo za pomocg somatycznej tranSgeNezy ...........eeuveveveeeveevereeenennns 24

1.2.4. Mysie modele podan preformowanych wtokien a-Syn (PFF) ......ccccvveeeeeiiiiiiiiieeee e, 24

1.3. System edycji GENOW CRISPR/CAST .........ccccueeeeeereeeeeieeeeeeeieeeetiaeeeeeiseeeesiaseeeesisseseessessenisseeens 25

1.3.1. CRISPR/Cas9 — mechanizm dziatania.. ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e 26

1.3.2. Zastosowanie CRISPR/Cas9 w modelach genetycznch choroby Parkinsona.................... 28

1.4. Uktad noradrenergiczny w chorobie PArkinSONG..................uueeeuueeuuuuueeuennennnnnnnnnns 29
1.4.1. Znaczenie uszkodzenia systemu noradrenergicznego we wczesnej fazie choroby

[oF 1 (01X o - PP PPPPPPRS 31

Graficzne POASUMOWANIE PIrOJEKTUL..............uuuuuueuueeeieeeeeeeee e e e ans 33

R 0= 1= T - T oy PR 34

R |V - 1= 4 =TV s =1 o T RN 35

3.1. 11 VAT ToTo (=3 =0 o Yo [o Lo 1TV ov.{ - 35

3.1.1. MYSZY C57/BLON ...ooeiiieiiiiieiee e e ettt e e e e e esettbe e e e e e e e e etbbaaaeeeeeeessaabbreeeeeessansrbaeeeaaeesanens 35

3.1.2. VIVSZY DR ™ oottt ettt e ettt et et e et et ee e eenee 35

3.1.2.1. Warunki genotypowania linii DBR ™ ........eeeeeeeeeeeeeeeee et esees s eenes 36

330 LA TIFAA T et 37

3.1.3.1.  Warunki genotypowania linii TIF-IA 0 oot 37

3 LN TIF A o ettt 37

3.1.4.1.  Warunki genotypowania linii TIF-IA A oI ettt 38

3.2. Przygotowanie plazmidowych wektoréw transferowych CRISPR/CASY ...........cccevevvveeeeeeeeeeinn. 38

3.2.1. Plazmidy transferowe pCDH i pLenti do wektorow lentiwirusowych...............uvvvvvvveennns 39

3.2.2. Projekt neuronalnego plazmidowego wektora Cre-zaleznego CRISPR/Cas9................... 40

3.2.2.1. Klonowanie molekularne pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS.........cccceeeeiiieeennnn. 41

3.2.2.2. Klonowanie molekularne pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS ...... 45



3.2.2.3. Klonowanie molekularne plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-

mCherryNLS oraz pCDH-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS ..........ccovvveeeiniieeenieen, 48
3.2.3. Projekt astrocytarnego plazmidowego wektora CRISPR/Cas9........ccccceevveeeeiiiveeeeiiineeennns 53
3.2.4. Projektowanie fragmentu RNA-przewodnika (gRNA) i wklonowanie sekwencji do

BOTOWYCN PIAaZMITOW......eiiiiiiiiieiiiee ettt ettt s e e ettt e e et e e e s bbe e e s eabbeeessbaeeesnbaeeesbbeeessabaeeennns 55
3.2.5. HOAOWI@ HEK293T ... s 58
3.2.6. Transfekcja plazmidem ekspresyjnym.. ...t 59

3.3 Produkcja i weryfikacja skutecznosci dziatania wektordw lentiwirusowych (LV)....................... 59
3.3.1. Hodowla komérek oraz transfekcja plazmidami pakujacymi i plazmidem transferowym 59
3.3.2. Izolacja wektordw lentiwiruSOWYCh (LV) .....ooouieiiiiieeiiiiie et 60
3.3.3. Okreslenie miana wektordw lentiwirusowych (LV)......ccuvvveeeieeiiiiiieeeee e 60
3.4. Walidacja dziatania funkcjonalnego wektora in Vitro ...............coeeeeveeeeeeeieenniiiiieeeeeeeieeeen. 61
3.4.1. Hodowle mysich pierwotnych neuronéw korowych i dopaminowych ..........cccccuvvveeeennn. 61
3.4.2. Hodowle mysich pierwotnych astrOCYtOW .........coeeeieiiiiiicccce s 62
3.4.3. Transdukcja KOMOIEK N VItIO .......ueeeeeeeee s 63
3.4.4. Barwienia immunofluorescencyjne neurondw i astrocytOw in Vitro ...........ccccecvvveeeennnn. 65
3.4.5. Obrazowanie i zliczanie komaorek po transduKCji........ccccvvvreeieeeiiiiiiieeee e 65
3.4.6. 1zolacja RNA Z NEUIONOW i VItrO ....uueeeeeeeeecee e 66
3.4.7. Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT) i reakcja PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR)
..................................................................................................................................... 66
3.5. Operacje stereotaktyczne i podania wektora lentiwirusowego (LV) ..........ccceccveeeeecvveencvennnnns 67
3.6. TESLY DEAAWIOIAINE..........ueeeeeeeeee s nenan 68
3.6.1. BT Ao AT T T ={o N o To ] - I (@ ] 1) TR 69
3.6.2. Test preta obrotowego —test ROtArod.........eevvieviiiieiiiiiiiiiiieeee e 69
3.6.3. Test statyStYCZNYCH PrEtOW ......ueeeeeeieeieei s 69
3.6.4. Test podniesionego labiryntu krzyZowego (EPM) .......ccuvevevriieriiiiiee e 69
3.6.5. Test jasnego/ciemnego pudetka (LDB).......cccuverveerveeriee e e cree s esee e sere e e e ene e 70
3.6.6. Test zawieszenia za OZON (TST) wuriii et e e e e et e e e e s et re e e e e e e s sabbrr e e e e e e s s s nnrraeeeaeenas 70
3.6.7. Test preferencji picia roztworu SaCharyny.............eeeeeeeiieiccccecer e 70

3.7. Rejestracja Zrenicy oka oraz spontanicznej aktywnosci neuronéw dopaminowych w SN/VTA...70

T Vi To ][ 74 V=3 . 1 o N 71
3.8.1. Analiza immunohistochemiczna i immunofluorescencyjna........ccccceeeeeeeiiiieiiiiccciieeeeenn, 71
3.8.1.1. Przygotowanie skrawkéw madzgu przy uzyciu wibratomu (skrawki wolnoptywajace)...72
3.8.1.2. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkéw wolnoptywajgcych ...........ouvvvvvvivvnnnnnnes 73
3.8.1.3. Przygotowanie skrawkéw madzgu przy uzyciu mikrotomu (skrawki zatopione w
parafinie) 73
3.8.1.4. Barwienia immunohistochemiczne skrawkéw zatopionych w parafinie .............c........ 74
3.8.1.5. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkdw zatopionych w parafinie.............cc....... 74
3.8.1.6. Analiza mikroskopowa i zliczanie KOmMOreK............uueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeaeeeaens 75
3.8.2. Analiza ekspresji RNA i mikroRNA (MIRNA) ......uuuiis s 76
3.8.2.1. lzolacja RNA. Reakcja odwrotnej transkrypcji i reakcja PCR w czasie rzeczywistym .....76
3.8.3. Analiza ekspresji MIRNA .........uuuii e nan 77
3.8.4. Analiza poziomu neurotransmiteréw metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(] 4 PP P PPTPRSPT 78
3.8.5. Izolacja biatka i POMIAr STEZENIA .....uuiiii s 79
3.8.6. Immunodetekcja biatek metodg Western Blot........ccocoeiiiiiiiiiiiiiieiiceececcceceeeeeeeee e 79
3.8.7. Immunodetekcja biatek przy uzyciu macierzy biatkowej........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 80
3.8.8. Analiza proteomiczna z zastosowaniem metod znakowania izotopowego iTraq.............. 81
3.8.9. Badanie kolcOw dendrytyCzZnyCh........ ... 81



L 1 1 N 83
4.1. Charakterystyka linii TIF-IAPP""e mysiego modelu degeneracji uktadu noradrenergicznego .......
............................................................................................................................................. 83
4.1.1. Ogodlna charakterystyka myszy TIF-IA®°"“® z postepujaca degeneracjg uktadu

NOFAAIENEIZICZNEEO .eeeuuieeeeeteeeeeeiite et eee e e e e et ittt eeeeeeaaaanbtaeeeeeeesaansbbbeeeeeeesaannbbbbeeeaeessansbbneeeaeessannnbeneeeaeenan 83
4.1.2. Stochastyczne efekty neurodegeneracji uktadu noradrenergicznego u myszy TIF-IA®"™ —
wzrost markerow stanu zapalnego W rejonie SN/VTA . ...coo i erieeeteeeree e seee e s e tee s seee e snreesneeens 84

4.1.3. Brak wptywu degeneracji uktadu dopaminowego na liczbe neuronéw w LC, w modelu
progresywnej choroby Parkinsona (myszy TIF-IAP T R T2) s 87

4.2.  Zaprojektowanie, stworzenie i charakterystyka nowatorskiego modelu selektywnej delecji TIF-
IA w rejonie miejsca sinawego, opartego o system edycji gendw CRISPR/Cas9 zastosowany u myszy

ekspresjonujgcych rekombinaze Cre pod kontrolg promotora DBh .............cccceeeeeeeeeeeeeeeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 90
4.2.1. Przygotowanie wektoréw CRISPR/Cas9 potrzebnych do wygenerowania nowej mysiej linii
TIF-LA-CRISPR™ ™ oo 90
4.2.1.1. Neuronalny wektor Cre-zalezny CRISPR/CaST........ccovieeiiiieeeeiieee et eeiree e 90
4.2.1.2. Neuronalny Wektor CRISPR/CAST ........ccoicuviieiiiieeeiitiee e ctreeeeeteeeesetreeeeerre e e eenbeeeeeannes 91
4.2.1.3.  Astrocytarny Wektor CRISPR/CAST.........cccuveiiiiiieeeiitreeeecireeeeeieeeeeetreeeeetreeeeenbeeeeennes 92
4.2.2. Produkcja i weryfikacja wektorow lentiwirusowych (LV) ......ccoovieciiieeeieiiiicciiieeeee e 93
4.2.3. Strategia indukcji neurodegeneracji opierajgcej sie na zaburzeniu funkcjonowania
polimerazy | w wybranej populacji komaérek - projektowanie gRNA wyciszajgcego ekspresje genu Rrn3i
POIFIa et e e et e e e e e e b b et e et e e e e e bt bae et e e e e s aaabbraeeeeeeeeaabrreaes 95
4.2.4. Pozytywna weryfikacja dziatania systemu Cre-zaleznego CRISPR/Cas9. Zastosowanie Cre-
zaleznego konstruktu usuwajgcego biatko fluorescencyjne EGFP.........ccooooiiiiiiiiiiiicccccccecccce e 97
4.2.4.1. Wektor plazmidowy pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS wykazuje
ekspresje w transfekowanych komérkach HEK293T posiadajgcych rekombinaze Cre .......................... 98
4.2.4.2. Wektor lentiwirusowy LV-pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS
wykazuje dziatanie w transdukowanych neuronach pierwotnych zawierajacych rekombinaze Cre ....... 99
4.2.5. Progresywna smier¢ komorki jako funkcjonalny efekt wyciszenia ekspresji czynnika
transkrypcyjnego TIF-IA lub biatka RPA194 w modelu in vitro pierwotnych neuronéw i astrocytéw. ........ 102
4.2.5.1. Wektor lentiwirusowy LV-pCDH-hU6-gTIF-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS wykazuje
selektywne dziatanie w neuronach pierwotnych zawierajgcych rekombinaze Cre .................ooooeeel. 104
4.2.5.2. Woyciszenie ekspresji TIF-IA i RPA194 w neuronach in vitro z uzyciem LV-CRISPR
Prowadzi do SMIEICH KOMOTEK .......uueee s 105
4.2.5.3. Woyciszenie ekspresji TIF-IA i RPA194 w astrocytach in vitro z uzyciem LV-CRISPR
prowadzi do $Smierci zainfekowanych KOMOIeK............iiiiiece e 107
4.2.6. Optymalizacja warunkdéw domaézgowej iniekcji LV U MySzy ....ccoeeeeeeeeeiiieiieecccecceeeeeens 111
4.2.6.1. Dostosowanie warunkdéw operacji stereotaktycznych na myszach C57BI/6N ........... 111
4.2.6.2. Wykazanie optymalnego doboru warunkdéw operacji stereotaktycznych na myszach
3] o] o1 =P P PPPPR PP 113
4.2.6.3. Selekcja optymalnego gRNA in vivo u myszy DbhCre ............cccc 113
4.3. Wprowadzona mutacja do LC powoduje dysregulacje dziatania uktadu noradrenergicznego u
MYSZY TIF-AA-CRISPR™ V..o 116

4.3.1.1. Usuniecie biatka TIF-IA powoduje selektywng degeneracje neuronéw
NOradrenergiCZNYCH W LC ......eeiii e e nan 116

4.3.1.2. Noradrenalina i serotonina ulegajg zmianom w tkance prgzkowia u samcow - analiza
poziomu neuroprzekaznikéw i ich metabolitow w hipokampie oraz pragzkowiu .........cccoeeeeieiiiiieicennnnn. 119



4.3.1.3. Analiza poziomu ekspresji mRNA wybranych genéw w LC potwierdza zaburzenia w
funkcjonowaniu neuronéw noradrenergicznych poprzez obnizenie ekspresji transportera noradrenaliny.

............................................................................................................................... 121

4.4. Efekty selektywnej, progresywnej degeneracji LC na funkcjonowanie uktadu dopaminowego
(préba weryfikacji przydatnosci modelu do badar prodromalnej fazy PD) ............ccceeeeeevvveveeeeeeeesiiiriveeaaaan, 123
4.4.1. Charakterystyka behawioralna myszy TIF-IA-CRISPR™™™ ™ ..o, 123
4.41.1. Myszy TIF-IA-CRISPR®*"“"® nie wykazujg zmian masy ciafa .........cccoeveveeveeeeerrrrereneenn. 123

4.4.1.2.  Samce myszy TIF-IA-CRISPR”™"“"®

4.4.1.3. Ocena pozaruchowego behawioru — odpowiedzi na stres i lekowos¢ myszy TIF-IA-
DbhCre

wykazujg zaburzenia motoryczne........cccccoevuenneen. 124

CRISPR pokazuje predyspozycje mutantéw do rozwoju lekowosci i zmniejszonej odpornosci na silny
] o =P PP PP PP PP PP PP P PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRS 129
4.4.2. Poszukiwanie zmian w funkcjonowaniu neuronéw dopaminowych w SN/VTA w modelu
TIF-A-CRISPR ™ ..ot 131
4.4.2.1. Liczba neuronéw dopaminowych w SN/VTA nie zmienia sie pod wptywem mutacji w LC
—aNnaliza Il0SCT NEUIONOW THH ...iiiiiee ettt ettt e ettt e st e e s abe e e e sntteeesnntaeeesnareeens 132
4.4.2.2. Zmiany w ekspresji miR223 oraz genu kodujgcego receptor adrenergiczny o-2a u
myszy z ubytkiem noradrenergicznym - analiza ekspresji genow w SN/VTA .....c.coovveviiviciinineeeriee e, 132
4.4.2.3. Analiza proteomiczna w rejonie SN/VTA wskazuje na zaburzenia biologicznych
procesow spowodowanych uszkodzeniem LC..........ccoovviiiiiiiiii 134
4.4.2.4. Dysfunkcja neurondéw noradrenergicznych w miejscu sinawym wywotuje zmiany
proteomicznie w SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPR®*"“"®
4.4.2.5. Pupilometria: analiza Zzrenic oka myszy jako etap diagnostyczny w ocenie

dotykajgce réznych szlakéw biologicznych........... 138

funkcjonowania neurondw noradrenergicznych w miejscu SinaWym .......cccceeeeeereiiiiiiinisseeseesee e 139
4.4.2.6. Degeneracja miejsca sinawego wptywa na wybrane wtasciwosci elektrofizjologiczne
NeuronOw dopaminOWYCHh W SN/VTA ....cooriei ettt e et e et e e e et e e e e sbae e e e eabeeeestbeeeesarees 142
4.4.2.7. Obserwowane zmiany elektrofizjologiczne nie s3 wynikiem zaburzen w gestosci kolcow
Lo 1Y T [ V28V ov.d 0 1Yol o TR PP PPPPRS 144
LT 0 12 (T T T PPPPPPPPPRRRt 146
5.1. Przydatnosc konstytutywnego modelu TIF-IA®" dla badari dtugotrwatego wptywu
degeneracji noradrenergicznej na neurony dopaminowe w rejonie SN/VTA ......eeeeeceeeeeecveeeeeieeeeeeiveeeeenen 147
5.2. Ocena zastosowania dwdch réznych podejs¢ metodologicznych w celu otrzymania modeli
zwierzqt transgenicznych z degeneracjq neurondéw noradrenergicznych w LC.............cccceeveveeeeeeeeeeeeeeeeeaa, 149
5.3. Nowy system badawczy: LVCre-zalezny CRISPR/Cas9. Uzytecznos$¢ zastosowania systemu do
edycji genow CRISPR/CAS9 w chorobach neurodegeneracyjnych............cccoceecueecueesiuveeseeesiesesivsesissesisensnes 152
5.3.1. Zalety i trudnosci zastosowania Cre-zaleznego CRISPR/Cas9 poprzez podania za pomocg
lentiwirusowych wektoréw celem edycji gendw w komérkach nie posiadajacych jednoznacznie
SEIEKEYWNYCH PrOMOLOIOW ...ccieiiiiieee ettt e e e e s sttt e e e e s s s sabbbaeeeeeesssnabbbaeeeeeessnnnnes 153
5.4. Wptyw czynnikéw metodycznych na skutecznos¢ wygenerowania nowego neurospecyficznego
POGEIU TIF-IA-CRISPRP I ..ottt e s s e s 155
5.4.1. Weryfikacja Cre-zaleZnego MIEJSCa...uuuiiiiiiiriiiiieeieeeiiritiieee e e e e s ssibiree e e e e e ssbrereeeeeesssnaans 155
5.4.2. Weryfikacja SRNA WyCiszajacego TIF-1A . ....cuuiiiiiieiiiiiiiieiee et sirre e e e e 155
5.4.3. WeryYfiKacja | 0ff tAIGOTS” ....oooeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee ettt e ee e eaaeaaeassassssaaassassssssssssassseenes 158
5.4.4. Problemy z tranSAUKCIZ LV .......ueueeeeiccce s 158
5.4.5. Problemy z weryfikacjg skutecznosci podan stereotaktycznych.........cccooeeeieiiiiiiiiiennnn. 160
5.5. Przyszty kierunek badan z uzyciem LV-CRISPR-DIO .............ccceeeeeeeiuiieeeeeeessiiiiiiieesseessssissvnenens 160
5.6. Znaczenie uszkodzenia systemu noradrenergicznego we wczesnej fazie choroby Parkinsona.162
5.6.1. Analiza dotychczasowych badan z degeneracjg LC W PD ......cccvvveviiiiiiienieeeiiiiiiieeneeennn 162
5.6.2. Potwierdzenie skutecznosci LV-CRISPR-DIO w modelu TIF-IA-CRISPR®""® - analiza
T aTe YAV Yo XN I AV < o | PP PPPPPPPPPPRt 164

4



5.6.3. Whptyw tagodnej neurodegeneracji LC na funkcjonowanie uktadu dopaminowego w

MOGEIU TIF-TA-CRISPR ™ oottt ettt ettt e et e e s e e et s eee s e es s eeeseeseneeseeeeeens 167
5.7. ROZNICE PICIOWE W PD ...ttt ettt et e e e s aiea e 170

6. PodSUMOWANIE I WNIOSKI ..ccceuenueeiiiireieeniiceiiiieennnnceeetteeennnnseeeereeennnsseeeeseeensssssssessseennssssnsessssannnnnns 172
231 YT T- L= - PP SOUPRPRRRRRE 173






Streszczenie

Choroba Parkinsona (PD) jest powoli postepujaca, zwyrodnieniowg chorobg o$rodkowego
uktadu nerwowego charakteryzujacg si¢ zanikiem komorek nerwowych uktadu dopaminowego w
istocie czarnej (Substantia Nigra, SN) i polu brzusznym nakrywki (Ventral Tegmental Area, VTA).
Jednakze, PD jest zwigzana nie tylko z neurodegeneracja w obrgbie ukladu dopaminowego,
odpowiedzialnego bezposrednio za powstawanie symptomow (bradykinezja, sztywno$¢ migsniowa,
spowolnienie ruchowe), ale takze z =zaburzeniami w funkcjonowaniu innych systemow
pozapiramidowych, w szczeg6lnosci ukladu noradrenergicznego. Zgodnie z hipoteza Braaka zmiany
patologiczne, nie przekladajace si¢ jeszcze na charakterystyczne objawy choroby, zaczynaja si¢ juz
wczesniej w rdzeniu przedtuzonym i miejscu sinawym (Locus Coeruleus, LC), a nast¢pnie
rozprzestrzeniajg si¢ do struktur pnia mézgu. Zaobserwowano, iz w PD degeneracja komorek LC moze
nawet przewyzsza¢ utrate komorek dopaminowych. Dane eksperymentalne wskazujg réwniez na istotng
zalezno$¢ pomigdzy poziomem noradrenaliny w mdzgu, a podatnoscig na neurotoksyny indukujgce
parkinsonizm u myszy. Mimo to, podjeto niewiele prob polegajacych na badaniu dlugotrwalego
wplywu degeneracji noradrenergicznej na funkcjonowanie uktadu dopaminowego, przede wszystkim z
braku odpowiednich modeli zwierzecych. Celem badan byto zatem:

» zbadanie wplywu efektow konstytutywnej mutacji, prowadzacej do degeneracji ukladu
noradrenergicznego na efekty w uktadzie dopaminowym;

* stworzeniec modelu myszy charakteryzujacego si¢ selektywna, mézgowo-specyficzna,
progresywng degeneracja ukladu noradrenergicznego i zbadanie czy taka mutacja bedzie prowadzi¢
do spontanicznych, negatywnych zmian w uktadzie dopaminowym;

* wykorzystanie modelu dla badania wzajemnych zalezno$ci pomiedzy w/w ukladami
neuroprzekaznictwa w konteks$cie wczesnej, przedklinicznej fazy PD.

W pierwszej fazie projektu wykazano, Ze postgpujaca neurodegeneracja uktadu
noradrenergicznego moze u dorostych myszy docelowo wywotlaé negatywne zmiany w
funkcjonowaniu ukladu dopaminowego (Barut et al., Neurochem Int, 2022), w tym podwyzszenie
ekspresji marker6w mikro- i astrogleju, cytokin prozapalnych czy markerow stresu oksydacyjnego w
rejonie SN/VTA. Model zwierzecy, ktory wykorzystano w tym celu (myszy transgeniczne stworzone w
oparciu 0 system Cre/loxP, z delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-1A odpowiedzialnego za
sterowanie aktywnoscia polimerazy I, pod kontrolg promotora beta-hydroksylazy dopaminowej, DBH)
nie byt jednak odpowiednim narzedziem z uwagi na réwnolegla degeneracje obwodowego ukladu
sympatycznego.

Glownym celem niniejszej pracy bylo zatem stworzenie modelu, w ktorym mutacja wywotana
przez delecje TIF-IA zachowalaby progresywny charakter, byla wywolana u dorostego zwierzecia, a
przy tym zostala selektywnie ukierunkowana jedynie do komérek LC, co w znacznie lepszym
stopniu odzwierciedlatoby wczesng faze degeneracji obserwowang w PD zgodnie z hipoteza Braaka. W
tym celu zastosowano po raz pierwszy w naszym laboratorium system edycji genow CRISPR/Cas9.
Zaprojektowano Cre-zalezny lentiwirusowy wektor transferowy, wykazujacy ekspresje nukleazy Cas9
po kontrola neuronalnie specyficznego promotora ludzkiej synapsyny. Fragment sekwencji zawierajacy
Cas9, zostal podwoéjnie oflankowany miejscami loxP, ktore znajduja si¢ w odwrotnej orientacji,
znanymi rowniez jako DIO (ang. Double-Floxed Inverted Open reading Frame). Ten autorski
konstrukt, w ktérym w jednej czasteczce zawarto cala maszyneri¢ CRISPR, wraz z Cre zaleznym
miejscem, zostat po raz pierwszy zastosowany w ramach tej pracy celem wiaczenia ekspresji genow za
posrednictwem rekombinazy Cre, znajdujacej si¢ pod kontrola promtora Dbh. Takie podejscie
eksperymentalne umozliwito selektywna delecj¢ TIF-IA w rejonie LC u myszy DbhCre, ktéorym podano
stereotaktycznie wektor lentiwirusowy do LC i skutecznie zapobieglto niespecyficznej mutacji w innych
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komorkach w zwigzku z trudnym do monitorowania in vivo rozprzestrzenianiem si¢ i transdukcijg
wektora lentiwirusowego. W pierwszej fazie rozwoju modelu, po opracowaniu konstruktu,
przetestowano i wykazano poprawne dziatanie systemu in vitro na mysich hodowlach pierwotnych
neurondow korowych i dopaminowych, a takze astrocytarnych. Po zakonczeniu tego etapu przystgpiono
do eksperymentéw in vivo, w trakcie ktorych dopracowano technologi¢ CRISPR/Cas9 pod katem
skutecznosci transdukceji i optymalizacji tzw. przewodnika RNA (guide RNA, gRNA). Powstaty model
zostal  scharakteryzowany w kolejnych punktach czasowych w miar¢ rozwoju zmian
neurodegeneracyjnych, koncentrujac si¢ na dlugotrwatym wplywie degeneracji noradrenergicznej na
funkcjonowanie uktadu dopaminowego (nie dotknigtego bezposrednio mutacjg) i obejmowat badania
behawioralne (m.in. test spontanicznej aktywnosci, koordynacji ruchowej rotarod, test statycznych
pretow, testy w kierunku wykazania ew. fenotypu depresyjnego i lekliwosci zwierzat), histologiczne
(barwienia IHC z udzialem markerow neurodegeneracji), biochemiczne (oznaczenia poziomu
neurotransmiteréw), molekularne (badania proteomiczne i ekspresji wybranych miRNA) oraz
elektrofizjologiczne (m.in. badanie spontanicznej aktywnosci neuronéw dopaminowych).

Efektem pracy byto stworzenie i scharakteryzowanie nowatorskiego, mysiego modelu z
selektywna, domézgowa delecja TIF-1A w rejonie LC z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9.
Otwiera to droge do analogicznego tworzenia mutacji w innych liniach z rekombinaza Cre, co znaczaco
skraca czas potrzebny na uzyskanie finalnego modelu eksperymentalnego, omijajac konieczno$¢
czasochtonnego i nie zawsze efektywnego parowania pomiedzy zwierzetami z ekspresjg Cre oraz
flankowanym przez miejsca loxP genem przewidzianym do usunig¢cia. Warto$cia dodang takiego
podejscia badawczego jest tez lepsza mozliwos¢ stosowania zasady 3R w badaniach behawioralnych z
uzyciem modeli zwierzecych.

Wyniki niniejszej pracy potwierdzaja takze wplyw selektywnej degeneracji LC na negatywne
oddzialywanie na funkcjonowanie neuronéow dopaminowych w SN/VTA, podtrzymujac teze, ze
dysregulacja w dziataniu uktadu noradrenergicznego moze przyczyni¢ si¢ do zmian w dzialaniu
neuronéw dopaminowych, ktére mogg by¢ charakterystyczne w poczatkowej fazie PD. Wykazano
zmiany w fenotypie behawioralnym zwierzat zmutowanych (m.in. obnizenie koordynacji ruchowej,
zmiany zachowan lekliwych 1 depresyjnych). Cickawa obserwacja bylo zrdznicowanie efektow w
zalezno$ci od plci zwierzat, problem podnoszony w ostatnich latach coraz cze¢éciej w badaniach
eksperymentalnych nad o$rodkowym ukladem nerwowym, ale mniej oczywisty w badaniach
dotyczacych zmian neurodegeneracyjnych. Na poziomie molekularnym zaobserwowano u zwierzat z
degeneracja LC podniesienic w rejonie SN/VTA ekspresji markeréow stanu zapalnego, zmiany w
proteomice w zakresie szlakow odpowiadajacych m.in. za mitochondrialng fuzje biatek czy procesy
glikolizy. Badania elektrofizjologiczne wykazaty takze obnizenie spontanicznej aktywnosci neuronow
dopaminowych u zwierzat zmutowanych. Wykazano takze, ze zmiany w $§rednicy zrenicy oka u myszy
zmutowanych moga bezposrednio korelowa¢ ze zmianami aktywnosci LC, co jest cennym markerem
diagnostycznym, pozwalajagcym na behawioralng oceng stopnia degeneracji LC po wprowadzeniu
wektora lentiwirusowego, a w przysztosci mogacym mie¢ takze znaczenie translacyjne.

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



Summary

Parkinson's disease (PD) is a slowly progressive, degenerative disease of the central nervous
system characterized by the atrophy of dopaminergic cells in the substantia nigra (SN) and ventral
tegmental area (VTA). However, PD is associated not only with neurodegeneration within the
dopamine system, which is directly responsible for the development of symptoms (bradykinesia, muscle
stiffness, slowness of movement), but also with disorders in the functioning of other extrapyramidal
systems, in particular the noradrenergic system. According to Braak's hypothesis, pathological
changes, which do not yet translate into characteristic symptoms of the disease, begin earlier in the
medulla oblongata and locus coeruleus (LC), then spread to the structures of the brainstem. It has been
observed that in PD, the degeneration of LC cells may even exceed the loss of dopamine cells.
Experimental data also indicate a significant relationship between the level of norepinephrine in the
brain and susceptibility to parkinsonism-inducing neurotoxins in mice. Despite this, few attempts have
been made to investigate the long-term effects of noradrenergic degeneration on dopamine function,
primarily due to the lack of suitable animal models. Therefore, the aim of the study was to:

» investigate the impact of the effects of a constitutive mutation leading to the degeneration of the
noradrenergic system on the effects in the dopaminergic system;

» create a novel mouse model characterized by selective, cerebral-specific, progressive
degeneration of the noradrenergic system and investigate whether such a mutation would lead to
spontaneous, negative changes in the dopaminergic system;

» exploit the model to study the interdependencies between the above-mentioned
neurotransmission systems in the context of the early, preclinical phase of PD.

In the first phase of the project, it was shown that significantly progressive neurodegeneration of
the noradrenergic system can ultimately induce negative changes in the functioning of the
dopaminergic system in adult mice (Barut et al., Neurochem Int, 2022), including an increase in the
expression of micro- and astroglial markers, pro-inflammatory cytokines or markers of oxidative stress
in the SN/VTA region. However, the animal model used for this purpose (transgenic mice based on
Cre/loxP system, with deletion of the transcription factor TIF-1A responsible for controlling
polymerase | activity, under the control of the dopamine beta-hydroxylase promoter, Dbh) was not a
suitable tool due to the parallel degeneration of the peripheral sympathetic system.

The main task was therefore to create a novel model in which the mutation induced by the TIF 1A
deletion would remain progressive, be induced in an adult animal and be selectively targeted only to
LC cells, which would much better reflect the early phase of degeneration observed in PD according to
Braak's hypothesis. For this purpose, the CRISPR/Cas9 gene editing system was implemented for the
first time in our laboratory. A Cre-dependent lentiviral expression vector was designed to express Cas9
nuclease under the control of a neuronally specific human synapse promoter. The fragment of the
sequence containing Cas9 has been double-flanked by loxP sites that are in reverse orientation, also
known as DIOs (Double-Floxed Inverted Open Reading Frame). This proprietary construct, which
contains the entire CRISPR machinery in a single molecule, along with the Cre-dependent site, was
used for the first time in this work to incorporate gene expression through recombination mediated by
Cre recombinase, under the control of the Dbh promtor. This experimental approach enabled selective
deletion of TIF-1A in the LC region of DbhCre mice stereotactically treated with a lentiviral vector to
LC and successfully prevented possible nonspecific mutation in other cells due to nonpredictive in-vivo
lentiviral vector spread and transduction. In the first phase, the construct was developed and validated
in-vitro to demonstrate its potential on mouse primary cortical and dopamine neurons, as well as
astrocytes. Following this step, in-vivo experiments were carried out to fine-tune the CRISPR/Cas9
technology for transduction efficiency and gRNA optimization.



The resulting model was characterized at successive time points as neurodegenerative changes
developed, focusing on the long-term impact of noradrenergic degeneration on the functioning of the
dopamine system (the system not directly affected by the mutation). This step included behavioural
studies (m.in. spontaneous activity test, rotarod test, static rod test, tests for possible depressive
phenotype and anxiety in animals), histological (IHC staining with neurodegeneration markers),
biochemical (determination of neurotransmitter levels), molecular (proteomic studies, expression of
miRNA, attempts to identify pathways leading to cell death), and electrophysiological (i.e. study of
spontaneous activity of dopaminergic neurons).

As the result of the study, a novel mouse model with selective, intracerebral TIF-1A deletion
in the LC region using the CRISPR/Cas9 system was created and characterized. The outcome proves
the possibility of creation analogous mutations in other Cre-dependent transgenic lines, which
significantly reduces the time needed to obtain the final experimental model, bypassing the need for
time-consuming and not always effective mating between Cre-expressing animals and animals
possessing flanked loxP gene to be deleted. The added value of this research approach is also a better
possibility of applying the 3R principle in behavioural studies using animal models (the number of
animals used to generate a cohort with the introduced mutation is similar to the number of animals
intended for a final experiment).

The results of this study also confirm the negative impact of selective degeneration of LC on
the functioning of dopamine neurons in SN/VTA, supporting the thesis that dysregulation in
functioning of noradrenergic system may contribute to changes in the activity of dopamine neurons,
which may be characteristic in the prodromal phase of PD. Changes in the behavioural phenotype of
mutant animals (i.e. decreased motor coordination, changes in anxious and depressive behaviours) were
demonstrated. An interesting observation was the differentiation of effects depending on the sex of the
animals, a problem that has been raised more and more often in recent years in experimental studies on
the central nervous system, but less obvious in studies on neurodegenerative diseases. At the molecular
level, in animals with LC degeneration, an increase in the expression of inflammatory markers in the
SN/VTA region, changes in proteomics in the pathways responsible (i.e. for mitochondrial protein
fusion or glycolysis processes) were observed. Electrophysiological studies have also shown a decrease
in the spontaneous activity of dopamine neurons in mutant animals. It has also been shown that
differences in the diameter of the pupil of the eye in mutant mice can directly correlate with changes in
LC activity, which is a valuable diagnostic marker allowing for behavioral assessment of the degree of
LC degeneration after the introduction of the lentiviral vector, and in the future may also have
translational significance.

Due to the creation of a model from the scratch based on a novel technique, the full molecular
characterization of changes in the dopamine system was beyond the time capabilities of this work.
However, the developed model provides an interesting new research tool for further studies on the
interaction of noradrenergic and dopaminergic systems, not only in Parkinson's disease.
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1. Wstep

Choroby neurodegeneracyjne to szeroka grupa schorzen o zrdéznicowanym podtozu, ale o
wspolnej cesze — utracie neuronow W rdéznych strukturach uktadu nerwowego. Najcze$ciej wystepujace
choroby neurodegeneracyjne to choroba Alzheimera i choroba Parkinsona, ale grupa tych schorzen
obejmuje wiele innych: choroba Huntingtona, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Picka,
Creutzfeldta-Jakoba, Battena, czy Gauchera. Niektore z tych chordb maja znang przyczyng, jak np.
autosomalna dziedziczno$¢ mutacji genu IT15 kodujacego huntingtyne (Htt) czy zakazenie prionowe w
chorobie Creutzfeldta-Jakoba. Jednak wigkszo$¢ choréb neurodegeneracyjnych ma charakter
idiopatyczny, a doktadne molekularne mechanizmy prowadzace do $mierci neuronéw i w konsekwencji
rozwoju zréznicowanych objawdéw neurologicznych, pozostaja niejasne. Brak pelnego zrozumienia
mechanizméw lezacych u podtoza przyczyn wickszosci choréb neurodegeneracyjnych uniemozliwia
opracowanie skutecznych i bezpiecznych metod leczenia, czy chocby strategii neuroprotekcyjnych,
ktore zatrzymaja progresj¢ choroby na etapie jeszcze bezobjawowym. Dodatkowo proces chorobowy,
majacy charakter postepujacej i nieodwracalnej neurodegeneracji, jest diagnozowany objawowo juz w
zaawansowanym stadium, gdy doszto do znacznej utraty populacji komorek nerwowych, co
uniemozliwia wprowadzenie skutecznych terapii modyfikujgcych lub op6zniajacych progresje choroby.
Terapie chordb neurodegeneracyjnych — o ile nawet sa dostepne — majg charakter objawowy.

Postepujace progresywnie procesy neurozwyrodnieniowe prowadzg do trwatych uszkodzen
uktadu nerwowego i zmian funkcjonalnych. Uszkodzenie neurondéw, obecno$¢ stanéw zapalnych,
glejoza oraz obecno$¢ nieprawidlowo sfaldowanych lub nadmiernie fosforylowanych biatek
tworzgcych agregaty gromadzgce si¢ w komoérkach nerwowych, mogg obejmowaé roézne obszary w
moézgu, rdzeniu krggowym i obwodowym ukladzie nerwowym. Te nieprawidtowe procesy prowadza do
wystgpienia objawow zwigzanych z uszkodzeniem konkretnych struktur. Dodatkowo w niektérych
chorobach neurodegeneracyjnych uszkodzeniu nie ulega tylko jeden, specyficzny obszar mézgowia,
choéby nawet byt on bezposrednio odpowiadajacym za charakterystyczne objawy schorzenia. Patologie
w czeSciach moézgu czesto sg zwigzane ze sobg, a zaburzenie funkcjonowania jednego ukladu
neuroprzekaznikow ma wptyw na funkcjonowanie innych cze$ci moézgu, dotaczajac dodatkowe
dolegliwosci U pacjentéw, ktore — szczegOlnie w etapie prodromalnym — nie sa kojarzone z
rozwijajacym si¢ juz procesem chorobowym.

1.1. Choroba Parkinsona

Od kiedy po raz pierwszy szczegbtowo opisano chorobg Parkinsona w przetomowym eseju
Jamesa Parkinsona ,,An Essay on the Shaking Palsy” (oryginalna publikacja z 1817 r.; przedruk
(Parkinson, 2002)), badacze na calym $§wiecie wlozyli wiele wysitku w wyjasnienie patologii choroby i
podjeli proby, aby zatrzymac jej progresje. Szacuje sig, ze w 2019 r. u 8,5 miliona os6b zdiagnozowano
chorobe Parkinsona (PD) (Parkinson’s disease — Level 3 cause | The Institute for Health Metrics and
Evaluation, 2020), a liczba rozpoznawanych przypadkéw PD ciggle wzrasta ze wzglgdu na starzenie si¢
populacji, szczeg6lnie w krajach wysokorozwinietych gdzie $rednia dtugo$¢ wieku zycia ludzikiego
ulegta znaczacemu wydhuzeniu. W 2017 roku w samych Stanach Zjednoczonych PD dotkngta milion
ludzi, a catkowite obcigzenie kosztami ekonomicznymi ta choroba wyniosto 51,9 miliarda dolarow.
Przewiduje sie, ze do 2037 roku te szacunki wzrosng do 1,6 miliona os6b chorych na PD powyzej 65.
roku zycia, a koszty ekonomiczne wzrosng o prawie kolejne 30 miliardow dolaréw (Wenya Yang et al.,
2020). Niestety, rownocze$nie rosnie liczba zgonéw posrednio spowodowanych ta choroba. Podobnie
jak w przypadku innych choréb neurozwyrodnieniowych, wiek jest bardzo istotnym czynnikiem ryzyka
zachorowania na PD (Hou et al., 2019). U os6b po 60. roku zycia, choroba ta jest jedng z najczgsciej
diagnozowanych. Co ciekawe, wigkszo§¢ pacjentow to mezczyzni — wspotczynnik stosunku
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zachorowan me¢zczyzn do kobiet wérod ludzi dotknigtych PD wynosi 1,4. (Feigin et al., 2019). Ze
wzgledu na globalny trend wzrostu $redniej dtugosci zycia, kolejne lata przyniosg dalszy wzrost
zachorowan. Niektorzy autorzy wprost okres$laja to zjawisko mianem neurodegeneracyjnej pandemii
(Dorsey, Sherer, Okun, & Bloemd, 2018).

PD, drugie pod wzgledem czestosci wystepowania schorzenie neurodegeneracyjne po chorobie
Alzheimera (AD), jest skomplikowang i zr6znicowana chorobg charakteryzujaca si¢ postgpujacymi
objawami motorycznymi, ktore czesto dopiero wtedy sg przyczyna postawienia wiasciwej diagnozy.
Uwaza si¢, ze objawy motoryczne sa bezposrednim efektem neurodegeneracji neuronow
dopaminowych w SN/VTA (substancja czarna / pole brzuszne nakrywki, ang. Substantia Nigra /
Ventral Tegmental Area), ktore sg czgécig zwojow podstawy moézgu, odpowiedzialnej miedzy innymi
za zachowanie ukierunkowane na cel oraz zaburzen w ich projekcji do struktur, jak prazkowie (Nestler,
Hyman, Holtzman, & Malenka, 2020)

Ryc. 1. Mikroskopowe zdjecie przedstawiajace przekrdj przez mézg myszy z wybarwionymi neuronami dopaminowymi w
SN/VTA za pomocg przeciwciata przeciwko hydroksylazie tyrozynowej (TH, ang. Tyrosine Hydroxylase) oraz astrocytami,
wybarwionymi przeciwciatem przeciwko kwasnemu biatku widkienkowemu (GFAP, ang. Glial Fibrillary Acidic Protein).
Skala 500 um

Do charakterystycznych ruchowych objawow PD nalezag (Moustafa et al., 2016; Xia & Mao,
2012):

bradykinezja (czyli spowolnienie ruchowe),

sztywno$¢ migsniowa (spowodowana zwigkszonym napieciem mig§niowym),

drzenie spoczynkowe,

zaburzenia chodu (jak trudno$ci z inicjacja kroku, zmniejszenie dlugosci krokow, festynacja,
zamrozenie chodu),

zaburzenia posturalne (niestabilno$¢, pochylenie tutowia do przodu, dystonia),

O O O O

zubozenie mimiki twarzy, charakterystyczna ,,twarz maskowata”,
mikrografia.

Kliniczna prezentacja PD jest zr6znicowana i moze by¢ zdominowana przez objawy ruchowe lub
pozaruchowe. Objawy pozaruchowe PD moga pojawi¢ si¢ na roznych stadiach rozwoju choroby lub nie
towarzyszy¢ objawom motorycznym (Ryc. 2) (Chaudhuri & Schapira, 2009; Kurihara et al., 2020). Za
jedng z przyczyn wystgpowania objawoéw pozaruchowych uwaza si¢ dysfunkcje lub uszkodzenia
innych niz SN/VTA uktadéw i struktur osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego (Chaudhuri,
Healy, & Schapira, 2006; Costa, Esteves, Empadinhas, & Cardoso, 2022). Niestety, same objawy
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motoryczne sg juz sporym obcigzeniem pacjentéw, ze wzgledu na indywidualng odpowiedz na leczenie
L-DOPA (lewodopa, prekursor dopaminy przechodzacy przez barier¢ krew-mozg) i trudnos¢ w
dobraniu dawki terapeutycznej, nie powodujacej dyskinez szczegdlnie w pdzniejszych fazach choroby.
Obecnie dostgpne terapie farmakologiczne opieraja si¢ na zmniejszaniu symptomatologii choroby,
glownie przez stymulacje ukladu dopaminowego, i chociaz tagodza (w pewnym stopniu) typowe
objawy, nigdy nie przywracajg funkcji ani nie zapobiegajg utracie neurondéw. Istotnym czynnikiem
znaczaco ograniczajacym wysitki terapeutyczne jest to, ze utrata neurondow rozpoczyna si¢ duzo
wczesniej, zanim pojawig si¢ pierwsze objawy kliniczne i nawet szybka diagnoza daje malg szans¢ na
skuteczne leczenie, poniewaz wigkszos¢ neurondow ulegla juz nieodwracalnej degeneracji (Ryc. 2).

Jedng z charakterystycznych cech PD jest patologiczna akumulacja i agregacja biatka o-
synukleiny (a-Syn) w postaci cial Lewy'ego (ang. Lewy bodies, LB) (Spillantini et al., 1997), obecnych
w mozgach prawie wszystkich pacjentow badanych po$miertnie (W. R. G. Gibb & Lees, 1988).
Dlatego szybko powigzano mutacje w genie kodujagcym o-Syn z dziedziczng postacia PD
(Polymeropoulos et al., 1997). Obecnie uwaza si¢, ze agregacja i transmisja a-Syn w roznych
obszarach mézgu jest jednym z kluczowych czynnikdéw patognomonicznych w PD, cho¢ niekoniecznie
wystarczajacych per se aby bez wywotaé neurodegeneracje bez dodatkowych, wspotistniejacych
czynnikow (Surmeier, Obeso, & Halliday, 2017).

* Deficyty poznaweze » Demencja * Halucynacje wzrokowe «
Lek » Depresja * Apatia * Zmeczenie = Zaburzenia snu
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Ryc. 2. Niemotoryczne objawy choroby Parkinsona (niebieska ramka) oraz objawy motoryczne (czerwona ramka). Schemat
czasowy pokazujacy etapy zaawansowania choroby. Niemotoryczne objawy moga mie¢ swoj poczatek juz w fazie
przedklinicznej, natomiast objawy motoryczne ujawniaja si¢ dopiero w fazie wezesnej choroby, kiedy wigkszos¢ neurondow
dopaminowych jest juz zdegenerowana.

Kiedy neurony dopaminowe SN/VTA obumieraja, w konsekwencji zmniejsza si¢ liczba
zakonczen dopaminowych w prazkowiu (Scherman et al., 1989). W momencie pojawienia si¢
pierwszych objawow motorycznych, nie zawsze jeszcze jednoznacznie kojarzonych z PD, dochodzi juz
do $mierci co najmniej 30% neuronéw w istocie czarnej, a w prazkowiu utraty az do 60% zakonczen
dopaminowych (Cheng, Ulane, & Burke, 2010). Dlatego uwaza si¢, ze degeneracja najpierw obejmuje
aksony neuronéw, a nastgpnie w wyniku progresji zmian ciata neuronow. Dodatkowo w tym momencie
dochodzi juz do utraty okoto 70-80% zawartosci dopaminy w skorupie ogoniastej, ktora razem z jadrem
ogoniastym tworzy prazkowie.
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1.1.1. Inne neurony zaangazowane w chorobe Parkinsona

Chociaz historycznie opisywana choroba Parkinsona skupiata si¢ tylko na degeneracji SN/VTA,
ostatnio dyskutuje sie, ze sama degeneracja neuronéw dopaminowych zachodzi na pdzniejszych
etapach, a uszkodzenia innych obszaréw mézgu poprzedzajg utrate komoérek w SN/VTA, wpltywajac na
ztozone systemy neurotransmiterow, takie jak glutaminergiczne, noradrenergiczne, serotoninergiczne i
cholinergiczne (Heiko Braak, Ghebremedhin, Riib, Bratzke, & Del Tredici, 2004). Ta zrdznicowana,
postepujaca neurodegeneracja moze wyjasni¢ roznorodng symptomatologi¢ PD, obejmujgca nie tylko
objawy ruchowe, ale takze inne zmiany pozamotoryczne (Chaudhuri & Schapira, 2009). Badania
obrazowe u ludzi z PD wykazuja rozne struktury i zaangazowane w nie sieci przekaznictwa
neuronalnego jako zmienione patologiczne w procesie chorobowym (Tab. 1). Te obszary o$rodkowego
uktadu nerwowego, a takze czeSci obwodowego ukladu nerwowego réwniez wykazuja obecnosé
patologicznych ciat i wtretow Lewy'ego, wykazujac, ze w nich réwniez toczy si¢ proces chorobowy. Co
interesujace, zwigzane z dysregulacjg innych uktadoéw niz SN/VTA, objawy pozamotoryczne PD, sg nie
tylko waznymi cechami klinicznymi pomagajacymi w rozpoznaniu, ale mogg poprzedza¢ objawy
motoryczne o wiele lat (Schapira, Chaudhuri, & Jenner, 2017). Dlatego mig¢dzy innymi zaburzenia
niemotoryczne sg ciekawym polem dla poszukiwania biomarkerow wczesnych, prodromalnych stadiow
choroby. Niektore objawy niemotoryczne wymienione w Tabeli 1 s3 wymieniane jako objawy wczesnej
fazy choroby Parkinsona (Schapira & Tolosa, 2010). Przyktadowo, u 90 % pacjentdéw z chorobg
Parkinsona przed postawieniem ostatecznej diagnozy obserwuje sie deficyty wechu (N. I. Bohnen,
Studenski, Constantine, & Moore, 2008).

Tab. 1. Przyktadowe, niemotoryczne objawy choroby Parkinsona, wraz z przypuszczalnie powiazanymi obszarami
nerwowymi, ktore dziataja dysfunkcyjnie i powigzanymi rodzajami neuroprzekaznictwa. DA — neurony dopaminowe; SHT —
neurony serotoninowe; NA — neurony noradrenergiczne; Ach — neurony cholinergiczne; LC — miejsce sinawe. Na podstawie
pracy przegladowej (Qamar et al., 2017).

PRZY(F;léSS;iZRALNY PRZYPUSZCZALNIE BIBLIOGRAFIA
SYMPTOMY ,
DYSEUNKCYINY ZAANGAZOWANE NEURONY
DA 5HT NA ACh
Zmgczenie Jadro ogoniaste, +/- +
skorupa, prazkowie (Pavese et al., 2012; Schifitto et al., 2008)
brzuszne, wzgbrze
EDS (ang. Excessive prazkowie, + + +

Daytime Sleepiness) skorupa, wzgorze,

LC, podwazgbrze, (Happe et al., 2007; Pavese et al., 2012)

VTA
RBD (ang. Rapid + +
Eye Movement Prazkowie, skorupa (Eisensehr et al., 2000; Gilman et al., 2003)
Behaviour Disorder)
Lekowosé Jadro ogoniaste, + + + . .
prazkowie (Kaasn!en et_al., 2001; Remy, Doder, Lees,
brzuszne, LC, Turjanskl, & Broolﬁs, 2005; Tar.laka,
wzgorze, cialo Yoshida, Emoto, & Ishii, 2000; Weintraub et
. ’ al., 2005)
migdatowate,
Depresja Sr:)éirr;ﬁzi?;v;e, " " " (Beucke et al., 2010; Koerts, Leenders,
prz’;Zkowie ' Koning, Portman, & Van Beilen, 2007,
f . Murai et al., 2001; Weintraub et al., 2005;
Wzgor,ze’ pien Zarow, Lyness, Mortimer, & Chui, 2003)
mozgu
Deficyty pamigci Prazkowie, + +
skorupa, jadro (Nicolaas I. Bohnen & Albin, 2011; Mari¢ et
ogoniaste, kora al., 1998; Movement & 2003, 2003; Rinne et
czolowa, piefi al., 2000)

mozgu, mozdzek,

14



most, wzgorze

Zaburzenia Uktad korowo- + + + (Hoffman, Fernandez, Pittman, & Hampson,
percepcyjne prazkowiowo- 2011; Sanchez-Ramos, Ortoll, & Paulson,
wzgorzowy, kora 1996; Wood, Hopkins, Moodley, & Chan,
czotowa 2015; S. S. Zhang et al., 2016)
Zaburzenia uktadu Jadro ogoniaste, + (Sakakibara et al., 2001)
moczowego skorupa
Dysfunkcje Insula, jadro +- +/-
seksualne ogoniaste, skorupa, (Georgiadis ct al., 2010; Stoléru ct al., 1999)
wzgorze, jadro
potlezace
Problemy sercowe Piefi mozgu, +
zmniejszenie
pozazwojowego
presynaptycznego (Mizutani et al., 2015; Spiegel et al., 2007)
unerwienia

wspotczulnego
serca

Zaburzenia Uktad +- +
gastryczne przywspotczulny - (Gjerloff et al., 2015)
trzustka

Powyzsza tabela pokazuje zaangazowane w PD wielu ukladéw neuroprzekaznictwa. Powigzane z
nimi objawy jak zme¢czenie, dysfunkcje seksualne i zaburzenia gastryczne sg przedmiotem dyskusji, czy
w ich rozwoju ma takze udzial dysfunkcja uktadu dopaminowego. Co cickawe niektére neurony z
wymienionych obszaréw wykazuja réwniez podobne wlasciwosci stymulacyjne jak neurony
dopaminowe, generujac spontaniczny i cykliczny impuls elektryczny (J. A. Goldberg et al., 2012;
Kang & Kitai, 1990; Sanchez-Padilla et al., 2014), ktéry w neuronach dopaminowych odpowiada za
cykliczne wyrzuty dopaminy i utrzymywanie stalego poziomu tego neurotransmitera. Wiasciwosci te
dotyczaca rowniez neurondéw noradrenergicznych, ktore znalazly si¢ w gldwnym obszarze
zainteresowan niniejszej pracy (Sanchez-Padilla et al., 2014). Niektére neurony noradrenergiczne
charakteryzujg si¢ rowniez skomplikowanym rozgal¢zieniem aksondéw, podobnych do neurondéw
wychodzagcych z SN. Te cechy mogg przyczyniaé si¢ do wyjatkowej wrazliwosci neuronow
dopaminowych czy noradrenergczinych (Surmeier et al., 2017), thumaczac dlaczego pierwsze ,,padaja
ofiarg” podczas rozwoju PD.

1.1.2. Teorie dotyczace prodromalnej fazy choroby Parkinsona

W 2003 roku, Braak i wsp. (H. Braak, Riib, Gai, & Del Tredici, 2003; Heiko Braak, De Vos,
Bohl, & Del Tredici, 2006; Heiko Braak et al., 2004) zaproponowali hipoteze o rozwoju patologii PD w
strukturach w uktadu nerwowego w okreslonej kolejnosci. Uposledzenie funkcji neurondéw zaczyna si¢
od struktur najbardziej obwodowych (opuszka wechowa oraz jadro grzbietowe nerwu btednego) a
nastgpnie rozprzestrzenia si¢ w sposob topograficzny przez mdzg, miejsce sinawe, jadra szwu, istote
czarng (objawowe stadium Il wg teorii Braaka) i jadro podstawne Meynerta, osiggajac w koncowych
stadiach choroby strukture kory nowej (stadium V). Teori¢ ta potwierdzaja obserwacje stwierdzajace
zaburzenia wechu i RBD (ang. Rapid Eye Movement Behaviour Disorder) we wczesnych fazach PD
(Ahnaou & Drinkenburg, 2022; Heiko Braak et al., 2003; Rektor et al., 2018). Sugeruje si¢, ze
kolejnos¢ zajmowanych partii mézgu ma wplyw na pojawiajace si¢ objawy niemotoryczne oraz — W
bardziej zaawansowanej fazie choroby — objawy ruchowe. Mimo, ze wiele aspektow tej hipotezy nie
zostatlo wcigz wyjasnione, istnieje potrzeba zbadania podtoza pojawiajacych si¢ symptomoOw
niemotorycznych (wymienionych przyktadowo w Tab. 1). Jednym z mozliwosci sprawdzenia stanu
moézgowia sg badania obrazowe pacjentow dotknigtych PD. Wykazano, Zze u pacjentow z
towarzyszacymi objawami pozaruchowymi, jak zaburzenia kognitywne, wystepuje degeneracja obszaru
miejsca sinawego (Locus Ceruleus, LC). Co wiecej, po podaniach L-DOPA, objawy pozaruchowe nie
poprawiaty si¢ (C. Zhou et al., 2021), co $wiadczy o tym, ze PD jest ztozona choroba wielouktadowa.
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Niestety brak jest badan klinicznych u pacjentow w bardzo wczesnych stadiach choroby, gtownie ze
wzgledu na pdzne rozpoznanie PD. W materiale sekcyjnym pobranym od chorych na PD, wykazano iz
degeneracja LC moze by¢ nawet procentowo wigksza niz w rejonie SN/VTA (Zarow et al., 2003).

~
(L

il itV ViV
stadium stadium / stadium

monomm TEORIA BRAAKA

Ryc. 3. Stadia choroby Parkinsona wedtug teorii Braaka (Heiko Braak et al., 2004). Rozprzestrzenianie si¢ zmian
patologicznych zaczyna si¢ od struktur najbardziej obwodowych, a nastgpnie biegnie w sposob topograficzny przez mozg.

Pdzniejsze badania Braaka oraz innych naukowcoéw wykazaty, ze wptyw na patologie¢ moze mie¢
gromadzenie si¢ ztogéw a-Syn, ktorej obecnosé wykazano réwniez w komorkach nerwowych uktadu
pokarmowego. W ostatnich latach coraz wiecej zwolennikéw zyskuje teoria, ze PD moze rozpoczynaé
sie juz w jelitach, skad a-Syn przez nerw btedny przedostaje si¢ do mézgu (Heiko Braak et al., 2006;
Corbillé, Neunlist, & Derkinderen, 2016). Dodatkowo, badania mikrobiologéw wykazaly, ze istnieje
zwigzek pomiedzy florg bakteryjng jelit a rozwojem PD. Niektorzy autorzy uwazajg, ze zaburzenia
mikrobiomu mogg sprzyja¢ odktadaniu si¢ w jelitach patologicznej formy a-Syn. Dlatego sugeruje sig,
ze zmiany we florze bakteryjnej jelit mogg by¢ inicjatorem tej choroby (Sampson et al., 2016).

1.1.3.Genetyczne formy choroby Parkinsona

Do dnia dzisiejszego wykryto okoto 20 loci odpowiadajacych za 10-15% dziedzicznych form PD
(de Lau & Breteler, 2006). Sa to mutacje prowadzace do rozwoju jednogenowej formy PD (np. SNCA,
LRRK2, PINK1, PARK2, PRKN) lub sg istotnym czynnikiem ryzyka (np. GBA) (Blauwendraat, Nalls,
& Singleton, 2020). Warto wspomnie¢, ze u wigkszosci pacjentéw z idiopatyczng formg PD moga
réwniez wystepowac pojedyncze mutacje w ponad 40 loci zwigzanych ze podwyzszonym ryzykiem
zachorowania na PD (Lill, 2016), dlatego podziat tej choroby na dwie formy — genetyczng i
idiopatyczng jest bardzo umowny.

Najczestsza przyczyng wystepowania PD o podlozu genetycznym jest mutacja w genie LRRK2
(kodujacy dardaryng, kinazg bogata w powtdrzenia leucynowe, PARKS8) (Lesage et al., 2006). PINK1
(gen kinazy indukowanej przez fosfataze PTEN, PARKG6) jest kinazg biatkowa, ktora fosforyluje
mitochondrialne biatko opickuficze TRAP1 promujac przetrwanie komorki. Mutacje w genie PINK1
obnizaja zdolno$¢ PINK1 do fosforylowania TRAP1 a w zwigzku z tym ostabiajg rowniez zdolnos¢
komorki do przetrwania (Valente et al., 2004). Rowniez mutacje w genie biatka parkiny, ktora
nazywana jest tez biatkiem Parkinsona 2 (PARK2) powoduja czesta form¢ PD. Parkina jest enzymem,
ktory posredniczy w wigzaniu uszkodzonych i nadmiernych biatek przez ubikwityne. (Kitada et al.,
1998). Jedna z najbardziej rozpoznawalnych i powigzywanych do choroby Parkinsona mutacji, sa
mutacje w genie a-Syn (SNCA, PARK1/4). (Polymeropoulos et al., 1996). Do tej pory opisano cztery
warianty a-Syn powstate na skutek alternatywnego skladania pre-mRNA oraz wykryto osiem mutacji
punktowych typu podstawienia w genie SNCA (Appel-Cresswell et al., 2013; Hoffman-Zacharska et al.,
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2013; Lesage et al., 2013; Polymeropoulos et al., 1996, 1997; Proukakis et al., 2013). Wykryto réwniez
di-/tri-plikacje genu SNCA (Chartier-Harlin et al., 2004), ktore znaczgco podnoszg dotkliwos¢ choroby
oraz zaobserwowano, ze polimorfizmy genu kodujacego a-Syn moga zwigksza¢ ryzyko powstania PD
(Copped, 2012). Pacjenci z PD wywotang takg mutacjg wczesnie wykazujg patologie¢ w postaci LB,
ktére w duzych ilosciach gromadza si¢ nie tylko w strukturach bogatych w neurony i zakonczenia
dopaminowe, ale rowniez w innych strukturach, jak miejsce sinawe (Polymeropoulos et al., 1996).

Obecnie coraz czesciej spotyka sie poglad, ze PD moze wynika¢ z uwarunkowan
epigenetycznych i procesow starzenia. Wérdd czynnikow, ktore podnosza ryzyko zachorowania na PD
wymienia si¢ m.in.: ekspozycje na pestycydy o dziataniu neurotoksycznym wobec neuronow
dopaminowych (parakwat, rotenon), przyjmowanie B-blokeréw, spozywanie pokarmow bogatych w
weglowodany, chorobe wrzodowa zotadka, czy inne choroby jelit, jak m.in. IBD (ang. Inflammatory
Bowel Disease) (Brudek, 2019; Costa et al., 2022). Zrozumienie tych zlozonych proceséw
odpowiedzialnych za wystapienie dziedzicznych form PD moze wskazaé $ciezke rozwoju
innowacyjnych, celowanych terapii. Geny zidentyfikowane w badaniach z udziatem rodzin dziedzicznie
obcigzonych PD staty si¢ kandydatami do tworzenia nowych modeli zwierzecych tej choroby. Badania
na genetycznych modelach PD opartych o odwzorowanie mutacji ludzkich z jednej strony moga
prowadzi¢ do lepszego zrozumienia szlakow neuroprzekaznictwa prowadzacych do $mierci
komorkowej, z drugiej strony wiadomo, ze wiele z tak utworzonych modeli zwierzecych nie spehito
poktadanych w nich nadziei (Airavaara et al., 2020).

1.1.4.Molekularne podloze choroby parkinsona

Postulowane molekularne mechanizmy idiopatycznej formy PD sg m.in. powigzane ze Stresem
oksydacyjnym, dysfunkcja mitochondriéw, zaburzeniami szlaku lizosomalnego i autofagosomalnego.
Stwierdzono réwniez zaburzenia transportu aksonalnego i obecnos¢ standéw zapalnych w neuronach, w
tym glejozy.

1.1.4.1. Szlaki zaangazowane W PD

Degeneracja neuronéw dopaminowych jest uzalezniona od roéznych ztozonych mechanizmow,
ktére czesto sa ze soba powigzane. Wystepowanie zaburzen w jednym aspekcie powoduje kaskade
destrukcyjnych dla neurondéw zdarzen. Jednym z najwazniejszych aspektow dysfunkcji na poziomie
komdérkowym sa zaburzenia funkcjonowania mitochondréw, ktore wystepuja zaréwno w sporadycznej,
jak i genetycznej postaci PD (Bossy-Wetze, Schwarzenbacher, & Lipton, 2004). Mitochondria ze
wzgledu na swoja funkcje sg bardzo podatne na czynniki stresowe, ktore w konsekwencji prowadza do
zaburzenia ich funkcji (Soutar et al., 2022). Istotng role pelni mutacja biatka PINKI, ktora w
powiazaniu z brakiem syntezy Parkiny, uniemozliwia ligacje ubikwityny, ktéra w fizjologicznych
warunkach degraduje na $ciezce autofagocytozy uszkodzone mitochondria (Ge, Dawson, & Dawson,
2020). Degradacja zbednych biatek przez proteasom stanowi istotny, wewngtrzkomorkowy system
kontroli, ktory zapobiega nagromadzaniu si¢ nieprawidlowych, zdeformowanych lub toksycznych
biatek (Alvarez-Castelao, Goethals, Vandekerckhove, & Castafio, 2014). Rowniez uszkodzenie
integralno$ci btony komérkowej mitochondriéw powoduje zaburzenie metabolizmu komérkowego oraz
wejscie komorki na $ciezke apoptozy. Uwaza sig, ze stres oksydacyjny (ROS, ang. Reactive Oxygen
Species), ktory miedzy innymi moze by¢ spowodowany zewngtrznymi warunkami (jak ekspozycja na
neurotoksyny) wiaze si¢ z nieprawidlowym funkcjonowaniem kompleksu I tancucha oddechowego
(Tofaris, Razzaq, Ghetti, Lilley, & Spillantini, 2003). Wiele genéw kodujach lizosomalne enzymy, czy
zaangazowane w transport lizosomalny, mitofagi¢ i inne autofagocytarne funkcje, ma powigzanie z PD
(Gan-Or, Dion, & Rouleau, 2015). Miedzy innymi mutacje w genie TMEM175 (Qu et al., 2022), ktéry
koduje lizosomalny transmembranowy kanal potasowy lub w genie LRRK2, ktéry mediuje
autofagocytozg, doprowadzaja do zwigkszonej akumulacji a-Syn, potwierdzajac znaczenie systemu
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lizosomalnego i autofagocytarnego w patogenezie PD (Alegre-Abarrategui & Wade-Martins, 2009;
Volta, Milnerwood, & Farrer, 2015). Neurony dopaminowe charakteryzuja si¢ wyzsza selektywnoscig i
wrazliwoscia na niszczace efekty stymulacji procesow zapalnych w neuronach. Wiele badan,
komoérkowych, na modelach zwierzecych, jak i klinicznych potwierdza wazng role¢ neurozapalenia w
progresji choroby Parkinsona (Tansey & Goldberg, 2010). Odpowiedz immunologiczna zwigzana jest z
aktywacja gleju oraz infiltracja peryferyjnymi komérkami immunologicznymi (Qingin Wang, Liu, &
Zhou, 2015). Wykazano rowniez, w hodowlach mieszanych neuronalnych z mikroglejem lub
astrocytami, ze glej moze regulowa¢ neuronalng odpowiedz zapalng sprzyjajac, lub ograniczajac
niszczace szkody aktywacji neurozapalnych §ciezek oraz potwierdzono obecnos¢ reaktywnych form
gleju w modelach PD (Hartmann et al., 2019; Liddelow et al., 2017; Yun et al., 2018; Y. Zhang et al.,
2014). Powyzsza tematyka zostala przeze mnie podjeta réwniez w badaniach komplementarnych do
niniejszej pracy doktorskiej, w ramach realizowanego przeze mnie grantu NCN Preludium 18 p.t.
,wUdzial —astrocytow w mechanizmie neuroprotekcji wywolanym przez nasilenie transmisji
noradrenergicznej w mysim modelu progresywnego parkinsonizmu”.

Zaburzenie kazdej z tych $ciezek: mitochondrialnej, lizosomalnej, autofagocytarnej, czy
neurozapalnej, pojedynczo nie wyjasnia patogenezy PD. Zjawiska te wspoélistnieja w procesie
neurodegeneracji i sg zalezne od siebie (Ryc. 4). Niestabilno$¢ jednego aspektu funkcjonowania
komorki ma konsekwencje w pozostatych.
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Ryc. 4. Schematycznie przedstawione $ciezki mitochondrialna, autofagocytarna, lizosomalna i neurozapalna, ktérych dotycza
zaburzenia w chorobie Parkinsona. LB — ciata Lewy’ego;, ROS — reaktywne formy tlenu.

1.1.4.2. a-Synukleina (a-Syn)

a-Syn jest bialkiem kodowanym przez gen SNCA, ktory ulega obfitej ekspresji w
presynaptycznych zakonczeniach osrodkowego uktadu nerwowego. Doktadna funkcja a-Syn pozostaje
w duzej mierze nieznana, chociaz coraz wigcej dowodow potwierdza teorig, ze a-Syn bierze udziat w
plastyczno$ci synaptycznej i uwalnianiu neuroprzekaznikow (Burré et al., 2010). Rowniez wykazano,
ze wigksza aktywno$¢ neuronalna/synaptyczna dynamicznie reguluje fizjologiczne uwalnianie
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endogennej a-Syn (Yamada & Iwatsubo, 2018). a-Syn wigze si¢ z blonami lipidowymi pecherzykow
synaptycznych, mitochondriow oraz aparatu Golgiego. W warunkach fizjologicznych biatko to wchodzi
w interakcje z biatkami kompleksu SNARE (ang. Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Fusion
Attachment Protein Receptor), regulujac transport pgcherzykowy oraz proces endo- i egzocytarne
(Burré, 2015; Burré et al., 2010). Pelni réwniez rolg regulatora zaleznego od klatryny procesu
formowania pgcherzykow synaptycznych. Warto tez wspomnieé, ze w warunkach fizjologicznych a-
Syn reguluje na wielu etapach przekaznictwo dopaminergiczne (Cabin et al., 2002).

Na powigzanie a-Syn z PD, jak juz wspomniano, wskazujg mi¢gdzy innymi badania genetyczne
obejmujace mutacje punktowe, duplikacje lub triplikacje genu SNCA u pacjentéw z formg dziedziczng
choroby, ktore moga prowadzi¢ do zainicjowania patologicznych zmian w tym biatku. Proces agregacji
a-Syn obejmuje zmiany konformacyjne, ktore ulatwiaja jego agregacje w oligomery, protofibryle i
nierozpuszczalne fibryle, ktore ostatecznie gromadza si¢ w cialach Lewy'ego. Wykazano, ze to a-Syn
jest glownym sktadnikiem LB (Spillantini et al., 1997), ktore sg tak naprawd¢ mieszaning réznych
biatek.

Doktadny proces prowadzacy do $mierci neuronow dopaminowych w PD nadal jest
niepotwierdzony, jednak udowodniono, ze akumulacja fosforylowanej o-Syn w agregaty moze
zaburza¢ podstawowe funkcje neuronalne, powodujac dysfunkcje¢ synaptyczng i mitochondrialng, stan
zapalny oraz deregulacje szlakow degradacji biatek (Duffy et al., 2018; Luk et al., 2009). Aktualnie
intensywnie badane sg hipotezy dotyczace rozprzestrzeniania si¢ patologicznej a-Syn w obrgbie mozgu,
w tym hipotezy, w ktdrej przemieszczanie si¢ fibryl a-Syn poréownuje si¢ do zachowania prionow.
Wydaje sig, ze to fibryle a-Syn sg najbardziej podatne na przemieszczanie si¢ i akumulacje w réznych
strukturach mézgu, przyczyniajac si¢ w ten sposéb do progresji choroby i manifestacji réznych
klinicznych cech choroby, ktére mogg by¢ zalezne od regionu mézgu dotknietego patologig (H. Braak
et al., 2003).

1.2. Modele choroby Parkinsona

Modele zwierzece w ogromnym stopniu przyczynity si¢ do postgpu w zrozumieniu mozliwych
mechanizméw choroby Parkinsona, a takze odegraly kluczowa rol¢ w badaniach przesiewowych
poszukiwan farmakoterapii i howych strategii leczenia. Opracowane i zbadane zostato wiele modeli
PD, opartych o farmakologiczne ablacje komoérek neuronalnych, wywotanych toksynami lub proby
odzwierciedlenia ludzkich mutacji wywotujacych dziedziczne formy PD (Beal, 2010).

Najpopularniejszymi modelami choroby Parkinsona sa modele oparte 0 podania neurotoksyn.
Modele te — z wyjatkiem rzadko stosowanych i problematycznych w wykonaniu protokotéw opartych
na niskich dawkach podawania neurotoksyny przez dluzszy okres czasu - charakteryzuja sie¢
wywolaniem nieodwracalnej, niemal natychmiastowej $mierci neuronéw SN/VTA, co nie
odzwierciedla charakterystycznej progresji zmian neurodegeneracyjnych w PD (Schober, 2004). Wérod
modeli genetycznych, stworzonych w oparciu o znane mutacje zwigzane z PD, intensywnie badane sg
modele nadekspresji a-Syn. Oddzielng strategia sa modele oparte o wywotanie dysfunkcji na poziomie
molekularnym, niekoniecznie powigzanych z konkretng genetyczna mutacja odpowiadajaca za
wystepowania PD, ale prowadzace do progresywnej $mierci komorek nerwowych.

1.2.1. Komorkowe modele PD

Badania PD na modelach komoérkowych to najprostsze narzedzie do wstepnej weryfikacji
hipotezy. Przydatno$¢ uzycia linii komorkowych jest udowodniona w farmakologicznych badaniach
toksykologicznych i przydaje si¢ np. w badaniach przesiewowych nad zwigzkami o potencjale
neuroprotekcyjnym. Na przyktad komoérkowe, unieSmiertelnione linie pochodzenia nerwowego,
neuroblastomy SH-SYSY i guza chromochtonnego PC12, odzwierciedlajace degeneracje neuronow
dopaminowych sa od lat uzywane jako dobry model do wstepnego wykluczenia toksyczno$ci nowej
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terapii (Xicoy, Wieringa, & Martens, 2017). Cickawym rodzajem modeli komoérkowych sa
eksperymenty prowadzone na pierwotnych hodowlach embrionalnych komérek §rodmoézgowia gryzoni,
coraz bardziej doceniane ze wzgledu na ich lepsze odzwierciedlenie fizjologii neuronow
dopaminowych (Airavaara et al., 2020). Niedawno wprowadzonym modelem jest podawanie
preformowanych wiokien a-Syn (PFF, ang. Pre-Formed Fibrills), ktore powoduja rekrutacj¢ natywnej
formy a-Syn, powodujac agregacje i w efekcie pojawianie si¢ ztogdéw biatkowych (Chmielarz &
Domanskyi, 2021; Luk et al., 2012; Volpicelli-Daley, Luk, & Lee, 2014). Modele te umozliwiaja
badanie bezposredniej odpowiedzi komorki na obecno$¢ LB i towarzyszacych im patologii, jak np.
zaburzen lizosomalnych (Er, Hlushchuk, Airavaara, Chmielarz, & Domanskyi, 2020; Richard
Karpowicz et al., 2017). Dzicki temu, mozliwe jest prowadzenie badan o przeciwdziataniu akumulacji
biatka, tak jak wykonujemy to w naszej codziennej pracy laboratoryjnej w Zaktadzie Biochemii Mdzgu
(Ryc. 5). Wykazano réwniez, ze pierwotne hodowle dopaminowe po podaniach wyizolowanych LB
pochodzacych od pacjentow chorych na PD wykazujg patologie, modelujac przebieg choroby (Uemura
et al., 2023).

Potaczone . Potaczone

Ryc. 5. Ztogi a-Synukleiny (wybarwione przeciwciatem przeciwko pSyn taczace si¢ z miejscem fosforylacji seryny w pozycji
129) zaindukowane przez preformowane widkna a-Syn (PFF), ktére s znakowane Alexa 647 metoda ATTO-labeling.
Pierwotne neurony dopaminowe, 15 dziefi hodowli, 10 dzien po dodaniach PFF. Ztogi biatka obecne sg w ciele komorki, jak i
neurytach. Skala 10 pum. Badania wlasne, obrazowanie wykonane przez Autorke przy uzyciu mikroskopii konfokalnej
Srodowiskowej Pracowni Obrazowania IF PAN.

Osobnym zagadnieniem dotyczacym modeli komoérkowych jest wytwarzanie indukowanych
pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC) z komérek krwi lub fibroblastow pochodzacych od
pacjentow przy uzyciu technik reprogramowania komérkowego (Takahashi et al., 2007), co umozliwito
wygenerowanie modeli PD in vitro, ktore sa odpowiednie do analizy mechanizméw chorobowych na
poziomie komoérkowym i molekularnym (Shi, Inoue, Wu, & Yamanaka, 2016), a takze do badan
przesiewowych lekéw (Garcia-Leon, Vitorica, & Gutierrez, 2019; Kouroupi, Antoniou, Prodromidou,
Taoufik, & Matsas, 2020). Podj¢to proby badan choréb neurodegeneracyjnych na moézgowych
organoidach (Wray, 2021) oraz powoli i systematycznie naukowcy przystosowujg nowy model 3D do
badan nad choroba Parkinsona, wytwarzajac ludzkie mozgowe organoidy o fenotypie srodmozgowia
(hMLos, ang. Human Midbrain-Like Organoids) (Jo et al., 2021; Wulansari et al., 2021; Zagare et al.,
2022).
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1.2.2.Modele farmakologiczne

Popularnymi, farmakologicznymi modelami zwierzgcymi PD sa modele oparte o podania
neurotoksyn. Do najczgsciej uzywanych naleza MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny)
(Langston, 2017) oraz 6-OHDA (6-hydroksydopamina) (Simola, Morelli, & Carta, 2007). W niektorych
badaniach uzywa si¢ rowniez pestycydow i herbicydow (parakwat, rotenon), rzadziej rezerpiny,
haloperidolu, amfetamin, czy pochodnych izochinoliny (Tieu, 2011).

MPTP jest neurotoksyna, ktora po przekroczeniu bariery krew-mozg zostaje przeksztatcona przez
astrocyty w toksyczny metabolit, 1-metylol-4-fenylopirydyne (MPP+) (Meredith & Rademacher,
2011). MPP+ wigze si¢ w sposob nieodwracalny z transporterem dopaminowym (DAT), gdzie hamuje I
kompleks tancucha oddechowego i aktywnos¢ dehydrogenazy NADH. W konsekwencji prowadzi to do
zaburzenia fosforylacji oksydacyjnej, obnizenia produkcji ATP i wzrostu syntezy wolnych form tlenu
oraz oksydacyjnego uszkodzenia biatek i DNA (Henchcliffe & Beal, 2008). W efekcie komorki
kierowane sg na droge wewngtrznego szlaku apoptozy, zaleznej od dysfunkcji mitochondriéw i kaspaz
(Meredith & Rademacher, 2011). Co ciekawe, wysoka toksyczno$¢ MPTP u ludzi i malp, odkryta
przypadkowo w latach 80., nie przeklada si¢ dawkozaleznie na podobne efekty u gryzoni. Starszym
modelem jest 6-hydroksydopamina (6-OHDA) (Ungerstedt, 1968). 6-OHDA jest analogiem dopaminy i
noradrenaliny, ktorego transport do wnetrza neurondéw odbywa si¢ poprzez DAT 1 NET (transporter
noradrenaliny), dzieki strukturalnemu podobienstwu tej toksyny do monoamin. 6-OHDA generuje stres
oksydacyjny poprzez synteze¢ ROS (H,O, i chinony) oraz hamowaniu kompleksu I tancucha
oddechowego, co prowadzi do uszkodzenia biatek, jadra komoérkowego oraz funkcji mitochondridow
(Simola et al., 2007).

Podawanie neurotoksyn jest niewatpliwie skutecznym narzedziem w farmakologii, jednak
glownym zastrzezeniem takiego podejscia — poza kilkoma probami przewlektego podawania
(Ossowska et al., 2005) — jest natychmiastowa $mieré neurondéw, co w istotny sposob ogranicza
mozliwo$¢ obserwacji zmian molekularnych z nimi zwigzanych, czyli z autentycznym, dlugim
procesem neurodegeneracyjnym (Schober, 2004).

1.2.3.Modele genetyczne

Postep w inzynierii genetycznej, jaki dokonat si¢ w ciagu ostatnich dwudziestu lat, umozliwit
powstanie wielu linii myszy transgenicznych, ktére wykorzystano jako alternatywne modele
genetyczne roznych chordb neurodegeneracyjnych, w tym choroby Parkinsona. Wybor odpowiedniego,
reprezentatywnego modelu choroby zalezy od tego, czy model jest istotny pod wzgledem trafnosci
predykcyjnej (ang. Predictive Validity), trafnosci fasadowej (ang. Face Validity) lub trafnosci
konstruktu (ang. Contstruct Validity). Pierwsze modele zwierzgce stworzone zostaly w oparciu o
trafnos¢ fasadowa choroby, tj. odtworzenie objawoéw motorycznych wystepujacych w PD. Nowe
modele genetyczne i komoérkowe sa bardziej wszechstronne, starajac si¢ odzwierciedli¢ zaréwno
objawy behawioralne jak i ich neurochemiczne i molekularne podtoze choroby.

1.2.3.1. Modele oparte o modyfikacje genow zwigzanych z dziedzicznymi formami
PD

Jednym z najpopularniejszym sg modele opierajace si¢ na mutacjach w genie kodujacym a-Syn
(SNCA, PARK1/4). Nadekspresja dzikiej formy a-Syn pozwala uzyska¢ zwierzeta z niektorymi
motorycznymi symptomami, zmniejszeniem ekspresji TH i mniejszg iloscig dopaminy oraz akumulacja
a-Syn, jednak — co zaskakujgce — brakiem degeneracji neuronow dopaminowych (Masliah et al., 2000;
Richfield et al., 2002). Zmutowane formy a-Syn, jak A53T, czy A30P wykazuja podobne symptomy
PD, bez ubytku neuronéw w SN/VTA (lkeda et al., 2009; Oaks, Frankfurt, Finkelstein, & Sidhu, 2013).
Mimo braku catkowitego odzwierciedlenia objawow PD mozliwe byto wyjasnienie kilku ciekawych
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kwestii o podlozu choroby. Do chwili obecnej zaleznosci pomigdzy uwalnianiem do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej 1 oligomeryzacja o-Syn a procesem mitofagii pozostawaly niewyjasnione.
Wykazano, ze u zwierzat transgenicznych z nadekspresja zmutowanej o-Syn (AS53T) dochodzi do
inhibicji kompleksu I i zaburzenia funkcji mitochondriow wraz ze wzrostem ich degradacji na drodze
autofagii (mitofagii) (Chinta, Mallajosyula, Rane, & Andersen, 2010). Inne modele genetyczne, jak
nadekspresja LRRK2 (Ramonet et al., 2011), delecja Parkiny (ltier et al., 2003), delecja PINK1 (Kitada
et al., 2007), delecja DJ-1 (M. S. Goldberg et al., 2005), czy delecja ATP13A2 (Schultheis et al., 2013)
pozwalaja na wygenerowanie linii transgenicznych, z charakterystycznymi cechami jak zalezne od
wieku zaburzenia motoryczne z tagodnymi deficytami dopaminy, lecz czgsto brakiem degeneracji
szlaku czarno-prazkowiowego, czy patologii Lewy’ego.

1.2.3.2. Rekombinacja zlokalizowana Cre/loxP w badaniach nad PD

Rekombinazy DNA sa powszechnie stosowane w celu umozliwienia inwersji, delecji lub
integracji transgenéw w sposob specyficzny dla komorki. System tzw. rekombinacji zlokalizowanej
Cre/loxP jest powszechnie stosowang metoda, w ktoérej rekombinaza Cre rozpoznaje specyficzne
palindromiczne miejsca loxP o dlugosci 34 bp w sekwencji DNA (B. Gibb et al., 2010). Inwersja lub
delecja za posrednictwem Cre ma miejsce, gdy flankujace miejsca l0XP sg zorientowane odpowiednio
w przeciwnych lub rownolegtych orientacjach. Co wazne, ekspresja rekombinazy Cre napedzana jest
przez promotory specyficzne dla typu komorki, umozliwiajac ukierunkowang manipulacje genami w
docelowej populacji komorek (Madisen et al., 2012; Tanya Daigle et al., 2018). Ze wzgledu na tatwo$¢
1 wszechstronno$¢ tego systemu, wygenerowano setki roznych linii transgenicznych roznych gatunkow
zwierzat, gdzie Cre jest ekspresjonowane w réznych komorkach (Gong et al., 2007; Madisen et al.,
2012; Tanya Daigle et al., 2018). Zalezne od Cre genetyczne ,,przetaczniki” FLEX (odwrotne wyciecie;
znane rowniez jako podwojnie odwrdcona otwarta ramka odczytu) lub przetgczniki DIO (ang. Double-
Inverted Open Reading Frame) odwracaja sekwencje DNA, aby umozliwi¢ aktywacje lub wyciszenie
gendéw (Schniitgen et al., 2003). Podejscie to jest szeroko stosowane w tzw. nheuronaukach,
umozliwiajac specyficzng dla typu komorki aktywacje optogenetyczng i chemogenetyczng, czy
nadekspresje lub delecje genéw (Erwin et al., 2020; Gong et al., 2007; Madisen et al., 2012). Potgczenie
obu tych systeméw daje bardzo duze mozliwosci w osiggnigciu zamierzonych celow procesu
transgenezy.

W oparciu o system Cre/loxP stato si¢ mozliwe modelowanie selektywnej, indukowanej $mierci
neuronow dopaminowych. Wykorzystywane sa w tym celu myszy, w ktorych rekombinaza Cre
znajduje si¢ w neuronach ekspresjonujacych DAT, czyli transporter dopaminowy. Dzigki dziataniu
systemu Cre/loxP wprowadzona mutacja ogranicza si¢ tylko do komoérek, w ktérych rekombinaza Cre
uruchomi mutacje. Rozwinigciem systemu Cre/loxP jest system oparty o rekombinaze¢ indukowana
CreERT2. W tym przypadku, rekombinaza Cre zostata potgczona z domeng *taczaca ligand
zmutowanego receptora estrogenowego ERT2, co uniemozliwia przylaczenie endogennego liganda,
estradiolu, jednak reaguje na tamoksyfen — syntetyczny ligand, ktoérego podanie uruchamia proces
rekombinacji (Donocoff, Teteloshvili, Chung, Shoulson, & Creusot, 2020). Duzg zaleta takiego
podejscia jest indukcja $mierci neuronow dopaminowych juz u dorostych myszy, co lepiej
odzwierciedla ludzka natur¢ PD. Pomimo obaw dotyczacych specyficznosci ekspresji Cre (Papathanou,
Dumas, Pettersson, Olson, & Wallén-Mackenzie, 2019) i spontanicznej, niezaleznej od tamoksyfenu
rekombinacji (,,nieszczelnosci”’) CreERT2 (Kristianto, Johnson, Zastrow, Radcliff, & Blank, 2017), te
linie myszy okazaly si¢ niezwykle przydatne w badaniu funkcji wielu genéw w neuronach
dopaminowych.

Poniewaz mitochondrialna dysfunkcja jest powiazana z rozwojem PD i jej progresja, mutacje
celowane w funkcjonowanie mitochondriow staty si¢ celem modeli genetycznych odtwarzajacych ten
aspekt PD. Jednym z modeli uzywanym w systemie Cre jest model mysi Cox10°A7", ktéry cechuje sig
zaburzeniami funkcjonowania tancucha oddechowego w neuronach dopaminowych, dzigki wycieciu
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genu Cox10 odpowiedzialnego za dojrzewania jednej z podjednostek katalitycznych kompleksu IV
fancucha oddechowego. Charakterystycznymi cechami tego modelu jest spadek liczby neuronow
dopaminowych w SN/VTA i obnizenie poziomu dopaminy w prazkowiu wraz z upo$ledzeniem funkcji
ruchowych (Pinto et al., 2016). Innym ciekawym modelem s myszy MitoPark TFAMPAT%® u ktérych
wystepuje uszkodzenie genu kodujacego mitochondrialny czynnik transkrypcyjny A (TFAM), co
doprowadza do niedoboru biatek tancucha oddechowego, a w konsekwencji degeneracji neurondéw
dopaminowych oraz spadku poziomu dopaminy w roznych strukturach mézgowia (prazkowie, pole
brzuszne nakrywki, struktury korowe) wraz z wystapieniem objawdéw motorycznych (Ekstrand et al.,
2007). Uwaza sie, ze myszy MitoPark sg jednymi z pierwszych modeli genetycznych prezentujacych
wigkszos¢ kluczowych cech choroby Parkinsona, poniewaz zwierzeta te gromadza wtrety
wewngtrzneuronalne zawierajgce biatka mitochondrialne i sktadniki btonowe. Co ciekawe, model ten
pomimo bardzo wiernego odzwierciedlenia progresywnej sekwencji zmian neurodegeneracyjnych i
parkinzonizmu u myszy, nie zawiera jednak o-Syn i nie prowadzi do powstania LB. Jednak nie
wszystkie mutacje genetyczne wplywajace na mitochondria skutkuja wywotaniem degeneracji. Na
przyktad delecja mitofuzyny 2, ktora reguluje fuzje zewngtrznej btony mitochondrialnej, w neuronach
dopaminowych u myszy Mfn2PAT%"® spowodowata fragmentacje mitochondriéw i niedobor faficucha
oddechowego, prowadzac do utraty dopaminergicznych projekcji aksonalnych wraz z obnizeniem
poziomu dopaminy w prazkowiu, ale przy braku degeneracji neuronéw SN/VTA (S. Lee et al., 2012).

1.2.3.3. Modele oparte o ablacje czynnika transkrypcyjnego TIF-1A

Czynnik transkrypcyjny TIF-I1A jest istotnym czynnikiem regulujacym aktywno$¢ polimerazy I
w wybranych populacjach komorek neuronalnych. In vitro, ablacja czynnika TIF-IA prowadzi do
dezintegracji funkcji jaderka i $mierci komérkowej na drodze apoptozy zaleznej od biatka p-53 (Yuan
et al., 2005). Jaderko komoérkowe, jako miejsce syntezy rRNA, stanowi istotny o$rodek regulacji
réznych proceséw zachodzacych w odpowiedzi na stres komérkowy a zaburzenie jego funkcji moze
by¢ rowniez wspotwystepujace z rozwojem chorob neurodegeneracyjnych (Parlato & Kreiner, 2013).
Usuniecie TIF-IA w dojrzalych neuronach wywotuje ich postepujacg degeneracje. Efekt ten zostat
wykorzystany w dwoch stworzonych w ramach wspotpracy z German Cancer Resarch Center liniach
myszy transgenicznych, TIF-IAPATC™ERT2 i TIE_JAPIC™®  odzie gen kodujacy czynnik transkrypcyjny
TIF-TIA byt usuwany selektywnie odpowiednio z komoérek dopaminowych rejonu SN/VTA (Rieker et
al., 2011) oraz prazkowia (Kreiner et al., 2013a), co powodowato wierne odtworzenie sekwencji zmian
neurodegeneracyjnych obserwowanych odpowiednio w chorobie Parkinsona i Huntingtona. Istotna
cechg wszystkich modeli opartych o ablacje TIF-IA jest wywotanie zmian o charakterze
progresywnym, rozwijajacych si¢ na przestrzeni kilku tygodni, co pozwala na rzeczywiste
odzwierciedlenie kinetyki procesé6w neurodegeneracyjnych jak réwniez daje mozliwos¢ badania
$ciezek molekularnych zaangazowanych w ich rozwdj. Przykladem linii transgenicznej, wykazujacej
indukowang, progresywna $mier¢ neuronow dopaminowych i szereg zmian zbieznych z PD jest model
TIF-IAPATC®ERT2  ktorym w neuronach ekspresjonujacych DAT, warunkowo, po indukcji mutaciji
tamoksyfenem, dochodzi do delecji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny TIF-IA (Parlato et al.,
2008; Rieker et al., 2011). Model ten nie wykazuje co prawda ekspresji a-Syn i LB, jednak — co
ciekawe — zaburzenia syntezy rybosomalnego RNA sa obserwowane post mortem u chorych na PD.
Badanie sekwencji zmian molekularnych w modelach opartych o delecje TIF-IA dostarczylto zreszta
wielu dowodow na zbiezno$¢ procesow prowadzacych do §mierci komoérkowej z danymi pochodzacymi
z materiatu klinicznego post mortem (G. Kreiner et al., 2013a; Rieker et al., 2011). Myszy TIF-
IAPATCERTZ o aktualnie wykorzystywane w naszym laboratorium w badaniach m.in. nad
mozliwo$ciami neuroprotekcji w PD, co zostato niedawno wykazane pod wptywem nasilenia transmisji
noradrenergicznej przez podawang chronicznie reboksetyne, lek z grupy selektywnych inhibitorow
wychwytu noradrenaliny (Kreiner et al., 2019).
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1.2.3.4. Edycja genomu in vivo za pomocg somatycznej transgenezy

Edycje genomu komorek linii niegerminalnych u dojrzatego zwierzecia przeprowadza si¢ w
procesie somatycznej transgenezy, gdzie no$nikiem danych najczg$ciej sg wirusy rodziny
parwowirusow (specyficzny wirus, to AAV, ang. Adeno-Associated Viruses) lub lentiwirusow (LV,
specyficzny wirus HIV-1, ludzki wirus niedoboru odpornosci, ang. Human Immunodeficiency Virus
Type-1). Oba typy wirusow umozliwiajg ekspresje biatek, shRNA, czy rekombinacje Cre/loxP oraz
infekujg niedzielace si¢ neurony. Glowng réznicag migdzy tymi dwoma typami wirusow jest wielkos¢
genomu, AAV umozliwiajg uzycie insertu o wielkosci 4.2 kb, podczas gdy LV o wiele wiecej, okoto 9
kb, co wigze si¢ rowniez z mozliwo§ciami rozprzestrzenienia si¢ w tkance moézgu. LV ze wzgledu na
duza wielko$¢ ograniczone sg do miejsca podania, a AAV latwo przemieszczajg si¢ w przestrzeni
neuronalnej. Druga roznica jest mozliwo$¢ integracji do genomu, AAV w odréznieniu od LV pozostaja
episomalne, czyli nie sa zintegrowane z genomem gospodarza (Grinevich et al., 2016). Wektory AAV
zaliczane sg do bezpiecznych i najmniej immunogennych wektorow wirusowych, lecz dane literaturowe
sugeruja, ze zbyt duza liczba czgsteczek wektora moze wywola¢ toksyczno$¢ w odpowiedzi na iniekcje
obwodowe (Gernoux, Wilson, & Mueller, 2017), jak i domézgowe, gdzie jednak efekt neurotoksyczny
jest zalezny od dawki (Lavin, Jin, Lea, & Wickersham, 2020). Wysokie miano AAV powoduje
zaburzenia w naczyniach mozgowych krwiono$nych oraz wptywa na infiltracje miejsca podania przez
limfocyty (w wigkszosci cytotoksyczne limfocyty T) (Guo et al., 2023), a takze moze skutkowac
nabyciem przez niego wilasciwosci transportu antero-, retro- badz transynaptycznego (Haery et al.,
2019). Uzycie lentiwiruséw do wyciszania genéw w komoérkach postmitotycznych zostato dokladnie
opisane. Zarowno wektory AAV jak i LV sg szeroko stosowane w badaniach zwigzanych z PD zaroéwno
do modelowania choroby jak i do dostarczenia czynnikéw terapeutycznych. Przyktadowo, dostarczanie
poprzez AAV nadekspresji o-Syn jest popularng i skuteczng metodg wygenerowania réznych modeli
tej choroby. Szeroko opisywane sg dysfunkcje zwigzane z PD wywolane przez ten sposob generacji
mutantow obejmujgce zmiany neurochemiczne prazkowia, biochemiczne o-Syn i behawioralne
wynikajace z ekspresji a-Syn w $§rodmozgowiu za posrednictwem AAV (Huntington & Srinivasan,
2021). Réwniez mutageneza za posrednictwem LV ma duzy udzial w badaniach PD. Dzieki tej
metodzie mozliwe bylo zbadanie neuroprotekcyjnego potencjatu GDNF (ang. Glial Cell-Line Derived
Neurotrophic Factor). Wektory lentiwirusowe wyrazajace regulowany GDNF zostaly dostarczone do
prazkowia szczurow, aby umozliwi¢ wiaczenie ekspresji GDNF w dwoch punktach czasowych -
podczas degeneracji ukladu nigrostriatalnego lub po catkowitym uszkodzeniu tego ukladu przez 6-
OHDA. W grupie zwierzat, u ktérych ekspresja GDNF byta wlaczona podczas degeneracji, pozostate
neurony zostaty ochronione przed degeneracja i nastgpito odwrdcenie deficytow motorycznych.
Aktywacja ekspresji GDNF po uszkodzeniu ukfadu nigrostriatalnego nie uratowato neurondéw ani nie
odwrocito deficytow motorycznych (Quintino et al., 2018). Co sugeruje potencjat tego czynnika
troficznego w badaniach neuroprotekcyjnych (Chmielarz et al., 2020; Er & Airavaara, 2023).

1.2.4.Mysie modele podan preformowanych wlokien a-Syn (PFF)

Innym sposobem modelowania choroby Parkinsona, jest domdzgowe lub ogdlnoustrojowe
podawanie preformowanych widkien a-Syn (a-Syn Pre-Formed Fibrils, PFF)lub ekstraktow
moézgowych zawierajacych ciata Lewy'ego pochodzacych od pacjentéw z chorobg Parkinsona. PFF sa
generowane egzogennie z rekombinowanych monomeréw o-Syn. Podanie PFF do prazkowia u myszy
powoduje pojawienie si¢ w mozgu agregatow podobnych do LB w obszarach polaczonych
anatomicznie, ktore rowniez odpowiadaja obszarom dotknietym u ludzi chorych na PD. Jednakze, w
tym modelu obserwujemy tylko bardzo niewielka $mier¢ neuroné6w dopaminowych i to tylko po bardzo
dhugim czasie od podan PFF. Obserwowane objawy motoryczne sg réwniez bardzo stabo wyrazone. Co
znaczaco utrudnia zastosowanie modelu w badaniach substancji neuroprotekcyjnych i wskazuje na
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potencjalny udzial dodatkowego czynnika lub czynnikéw w patogenezie choroby Parkinsona.
(Airavaara et al., 2020). W naszym laboratorium Zaktadu Biochemii M6zgu Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja PAN, z powodzeniem stosujemy i udoskonalamy mysi model domézgowych podan PFF,
a takze poszukujemy nowych, obiecujgcych farmakoterapii, ktore moga ograniczy¢ akumulacje i
rozprzestrzenianie si¢ o-Syn (Alwani et al., 2023). Podania PFF do prazkowia skutkuja w akumulacji
patologicznej formy o-Syn nie tylko w substancji czarnej, ale réwniez w innych strukturach
moézgowych, w tym miejscu sinawym.
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Ryc. 6. Wyszczegolnione wady i zalety danego modelu choroby Parkinsona. iPSC — induced pluripotent stem cells; PFF — a-
Synuclein preformed fibrils

1.3. System edycji genéw CRISPR/Cas9

Rozwdj biotechnologii w XXI wieku dramatycznie zwigkszyl szybko$¢ i wydajnos¢, z jaka
mozna wygenerowac zwierzeta transgeniczne. Nukleazy z motywem palca cynkowego (ZFN, ang. Zing
finger nucleases), biatka TALEN (ang. TALE Nuclease), a ostatnio rowniez system CRISPR (ang.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) - Cas (ang. CRISPR-Associated) to trzy
nowe, skuteczne i efektywne technologie edycji genow. Metody te wykorzystuja naturalne mechanizmy
naprawy DNA w celu wprowadzenia zmian, podstawienia pojedynczych nukleotydoéw, czy delecje
duzych segmentow DNA. W przeciwienstwie do tradycyjnych podejs¢ do edycji DNA =za
posrednictwem nukleazy, ZFN i TALEN, rozpoznawanie DNA przez system CRISPR/CAS9 zachodzi
przez 20-nukleotydowe sekwencje RNA, a nie duze biatka (Doudna & Charpentier, 2014a).

W 2020 roku nagrode Nobla w dziedzinie chemii za pracg nad CRISPR/Cas9, metoda edycji
DNA, otrzymaty dwie badaczki: Emmanuelle Charpentier i Jennifer Doudna. Komitet Noblowski
nagrodzit te dwie naukowczynie za przetomowe odkrycie mozliwsci szybkiego i efektywnego
przeksztalcenia uktadu odporno$ciowego drobnoustrojow w narzedzie do edycji gendw, ktore
charakteryzuje si¢ duza precyzyja (Westermann, Neubauer, & Kottgen, 2021). Odkrycie poteznego
narzedzia do edycji genow CRISPR/Cas9 jest uznawane za jeden z najwazniejszych kamieni milowych
dekady w dziedzinie biotechnologii a nawet i w szerszym aspekcie podstawowych nauk medycznych.
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Ze wzgledu na tatwos¢ uzycia, skutecznosé, optacalnosé i mozliwos¢ edycji wielu genow jednoczes$nie,
CRISPR/Cas9 wydaje si¢ by¢ obecnie najbardziej obiecujacg technologia edycji genow (Castro, Bjelic,
Malhotra, Huang, & Alsaffar, 2021). Spoteczno$¢ naukowa jest calkowicie zaskoczona eksplozjg
badawcza, ktora wywotala ta metoda i poktada w tej technice wielkie nadzieje, zwigzane rowniez z
potencjalnum wykorzystaniem w przysztosci systemu CRISPR/Cas9 w terapiach genetycznych chorob
uznawanych dotychczas za nieuleczalne.

1.3.1. CRISPR/Cas9 — mechanizm dzialania

Historia odkrycia CRISPR siega poczatkéw lat dwutysiecznych. Pierwsze doniesienia mowig o
odkryciu tego uktadu w naturze, w genomach wielu prokariota. CRISPR/Cas to mechanizm odpornosci
nabytej prokariota, ktory ewoluowat w celu identyfikacji i zniszczenia kwasu nukleinowego gatunkow
inwazyjnych, takich jak fagi, wirusy, archeony i inne (Barrangou et al., 2007; Sorek, Kunin, &
Hugenholtz, 2008). Réznorodnosé tego systemu jest bardzo duza, obejmuje szes¢ typéw enzymow Cas
(1I-V1) i co najmniej 29 podtypéw (Koonin, Makarova, & Zhang, 2017). Najlepiej zbadang i poznana, a
takze najbardziej atrakcyjng platformg do zastosowan w edycji gendow jest system CRISPR typu II,
sktadajacy si¢ z endonukleazy Cas9, bakteryjnego RNA CRISPR (crRNA) i transaktywujacego crRNA
(tracrRNA) (Jiang & Doudna, 2017). Nucleaza Cas9 kierowana przez crRNA w potaczeniu z petnigcym
funkcje rusztowania tracrRNA rozcina DNA w precyzyjnie wybranym miejscu genomu. Dodatkowa
specyficzno$¢ jest zapewniania przez obecno$¢ motywu PAM (ang. Protospacer Adjacent Motif),
bedacego regionem w obrebie inwazyjnego DNA, ktory pomaga bakteriom w odréznianiu szkodliwego
materialu genetycznego od wiasnego. Jesli sekwencja jest homologiczna do ¢crRNA oraz zawiera
odpowiednio oddalony motyw PAM, system CRISPR/Cas9 celuje w obcy material genetyczny poprzez
indukcje dwuniciowych peknigé helisy DNA (DSB, ang. Double-Strand Break) (Garneau et al., 2010).
Motywy PAM skladajg si¢ z kilku nukleotyddéw (zazwyczaj 2-5) i roznig si¢ od siebie w zaleznosci od
typu systemu CRISPR/Cas (Mojica, Diez-Villasenor, Garcia-Martinez, & Almendros, 2009).
Wykazano konieczno$¢ wystepowania PAM na koncu tzw. sekwencji protospacer (krotki fragment
pochodzacy z wirusowego lub plazmidowego DNA) dla systemu CRISPR typu II, udowadniajac, ze
mutacje fagowego DNA w obrgbie sekwencji PAM pozwalajg wirusowi unikngé inaktywacji przez
system obronny gospodarza (Deveau et al., 2008). Réwniez brak motywu PAM w obrebie powtorzen
prostych w genomie bakterii chroni ich DNA przed hydroliza przez CRISPR/Cas (Westra et al., 2013).
Te odkrycia zainspirowaty naukowcow do dalszego zglebiania tematu, co ostatecznie doprowadzito do
wnioskow, ze system CRISPR/Cas9 mozna zastosowaé jako skuteczne narzgdzie do edycji genomu
roznych organizméw. Obecnie technika ta dostarcza nowych narzedzi do szerokiego zakresu
manipulacji genetycznych, w tym mutacji punktowych, delecji i insercji matych i duzych segmentow
DNA do genomu, aktywacji i inaktywacji gendw w oparciu o CRISPR (Khatibi, Sahebkar, & Aghaee-
Bakhtiari, 2021).
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sekwencji wybranego genu, w ktdrym umieszczona jest sekwencja uruchamia Cas9. Komorka naprawia  translacji, jednak dzieki
ktéra postuzy jako ,lokalizacja” genu oraz zendunukleazy Cas9, ktéra swoje DNA przy okazji wigczajac sekwencji z gRNA biatko jest
dla systemu CRISPR/Cas9 przetnie DNA we wskazanym miejscu sekwencje zapisang w gRNA niefunkcjonalne

Ryc. 7. Uproszczony schemat dziatania sgRNA oraz endonukleazy Cas9.
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Stosowany narzgdziowo system CRISPR/Cas9 sklada si¢ z dwoch glownych komponentow: (i)
Cas9 - endonukleazy, ktora indukuje powstawanie DSB w DNA w specyficznej, wybranej lokalizacji
oraz (ii) sgRNA (ang. Single Guide RNA) — bedagcym polaczeniem crRNA (ang. CRISPR RNA) i
tracrRNA (ang. Trans-Activating CRISPR RNA), ktory nakierowuje Cas9 w docelowe miejsce i
gwarantuje precyzyjne i swoiste edytowanie genomu (Doudna & Charpentier, 2014b; Jinek et al.,
2012). Cas9 zawiera dwie domeny nukleazowe, HNH i RuvC, z ktérych kazda przecina jedng nié
docelowego dwuniciowego DNA (Jinek et al., 2012). Nukleaza Cas9 i sgRNA facza sig¢, tworzac
rybonukleoproteing Cas9 (RNP), ktéra moze przylacza¢ si¢ do okre§lonego miejsca w DNA. Do
wigzania biatka Cas9 z docelowym DNA niezbedna jest réwniez obecnos$¢ sekwencji PAM (Ran et al.,
2013). Biatko Cas9 z bakterii Streptococcus pyogenes (SpCas9) jest najczeSciej uzywanym i zbadanym
biatkiem w technologii CRISPR/Cas9. Motywem PAM dla tej nukleazy jest najczesciej kanoniczny
PAM NGG, a nastepnie niekanoniczy PAM NAG (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd) (Ran et al.,
2013).

Pierwszym krokiem do wprowadzenia modyfikacji w wybranym miejscu w genomie jest
zaindukowanie powstania DSB w tym rejonie, ktore mogg by¢ naprawione w dwoch typach procesu
rekombinacji: taczenie nichomologicznych koncéw DNA (NHEJ, ang. Non-homologus End Joining)
oraz rekombinacja homologiczna (HDR, ang. Homology-Directed Repair) (Ryc. 8). W post-
mitotoczych komoérkach najczes$ciej dwuniciowe pgkniecia sg naprawiane przez NHEJ, w wyniku czego
moze dojs¢ do powstania w tym miejscu mutacji typu indel (insercja/delecja). Mutacje te wprowadza
si¢ w sekwencji kodujacej docelowe biatko, poniewaz moga doprowadzi¢ do przesunigcia ramki
odczytu genu (ORF, ang. Open Reading Frame) i pojawienia si¢ przedwczesnych kodonow STOP
(PSC, ang. Premature Stop Codon), ktore konczg translacje biatka. Mimo przebiegu dalszej transkrypcji
bez zaklocen, nie powstanie funkcjonalne biatko. Zwykle rowniez nie zostanie wytworzony skrocony
(do miejsca wystepowania PSC) peptyd, poniewaz w komérce mRNA sg usuwane w procesie
degradacji transkryptow niosgcych przedwczesny kodon stop (Ceccaldi, Rondinelli, & D’Andrea,
2016). Druga metoda rekombinacji jest rekombinacja homologiczna, HDR, ktory zachodzi, jezeli w
poblizu znajduje si¢ matryca naprawcza zawierajace sekwencje komplementarng do miejsca, w ktérym
doszto do peknigcia nici DNA. Mechanizm ten moze by¢ wykorzystany do wprowadzenia $cisle
okreslonych zmian w danym miejscu DNA, jak mutacji punktowych, insercji (np. wprowadzenie
fragmentu sekwencji do innej sekwencji kodujacej biatko czy zastapienie fragmentu DNA miejscem
kodujacym gen markerowy) czy dokladnie zdefiniowanych precyzyjnych delecji (np. usunigcie
sekwencji kodujacej fragment biatka). Szlak NHEJ jest w komorkach post-mitotycznych, takich jak
neurony, bardziej rozpowszechniony niz HDR, poniewaz jest aktywny przez okoto 90% cyklu
komorkowego i nie jest zalezny od powigzanego dawcy homologii (matrycy donorowej). Ponadto,
wykorzystujac kilka sgRNA ukierunkowanych na jeden lub wigcej gendw, w razie potrzeby mozna
osiggna¢ delecje duzych fragmentow i rownoczesne usunigcie wielu genow (Cong et al., 2013).
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Ryc. 8. Mechanizm edycji genomu CRISPR/Cas9. sgRNA kieruje endonukleazg Cas9 do wybranej sekwencji genomu, wedtug
zdefiniowanej przez naukowcow 20-nt sekwencji prowadzacego do konkretnego miejsca na RNA. Indukowane przez nukleazy
pekniecia dwuniciowe (DSB) mozna naprawi¢ poprzez mechanizmy laczenia niehomologicznych koncéw (NHEJ) lub
rekombinacji homologicznej (HDR).

1.3.2.Zastosowanie CRISPR/Cas9 w modelach genetycznch choroby Parkinsona

Obecnie technologia CRISPR/Cas9 jest powszechnie uzywana w badaniach naukowych, miedzy
innymi do tworzenia nowych modeli komorkowych i1 zwierzecych z pozadanymi mutacjami, delecjami
lub podstawieniami w konkretnej lokalizacji w genomie (Yoshimi et al., 2021; J. P. Zhang et al., 2017),
do $ledzenia biologicznych proceséw komoérkowych (Hong, Lu, Duan, Liu, & Zhang, 2018; Ma et al.,
2016), do wielkoskalowych badan funkcjonalnych (CRISPR screening) (Tian et al., 2019), czy jak
rowniez w badaniach przedklinicznych oraz potencjalnych terapiach dla wielu choréb o podtozu
genetycznym (M. Chen et al, 2019; Savic & Schwank, 2016). W dziedzinie chorob
neurodegeneracyjnych technologia CRISPR/Cas9 stwarza ogromne mozliwosci, zar6wno na polu
tworzenia lepszych modeli badawczych, wielogenomowych badan przesiewowych, czy opracowywania
nowych podejs¢ terapeutycznych. Jednym 2z korzySci stosowania CRISPR jest mozliwos¢
wykorzystania ludzkich hodowli neuronalnych uzyskanych z iPSC, w ktérych duzy udzial w poprawie
reprogramowania fibroblastow w neurony miato udziatl zastosowanie metody CRISPR (Black et al.,
2016). Wykorzystanie systemu CRISPR i przeksztalcenia iPSC do neuronéw zaowocowalo
wykorzystaniem tych technik do badan choroby Parkinsona (Ahfeldt et al., 2020; Chang et al., 2021; Y.
Chen et al., 2019; Kantor et al., 2018; Kuzumaki et al., 2019; Langley et al., 2018; Mahato et al., 2020;
Neal et al., 2018; Obara et al., 2017; Potting et al., 2017; Pu et al., 2020; Soldner et al., 2016; Suda et
al., 2018; Vermilyea et al., 2020; Vetchinova et al., 2018; Haibo Zhou et al., 2020; W. Zhou et al.,
2019).

Modele zwierzgce choroby Parkinsona wygenerowane dzigki CRISPR obejmuja rozne gatunki
kregowcow 1 bezkregowcoéw. Zostaly wykonane badania na muszkach owocowkach, modelu delecji
genu Pinkl (Ham et al., 2021), czy delecji Tangol14, jako nowego genu asocjacyjnego z PD i zmianami
metabolizmu lipidow (Xue et al., 2022). Danio Pregowane rowniez jest dobrym modelem PD, w delecji
genu Dj-1. Wykazano cechy choroby Parkinsona, jak obnizony poziom TH, czy dysfunkcje migsni
szkieletowych (Edson et al., 2019), a badania proteomiczne ujawnity obnizenie biatek zwigzanych z
metabolizmem mitochondriéw, autofagia, odpowiedzig stresowa, regulacja redox i1 odpowiedzig
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przeciwzapalng (Hughes et al., 2020). Jednym z najcze$ciej uzywanych zwierzat do modelowania PD
sa myszy. Dzigki technice CRISPR zbadano nowe geny z badan asocjacyjnych jako powiazane z PD i
odzwierciedlajace cechy choroby u zwierzat. PNPLA9, enzym hydrolityczny, moze preferencyjnie
hydrolizowa¢ peroksydowane fosfolipidy, spowodowane w procesie ferroptozy. U myszy
wyeliminowanie Pnpla9 spowodowato progresywne zaburzenia motoryczne i akumulacje
peroksydowanych fosfolipidéow (Sun et al., 2021). Naukowcy réwniez wygenerowali model mysi
zwany MCI-Park w celu wytworzenia neuronéw dopaminowych pozbawionych Ndusf2, ktory koduje
kompleks mitochondrialny |. Zwierzeta z delecja NDUSF2 wykazywaly zmiany neurodegeneracyjne
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2021). Wyciszenie Cdk5 u myszy skutkowato defektem aktywnosci
motorycznej 1 zakloceniami w zachowaniu rownowagi aktywno$ci/spoczynku. Liczba i ditugosé
dendrytéw i funkcjonalnych synaps w mézgu mutantéw ulegta zmniejszeniu (Hu Zhou et al., 2022).
Stworzono rowniez kilka linii transgenicznych szczurzych mutantow, pierwszy raz uzywajac CRISPR
w mozgu szczurdéw, ktore posiadaja Cre w neuronach ekspresjonujacych DAT, co czyni je
przygotowane do selektywnych mutacji, jak w opisywanych przeze mnie badaniach w niniejszej
rozprawie doktorskiej (Back et al., 2019). Interesujace jest w ostatnich latach zainteresowanie
wytwarzaniem modeli transgenicznych zwierzat duzych, ktore maja wiecej wspolnych cech z ludzkimi,
jak chociazby wielko$¢ moézgu u $wini, czy emocjonalne i poznawcze zdolnosci jak u ssakow
naczelnych (Weili Yang, Chen, Li, & Li, 2021). U wielu wigkszych modeli, ktore dziataty
funkcjonalnie u gryzoni (w pewnym stopniu nasladowaty cechy PD) nie powiodly si¢ proby
odwzorowania choroby Parkinsona. Modele miniaturowych $win gatunku Bama z mutacjami
nonsensownymi Snca (p.E46K, p.H50Q, p.G51D) nie wykazaty fenotypu specyficznego dla PD, takich
jak utrata neuronéw dopaminowych w istocie czarnej (Zhu, Zhong, Ge, Lu, & Lu, 2018). Podwojne
tzw. knock-outy Park2 i Pinkl u §win, podobnie jak w modelu mysim, nie wykazywaly zadnych
klinicznych objawéw choroby Parkinsona (X. Zhou et al., 2015), jak roéwniez potrdjne knock-outy
(Parkin, Dj-1 i Pinkl) nie wykazaly fenotypu parkinsonowskiego (X. Wang et al., 2016). Natomiast,
delecja Pinkl u naczelnych skutkowata wysoka $miertelnoscig i ciezkg neurodegeneracja, co powigzano
z fizjologicznie niskim poziomem ekspresji tego genu u ssakow naczelnych (Weili Yang, Li, & Li,
2019). Wykorzystano ta ceche w kolejnych badaniach, gdzie za pomocg wektora AAV podanego
bezposrednio do mézgu matpy dostarczono CRISPR/Cas9 wyciszajagcy Pinkl i Dj-1, co skutkowato
zaawansowang degeneracjg neuronow dopaminowych i akumulacja a-synukleiny (H. Li et al., 2021).
Warto podkresli¢, ze naukowcy coraz chetniej siegaja po narzedzia CRISPR w modelowaniu chordb
neurodegeneracyjnych. Spektrum badan jest szerokie, natomiast brak w nich skupienia si¢ na objawach
pozamotorycznych, stawiajac glownie na analiz¢ typowych zmian PD, jak ubytek neurondéw
dopaminowych, obecno$¢ stanu zapalnego czy typowy ruchowy behawior.

Ciekawym wykorzystaniem narzgdzi CRISPR do przygotowywania potencjalnych terapii sa
proby uzupehienia degenerujacych neuronéw dopaminowych, nowymi, przeprogramowanymi z
astrocytow. Przeprowadzono konwersje astrocytow na neuronalne GABAergicznych za pomoca
CRISPR knock-in, wprowadzajac za pomoca AAV do prazkowia modelowej myszy z indukowang 6-
OHDA forma PD nadekspresje kilku czynnikow transkrypcyjnych, uzyskujac poprawe objawow
ruchowych (Giehrl-Schwab et al., 2022). Wytypowano réwniez kilka innych potencjalnych $ciezek
takich przemian (Aravantinou-Fatorou & Thomaidou, 2020; Papadimitriou et al., 2023).

1.4. Uklad noradrenergiczny w chorobie Parkinsona

Noradrenalina (NA; inaczej norepinefryna, NE) zidentyfikowana zostata juz w latach 40. XX w.
jako neurotransmiter w nerwach wspotczulnych ssakow. Nalezy do grupy amin katecholowych. Jej
prekursonem jest tyrozyna, ktora poprzez hydroksylazg tyrozynowa (TH) oraz dekarboksylaze L-
aminokwasow aromatycznych (AADC) przeksztalcana jest w dopaming. Nastepnie enzym [-
hydroksylaza dopaminowa (DBH) katalizuje ostatni etap powstawania noradrenaliny. Noradrenalina
jest neurotransmiterem dziatajagcym w osrodkowym i obwodowym ukladzie nerwowym. Syntetyzowana
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jest w moézgu, w zazwojowych witoknach wspotczulnych oraz komoérkach chromochtonnych rdzenia
nadnerczy (Aston-Jones & Waterhouse, 2016).

NA jest magazynowana w wolnej formie w pecherzykach ziarnistych w pozazwojowych
zakonczeniach nerwowych z ktorych jest uwalniana praktycznie natychmiastowo w odpowiedzi m.in.
na stres (Seki, Yoshida, & Jaiswal, 2018), oraz w wigkszych pecherzykach w pofaczeniu z réznymi
zwigzkami stabilizujacymi, takimi jak chromogranina A (Dimsdale, O’Connor, Ziegler, & Mills, 1992).
Uwolniona NA dziata w przestrzeni synaptycznej taczac si¢ z receptorami adrenergicznymi typu a (al i
a2) oraz Bl (na ktore dziala rowniez adrenalina). Tlo§¢ przekaznika w przestrzeni synaptycznej jest
precyzyjnie regulowana; jego nadmiar jest usuwany albo poprzez wychwyt zwrotny, albo w wyniku
inaktywacji przez enzym monoaminooksydaze typu A (MAO-A) (Aston-Jones & Waterhouse, 2016;
Chandler, Gao, & Waterhouse, 2014).

Gléwnym, gesto upakowanym (ok. 1600 komoérek w moézgu gryzoni) skupiskiem neurondéw
noradrenergicznych jest jadro miejsca sinawego (LC), potozone w grzbietowo-rostralnej czesci mostu.
Zawiera ono ponad potowe wszystkich komorek, ktore uwalniaja NA do moézgu. Stad wychodzi
wigkszos¢ aksondw peczka grzbietowego 1 wiokien dochodzacych do mozdzku. Drogi
noradrenergiczne z LC projektuja na caty mozg, a aksony komoérek noradrenergicznych sa mocno
rozgalezione - pojedynczy neuron posiada do 250 tysiecy synaps, co pokazuje istote i duze
zapotrzebowanie na wydzielanie noradrenaliny w mozgu (Samuels & Szabadi, 2008). Neurony LC
projektujgce do przodomézgowia (hipokamp i septum) lezg w grzbietowej czegsci miejsca sinawego, a
neurony  projektujgce do mozdzku 1 rdzenia  krggowego  potozone sg  bardziej
brzusznie. Zaobserwowano rdéwniez organizacje neuronéw w osi przednio-tylnej, gdzie neurony
zlokalizowane z przodu LC dajg projekcje do podwzgorza, z tytu do wzgdrza, a rozproszone neurony w
catej objetosci LC projektuja do kory i ciala migdatowatego. Naukowcy rowniez zauwazyli, Ze neurony
noradrenergiczne projektujgce do réznych struktur réznig sie od siebie morfologia (Aston-Jones &
Waterhouse, 2016; Poe et al., 2020).

Ryc. 9. Projekcje noradrenergiczne z LC przedstawione schematycznie w mozgu myszy. Kora nowa: cortex (CTX),
prazkowie: striatum (STR), podwzgorze: hypothalamus (HY), ciato migdatowate: amygdala (AMY), srodmozgowie: midbrain
(MB), mo6zdzek: medulla (MY), and cerebellum (CB). Wybarwione LC w mozgu myszy przy uzyciu przeciwciata przeciwko
hydroksylazy-hydrozynowej (TH, ang. Tyrosine Hydroxylase). Zdjecie i grafika autorskie.

Dzigki tym bogatym projekcjom, LC odpowiadajac na rozne sensoryczne stymulacje moduluje
aktywnos¢ neuronalng w waznych osrodkach moézgowych powodujac roézne behawioralne
konsekwencje. Jego aktywacje moga powodowac stresory fizykalne (np. hipoglikemia, spadek ci$nienia
krwi, objetosci krwi, zaburzenia termoregulacji) oraz stresory psychologiczne. Miegjsce sinawe, oprocz
produkcji noradrenaliny pelni rolg w regulacji stopnia pobudzenia mézgu, fazy snu REM i w niektorych
funkcjach autonomicznych (np. termoregulacji). Wildokna aferentne unerwiajace LC sa bardzo
zroznicowane. Zawieraja opiaty, glutaminian, GABA, serotoning, adrenaling, histaming, peptyd
oreksyne/hipokretyne. Uwaza sig, ze LC otrzymuje projekcje z nawet 111 réznych struktur, gtéwnie
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znajdujacych si¢ w pniu mozgu i przodomédzgowiu (Schwarz et al., 2015). Na komoérkach LC wystepuja
réwniez autoreceptory, gtoéwnie a2-adrenergiczne (a2-AR), dlatego neurony te odpowiadaja rowniez na
uwolnienie noradrenaliny (Maletic, Eramo, Gwin, Offord, & Duffy, 2017; McKinney et al., 2023).

NA zwigksza pobudzenie i czujno$¢, wspiera czuwanie, uwydatnia zapamigtywanie i
przypominanie sobie oraz umozliwia koncentracjg, a takze zwigksza niepokdj i Ik, ktorego nadmiar
prowadzi do zaburzen lgkowych. Mechanizm wychwytu zwrotnego NA, a w konsekwencji zwigkszenie
dostepnoéci  neuroprzekaznika w szczelnie synaptycznej, jest wykorzystywany w terapii
przeciwdepresyjnej za pomocg wielu lekow (np. dezipramina). Z Kolei agonisci a2-AR sg czesto
stosowani jako $rodki uspokajajace i wzmacniajace anestezje przy operacjach, jak rowniez w leczeniu
uzaleznienia alkoholowego i narkotykowego (Hussain, Reddy, & Maani, 2023; Maletic et al., 2017).

1.4.1.Znaczenie uszkodzenia systemu noradrenergicznego we wczesnej fazie
choroby parkinsona

Pomimo wspomnianych juz wcze$niej dowodow klinicznych na istnienie korelacji pomiedzy
uktadami noradrenergicznym a dopaminowym w PD (Heiko Braak et al., 2004), popartych réwniez
eksperymentami prowadzonymi na matpach (Masilamoni, Groover, & Smith, 2017), jak dotychczas
podjeto bardzo niewiele prob badania dlugotrwalego wplywu degeneracji noradrenergicznej na
funkcjonowanie uktadu dopaminowego, przede wszystkim z braku odpowiednich modeli zwierzegcych.
Klasyczne podejscie farmakologiczne polegajace na wywotaniu lezji noradrenergicznej przez DSP-4
dostarczyto wprawdzie dowodéw na kontrolowanie przez uklad noradrenergiczny uwalniania dopaminy
w prazkowiu, ale nie przyniosto rozstrzygnigcia, prawdopodobnie z powodu funkcjonalnej
odwracalnosci lezji (Srinivasan & Schmidt, 2004). Istnieja dane podkreslajagce neuroprotekcyjng role
NA, wskazujagce na duzg zalezno$¢ pomigdzy poziomem NA w mézgu, a podatnoscig na neurotoksyny,
ktore wykorzystywane sg do modelowania PD u myszy (Kadoguchi et al., 2014; Karen S.
Rommelfanger, Weinshenker, & Miller, 2004; Srinivasan & Schmidt, 2003). Badano takze
oddziatywanie mirtazapiny (leku przeciwdepresyjnego, ktory jest antagonistg receptorow a2-AR i
receptorow serotoninowych 5-HT2, 5-HT3 oraz agonista 5-HT1A, co w efekcie prowadzi do nasilenia
neuroprzekaznictwa noradrenergicznego i Serotoninergicznego w osrodkowym uktadzie nerwowym) i
wykazano poprawe motoryki zwierzat w modelu MPTP (Kadoguchi et al., 2014).

Pojawila si¢ rowniez propozycja, ze noradrenalina moze stuzy¢ jako mechanizm kompensacyjny
w neurodegeneracji dopaminergicznej w PD (K. S. Rommelfanger & Weinshenker, 2007),
potwierdzona przez badania nad genetycznym, mysim modelem parkinsonizmu opartym o uszkodzenie
mitochondrialne DNA w neuronach dopaminowych. Badania te wykazaly, ze wzrost poziomu
noradrenaliny byl bezposrednio powigzany z utrata komoérek dopaminowych (Pickrell, Pinto, &
Moraes, 2013). Zdolno$¢ noradrenaliny do kompensowania (przynajmniej w pewnym stopniu) utraty
komorek dopaminowych zostata réwniez potwierdzona w naszych eksperymentach z reboksetyna
(wysoce selektywnym inhibitorem wychwytu zwrotnego NA), przeprowadzonych na modelu
transgenicznym TIF-IAPATC™ERT2 (Kreiner et al., 2019). Myszy zmutowane po podaniach reboksetyny
wykazywaly dhuzej utrzymujace si¢ zdolno$ci motoryczne w tescie Rotarod a tempo spadku liczby
neuronéw dopaminowych w SN/VTA oraz obnizenie poziomu dopaminy w prazkowiu uleglo
zahamowaniu (Kreiner et al., 2019).

Badania nad wczesng fazag PD sa bardzo istotne, cho¢ nie zawsze doceniane. Rozpoznanie
wczesnych mechanizmow prowadzacych do postepujacej $mierci n uronow juz w poézniejszej fazie PD,
powinno umozliwié¢ lepszy punkt wyjsécia dla poszukiwania markeréw diagnostycznych PD na etapie
prodromalnym oraz odpowiednio wczesne wdrozenie ew. terapii neuroprotekcyjnych. Chocby nawet
nie spowodowato to wynalezienie remedium na chorobe, moze przyczyni¢ si¢ do spowolnienia jej
rozwoju i1 utrzymania jak najdluzej w bezobjawowej formie (Kreiner, 2015). Poza tym, potencjalne
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terapie przyczynowe mialyby najwigksze szanse na wykazanie skuteczno$ci wilasnie na bardzo
wczesnych etapach PD (Chmielarz & Saarma, 2020).

Bezposrednig inspiracja do podjecia opisanych w niniejszej pracy badan byly wnioski
wyciagnigte z naszej poprzedniej pracy, gdzie dokonano pozytywnej weryfikacji hipotezy o
potencjalnie neuroprotekcyjnej roli noradrenaliny w PD (Kreiner et al., 2019). W ramach kontynuacji
tego tematu zdecydowalismy si¢ na podjgcie badan nad mozliwym, odwrotnym efektem, wywolanym
przez neurodegeneracje uktadu noradrenergicznego. Poczgtkowo, prowadzac badania na modelu
opartym o konstytutywng delecje¢ TIF-IA w neuronach noradrenergicznych, a po otrzymaniu
wstepnych, obiecujacych danych, przystepujac do stworzenia w oparciu o system edycji genow
CRISPR/Cas9 modelu z postgpujaca, selektywna degeneracja LC.
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Graficzne podsumowanie projektu
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2.Cele pracy

Punktem wyjscia do niniejszej pracy byla tzw. teoria Braaka o sekwencyjnym rozwoju
poszczegblnych faz neurodegeneracji w chorobie Parkinsona (PD) oraz wcze$niejsze badania
przeprowadzone w Zakladzie Biochemii Moézgu Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN,
dokumentujgce pozytywny wplyw stymulacji przekaznictwa noradrenergicznego w transgenicznym,
mysim modelu parkinsonizmu (linia TIF-JAPATC®ERT2),

Weryfikacja hipotezy badawczej, oparta na danych 2z pi$miennictwa, opisujacych
prawdopodobnie wczesniejszg, prodromalng faze rozwoju degeneracji w chorobie Parkinsona,
dotykajaca rejon miejsca LC przed degenracja rejonu SN/VTA bezposrednio odpowiadajacego za
objawowa fazg¢ choroby, wymagata stworzenia modelu zwierzecego, opartego na selektywnej delecji
neuronéw noradrenergicznych w LC. Modele takie co prawda istnieja (m.in. wywolanie
chemosympatektomii przez podanie neurotoksyny, DSP4), jednak nie odzwierciedlaja progresywnego i
powolnego charakteru neurodegeneracji w PD. Ponadto, sprawdzone juz narzedzie badawcze w postaci
uruchomienia kaskady zmian neurodegeneracyjnych zblizonych do obserwowanych w PD przez delecje
czynnika transkrypcyjnego TIF-IA i wywolanie tzw. stresu jaderkowego, wydawalo si¢ znacznie
bardziej obiecujgcym podejsciem niz modele czysto farmakologiczne.

Podsumowujgc, gtéwnym celem pracy bylo stworzenie odpowiedniego modelu badawczego i
okreslenie wptywu postepujacej degeneracji neuronéw noradrenergicznych w LC na funkcjonowanie
uktadu dopaminowgo w konteksScie prodromalnej fazy choroby Parkinsona.

Cel ten obejowatl trzy etapy badan (cele szczegolowe):

1. Zbadanie wplywu konstytutywnej mutacji w dostgpnym modelu TIF-1APPhCre, prowadzacej do
degeneracji uktadu noradrenergicznego, na funkcjonowanie uktadu dopaminowego w rejonie
SN/VTA (celem potwierdzenia zasadno$ci dalszych badan);

2. Wykorzystanie systemu edycji genow CRISPR/Cas9 in vivo dla stworzenia od podstaw nowego
modelu myszy transgenicznych opartego o delecje TIF-lA organiczong do o$rodkowego uktadu
nerwowego (charakteryzujacego si¢ selektywna, mozgowo-specyficzng degeneracja uktadu
noradrenergicznego w rejonie LC) i jego ogolna charakterystyka;

3. Wykorzystanie modelu dla badania wzajemnych zaleznoci pomigdzy ukladem
noradrenergicznym a dopaminowym, w kontek$cie wczesnej, przedklinicznej fazy PD, w
szczegolnosci potwierdzenie hipotezy czy neurodegeneracjia LC moze prowadzi¢ do
spontanicznych, negatywnych zmian w ukladzie dopaminowym.
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3. Materialy i metody

3.1. Mysie modele badawcze

Eksperymenty prowadzono na myszach obu pilci, dzikich i zmutowanych, pochodzacych z
wlasnej hodowli GMO, prowadzonej w Zakladzie Biochemii Mézgu IF PAN. Zwierzeta zapewnione
mialy podstawowe warunki bytowania, zgodne z odpowiednimi przepisami: w trakcie hodowli
zwierzeta przetrzymywane byly w samowentylowanych Klatkach 1VC, natomiast w trakcie
eksperymentu w standardowych Kklatkach PIl, po 2-6 osobnikéw tej samej pici w klatce, w
pomieszczeniu  spelniajgcym  standardowe  kryteria  bytowania zwierzat do$wiadczalnych.
Pomieszczenia hodowlane i bytowe zwierzat byly centralnie klimatyzowane (temp. 22 °C £2 °C),
wilgotno$¢ ok. 55 % £10 %, wymiana powietrza min. 10 X godz. przy zmniejszonej obsadzie, cykl
swietlny 12/12, sterowany automatycznie, Wymiana $ciotki min. 1x w tygodniu (lub czeSciej w
zaleznosci od potrzeby). Zwierzeta byly pod statym, codziennym dozorem personelu Zwierzetarni oraz
osoby zatrudnionej w projekcie, monitorujagcej parametry temperatury i wilgotnosci powietrza.
Zwierzeta miaty zapewniony swobodny dostep do paszy i wody oraz przebywaly we wzbogaconym
srodowisku (kartonowe tulejki, material gniazdowy). Doswiadczenia wykonane byly zgodnie z
procedurami opisanymi w wnioskach (951/2012, 2012; 22/2019) zatwierdzonych przez Il Lokalng
Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie oraz w oparciu o zgode nr 109/2018 na
zamkniete uzycie organizow genetycznie modyfikowanych wydana przez Ministerstwo Srodowiska z
dn. 10.09.2018 r. Wszystkie eksperymenty — o ile nie podano inaczej - prowadzono na osobnikach
dorostych, po osiagnieciu 12 tygodnia zycia. Eksperymenty przeprowadzono zaréwno na samcach, jak i
samicach myszy, a szczegétowe informacje o podziale plciowym w poszczegdlnych grupach
eksperymentalnych zostaly dokladnie przedstawione w sekcji opisujacej grupy dla konkretnych
eksperymentow.

3.1.1.Myszy C57/BL6N

Na potrzeby realizacji wstepnych do$wiadczen, sprawdzajacych miejsce podania i
rozprzestrzenianie si¢ wektora w tkance mézgowej oraz charakterystyke wektorow lentiwirusowych a
takze usprawniajagcych warunki ich domoézgowej iniekcji zostaty uzyte myszy typu dzikiego, szczep
C57BI/6N, zaréwno samce jak i samice, stanowigce tlo genetyczne dla wszystkich linii transgenicznych
wykorzystanych w projekcie.

3.1.2. Myszy Dbh""

Linia myszy transgenicznych szczegdtowo opisana przez Parlato i wsp. (Parlato i wsp., 2007),
otrzymana z German Cancer Research Center (Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ) w
Heidelbergu, charakteryzyjaca si¢ stabilng ekspresja Cre pod promotorem [B-hydroksylazy
dopaminowej (DBH, ang. Dopamine p-hydroxylase), enzymu wystepujacego w komorkach
noradrenergicznych oraz adrenergicznych, zarowno w O$rodkowym Uktadzie Nerwowym (OUN) jak i
na obwodzie. W ramach niniejszej pracy myszom DbhCre podawano domézgowo Cre-zalezny wektor
lentiwirusowy, doprowadzajac do mutacji powodujacej usuniecie czynnika transkrypcyjnego TIF-1A w
zainfekowanych neuronach wykazujacych ekspresje¢ Cre, celem wywotania selektywnej degeneracji
wylacznie w komoérkach noradrenergicznych miejsca sinawego.
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3.1.2.1. Warunki genotypowania linii Dbh®"

Myszy Dbh®™® genotyopowano przy uzyciu reakcji PCR (ang. Polimerase Chain Reaction) celem
wyselekcjonowania heterozygot. Do izolacji DNA i genotypowania wykorzystano komercyjny zestaw
do genotypowania (AccuStart™ II Mouse Genotyping Kit, QuantaBio/VWR) postepujac zgodnie z
zaleceniami producenta. Materiat pobrany z biopsji ogona by} zawieszany w roztworze Extraction
Reagent (100 ul), a nastepnie trawiony w 95 °C przez 30 min. Po schtodzeniu probek do temperatury
pokojowej dodawano Stabilization Buffer (100 pl), a nastepnie przechowywano w 4 °C. Do amplifikacji
docelowych fragmentoéw na matrycy wyizolowanego DNA w reakcji PCR uzyto termocyklera (Bio-Rad
T100) i postgpowano zgodnie z ponizszym protokotem, uzywajac odczynnikow dotgczoncych do
zestawu, w tym polimerazy Taq. Wykorzystano nastepujagce sekwencje starterow:

iCre FWD 5* - CTG CCA GGG ACA TGG CCA GG
iCre REV 5’ - GCA CAG TCG AGG CTG ATC AGC

Tab. 2 Sktadniki mieszaniny reakcyjnej w reakcji PCR genotypowania myszy DbhCre i warunki reakcji

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ 25 stezenie koncowe
10 uM iCre_ FWD 2,5 ul 0.5 uM
10 uM iCre_REV 2,5 ul 0.5 uM
AccuStart Il GelTrack PCR SuperMix 2x 12,5 ul 1-krotne
matrycowe DNA 2,5 ul
H,0 5u
Warunki reakcji PCR czas temperatura
Denaturacja wstepna: 1 min. 94 °C

10 sek. 94 °C
40 cyKkli: { 15 sek. 60 °C

20 sek. 72 °C
Schiodzenie: 4°C o0

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1 % zelu agarozowym (Roche, nr. kat.
11685678001) w warunkach 110 V, 30 min. w roztworze TBE (TRIS-boran, EDTA: 90 mM Tris Base,
90 mM kwas borowy, 2mM EDTA pH 8,0) z dodatkiem MIDORI Green (VWR, nr. Kat. 102307-968),
uwzgledniajac negatywng kontrole (brak matrycy DNA) oraz marker wielkosci DNA. Zel po rozdziale
uwidoczniono w $wietle UV (Vilber, E-BOX CX5 TS) celem identyfikacji genotypow zwierzat.
Osobniki z ekspresja rekombinazy Cre (Cret) charakteryzowaly si¢ pozytywnym sygnalem na
poziomie 325 par zasad (pz).

Genotypowanie
DBHCre

325 pz
==

Nr myszy 3956 3957 3958 3959 3960 3961 3962 3963 3964 3965 3966 3967 3968 O
GenotypCre 4 + + - + - - + + - + + +

Ryc. 10 Przyktadowy obraz zelu uzyskany w procedurze genotypowania myszy Dbh®"™
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3.1.3.Linia TIF-1APC

Linia myszy utworzona w oparciu o system warunkowej rekombinacji Cre/loxP. Linia powstata
przez skrzyzowanie osobnikow wykazujacych ekspresje rekombinazy Cre pod kontrola promotora
DBH (DbhCre) z myszami posiadajacymi oflankowang sekwencjami loxP czg¢$¢ genu Rrn3 (egzon 12 —
14) kodujacego biatko TIF-IA (TIF-IA"" (yuan et al., 2005). W efekcie, w komérkach
wykazujacych ekspresj¢ rekombinazy Cre nastepuje usunigcie oflankowanej sekwencjami loxP cze$ci
genu Rrn3, co powoduje utrate czynnika transkrypcyjnego TIF-1A, Kkluczowego dla sterowania
aktywnoscig Polimarazy 1. Mutacja prowadzi do zahamowaniu syntezy rRNA w neuronach
noradrenergicznych i w konsekwencji do selektywnej degeneracji wszystkich komorek
noradrenergicznych. W parowaniach myszy otrzymywano mioty zawierajagce zaro6wno osobniki
Cre+/TIF-IA"1 opisywane dalej jako myszy TIF-IAP™ " oraz osobniki nie wykazujace ekspresji
rekombinazy Cre (Cre-, tzw. littermates), ktore stuzyly jako zwierzeta kontrolne w eksperymentach
(Barut et al., 2022)

3.1.3.1. Warunki genotypowania linii TIF-1APPhcre

Procedure genotypwania myszy TIF-IAP®"“" wykonywano analogicznie jak w rozdziale 3.1.2.1.

W oddzielnych reakcjach PCR okre$lano wystepowanie genu rekombinazy Cre oraz sekwencji loxP,
wykorzystujac nastepujace sekwencje starterow:

iCre FWD 5* - CTG CCA GGG ACA TGG CCA GG
iCre REV 57 - GCA CAG TCG AGG CTG ATC AGC

TIF-IA floxed FWD: 5°- CCG GTG GTC CTG CTT ACA CTA GAG ATG TGG
TIF-IA floxed REV: 5’- AAT ATA ATT TGC AGC AGC CTG CCT GAT GAT GG

Po rozdziale na zelu elektroforetycznym identyfikowano produkty reakcji genotypowania na
obecno$¢ rekombinazy Cre jak opisano w rozdziale 3.1.2.1 oraz na obecno$¢ genu znakowanego
sekwencjami loxP: 760 par zasad (zwierz¢ zmutowane) lub 680 par zasad (zwierz¢ kontrolne).

a. Genotypowanie b Genotypowanie
TIF-1A (TIF-1ADPbhCre) DBHCre (TIF-IADPhCre)

760 pz
- — — — S —
— — 325 pz

Nrmvsy 3587 3583 3584 3585 3586 3587 3588 3589 wmsy M 3584 3583 2695 2696 3582 @
genotyp d/d +/d +/d d/d d/d d/d d/d d/d Genotyp Cre + + + +

_________________________________________________________________________

Ryc. 11 Przykladowy obraz z zZelu uzyskany w procedurze genotypowania myszy TIF-1APPhCre, Myszy zawierajace gen
znakowany sekwencja loxP oznaczone jako d/d (robocze oznaczenie stosowane w naszym laboratorium dla jednoznacznego
okre$lenia genotypu celem uniknigcia pomytek przy zapisie odrgcznym), myszy kontrolne: +/+, heterozygoty: +/d.

3.1.4.Linia TIE-]APATCreERT2

Myszy  TIF-IAPATCERTZ  \wykorzystywano jako —referencyjny model — progresywnego
parkinsonizmu, dostepny w Zaktadzie Biochemii Mozgu IF PAN. Linia ta umozliwia indukowana,
selektywna ablacje genu Rrn3 w komorkach ekspresjonujacych gen transportera dopaminy DAT
(Slc6a3), czyli w neuronach dopaminowych, prowadzac w efekcie to ich progresywnej
neurodegeneracji (Rieker et al., 2011). Jest to linia indukowana dzigki zastosowaniu rekombinazy
CreERT2 pod kontrola promotora genu Slc6a3, ktora jest aktywowana tylko po podaniu tamoksyfenu
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(Feil et al., 1997), w naszej procedurze stosowanego dootrzewnowo zwierz¢tom po osiagni¢ciu wieku
11 tygodni (Rieker et al., 2011; Kreiner et al., 2019). Tamoksyfen byt rozpuszczany w oleju
stonecznikowym (20 mg/kg) i nastepnie przefiltrowywany przez filtr nitrocelulozowy o §rednicy porow
0,22 pm. Tak przygotowang zawiesing podawano w dawce 2 mg/kg masy ciala w objgtosci 5 pl/g masy
ciata, raz dziennie przez 5 kolejnych dni.

3.1.4.1. Warunki genotypowania linii TIF-]APATCreERT2

Myszy TIF-IAPATC®ERT2 genotypowano analogicznie jak opisano w rozdziale 3.1.2.1. W reakgji
PCR badano wystepowanie miejsc kodujacych allele CreERT2 oraz loxP, z wykorzystaniem
nastgpujacych sekwencji starterow:

Cre_FWD: 5-GGC TGG TGT GTC CAT CCCTGA A
Cre_REV:5-GGT CAA ATC CAC AAA GCC TGG CA

TIF-IA floxed_FWD: CCG GTG GTC CTG CTT ACA CTA GAG ATG TGG
TIF-IA floxed_REV: AAT ATAATT TGC AGC AGC CTG CCT GAT GAT GG

Po rozdziale na zelu elektroforetycznym identyfikowano produkty reakcji genotypowania na
obecno$¢ rekombinazy Cre jak opisano w rozdziale 3.1.2.1 (400 par zasad) oraz na obecno$¢ genu
znakowanego sekwencjami loxP: 760 par zasad (zwierz¢ zmutowane) lub 680 par zasad (zwierze
kontrolne).

d. Genotypowanie
TIF-IA (TIF-IADATCreERT2)

760
680 pz -.pz — — S — —_— —a— e — — -
— — - G — — N ——— D . — D ——

Nrmyszy 8953 8954 8955 8956 8957 8958 8959 8960 8961 8962 8963 8964 8965 8966 8967 8968 8969 8970 @ M
genotyp  +/+ +/d ++ +d did ++ +d +Hd +d +d +d +d ++ +d +d ++ +d +d

b. Genotypowanie
DAT (T|F_|ADATCreERT2)

Nrmyszy M 8953 8954 8955 8956 8957 8958 8959 8960 8961 8962 8963 8964 8965 8966 8967 8968 8969 8970 O
genotyp . R = = = 3 - + + - + - + + - - + +

C— — - L — — C— =
400 pz

DATCreERT2
A

Ryc. 12. Przyktadowy obraz z zelu uzyskany w procedurze genotypowania myszy TIF-I . Myszy zawierajace gen

znakowany sekwencja loxP oznaczone jako d/d (robocze oznaczenie stosowane w naszym laboratorium dla jednoznacznego
okres$lenia genotypu celem uniknig¢cia pomytek przy zapisie odrecznym), myszy kontrolne: +/+, heterozygoty: +/d.

3.2. Przygotowanie plazmidowych wektoréw transferowych CRISPR/Cas9

Celem wygenerowania zwierzat z selektywna, progresywna delecja czynnika transkrypcyjnego
TIF-IA w neuronach noradrenergicznych miejsca sinawego (nie wplywajaca bezpos$rednio na
funkcjonowanie obwodowego uktadu sympatycznego) zastosowano polaczenie systemow Cre/loxP
oraz CRISRP/Cas9. W tym celu zaprojektowano i stworzono konstrukt genetyczny stuzacy Cre-
zaleznej ekspresji systemu CRISPR/Cas9 - tj. nukleazy Cas9 i przewodnikowego RNA
komplementarnego do genu TIF-IA. Ze wzgledy na spodziewang wielko$¢ konstruktu, do podan
domoézgowych wybrano wektor lentiwirusowy, ktoéry nastgpnie podawano bezposrednio do miejsca
sinawego myszy DbhCre z wykorzystaniem stolika stereotaktycznego i mikrostrzykawki. W ten sposob
ograniczono ablacj¢ czynnika TIF-IA anatomicznie do miejsca podania wetkora lentiwirusowego,
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natomiast specyficznos¢ do komorek noradrenergicznych zapewniata ekspresja rekombinazy Cre po
kontrolg promotora DBH.

Dla przygotowania tak zlozonego ukladu projekt zakladal wykonanie serii klonowan, aby
stworzy¢ rozne typy wektorow transferowych, ktore nastgpnie zostang zapakowane w czasteczki
lentiwirusa i wykorzystane do transdukcji neurondéw. Dodatkowo, oprocz systemu Cre-zaleznego,
przewidziano wygenerowanie wektorow lentiwirusowych, ktore beda wykazywaly ekspresje systemu
CRISPR/Cas9 w dwoch typach komorek: neuronach oraz astrocytach. Docelowe wektory plazmidowe
otrzymano z wykorzystaniem metod klonowania molekularnego, ktore rozpocz¢to w trakcie stazu na
Uniwersytecie w Helsinkach, a nastgpnie kontynuowano w laboratorium Zaktadu Biochemii w IF PAN.
W ramach wspoélpracy otrzymano dostepne, gotowe plazmidy, z ktoérych powielono i 0czyszczono
odpowiednie fragmenty, a nastepnie réznymi metodami przeprowadzono ich ligacj¢. Podczas pracy w
IF PAN, ustuge syntezy starterow reakcji oraz sekwencjonowania zlecono firmie Genomed S.A.
(standardowa procedura w tego typu metodyce).

3.2.1.Plazmidy transferowe pCDH i pLenti do wektoréw lentiwirusowych

Wektory plazmidowe, ktore zostaly wygenerowane w kolejnych punktach metodyki opisujacych
etapy klonowania opieraly si¢ na dwoch plazmidach transferowych, pCDH i pLenti, ktore umozliwiaja
pakowanie docelowego wektora transferowego w czgsteczke lentiwirusa 3 generacji. Lentiwirusowe
wektory transferowe sg skutecznymi no$nikami do dostarczania i ekspresji wybranego genu do prawie
kazdej komorki ssakow - w tym komoérek nie dzielgcych sie i zwierzat modelowych. Podczas
pakowania konstruktu w czasteczki lentiwirusowe, mozna uzyskaé¢ wysoce wydajng transdukcje, nawet
w przypadku najtrudniejszych do transfekcji komorek, takich jak neurony pierwotne. Konstrukt
ekspresyjny w komoérkach docelowych jest zintegrowany z genomowym DNA i zapewnia stabilng,
dhugotrwatg ekspresje genu docelowego. W opisywanych do$§wiadczeniach opierali$my sie na trzeciej
generacji najpopularniejszego systemu ekspresji lentiwirusowej opartego na HIV-1, ktory sktada sie z
trzech glownych komponentow:

o lentiwirusowego wektora transferowego (pCDH- lub pLenti)

o pakujacych plazmidéw lentiwirusowych
o linia komorkowa produkujaca czasteczki pseudowirusowe (komorki HEK293T).

a. pCDH-hSYN
SVAOpolvA D
{HIV_psi RRE |€PPT TR LacO LacZ alpha [M13-fwd
- b b ol . = A e
oo E—{]Gag e [ E [ TN WRE e} ColE1 origin AR s+ ¢
||
b. pLenti-puro
CMV promoter
T3 promoter tet operator 3 TR {(AU3)
(MI3Tew tet operator SV40 paly(4) signal
Wa:'éu'éﬁ't’l’:’rﬁ RSV promater VS tag SV40 ori
=== 5 LT (truncated) Satlis 7 promoter Amph peomatar
 site HIV-I W gp41 peptide SV4D promoter 13 fwd) Ampl
oo — T { FRE ol o I T S S | T e - e e

Ryc. 13. Schemat plazmidéw transferowych (a.) pCDH; (b.) pLenti. HIV-1_5 LTR, HIV-1_3_LTR, HIV-1psi_pack, gag,
RRE, Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego konstruktu
ekspresyjnego z genomowym DNA; AmpR - gen oporno$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling; fl_origin / ColE1_origin —
miejsce poczatku replikacji DNA; LacO — lac operon
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3.2.2.Projekt neuronalnego plazmidowego wektora Cre-zaleznego CRISPR/Cas9

Na potrzeby realizacji projektu, wspolnie z Dr. Andrii Domanskyim z Uniwersytetu w
Helsinkach, zaprojektowano Cre-zalezny lentiwirusowy wektor transferowy, ktory opiera si¢ na
systemie CRISPR/Cas9 i wykazuje ekspresj¢ nukleazy Cas9 po kontrolg neuronalnie specyficznego
promotora ludzkiej synapsyny. Wektor ten zostal zaprojektowany w ten sposob, aby zawiera¢ w sobie
wszystkie niezbgdne fragmenty DNA:

e clementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego
konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA;

e gRNA (RNA-przewodnik) pod promotorem hU6; w kolejnych etapach fragment gRNA
jest projektowany, aby wycisza¢ ekspresj¢ wybranego genu 1 odpowiednie
oligonukleotydy wklonowane sg do wektora (dla uproszczenia nomenklatury w
kolejnych etapach ten fragment nazywany jest gRNA)

e Cas9 wraz z biatkiem fluorescencyjnym mCherryNLS potaczonych samotnacym
peptydem 2A, oflankowane miejscami loxP/lox2722 w odwrotnej orientacji, pod
promotorem neuronalnym — synapsyna.

Fragment sekwencji zawierajacy Cas9, zostal podwojnie oflankowany miejscami loxP, ktore
znajduja si¢ w odwrotne] orientacji, znanymi rowniez jako DIO (ang. Double-Floxed Inverted Open
reading Frame). Ten autorski konstrukt, w ktorym w jednej czgsteczce zawarto calg maszynerig
CRISPR, wraz z Cre zaleznym miejscem DIO, zostat po raz pierwszy zastosowany w ramach niniejszej
pracy celem kontroli ekspresji Cas9 poprzez rekombinacj¢ za posrednictwem rekombinazy Cre.

LTR psi Gag-Rre-Env PPT

-
on2272
|leP

-
- - -

T

.-'--'
a--"
lox2272

loxP

Ryc. 14. Projekt plazmidowego wektora pCDH-hU6-gRNA-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (w skrocie nazywany
CRISPR-DIO)

Pierwszym krokiem bylo otrzymanie uniwersalnego plazmidu pCDH-hU6 Aarl-filler-Aarl
hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS, w ktorym zamiast miejsca gRNA znajduje si¢ fragment
sekwencji z obu stron majacy miejsce cigcia dla enzymu Aarl (specyficzne miejsce ciecia, ktére
pozwola wklonowa¢ gRNA) kodujacy dodatkowe miejsce cigcia dla enzymu restrykcyjnego Mscl
(dodatkowe miejsce cigcia jest znacznikiem diagnostycznym, w celu selekcji, czy gRNA zostato
wklonowane). Do tak otrzymanego plazmidu wklonowano docelowe gRNA poprzez ciecie Aarl i
ligacje gRNA.

Wykonano nastgpujace kroki (opisane szczegotowo w podrozdziale 3.2.2.1):
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Otworzono plazmid pCDH-hSYN przy uzyciu enzymu restrykcyjnego EcoRI i wstawiono przy
uzyciu systemu NEBuilder HiFi Assembly Master Mix (New England Biolab, nr. kat. E2621S), czyli
zestawu do bezszwowego klonowania umozliwiajagcego rownoczesne wstawienie kulku fragmentow
DNA (pozwoli to zachowa¢ miejsce trawienia EcoRI na obu koncach strawionego fragmentu)
dodatkowe 3 fragmenty:

1. Cas9-P2A-mCherryNLS — uzyskany przy pomocy trawienia restrykcyjnego Sall/Xbal z
wektora pLentiCRISPR-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS i wstawione w
odwrotnej orientacji

2. lox2722/1oxP amplifikowane z plazmidu pOTTC102

3. lox2722/10xP w odwrotnej orientacji amplifikowane z plazmidu pOTTC102

Otworzono otrzymany plazmid pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS przy uzyciu enzymu
restrykcyjnego Spel i wstawiono przy uzyciu systemu NEBuilder amplifikowany fragment hU6-Aarl-
filler-Aarl (opisane w podrozdziale 3.2.2.3)

Aby otrzyma¢ kontrolny plazmid z gRNA usuwajacym biatko fluorescencyjne GFP, otworzono
plazmid pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS za pomoca enzymu restrykcyjnego Spel i
wstawiono przy uzyciu systemu NEBuilder amplifikowany fragment hU6-EGFP_gl z plazmidu
pLentiCRISPR-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS

Uniwersalny plazmid pCDH-hUG6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS trawiono za
pomoca enzymu Aarl i wstawiano otrzymane wczesniej sekwencje gRNA (opisane w podrozdziale
3.2.4).

3.2.2.1. Klonowanie molekularne pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

Ze wzgledu na szerokie metodyczne aspekty pracy, ktorej celem byto m.in. stworzenie od
podstaw nowych narzedzi molekularnych, w sekcji metody znajduja si¢ sekwencje wektorow
wyjsciowych i1 uzytych starterow. Natomiast otrzymane konstrukty genetyczne oraz zaprojektowane
gRNA, stanowigce o nowatorstwie projektu oraz begdace przedmiotem pracy eksperymentalnej i
prowadzonej na biezgco weryfikacji zastosowanych rozwigzan zostaty opisane w sekcji wynikow.

Na potrzeby realizacji projektu wykonano kilka rund klonowan, aby otrzymac¢ docelowy,
plazmidowy wektor transferowy, ktory jest czeScig sktadowg w produkcji rekombinowanych wektorow
lentiwirusowych. Pierwszym etapem bylo stworzenie plazmidowego wektora, ktéry bedzie miat
wstawione miejsca loxP/lox2722, ktore oflankuja maszyneri¢ enzymu Cas9:

pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

Aby wykonaé jak najmniej rund klonowan do ligacji fragmentow uzyto systemu NEBuilder,
ktéry pozwala na rownoczesne polaczenie DNA dzigki naktadajacym si¢ na siebie koncom, stadanym
nastgpnie przez egzonukleaza we wlasciwej kolejnosci.

Do projektowania konstruktéw i zaplanowania sekwencji klonowania wykorzystano programy
ApE (https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/) oraz SnapGene. Startery do klonowania
zaprojektowano za pomoca progarmu NEB Builder Assembly Tool.
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pCDH-hSYN pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

hSYN 1. 2. hSYN
2 lox2722/IoxP
2. 3.
Feoil NEB Builder
3. 4.
[ dxol/zzLzXo)

Ryc. 15. Schematycznie przedstawiony pierwszy etap stworzenia wektora Cre-zaleznego przy pomocy kierunkowej
mutagenezy: utworzenie pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS. hSyn — promotor ludzkiej synapsyny. 1.; 2.; 3.; 4.; -
komplementarne fragmenty DNA (otrzymane m.in. przez odpowiednie zaprojektowanie starterow uzytych w amplifikacji).

Wektor pCDH-hSYN strawiono przy pomocy enzymu restrykcyjnego EcoRI (Thermo Scientific,
nr. kat. FD0275).

Tab. 3. Trawienie enzymem restrykcyjnym EcoR| Fast Digest

DCDH-hSYN Bufor Fast Digest EcoRI woda Warunki reakcji

2ul 1ul 8ul 37 °C 1 godz.
5 ul (10 ng)

Wektor pLentiCRISPR-EGFP_gl1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS strawiono przy pomocy

podwdjnego ciecia enzymami restrykcyjnymi Xbal i Sall (Thermo Scientific, nr. kat. FD0684,
FD0644).

Tab. 4. Podwdjne trawienie enzymami restrykcyjnymi Xbal/Sall Fast Digest

. Bufor Fast Xbal Sall woda Warunki reakcji
pLentiCRISPR-EGFP_g1-hSYN-Cas9- Digest
P2A-mCherryNLS
2l 1l 1l 7 ul 37°C 1 godz.

5 ul (10 ng)

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE z dodatkiem MIDORI Green. Uwidoczniony pod lampg UV zlinearyzowany
plazmidowy szkielet pPCDH-hSYN o wielkosci 6321 pz wycigto sterylnym ostrzem i umieszczono w
probowce typu Eppendorf. Ze strawionego plazmidu pLentiCRISPR-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-
mCherryNLS wyselekcjonowano i wycigto prazki o wielkosci 5003 pz przy pomocy ponizszego
schematu (Ryc. 16) bedace fragmentem Cas9-P2A-mCherryNLS.

[ lnntiCRISPR-EGFP.g1-hSYN-CasB-mCharry. gh Digest SallsXhal
WRECHISET EGF b1 T SAEH TChRTy 2B
i z

]

neg

gk-a:‘
e
g8g

3134 Xbal

B18F Sall
B7aZ Sall

10914 sall

T THEHNL ]

13102 Sall

Ryc. 16. Wielkos¢ prazkow plazmidu pLentiCRISPR-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS otrzymanych po trawieniu
Xbal/Sall z zaznaczonym na czerwono docelowym fragmencie DNA. Zdjgcie z programu ApE.

Wyciete fragmenty DNA z zelu oczyszczono za pomocg zestawu Monarch DNA Gel Extraction
Kit (New England BioLabs, nr. kat. T1020L) zgodnie ze wskazaniami producenta wraz z dodatkowymi
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modyfikacjami, aby zwigkszy¢ wydajnosc¢ izolacji: po ptukaniu kolumn odparowano resztki alkoholu (5
min. w 70 °C z otwartym wieczkiem probowki) oraz inkubowano kolumne z roztworem elucyjnym
podgrzanym do 70 °C (5 min. w 70 °C, wieczko probowki zamkniete). Nastepnie wykonano elucje
DNA w 15 pl i wykonano pomiar stezenia DNA. Wyizolowane DNA przechowywano na lodzie, a
nastepnie zamrozono w -20 °C.

Aby uzyska¢ dwa fragmenty l0x2722/loxP o réznej orientacji wykonano amplifikacje sekwencji
plazmidu pOTTC102. Do reakcji uzyto nastgpujacych starterow:

5LOX_for: GAGCGCAGTCGAATTCGGTACCGGATCCTCTAGAGTCG
SLOX rev: AACGCGTTAAGTCGACGTAATAGGGCGCGCCATAACTTC

3LOX_for: GTGGCAGCGCTCTAGACATGGTGGCTAGCATAACTTCGTAT
3LOX rev: CCATCGAAGAGAATTGATAAGCTTGATATCGAATTCATAACTTCGTATAGC

Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (New England BioLabs, nr. kat. M0530) zgodnie z zaleceniami producenta. Wykonano
nastepujgcg mieszaning reakcyjna:

Tab. 5. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej polimerazy Phusion i warunki reakcji PCR

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 50 stezenie koncowe
10 uM 5LOX_for / 3LOX_for 2,5 ul 0.5 uM
10 uM 5LOX_rev / 3LOX _rev 2,5 ul 0.5 uM
5X Phusion HF Bufor 10 ul 1-krotne
10 mM dNTPs 1 ul 200 uM
matrycowe DNA 0,5 ul <10 ng (plazmid)
Polimeraza Phusion DNA 1 ul 1.0 units/50 ul PCR
H0 32,5 4
Warunki reakcji PCR czas temperatura
Denaturacja wstepna: 30 sek. 98 °C

10 sek. 98 °C
27 cyKli: { 20 sek. 60 °C

20 sek. 72 °C
Koncowa elongacja: 5 min. 72 °C
Schlodzenie: 4°C o

Krétkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1,5 % zelu agarozowym w warunkach 120 V, 1
godz. w roztworze TBE. Fragmenty DNA o wielkosci 195 pz dla lox2722/loxP_for oraz 167 pz dla
lox2722/10xP_inv (odwrdcony) wycieto, wyizolowano z zelu i zmierzono ich st¢zenie. Do pomiaru
stezenia probek DNA, a takze wszystkich innych prob z kwasami nukleinowymi wykorzystywanymi w
niniejszej pracy (DNA, cDNA, RNA), uzyto spektrofotometru NanoDrop (Thermo Scientific).

Otrzymane wszystkie fragmenty DNA potaczono razem uzywajac NEBuilder HiFi Assembly
Master Mix (New England BiolLabs, nr. kat. E2621), opartego na metodzie Gibson Assembly i
postepowano zgodnie z zaleceniami producenta, (przy zmniejszonej objetosci reakcji — modyfikacja
protokotu na podstawie wiasnych doswiadczen wstepnych).
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Tab. 6. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej ligacji (4 fragmenty) i warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ 50 stezenie konicowe (zakres)
pCDH-hSYN /EcoRl 1 ul (50 — 100 ng wektora)
Cas9-P2A-mCherryNLS /Xbal/Sall 1 ul (50 — 100 ng wektora)
lox2722/1o0xP 0,25 ul (10 - 50 ng insert)
lox2722/10xP_inv 0,25 ul (10 - 50 ng insert)
NEBUuilder Master Mix 2,5 ul 2x stezona

Warunki reakcji czas temperatura

Ligacja : 60 min. 50 °C

Schiodzenie: 4°C o

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Nastepnie wykonano transformacje bakteryjng z otrzymang mieszaning ligacyjng. Przez 20 min.
rozmrazano bakterie kompetentne One Shot TOP10 (Chemically competent E. coli, Invitrogen, nr kat.
C4040-06) lub DH5alfa, ktore zostaty przygotowane samodzielnie. W warunkach sterylnego powietrza,
w bliskosci palnika potgczono po 10 ul bakterii z 0,5 ul mieszaniny ligacyjnej oraz z 1 ng pozytywnej
kontroli, tj. wyjsciowym plazmidem pCDH-hSYN oraz kontrolg negatywna, tj. strawionym wektorem,
bez insektow. Préobowki typu eppendorf z mieszaning delikatnie stuknigto w celu wymieszania
sktadnikow 1 inkubowano przez 20 min. na lodzie. W migdzyczasie rozgrzano termoblok do 42 °C.
Probki umieszczono w termobloku na doktadnie 45 sek., a nastgpnie schtodzono na lodzie przez 2 min.
Do probek dodano 250 ul uprzednio podgrzanego do 37 °C medium bakteryjnego SOC (New England
BioLabs, nr. kat. B9020S) i umieszczono w wytrzasarce bakteryjnej w temperaturze 37 °C na okoto 1
godz. Wyciggni¢to z lodoéwki uprzednio przygotowane szalki Petriego z agarem LB (A&A
Biotechnology, nr. kat. 2021-1000) wraz z antybiotykiem selekcyjnym, ampicyling w stezeniu
koncowym 100 ug/ml (A&A Biotechnology, nr. kat. 2017-25), aby ogrza¢ je do temperatury
pokojowej. Calo$¢ mieszaniny transformacyjnej wysiano na szalki w obecno$ci zapalonego palnika,
rozprowadzono sterylng glaszczkg 1 inkubowano w 37 °C przez noc. Nastgpnego dnia
wyselekcjonowano 5 kultur bakteryjnych, dobrze odseparowanych kolonii i przygotowano z nich
hodowle bakteryjne umieszczajac zanurzony uprzednio w kulturze bakteryjnej tips w 3 ml roztworu LB
(A&A Biotechnology, nr. kat. 2020-1000). Hodowle bakteryjng umieszczono w wytrzasarce
bakteryjnej w temperaturze 37 °C i inkubowano przez noc. Z 3 ml otrzymanej zawiesiny bakteryjnej
pobrano 200 pl i potaczono z 50 % glicerolem, a nastgpnie zamrozono W -80 °C, w celu zachowania
zywych bakterii do kolejnych etapow klonowania umoztiwiajacych szybkie namnozenie materiatu.
Nastgpnego dnia hodowle zwirowano w 4000 g, a z uzyskanego peletu bakteryjnego izolowano
plazmidowe DNA przy uzyciu kitu Plasmid Mini (A&A Biotechnology, nr. kat. 020-250) wedtug
wskazan producenta. Wykonano elucje DNA w 20 pl i wykonano pomiar stezenia DNA za pomoca
urzadzenia Nanodrop. Nastepnie wykonano ciecie diagnostyczne przy pomocy enzymow
restrykcyjnych EcoRI i Hindlll (Thermo Scientific, nr. kat. FD0274, FD0504).

Opisana procedura transformacji bakteryjnej i ciecia restrykcyjnego zostala powtarzana w
kolejnych krokach klonowania molekularnego wedlug przedstawionego wyzej schematu.

Tab. 7. Trawienie enzymami restrykcyjnymi EcoRI/HindllI fast digest

Bufor Fast Digest EcoRI Hindlll woda Warunki reakcji
pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS
2 ul 1l 1l 7 ul 37 °C 15 min.
5 l (500 ng) H H K H
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Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1 % zelu agarozowym w warunkach 120 V, 1
godz. w roztworze TBE z dodatkiem MIDORI Green. Jako kontrol¢ na zelu uwzgledniono rowniez
strawiony w powyzszych warunkach plazmid wyjsciowy pCDH-hSYN. Uwidoczniono prazki i
wyselekcjonowano pozytywne klony na podstawie ponizszego rysunku:
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Ryc. 17. Trawienie plazmidu (po kolei od lewej za markerem masowym): pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (1) oraz
pCDH-hSYN (2) enzymami EcoRI i Hindlll wraz z zaznaczonym na czerwono prazkiem, ktory pozwala w tatwy sposob
odroznic¢, czy wyselekcjowany klon jest pozytywny.

DNA plazmidowe wyselekcjonowanych klonow wraz ze starterami wystano do firmy Genomed
w celu przeprowadzenia sekwencjonowania. Pozytywne klony potwierdzone w sekwencjonowaniu
zachowano i powielono material do dalszego klonowania. W tym celu z przygotowanych bankéw
bakteryjnych w glicerolu pobrano przez zamoczenie sterylng koncowka i wrzucono do sterylnej kolby
bakteryjnej z 200 ml pozywki LB z ampicyling. Hodowle bakteryjng umieszczono w wytrzgsarce
bakteryjnej w temperaturze 37 °C i inkubowano przez noc. Nastgpnego dnia hodowle zwirowano w
4000 g, a z uzyskanego peletu bakteryjnygo izolowano plazmidowe DNA przy uzyciu kitu Plasmid
Midi AX (A&A Biotechnology, nr. kat. 092-10) wedtug wskazan producenta. Wykonano elucje DNA
w 100 ul i wykonano pomiar stezenia DNA.

3.2.2.2. Klonowanie molekularne pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS

Po otrzymaniu wyjsciowego wektora pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS wklonowano
do niego wstawke zawierajaca hU6-gEGFP, czyli sekwencje gRNA pod promotorem hU6, ktéry
wycisza biatko fluorescencyjne EGFP (ang. Enhanced Green Fluorescent Protein).

pCDH-hU6 EGFP_gl hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS
Dzigki wykorzystaniu cigcia restrykcyjnego oraz systemu ligacji opartego na NEBuilder mozna
bylo w szybki sposob uzyska¢ wektor kontrolny, ktory mogt juz zosta¢ uzyty do weryfikacji systemu

DiO-CRISPR, réwnoczesnie, kiedy trwaly ostatnie rundy klonowan wektora transferowego pCDH-
hu6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS oraz dobor gRNA.

45



pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS pCDH-hU6-EGFP_g7-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

elementy odpowiedzialne

2za pakov e, _,
transdukcje, namna el 3 w hUé-EGFP_g1
U6_for  trRNA_rev #
hSYN

NEB Builder hSYN
matryca
mCherry-SpCas9-DIO mCherry-SpCas9-DIO

Ryc. 18. Schematycznie przedstawiony etap stworzenia wektora kontrolnego pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS. U6_for, trRRNA _rev — startery wykorzystane do amplifikacji.

Wektor pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS  strawiono przy pomocy enzymu
restrykcyjnego Beul (Spel) (Thermo Scientific, nr. kat. FD1253).

Tab. 8. Trawienie enzymem restrykcyjnym Bcul Fast Digest

Bufor Fast Digest Bcul woda Warunki reakcji
pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS
2ul 1ul 8ul 37 °C 1 godz.
5 ul (10 pg)

W tym samym czasie przeprowadzono amplifikacje sekwencji hU6-EGFP_gl plazmidu
plentiCRISPR-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS. Do reakcji uzyto nastepujgcych starterow,
ktére pozwalaja zachowaé miejsce cigcia Beul po jednej ze stron:

u6_for: TTTTATCGATACTAGGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAG
trRNA_rev: CACTTGCACTACTAGTTCAAAAAAGCACCGACTCGGTG

Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase, zgodnie z zaleceniami producenta.

Tab. 9. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej z uzyciem polimerazy Phusion High-Fidelity i warunki reakcji PCR

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 50 stezenie koricowe
10 uM U6 _for 2,5 ul 0.5 uM
10 uM trRNA_rev 2,5 ul 0.5 uM
5X Phusion HF Bufor 10 ul 1-krotne
10 mM dNTPs 1 ul 200 uM
matrycowe DNA 1 ul 10 ng (plazmid)
Polimeraza Phusion DNA 1 ul 1.0 units/50 ul PCR
H,0 32 4
Warunki reakcji PCR czas temperatura
Denaturacja wstepna: 30 sek. 98 °C

10 sek. 98 °C
27 cykli: { 20 sek. 60 °C

20 sek. 72 °C
Koncowa elongacja: 5 min. 72 °C
Schtodzenie: 4°C oo

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny pofragmentowanego wektora i amplifikowanej
wstawki w 1 % Zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1 godz. w roztworze TBE z dodatkiem MIDORI
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Green Uwidoczniony pod lampa UV zlinearyzowany plazmidowy szkielet pCDH-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS o wielkoséci 11650 pz oraz amplikon hU6-EGFP gl o wielkosci 433 pz wycigto
sterylnym ostrzem, DNA plazmidowe oczyszczono z zelu i zmierzono st¢zenie. Wyizolowane DNA
przechowywano na lodzie, a nastgpnie oba fragmenty DNA polaczono razem za pomoca Systemu
przeznaczonego do szybkiego sktadania wielu fragmentow DNA w pojedynczej reakcji (NEBuilder
HiFi Assembly Master Mix) i postegpowano zgodnie z zaleceniami producenta (przy zmniejszonoej
objetos¢ reakcji — modyfikacja wlasna protokotu).

Tab. 10. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej reakcji ligacji i warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 5 stezenie koricowe (zakres)
pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS /Bcul 2 ul (50 - 100 ng wektora)
hU6-EGFP_g1 0,5 4l (10 - 50 ng insert)
NEBUuilder Master Mix 2,5 ul 2x stezona

Warunki reakcji czas temperatura

Ligacja 15 min. 50 °C

Schlodzenie: 4°C o

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 “C, przechowywano w -20 °C

Nastgpnie przeprowadzano transformacj¢ bakteryjng uwzgledniajac kontrole w postaci
wyjsciowego wektora, a takze pocigtego wyjSciowego wektora bez insertu. Do transformacji uzyto
innego typu bakterii kompetentnych: NEB Stable Competent E. coli (New England BioLabs, nr.
kat.C3040H), ktore rekomendowane sg do klonowania wektorow lentiwirusowych. Ten typ bakterii
uzywano we wszystkich ostatnich etapach klonowania, gdzie otrzymywano docelowy plazmid ze
wstawionym gRNA, a takze przechowywano w bankach glicerolowych w -80 °C. Postegpowano zgodnie
z wyzej opisanym protokotem transformacji bakteryjnej, ale wprowadzajgc zmiany: szok cieplny w 42
°C wykonano w 30 sek., wytrzgsanie z LB wykonano w 30 °C, a inkubacj¢ szalek z agarem z
antybiotykiem selekcyjnym, ampicyling przeprowadzono w 30 °C przez 24 godz. Nastepnego dnia
wybrano 5 kultur bakteryjnych, z ktorych zaszczepiono hodowle ptynne. Kolejnego dnia wyizolowano
plazmidowe DNA i przeprowadzono trawienie diagnostyczne enzymami restrykcyjnymi EcoRI i
HindllI.

Tab. 11. Podwojne trawienie restrykcyjne enzymamy EcoRI/Hindlll Fast Digest

Bufor Fast Digest EcoRlI Hindll woda Warunki reakcji
pCDH- hU6-EGFP_g1hSYN-DIO-

Cas9-P2A-mCherryNLS

24l 1l 1l 7l 37°C 15 min.
5 l (500 ng) H " K H

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 0,5 % zelu agarozowym w warunkach 120 V, 1

godz. w roztworze TBE. Jako kontrole na zelu puszczono réwniez strawiony w powyzszych warunkach
plazmid wyj$ciowy bez wstawki. Na podstawie ponizszego rysunku wybrano pozytywne klony:
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® @ pCDH-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS.ape.ape Digest EcoRi+Hindlll
pCOH-EGFP_g1-hSYN-DIO-Casd-P2A-mCherryNLS apa.ape

Siza sital sitag

a308 EcoRI 2732 EcoRi B107 1 2
3424 Hindlll 5344 Hindlll 311 . .
1344 Hinadill 1448 EcoRl 2792

B3 Hindlll B113 Himadlll B34

584 Hinglil B64 Himdlll 1448
553 Hinglll 311 Himdlil B64
12 EcoRl 8101 Hindlll 8113

Ryc. 19 Trawienie plazmidu pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (1) oraz pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS (2) enzymami EcoRI i HindIIl wraz z zaznaczonym na czerwono prazkiem, ktory pozwala w tatwy sposob
odréznié, czy wyselekcjowany klon jest pozytywny.

Wybrane pozytywne DNA plazmidowe zsekwencjonowano, namnozono i wyizolowano
zestawem Plasmid Midi AX, a nastegpnie uzyto w kolejnym etapie.

3.2.2.3. Klonowanie molekularne plentiCRISPR-hUG-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-
P2A-mCherryNLS oraz pCDH-hUG6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS

W tym kroku otrzymano:
plentiCRISPR-hUG6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS
pCDH-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

do ktérego w jednej rundzie klonowania mozna wstawi¢ kazdy zsyntetyzowany gRNA.
Bezszwowe wstawianie dowolnej sekwencji oligonukleotydow bazuje na wykorzystaniu enzymow
restrykcyjnych typu IIS, tnacych DNA w §cicle okre$lonej odlegtosci od rozpoznawanej sekwencji
DNA (Ryc. 20).

W wyjsciowym plazmidzie wykorzystywano enzym typu IS BsmBI (Esp3l), natomiast w
nowym plazmidzie CRISPR-DIO nie byto to mozliwe ze wzgledu na wiele miejsc cigcia dla tego
enzymu. Dlatego zaprojektowano nowe miejsce cigcia dla enzymu restrykcyjnego typu IIS, Aarl.
Dodatkowo do sekwencji wprowadzono miejsce ciecia diagnostycznego Mscl, ktéry jest dobrym
znacznikiem, czy doszto do usunigcia fragmentu Aarl-filler-Aarl podczas trawienia i wstawienia
sekwencji gRNA. W oryginalnym plazmidzie, zamiast miejsca diagnostycznego Mscl znajdowat si¢
fragment wypatniajacy o wielkosci okoto 1800 bp.
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GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAATTT

TACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAA

GACTGTAAACACAAAGAT
AATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTG
TGCARAGGACGAAACACCGGAGACGE (=1 800bp) TACGTCTCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTARAATAAG
GCTAGTCCGTTATCARCTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTT

Esp3l Esp3l
‘:::;i{g;gf;'f};"’h"s"m AAICACCGIGAGACGG— (*1800bp) -TA CGTCTCTLTT TTAG
Cas9-P2A-mCherryNLS TTGT GC—F CTCTGCC- (*1800bp) —AT] GCAGAGACAAAlMC
Aarl Mscl Aarl

Wersia zaprojeltowana AALACC_GATCGCAGGTGGATGGCCAGACAC’CTGCAGCTSTTTTAG
Ao hSYNDIO Cactr TTGTGG]CTAGCGTCCACCTACCGGTCTGTGGACGTCGACAAAIATC

P2A-mCherryNLS

20 nt guide
[ . 1
Schemat jak nalezy AR CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN = GTTTTAG
projektowac gRNA TTGTGG CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA ATC

Ryc. 20. Schemat systemu oparartego na enzymach typu IS do bezszwowego wstawiania dowolnej sekwencji
oligonukleotydow, ktore stworza prawidtowo dziatajacy sgRNA.

Aby otrzyma¢ tak zaprojektowang wstawke Aarl-filler-Aarl wraz z jego promotorem hU6
zdecydowano si¢ jako pierwsze zmodyfikowaé miejsce wklonowania gRNA w plazmidzie
wyjéciowym, Cre-niezaleznym (krok 1), a nastepnie amplifikowaé miejsce hU6-Aarl-filler-Aarl (krok
2) i przenies¢ do docelowego wektora CRISPR-DIO (krok 3). Dodatkowo pozawala to na mozliwosé
wykonania takiej samej procedury klonowania w obu plazmidach, co ulatwia kolejne kroki
doswiadczenia, gdzie wektor Cre-niezalezny jest uzywany jako pozytywna kontrola.

Wykonano kolejne kroki:

1. Wklonowanie Aarl-filler-Aarl do plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS
2. Amplifikacja miejsca hU6-Aarl-filler-Aarl
3. Wklonowanie hU6-Aarl-filler-Aarl do pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

Wektor plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS strawiono przy pomocy enzymu
restrykcyjnego BsmBI (Esp3l) (Thermo Scientific, nr. kat. FD0454).

Tab. 12. Trawienie restrykcyjne enzymem BsmBI (Esp3I) Fast Digest

. Bufor Fast Digest BsmBlI woda Warunki reakcji
plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2 A-
mCherryNLS
2ul 1pl 12 pl 37 °C 2 godz.
5ul (1,5 pg)

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 0,5 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE z MIDORI Green. Jako kontrolg uzyto niestrawiony, kolisty plazmidowy DNA
wektora wyjsciowego. Zlinearyzowany plazmid, ktéry po rozdziale elektroforetycznym znajduje sie
powyzej niepocigtego plazmidu wycieto i wyizolowano zestawem Monarch DNA Gel Extraction Kit.
Zmierzono stezenie, DNA przechowywano na lodzie.
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W tym samym czasie wykonano hybrydyzacje oligonukleotydow, ktore buduja wstawke Aarl-
filler-Aarl. Wykorzystano do tego zaprojektowane sekwencje oligonukleotydow:

BsmBI_to_Aarl_for: 5" CACCGATCGCAGGTGGATGGCCAGACACCTGCAGCT
BsmBI_to_Aarl_rev: 5" AAACAGCTGCAGGTGTCTGGCCATCCACCTGCGATC

Tab. 13 Sktadniki mieszaniny reakcyjnej hybrydyzacji oligonukleotydow i warunki reakcji.

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ 10

100 M BsmBI_to_Aarl_for 1

100 M BsmBI_to_Aarl_rev 1

10x T4 bufor do ligacji 14

H,0 7 u

Warunki reakcji czas temperatura
Wstepna denaturacja: 5 min. 95 °C
Hybrydyzacja 0,1 °C/sek. ¥ 95 °C —»25°C
Schlodzenie: 4°C o

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 “C, przechowywano w -20 °C

Nastepnie potaczono otrzymany insert wraz z wektorem w reakcji ligacji przy uzyciu ligazy T4
(Thermo Scientific, nr. kat. 15224017).

Tab. 14 Sktadniki mieszaniny reakcyjnej ligacji T4 i warunki reakcji

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 10
Wektor plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS / BsmBl 7 ul

Insert Aarl-filler-Aarl (rozcierczony 250 razy) 14

10x T4 bufor do ligacji 14

Ligaza T4 (1 U/ul) 14

Warunki reakcji czas temperatura
Ligacja 60 min. pokojowa
Schlodzenie: 4°C o

Krétkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Przeprowadzono transformacje bakteryjna uwzgledniajac kontrolg, sam wektor bez insertu
wykorzystujac bakterie kompetentne NEB Stable Competent E. coli. Nast¢pnego dnia wybrano 5 kultur
bakteryjnych, z ktorych zatozono hodowle ptynne. Kolejnego dnia wyizolowano plazmidowe DNA i
przeprowadzono trawienie diagnostyczne enzymem restrykcyjnym Mscl (Thermo Scientific, nr. kat.
FD1214).

Tab. 15 Trawienie diagnostyczne enzymem Mscl Fast Digest

plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN- Bufor Fast Digest Mscl woda Warunki reakcji
Cas9-P2A-mCherryNLS

37 °C 15 min.

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 0,5 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE z MIDORI Green. Jako kontrolg uzyto strawiony przez enzym restrykcyjny
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Mscl plazmid wyjsciowy plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS. Na podstawie
ponizszego schematu wybrano pozytywne klony.

@ @ |entiCRISPR-UG-Aarl-filler_Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryMLS.gb Digest Mscl
leniCAISPA-UG-Aarl-filer_Aar-hSYN-Casg-P2A-mGherryNLS.gb

Size silel 1 2
5687 LEE] 10286 LEE] 2632 . .
2806 Mscl T480 Mscl 10286 —

2018 Mscl 3481 Mscl 5500

1149 Mscl 5500 Mscl 6649 —
843 Mscl 2632 Mscl 3481 2632 Mscl

831 Mscl 6648 Mscl 7480

3481 Mscl

5500 Mscl

6649 Mscl
7480 Mscl

10286 Mscl

Ryc. 21. Trawienie plazmidu plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS (1) oraz plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-
Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS (2) enzymem Mscl wraz z zaznaczonym na czerwono prazkiem, ktory pozwala w tatwy
sposob odroznié, czy wyselekcjowany klon jest pozytywny.

Wybrane pozytywne DNA plazmidowe zsekwencjonowano i uzyto w kolejnym etapie
klonowania.

Wektor pCDH-hSYN-DiO-Cas9-P2A-mCherryNLS  strawiono przy pomocy enzymu
restrykcyjnego Beul (Spel) (Thermo Scientific, nr. kat. FD1253).

Tab. 16. Trawienie restrykcyjne enzymem Bcul (Spel) Fast Digest

. Bufor Fast Digest Spel woda Warunki reakcji
pCDH-hSYN-DiO-Cas9-P2A-
mCherryNLS
2ul 1pl 12 pl 37 °C 1 godz.
5ul (2 pg)

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1 % zelu agarozowym w warunkach 120 V, 1
godz. w roztworze TBE z MIDORI Green. Jako kontrole uzyto niestrawiony, kolisty plazmidowy DNA
wektora wyj$ciowego. Zlinearyzowany plazmid, ktéry po rozdziale elektroforetycznym znajduje sie
powyzej zamknietego plazmidu wycigto i wyizolowano zestawem Monarch DNA Gel Extraction Kit
wedlug opisu z sekcji 3.2.2.1. Zmierzono st¢zenie, DNA przechowywano na lodzie.

W tym samym czasie, aby uzyskaé¢ sekwencje hU6-Aarl-filler-Aarl wykonano amplifikacje
sekwencji otrzymanego w poprzednim kroku plazmidu plentiCRISPR-hUG6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-
Cas9-P2A-mCherryNLS. Do reakcji uzyto starterow zaprojektowanych w celu przeprowadzenia ligacji
opartej na NEBuilder:

u6_for: TTTTATCGATACTAGGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAG
trRNA_rev: CACTTGCACTACTAGTTCAAAAAAGCACCGACTCGGTG

Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase zgodnie z zaleceniami producenta.
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Tab. 17. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej polimerazy Phusion i warunki reakcji PCR

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ 50 stezenie koncowe
10 uM U6_for 2,5 ul 0.5 uM
10 uM trRNA_rev 2,5 ul 0.5 uM
5X Phusion HF Bufor 10 ul 1-krotne
10 mM dNTPs I ul 200 uM
matrycowe DNA 0,5 ul 10 ng (plazmid)
Polimeraza Phusion DNA 1 ul 1.0 units/50 ul PCR
H,0 32,5 4
Warunki reakcji PCR czas temperatura
Denaturacja wstepna: 30 sek. 98 °C

10 sek. 98 °C
25 cykli: <||: 20 sek. 61 °C

60 sek. 72 °C
Koncowa elongacja: 5 min. 72 °C
Schiodzenie: 4°C o0

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1,5 % zelu agarozowym w warunkach 120 V, 1
godz. w roztworze TBE. Fragmenty DNA o wielko$ci 446 pz wycigto, wyizolowano z Zelu i zmierzono
stezenie.

Otrzymany linearny wektor oraz insert polgczono razem uzywajagc NEBuilder HiFi Assembly

Master Mix i postepowano zgodnie z zaleceniami producenta, przy zmniejszonej objeto$ci mieszaniny
reakcyjnej.

Tab. 18. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej ligacji metoda Gibson-Assembly (2 fragmenty) i warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 50 pl  stgzenie korncowe (zakres)
pCDH-hU6-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS 1 ul (50 — 100 ng wektora)
hu6-Aarl-filler-Aarl 0,25 ul (10 - 50 ng insert)
NEBuilder Master Mix 2,5 ul 2x stezona

Warunki reakcji czas temperatura

Ligacja : 15 min. 50 °C

Schlodzenie: 4°C o

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Nastgpnie probki umieszczano na lodzie i przeprowadzano transformacj¢ bakteryjna,
uwzgledniajac kontrole, sam wektor bez insertu wykorzystujac bakterie kompetentne NEB Stable
Competent E. coli. Nastepnego dnia wybrano 5 kultur bakteryjnych, z ktorych zatozono hodowle
ptynne. Kolejnego dnia wyizolowano plazmidowe DNA i przeprowadzono trawienie diagnostyczne
enzymem restrykcyjnym Mscl (analogicznie do Tab. 15).

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 0,5 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE z MIDORI Green. Jako kontrole uzyto strawiony przez enzym restrykcyjny
Mscl plazmid wyjsciowy pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS bez wstawki. Na podstawie
ponizszego schematu wybrano pozytywne klony.
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® @ pCDH-hUB-Aarl-filler_Aarl-hSYN-DIO-Cas8-P2A-mCherryNLS.ape Digest Mscl

pCOH-hUB-Aarl-tiller_Aari-nSYN-DIO-Cas9-P2A-mGharryNLS.ape 1 2
Size sital sita2 Mass % .
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Ryc. 22. Trawienie plazmidu pCDH-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (1) oraz pCDH- hU6Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-
Cas9-P2A-mCherryNLS (2) enzymem Mscl wraz z zaznaczonym na czerwono prazkiem, ktory pozwala w latwy sposob
odrozni¢, czy wyselekcjowany klon jest pozytywny.

Wybrane pozytywne DNA plazmidowe zsekwencjonowano i uzyto w kolejnym etapie 3.2.4.

3.2.3.Projekt astrocytarnego plazmidowego wektora CRISPR/Cas9

Korzystajac z posiadanych juz narzedzi oraz przewidujac mozliwo$¢ wykorzystania techniki
CRISPR/Cas9 w celu badania udzialu astrocytow w procesach neurodegeneracyjnych, zaprojektowano
dodatkowo wektor plazmidowy kierujacy ekspresje CRISRP/Cas9 do astrocytow dzigki specyficznemu
promotorowi GFAP. Wektor ten zostal zaprojektowany w sposob, aby zawierat w sobie wszystkie
niezbg¢dne kodujace fragmenty DNA:

e clementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego konstruktu
ekspresyjnego z genomowym DNA

e guide RNA (gRNA) pod promotorem hU6

e (Cas9 wraz z bialkiem fluorescencyjnym mCherryNLS, pod promotorem astrocytarnym — kwasnym
biatkiem wldkienkowym, GFAP (ang. Glial Fibrillary Acidic Protein).

Aby wklonowa¢ nowy promotor wykonano nastepujace kroki (opisane w kolejnym
podrozdziale): amplifikacje nowego promotora hGFAP z innego plazmidu, strawienie plazmidu
wyjsciowego i amplikonu, a nastepnie ligacja obu sekwencji.

Aby otrzyma¢ promotor hGFAP wykonano amplifikacje danej sekwencji na matrycy plazmidu
pCDH-hGFAP-MSC-T2A-EGFP (GFAP: 681 pz). Do reakcji uzyto dwoch zaprojektowanych
specjalnie starterow, aby do sekwencji promotora GFAP doda¢ miejsca cigcia EcoRl/Xbal:

hGFAP_For CCTGAATTCAACATATCCTGGTG
hGFAP_Rev TATCTAGAGCGAGCAGCGGA

Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase, zgodnie z zaleceniami producenta.

Tab. 19. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej polimerazy Phusion oraz warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 50 stezenie koncowe
10 uM hGFAP_for 2,5 ul 0.5 uM

10 uM hGFAP_rev 2,5 ul 0.5 uM

5X Phusion HF Bufor 10 ul 1-krotne

10 mM dNTPs 1 ul 200 uM

matrycowe DNA 0,5 ul 20 ng (plazmid)
Polimeraza Phusion DNA 1 ul 1.0 units/50 ul PCR
H0 32,5

53



Warunki reakcji PCR czas temperatura

Denaturacja wstgpna: 30 sek. 98 °C
10 sek. 98 °C
25 cyKkli: { 20 sek. 61 °C
60 sek. 72 °C
Koncowa elongacja: 5 min. 72 °C
Schlodzenie: 4°C oo

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR w 1 % zelu agarozowym w
warunkach 120 V, 40 min. w roztworze TBE z MIDORI Green. Fragmenty DNA o wielkosci 698 pz
wycieto, wyizolowano z zelu analogicznie do poprzednio wykonanych procedur i zmierzono stezenie.

Nastepnie  wektor  lentiCRISPR-hUG-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS  oraz
uzyskany amplikon hGFAP strawiono przy pomocy enzyméw restrykcyjnych EcoRI/Xbal (Thermo
Scientific, nr kat. ER0271, ER0681). Warunki reakcji podwojnego trawienia restrykcyjnego ustalono za
pomocg dostepnego kalkulatora on-line na stronie producenta.

Tab. 20. Trawienie restrykcyjne enzymem EcoRI/Xbal

. . Bufor Tango 2x EcoRl Xbal woda Warunki reakcji
pLentiCRISPR-Aarl-filler-Aarl-hSYN-
Cas9-P2A-mCherryNLS

4ul 0,5 ul 1ul 9,5 ul 37 °C 12 godz.

5ul (2 pg)
Bufor Tango 2x EcoRlI Xbal woda Warunki reakcji

hGFAP

4ul 0,5 ul 1ul 9,5 ul 37 °C 12 godz.

5pl (1 ug)

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 1 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE, uwzgledniajac jako kontrole niestrawiony plazmid. Po rozdziale wycigto z
zelu docelowe prazki: amplikon o dlugos$ci 693 pz, a takze linearny wektor o dlugosci 12888 pz,
pozostawiajac usuniety stary promotor hSYN (463 pz) (Ryc. 23).

] [ ] lentiCRISPR- LG -Aard-filler_Aarl-hEYMN-Casf-P24-ml herryNLE. gk Digest EcoRf«Xbal
WNBCAISF R -UB-AA-Sar_AJT-NEYN Casih-FEh mCnarmymLE g
- ~ . e

Sae ) e 0 Masa
TERET ¥kal TSR Ecolt bri) EL —_—
a0y teott| @ Xoml aien a

i 2733 EcoR|
3196 Xbal

Ryc. 23. Schemat cigcia restrykcyjnego plazmidu pLentiCRISPR-Aar-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS enzymami
EcoRI/Xbal.

Potaczono otrzymany insert wraz z wektorem w reakcji ligacji przy uzyciu ligazy T4 w stosunku
1:3:
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Tab. 21. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej ligacji T4 oraz warunki reakcji

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ 10 u
Wektor plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-Aarl-Cas9-P2A-mCherryNLS

/ EcoRI/Xbal (100 ng) 7

Insert hGFAP / EcoRI/Xbal (33 ng) 14

10x T4 bufor do ligacji 14

Ligaza T4 (1 U/ul) 14

Warunki reakcji czas temperatura
Ligacja 60 min. pokojowa
Schlodzenie: 4°C o

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Przeprowadzono transformacj¢ bakteryjng uwzgledniajac kontrolg (wektor bez insertu)
wykorzystujac bakterie kompetentne NEB Stable Competent E. coli. Nast¢gpnego dnia wybrano 5 kultur
bakteryjnych, z ktérych zatozono hodowle ptynne. Kolejnego dnia wyizolowano plazmidowe DNA i
przeprowadzono trawienie diagnostyczne enzymami restrykcyjnymi BamHI/Notl (Thermo Scientific,
nr. kat. ER0055, ER0591).

Tab. 22. Trawienie restrykcyjne (diagnostyczne) enzymami BamHI/Notl

X . Bufor Tango 2x BamHI Notl woda Warunki reakcji
pLentiCRISPR-Aarl-filler-Aarl-

hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS

4l 0,5 pl 1ul 95l 37°C 12 godz.
5 pl (500 ng) s " B i 9

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 0,5 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE z MIDORI Green. Na podstawie ponizszego schematu wybrano pozytywne
klony.

(] @ |entiCRISPR-UG-Aarl-filler_Aarl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS 1.gb Digest BamHi+MNotl

lentiCRISPR-UB-Aari-filler_Aarl-hGFAP-Cas3-PZA-mCherryNLS_1.gb

Siza sital sita2 Mass % 1 . 2 .
7248 BamHI 7813 Notl 1286 53 — —
6az7 Matl 1286 BamHi 7613 a7 N —

Ryc. 24. Trawienie restrykcyjne enzymami BamHI/Notl plazmidu pLentiCRISPR-Aarl-filler-Aarl-Cas9-P2A-mCherryNLS
(1.) oraz pLentiCRISPR-Aarl-filler-Aarl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS (2.). Zaznaczone na czerwono sa prazki, ktore
pozwalaja rozr6zni¢ plazmid z nowym promotorem, od wyjsciowego plazmidu bez promotora.

Material DNA z pozytywnych klonéw wystano do sekwencjonowania w celu potwierdzenia
selekcji pozytywnego plazmidu z nowg sekwencja promotora GFAP.

3.2.4.Projektowanie fragmentu RNA-przewodnika (gRNA) 1 wklonowanie
sekwencji do gotowych plazmidow

Odpowiedni dobor guide RNA jest kluczowym etapem w stworzeniu funkcjonalnego wektora
CRISPR/Cas9. Na potrzeby niniejszego projektu zaplanowano usunigcie biatka TIF-IA lub RPA194,
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aby wywota¢ progresywng degeneracj¢ transdukowanej komorki. Wybrane gRNA wklonowano do
wszystkich 3 wektorow CRISPR/Cas9, a nastgpnie przeprowadzono weryfikacje in vitro, a nastepnie in
Vivo.

Aby zaprojektowaé gRNA, skladajacym si¢ z okoto 20 nukleotydow, trzeba wybraé¢ odpowiedni
egzon kodujacy z danego genu oraz sekwencje wraz z miejscem PAM, ktora bedzie unikalna dla catego
genomu. Standardowa procedura jest wybranie kodujgcego egzonu pierwszego, zaraz po pierwszym
kodonie ATG, aby przesuna¢ ramke odczytu w catej sekwencji genu. Do przetestowania w
eksperymencie wybrano po trzy wersje gRNA z kazdego wybranego egzonu Rrn3 kodujacego biatko
TIF-IA oraz PolRla, sekwencji kodujacej podjednostke A polimerazy I (biatko RPA194), obie
niezbedne dla funkcjonowania polimerazy 1. W obu genach wybrano egzon pierwszy i drugi, w genie
Rrn3 dodatkowo egzon 12 i 13, ze wzgledu na to, ze w mysich mutantach TIF-1AP®"¢™

fragment DNA zawierajacy egzony 12-14 (Yuan et al., 2005).

usuniety zostat

Pierwsze znaleziono odpowiednia sekwencje genu w bazie NCBI gene database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Dla  przykladu, dla genu Rrn3, jest to:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/106298. Sekwencje $ciggnigto w formacie GeneBank (.gb) i
postuzono si¢ programem ApE, aby znalez¢ sekwencje kodujaca dany egzon (CDS, ang. Coding
Sequence). Dla przyktadu, dla mysiego genu Rrn3, pierwszy egzon:

Sekwencja pierwszego egzonu kodujgcego genu Rrn3:

ATGGCGGCCCCGCTGCTTCACACGCGCTTGTCGGGCGATGTGACGGCAGCGGCCTCTGCCACGCTGA
GTGCGTCGCGGACTGG

Sekwencje analizowano on-line przy pomocy platformy CRISPOR http://crispor.tefor.net/,
wybrano referencyjny genom mysi oraz odpowiedni PAM, ktory zalezy od rodzaju uzywanego enzymu
Cas9 (NGG). Z wygenerowanej listy teoretycznych sekwencji (przykltadowo egzon pierwszy genu
Rrn3: http://crispor.tefor.net/crispor.py?batchld=gEavCRD3qRoGTkmCoUEB), ktére mogg tworzy¢
gRNA, opierajac sie na najlepszej specyficznosci oraz jak najmniejszej ilosci ,,0ff targets” wybrano po
minimum dwie sekwencje na dany egzon kodujacy. Dla kazdej sekwencji zaprojektowano parg
starterow, oligonukleotydéw, ktére sa do siebie homologiczne i zawieraja na koncach sekwencje
oligo FOR: 5 CACCG- 20 nt 3’ oraz oligo REV: 5> AAAC- 20 pz -C 3°, kompatybilng do miejsc
trawienia enzymem restrykcyjnym Aarl (Ryc. 20). Wszystkie gotowe sekwencje wraz z
oligonukleotydami zawarto w tabeli (Tab. 39).

Aby wklonowa¢ wybrang sekwencje gRNA do wektora plentiCRISPR-hUG6-Aarl-filler-Aarl-
hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS, plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-Aarl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS
oraz pCDH-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS  kazdorazowo wykonywano
nastepujacego kroki:

e Strawiono wszystkie plazmidy enzymem restrykcyjnym Aarl i wykonano oczyszczanie DNA
zestawem typu Clean Up DNA, gdzie wycieta wstawka Aarl-filler-Aarl ze wzgledu na niewielka
wielko$¢ nie zostanie osadzona na kolumnie wigzacej DNA.

e Wykonano hybrydyzacj¢ oligonukleotydow wraz z fosforylacja T4 PNK, dobierajac metoda prob i
btedéw optymalne warunki dla tego procesu

e  Wykonano ligacj¢ T4 (dobierajac kilkukrotnie odpowiedni stosunek wektora do insertu, wraz z
testowaniem odpowiedniej ilosci ligazy oraz optymalna dlugoscia procesu ligacji) otrzymujac
plazmidy ze wstawionym gRNA

e W celu selekcji, czy sekwencja gRNA zostala poprawnie wstawiona w miejsce cigcia Aarl
kazdorazowo wykonywano trawienie diagnostyczne enzymem restrykcyjnym Mscl, a nastgpnie
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potwierdzano przez sekwencjonowanie miejsca wstawienia. Ostatecznie otrzymano wszystkie
zakladane wersje plazmidow

Wektor plazmidowy  plentiCRISPR-hUG-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS,
plentiCRISPR-hUG-Aarl-filler-Aarl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS oraz pCDH-hUG-Aarl-filler-Aarl-
hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS strawiono enzymem restrykcyjnym Aarl (Thermo Scientific, nr.
kat. ER1581).

Tab. 23. Trawienie restrykcyjne enzymem Aarl w celu wklonowania gRNA.

10x bufor Aarl 50x TF oligo Aarl Aarl woda Warunki reakcji
CRISPR-hU6-Aarl

2ul 1ul 0,5ul(1U) 0,5 ul 37 °C 12 godz.
5ul (2 ng)

Po catonocnym trawieniu restrykcyjnym opierajac si¢ na poprzednich probach, zamiast rozdziatu
na zelu wykonano doczyszczanie plazmidu zestawem Monarch PCR & DNA Clean Up Kit (New
England BioLabs, nr. kat. T1030S). Wycieta wstawka Aarl-filler-Aarl jest bardzo krotka sekwencja,
ktérg nie da si¢ odzyska¢ z izolacji, dlatego oczyszczanie DNA metodg clean-up jest rozwigzaniem
bardziej wydajnym, niz odzysk DNA z zelu po rozdziale elektroforetycznym. Postepowano zgodnie z
zaleceniami producenta dodatkowo wprowadzajac modyfikacje: na etapie elucji uzyto ogrzanego do 70
°C roztworu EB (ang. Elution Buffer), a takze kolumny inkubowano 5 min. w 70 °C.

W tym samym czasie wykonano hybrydyzacje oligonukleotydow, ktére budujag gRNA.

Wykorzystano do tego zaprojektowane sekwencje oligonukleotydow oraz wykonano fosforylacje
uzywajac do tego enzymu T4 PNK (Thermo Scientific, nr. kat. EK0031).

Tab. 24. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej taczenia oligonukleotydow z fosforylacja oraz warunki reakcji

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 10

100 xM guide_1 14

100 uM guide_1_REV 14

10x T4 bufor do ligacji 14

T4 PNK 0,5 4

H,0 7u

Warunki reakcji czas temperatura
Fosforylacja 30 min. 37 °C
Wstepna denaturacja: 5 min. 95 °C
Hybrydyzacja 0,1 °C/sek. ¥ 95 °C —»25 °C
Schiodzenie: 4°C oo

Krétkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Potaczono otrzymany insert wraz z wektorem w reakcji ligacji przy uzyciu ligazy T4.

Tab. 25 Sktadniki mieszaniny reakcyjnej ligacji T4 oraz warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ 10 4
Wektor CRISPR / Aarl 74
Insert gRNA (rozcienczony 250 razy) 14
10x T4 bufor do ligacji 14
Ligaza T4 14

57



Warunki reakcji czas temperatura
Ligacja 60 min. pokojowa
Schtodzenie: 4°C oo

Przeprowadzono transformacj¢ bakteryjna uwzgledniajac kontrolg, sam wektor bez insertu
wykorzystujac bakterie kompetentne NEB Stable Competent E. coli. Nastgpnego dnia wybrano 5 kultur
bakteryjnych, z ktorych zatozono hodowle ptynne. Wydajnos¢ reakcji moze byé ograniczona przez
niepelne cigcie enzymem Aarl, co réwniez widoczne jest na ptytce kontrolnej, w ktorej tez obecne sa
kolonie niestrawionego plazmidu. Kolejnego dnia wyizolowano plazmidowe DNA i przeprowadzono
trawienie diagnostyczne enzymem restrykcyjnym Mscl.

Przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny w 0,5 % zelu agarozowym w warunkach 110 V, 1
godz. w roztworze TBE z MIDORI Green. Jako kontrolg uzyto strawiony przez enzym restrykcyjny
Mscl plazmid wyjsciowy plentiCRISPR-hUG-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS  lub
pCDH-hU6G-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS. Na podstawie ponizszego schematu

wybrano pozytywne klony.

@ @ H pCDH-hU6-gTiIF12v1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS.ape Digest Mscl

H pGOH-hUB-gTIF12v1-nSYN-DIO-Case-P2A-mCharryNLS.ape

Siza site1 sita2 Mass %o l 2 3 4
7605 MsCl B136 Mscl 3662 . —

2019 Mscl 5662 Mscl 7681 17 ———

1149 Msel 4513 Mscl 5662 10 —
831 Mscl 3682 Mscl 4513 7

455 Mscl 7681 Mscl 8136 4

i

I 3682 Mscl
—4513 Mscl
—5662 Mscl

8758 Ve
'|

Ryc. 25. Trawienie diagnostyczne plazmidu (po kolei od lewej za markerem): pCDH-gRNA-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS (1), pCDH-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (2), plentiCRISPR-hU6-gRNA-hSYN-
Cas9-P2A-mCherryNLS (3), plentiCRISPR-hUG-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS (4) enzymem Mscl

Wybrane pozytywne DNA plazmidowe zsekwencjonowano, namnozono i wyizolowano
zestawem Plasmid Midi AX, a nastgpnie uzyto w kolejnych etapach, opisanych w rozdziatach 3.2.6
oraz 3.3.1.

3.2.5.Hodowla HEK293T

Komorki linii HEK293T (ang. Human Embryonic Kidney 293 Cells) sa to komoérki wywodzace
si¢ z embrionalnych ludzkich komorek nerki, i wykazujace eskpresje duzego antygenu SV40 T. Jest to
jedna z najpopularniejszych linii komoérkowych wykorzystywana w wielu dziedzinach nauki. Komorki
te uzywano w celu wykorzystania ich do produkcji wektoréw lentiwirusowych, a takze do werytfikacja
dziatania plazmidow. Hodowle adherentnych komodrek prowadzono w butelkach o objetosci 75 ml
(TPP, nr kat. 90076) i utrzymywano w inkubatorze (RSBiotech Galaxy S) w temperaturze 37° C,
atmosferze 5 % CO; oraz wilgotnosci powietrza na poziomie 95 %. Do hodowli uzywano pozywke
Advanced DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Gibco, nr kat. 12491023), z
podwyzszona zawarto$cia glukozy (4500 mg/L) i uzupetnionej do 5 % (v/v) ptodowa surowica bydleca
FBS (ang. Fetal Bovine Serum, Gibco, nr kat. 10500064), 1 % (v/v) roztworem Glutamax (Gibco, nr
kat. 35050061) oraz 1 % (v/v) roztworem antybiotyku penicyliny ze streptomycyna (100 U/ml, Gibco,
nr kat. 15140148). Warunki pracy z komorkami byly sterylne, w komorze laminarnej (ESCO Class I
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BSC), po odpowiednim oczyszczeniu powierzchni 70 % alkoholem oraz 15 minutowa sterylizacja
lampg UV. Pasaz prowadzono, kiedy komorki osiggnelty 90 % konfluencji wykorzystujac do tego
sterylny PBS bez zawartosci jonow (ang. Phosphate-Buffered Saline, Gibco, nr kat. 20012027) oraz
rozcienczong w PBS 0,005 % trypsyne z EDTA (Gibco, nr kat. R001100). Czgs¢ komorek, na
poczatkowym etapie hodowli bankowano (zachowywano zamrozone komorki do wykorzystania w
pdzniejszym czasie) w zawiesinie FBS z DMSO (Sigma, nr kat. D2650) i utrzymywano w oparach
cieklego azotu.

3.2.6.Transfekcja plazmidem ekspresyjnym

Komorki HEK293T pasazowano na ptytki 96 dotkowe (TPP, nr kat. Z707902), a na nastepny
dzien, kiedy osiagnety konfluencje 70 % wykonywano transfekcj¢ plazmidem ekspresyjnym. W tym
celu przygotowywano roztwor DNA w pozywce Opti-MEM (Gibco, nr. kat. 11058021) o docelowym
stezeniu 1 pg/ul wraz z PEI (ang. Poly(ehyteleimine) Solution, 1 mg/ml, Sigma-Aldrich, nr Kat.
764965-1G). Wspolczynnik R, oznaczajacy stosunek pl PEI do pg DNA wynosit 4. Roztwor
wytrza$nigto i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 min., a nastgpnie delikatnie dodano do
odpowiednich dotkdéw na plytce. Po 24 godz. sprawdzano poziom transfekcji przez obserwacje biatek
fluorescencyjnych.

3.3. Produkcja i weryfikacja skutecznosci dzialania wektorow lentiwirusowych
(LV)

Decyzja o wdrozeniu samodzielnej produkcji podyktowana byta konieczno$cig przygotowania
wielu wektorow testowych w niewielkich ilo$ciach oraz pozniej, produkcja duzej ilosci wektorow do
podan in vivo. Dostosowanie wydajnej produkcji lentiwirusow wymagalo wielu prob i analizy
porownawczej, ale przyniosto wymierne ocz¢dnosci finansowe i czasowe. W produkcji uzyto systemu
trzeciej generacji zapewniajacego wysoki poziom bezpieczenstwa.

3.3.1.Hodowla komorek oraz transfekcja plazmidami pakujacymi i plazmidem
transferowym

Kazdorazowo do wyprodukowania objegtosci 150 pl wektoréw lentiwirusowych (LV)
wykorzystywano 6 butelek HEK293T (o niskim stopniu pasazowania), ktore pierwszego dnia
procedury pasazowano na 18 szalek o $rednicy 10 “cm (TPP, nr. kat. 93100) otrzymujac okoto 1,1 x 10°
komoérek na szalce. Komoérki na szalkach hodowano w specjalnym medium: pozywka Advanced
DMEM, z obnizong ilo$cig do 3 % (v/v) FBS, 1 % (v/v) roztworem Glutamax, 25 mM HEPES (Gibco,
nr. kat. 15630056) oraz antybiotykiem Normocyna (100 pg/ml, Invivogen, nr kat. 15140148).
Nastgpnego dnia, po osiggnigciu przez komoérki minimum 75 % konfluencji wykonano transfekcje
plazmidami pakujacymi oraz plazmidem transferowym. W tym celu przygotowano zawiesing DNA
plazmidowego w pozywce Opti-MEM, wykorzystujac plazmid transferowy oraz plazmidy pakujace 3
generacji. Lentiwektor transferowy zawiera elementy odpowiedzialne za pakowanie, , stabilng
integracje wirusowego konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA i ekspresje sekwencji
docelowego genu. Wektory pakujace dostarczaja wszystkich biatek niezbednych do stworzenia
czasteczki wirusa oraz transkrypcji i pakowania kopii RNA konstruktu ekspresyjnego w
rekombinowane czgstki wirusowe.
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Tab. 26. Produkcja lentiwirusow plazmidami pakujacymi IIT generacji

Wektor Ilo$¢ (ug) na l szallkc; Wielkos¢ plazmidu Funkcja
(na 10 ml pozywki) (Kb)
. 4 12 Koduje sekwencjg, ktora ma zosta¢ zapakowana w
Plazmid transferowy Lo
lentiwirusie
2 8.8 Koduje HIV-1/GAG/POL
pMDLg/pRRE
2 4.2 Koduje HIV-1-REV (biatko regulatorowe)
pRSV/REV

2 5.8 Koduje glikoproteing VSV (biatka otoczki wirusa)

pMD2.G

Mieszaning DNA wymieszano z roztworem poliethylenoiminy (PEI) w stosunku 1:4, czyli na
jedng szalke uzyto 40 ul PEI (1 ug/ul). Roztwor wytrzaénigto i inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 10 min., a nastepnie delikatnie dodano do kazdej szalki. Komoérki przechowywano w inkubatorze
w temperaturze 37° C, atmosferze 5 % CO; przez 72 godz. i przechodzono do procedury izolacji
lentiwirusow.

3.3.2.1zolacja wektoréw lentiwirusowych (LV)

72 godz. po transfekcji pozywke znad komorek, ktéra zawiera wyprodukowane czgsteczki
lentiwirusa w sterylnych warunkach zebrano do falkonéw o pojemnosci 50 ml i zwirowano przez 5
min. w 300 g w celu oczyszczenia. Martwe komorki oraz czeSci komorkowe, ktore sie odkleity od dna
szalek w tym etapie tworzg pelet na dnie falkona. Nastepnie supernatant przefiltrowano filtrem 0,45 um
(Millipore, nr. kat. X338.1) i przelano do oczyszczonych i wysterylizowanych wielorazowych kolb
ultrawirowkowych (Beckman, nr. kat. 355618). Kolby zakrecono, a nastepnie zwazono i roztozono w
rotorze (Beckman 50.2Ti), aby zachowa¢ rownowage. Zawiesing wirowano przez 1,5 godz. w 120000 g
w ultrawirowce (Beckman). Po tym czasie przeniesiono kolby wirdéwkowe pod sterylny laminar i
usuni¢to nadsgcz. Resztki pozywki starannie usunigto z kolby i pozostawiono do lekkiego wysuszenia
przez 2 — 3 min. Widoczne biate, niewielkie pelety sktadajace si¢ z wiruséw zawieszono w DPBS (ang.
Dulbecco’s PBS, Gibco, nr. kat. 14200075), otrzymujac w sumie w 150 ul zawiesiny z LV z jednej tury
izolacji z wyjsciowej ilosci 18 szalek komorek o srednicy 10 ¢cm. Nastepnie LV rozporcjowano na
lodzie po 11 ul do sterylnych probowek typu Eppendorf i przechowywano w -80° C. Ze wzgledu na
duza wrazliwo$¢ lentiwirusOw na zmiany temperatury, wektory po jednokrotnym rozmrozeniu nie byty
zamrazane ponownie.

3.3.3.0kreslenie miana wektorow lentiwirusowych (LV)

Aby zmierzy¢ ilo$¢ czasteczek lentiwirusow otrzymanych podczas izolacji metoda
ultrawirowania postuzono si¢ testem Elisa (MyBioSource nr. kat. 168055). Dotki w tym te$cie pokryte
sa przeciwcialami anty-HIV-1 p24, ktére wigza biatko p24 obecne w testowanej probcee (biatko b24 jest
glownym sktadnikiem wirusow typu HIV-1). Postuzono si¢ zatagczonym protokotem uzywajac czytnika
spektrofotometrycznego (BioTek Synergy MXx), aby zmierzy¢ substrat otrzymany po reakcji
enzymatycznej streptawidyny-HRP. Wyniki naniesiono na standardowa krzywa biatka p24 i wyliczono
ilo$¢ czasteczek w roztworach.

Niestety test ELISA-p24 moze zafalszowaé rzeczywiste wyniki, poniewaz niefunkcjonalne
czasteczki wirusa (puste, bez sekwencji ekspresyjnej lub fragmenty wirusa ktory ulegl zniszczeniu)
rowniez moga si¢ dotaczy¢ do przeciwciata uzytego w tescie. Aby oszacowac¢ funkcjonalne stezenie
izolowanych plazmidow i dobra¢ odpowiednig objetos¢, jaka nalezy transdukowac neurony in vitro i in
vivo wykonano probng transdukcje neurondéw rozcienczonymi wirusami (titracja). W tym celu
pierwotna hodowle neuronéow korowych (opis hodowli 3.4.1) infekowano mieszankami odpowiednio
rozcienczonych w PBS wektoréw wirusowych. Kazde warunki eksperymentalne powtérzono 2-krotnie.
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Zainfekowane komorki inkubowano przez 7 dni do czasu dalszej analizy (procedura
immunofluorescencji opisana w podrozdziale 3.4.4). Nastepnie korzystajac z faktu, ze liczba czgsteczek
wirusa ktora transdukuje kazdg komorke jest opisywana przez rozktad Poissona, obliczono MOI (ang.
Multiplicity of Infection; mnogos¢ infekcji) czyli stosunek liczby dodanych czasteczek wirusa do liczby
komorek na dotku, a nastgpnie obliczono liczbe czgsteczek wirusa zdolnych do transdukcji, ktora
znajduje si¢ w 1 ml zawiesiny wirusa.

MOI = —InX
X — czgs¢ komorek niezainfekowana wirusem
K96 x MOI
TU/ml = T

K96 — liczba komorek na dotku ptytki 96-dotkowej
TU/ml — jednostki transdukujace (ang. Transduction Units) w 1ml zawiesiny wirusa
LV — objetos¢ dodanego wirusa [ml]

Kazdorazowo po izolacji lentiwirusow sprawdzano dang parti¢ infekujac neurony w hodowli
pierwotnej.

3.4. Walidacja dzialania funkcjonalnego wektora in vitro

Stworzony w ramach pracy doktorskiej system Cre-zaleznej eskpresji Cas9, jest pierwszym
takim systemem przeznaczonym do pracy z neuronami w ktorym wszystkie elementy systemu CRISPR
— zaréwno Cas9 jak i sgRNA zawierajg si¢ w jednym wektorze. Poniewaz konstrukt ten ma duzo
potencjalnych przysztych zastosowan, dzigki tatwoSci w przygotowaniu docelowego wektora
(wklonowanie wybranego gRNA, rozdziat 3.2.4) waznym aspektem tego eksperymentu byla jego
walidacja na hodowlach in vitro. W tym celu zaplanowano seri¢ eksperymentdow z wektorem
kontrolnym, ktory dzieki wstawionemu gRNA, ktory wycisza eskpresje biatka fluorescencyjnego EGFP
W obrazowy sposob pokaze dziatanie konstruktu. Eksperymenty polegaly na podaniu wirusa, ktory
wywota ekspresjc EGFP oraz CRE w neuronach, a nast¢pnie podanie wirusa CRISPR-DIiO
wyciszajgcego ekspresje EGFP. Wektor CRISPR-DiO, ktéry ma na celu usunigcie biatka TIF-1A lub
RPA194 i wywolanie $mierci zainfekowanej komorki byt podawany w drugiej kolejnosci, kiedy
weryfikacja wektora kontrolnego przebiegla pomyslnie. Analogicznie przeprowadzono eksperymenty
na astrocytach. Infekowano komorki lentiwirusami, ktéore wywoluja ekspresje EGFP, a nastepnie
wirusami lenti-CRISPR-GFAP, ktory wycisza EGFP, lub Rrn3 lub Polrla.

3.4.1.Hodowle mysich pierwotnych neuronéw korowych i dopaminowych

Plytki 96- i 384-dotkowe PhenoPlate (PerkinElmer nr. kat. 6055302, 6057302), ktore posiadaja
specjalne dno dostosowane do obrazowania konfokalnego oraz 6-dotkowe (TPP, nr. kat. 92006)
pokrywano niskoczasteczkowa poliornityng (Sigma-Aldrich, nr. kat. P4538) dzienh wcze$niej i
przechowywano do dnia izolacji w 4° C. Przed izolacjg ptytki odptukiwano 3-krotnie sterylng wodg
dejonizowang.

Pierwotne neurony dopaminowe izolowano z ptodéw mysich szczepu C57BL/6N pochodzacych
z hodowli wlasnej Instytutu Farmakologii PAN w 13,5 dniu cigzy. Samic¢ u$Smiercano przez dyslokacje
rdzenia i pobierano ptody na szalk¢ z ochtodzonym roztworem PBS z 1 % BSA (Sigma-Aldrich, nr.
kat. A9418). Na lodzie wyciagnieto ptody z workow owodniowych, nastgpnie za pomoca lupy
doktadnie wyizolowano z nich $rodmézgowie. Tkanke ze wszystkich ptodow zlagczono w jednej
proébowce i za pomoca igly pofragmentowano na mniejsze czesci. Fragmenty tkanki umieszczono w
roztworze trypsyny 0,5 % (MP Biomedicals nr. kat. TRP0004.25) i inkubowano w cieplarce w
temperaturze 37° C przez 20 min. Po tym czasie do roztworu dodano mieszaning enzymu DNA-zy 0
stezeniu 1 ng/ml (Roche nr. kat. 11284932001) z 50 % FBS i HBSS bez jonow (Gibco, nr. kat. 14175-
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095) i mechanicznie rozbijano strawiong tkanke uzywajac pipet¢ 1 ml. Zawiesing komorek zbierano w
falkonie 15 ml. Czynno$¢ powtarzano trzykrotnie, az do uzyskania catkowitego rozbicia tkanek.
Zawiesine zwirowano i zawieszano w pozywce hodowlanej, sktadajacej si¢ z pozywki DMEM/F-12
(Gibco, nr. kat. 21331-020), suplementu N2 (Gibco nr. kat. 17502048), 2 mM L-glutaminy (Gibco, nr.
kat. 25030149), 25 mM buforu HEPES oraz antybiotyku Prymocyny (Invivogen, nr. kat. ant-pm-1).
Czynno$¢ powtorzono trzykrotnie, w celu doktadnego odptlukania komorek. Komoérki naniesiono na
ptytki z komora do zliczania komorek (Bio-Rad nr. kat. 145-0011) i zliczono za pomoca
automatycznego licznika komoérek (Bio-Rad TC20). Komorki wysiewano na wczesniej przygotowane
plytki 384 dotkowe w ilosci 20 tys. na dotek i inkubowano w temperaturze 37° C, atmosferze 5 % CO>
oraz wilgotno$ci powietrza na poziomie 95 %. Po 4 dniach zmieniono 50 % medium na nowe.
Weryfikacje hodowli na obecno$¢ neuronéw dopaminowych weryfikowano podczas barwienia
immunofluorescencyjnego na obecno$¢ hydroksylazy tyrozynowej (Ryc. 26) (opisane w rozdziale
3.4.4)

Hoechst33342 . 4 ’ natozenie

Ryc. 26. Pierwotna hodowla neuronéw dopaminowych w 5 dniu hodowli. Skala 100 um.

Pierwotne neurony korowe izolowano analogicznie jak neurony dopaminowe, ale uzywajac do
tego celu ptodéw mysich z 17-dniowej cigzy. Wyizolowane mézgi ptoddéw, ktére w tym dniu cigzy
wyksztalcajg juz cienkie ko$ci czaszki, umieszczano w szalkach z zimnym HBSS, usuwano btong
naczyniowke i1 oddzielano kor¢ moézgu od innych wewnegtrznych struktur. Wyizolowana tkanke
analogicznie trawiono i zawieszano w pozywce hodowlanej skladajacej si¢ z pozywki Neurobasal
(Gibco, nr. kat. 12349-015), suplementu B-27 (Gibco, nr. kat. 17504044), 1 % (v/v) roztworu Glutamax
i antybiotykiem Prymocyna. Po zliczeniu komérki wysiewano na ptytki 384-dotkowe w ilosci 15 tys.
na dotek, 96 dotkowe w ilosci 60 tys. na dotek lub 6 dotkowe w ilosci 1,2 miliona na dotek. Po 4-5
dniach wymieniano 50 % medium hodowlanego na nowe.

3.4.2.Hodowle mysich pierwotnych astrocytéow

Analogicznie do procedury izolacji neurondéw, przygotowano butelki hodowlane 75cm.
Pierwotne astrocyty izolowano z 2 dniowych oseskéw mysich szczepu C57BL/6N pochodzacych z
hodowli wtasnej. Wykonywano dekapitacje ostrymi nozyczkami, izolowano moézg i wyciagano cate
potkule kory méozgowej, ktore zawieszano w schtodzonym HBSS bez jonow. Na sterylnej szalce i
pracujac pod komorg laminarng pocigto mozgi skalpelem na drobne czesci (Swann-Morton nr kat.
0208). Tkanke zawieszono w trypsynie 1 % (v/v) i inkubowano w cieplarce w temperaturze 37° C przez
15 min. Po tym czasie do roztworu dodano mieszaning enzymu DNA-zy o stezeniu 1 ng/ml i
mechanicznie rozbito przez wceigganie roztworu do pipety serologicznej. Inkubowano 20 min. w 37° C,
z dodatkowymi dwoma przerwami na mechaniczne rozbijanie tkanki. Nastepnie zawiesing komorkowa
przefiltrowano przez sitko 70 um (Falcon, nr kat. 352360) oraz przeptukano 10 ml PBS bez jonow.
Komorki odwirowano (300 g, 10 min.) i zawieszono w cieptym medium hodowlanym sktadajacym sig
z Advanced DMEM uzupelionym 10 % (v/v) HS (konska surowica, Thermofisher Scientist, nr kat.
16050130), 1 % (v/v) roztworem Glutamax i antybiotykiem Prymocyng. Hodowle utrzymywano w
inkubatorze w temperaturze 37° C, atmosferze 5 % CO2 oraz wilgotno$ci powietrza na poziomie 95 %,
zmieniajac medium na $wieze co 2-3 dni. Po okoto 2 — 3 tygodniach komorki pasazowano uzywajac
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trypsyny 0,1 %, poprzedzonej 20 min. inkubacja komorek z przefiltrowanym PBS z dodatkiem 1 mM
EDTA. Komorki wysiewano po 10 tys. na dotek, na wczesniej pokryte poli-ornityng plytki 384-
dotkowe. Po 2 dniach inkubacji zmieniono medium na medium hodowlane z dodatkiem 2,5 uM
arabinozydu cytozyny (Arag, Sigma-Aldrich, nr kat. C1768-100 mg) w celu zahamowania dalszego
wzrostu komorek i usunigcia progenitorow, ktory uniemozliwitby oceng ilosciowa komodrek na ptytce.
Po kolejnych 2 dniach zmieniano medium na hodowlane.

3.4.3.Transdukcja komérek in vitro

W celach transdukcji neuronéw uzywano 2-dniowa hodowl¢ neuronalng dopaminowa lub
korowa. W zaleznosci od eksperymentu uzywano nastepujgce neuronalne lentiwirusy w roéznych
kombinacjach:

e LV-pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre

W celu uzyskania ekspresji biatka fluorescencyjnego GFP oraz Cre w neuronach (Ryc. 27).

a. pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre

R @ Cre site-specific recombinase
SV promoter) R rep_origin) |CDS (primer_bind

Ryc. 27. Schemat plazmidu pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre; LTR, gag, RRE, Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za
pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA,; rep_origin — miejsce
poczatku replikacji DNA; polyA signal — sygnal poliadenylacji; T2A - samorozcinajacy tag; enhanced GFP -
fluorescencyjnych znacznik EGFP; Cre-site specific recombinase — rekombinaza Cre

e LV-CRISPR-hU6-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS
e LV-pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

W celu uzyskania ekspresji CRISPR i Cas9 i ekspresji gRNA, w tym przypadku celowanego w
usunigcie biatka fluorescencyjnego GFP.

e LV-CRISPR-hUG-TIF-IA_g-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS
e LV-CRISPR-hU6-PolR1a_g-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS
e LV-pCDH-hUB-TIF-1A_g-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS
e LV-pCDH-hU6-PolR1a_g-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

W celu uzyskania ekspresji CRISPR i Cas9 i ekspresji gRNA (rézne wersje gRNA, Tab. 39)
), ktore usuwa biatko TIF-1A lub Polrla, powodujac zahamowanie syntezy rRNA i w efekcie smier¢

komorki na drodze apoptozy zaleznej od biatka p53 (Yuan et al., 2005) (Ryc. 28).
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a. pLentiCRISPR-hU6-gRNA-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS

[CPPT)
(CHV_immearly_promoter: & || s
b. pCDH-hU6-gRNA-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS
Env
@!" lox2722)
(loxP) o= | | (ColE? origin
(lox2722) ‘ /LacZ alpha)

Ryc. 28. Schemat plazmidow (a.) pLenti-CRISPR-hU6-gRNA-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS; (b.) pCDH-hU6-gRNA-
hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS. HIV-1 5 LTR, HIV-1_3 LTR, HIV-1psi_pack, gag, RRE, Env, cPPT - elementy
odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracj¢ wirusowego konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA;
AmMpR - gen opornosci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling; f1_origin / ColEL_origin — miejsce poczatku replikacji DNA;
LacO — lac operon Schemat plazmidu ekspresyjnego plentiCRISPR-hU6-gRNA-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS HIV-
1 5 LTR, HIV-1_3_LTR, HIV-1psi_pack, gag, RRE, Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za pakowanie, stabilng integracje¢
wirusowego Konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA; Amp - gen opornosci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling;
gRNA - gRNA pod ludzkim promotrem U6 (hU6_promoter); hSyn — promotor ludzkiej synapsyny; SpCas9 — endonukleaza
Cas9; 1ox2722 / loxP — miejsca flankujace lox; mCherry — znacznik fluorescencyjny mCherry; FLAG — znacznik tag; P2A —
samorozcinajacy tag; c-Myc NLS — sewkencja lokalizacji jadrowe;j, kieruje do lokalizacji jadrowej biatko mCherry; WPRE -
posttranskrypcyjny element regulacyjny; bGH_PA_terminator / SV40_PA terminator — sekwencje zakanczajace ekspresj¢
biatka; fl origin — miejsce poczatku replikacji DNA; sh_ble — gen oporno$ci na bleomycyne; ColE1_origin — miejsce
poczatku replikacji DNA; LacO — lac operon

W celu transdukcji komorek astrocytarnych uzywano 5-dniowych komorek, po 1 pasazu. W
zaleznosci od eksperymentu uzywano nastepujace astrocytarne lentiwirusy:

e LV-pCDH-hGFAP-MCS-T2A-EGFP

W celu uzyskania ekspresji biatka fluorescencyjnego GFP w astrocytach (Ryc. 29)
a. pCDH-hGFAP-MCS-T2A-EGFP

Ryc. 29. Schemat plazmidu pCDH-hGFAP-MCS-T2A-EGFP. HIV-1 5 LTR, HIV-1_3 LTR, HIV-1psi_pack, gag, RRE,
Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego konstruktu ekspresyjnego z
genomowym DNA; AmpR - gen oporno$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling; f1_origin / ColE1_origin — miejsce poczatku
replikacji DNA,; LacO — lac operon; T2A — samorozcinajacy tag; EGFP — fluorescencyjnych znacznik EGFP

e LV-CRISPR-hU6-EGFP_g1-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS
W celu uzyskania ekspresji CRISPR, Cas9 i gRNA usuwajacego GFP.

e LV-CRISPR-hU6-TIF-1A_g- hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS
e LV-CRISPR-hU6-PolR1a_g- hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS
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W celu uzyskania ekspresji CRISPR i Cas9 i ekspresji gRNA (rozne wersje gRNA, Tab. 39)
(Ryc. 30).

a. pLentiCRISPR-hU6-gRNA-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS

(BGH_PA_terminator)
truncHIV-1_3_LTR
WPRE
93g c-Myc NLS ish_ble
HIV-1_psl_pack cPPT, (UG _prormoter, (mCherry) ) —
HIV-L5 R By (GRRA P2A SVA0_promoter T M13_pUC_rev_primer
CMV_immearly_promoter RRE ‘ ‘ (hGFAP promoter) FLAG f1_origin fac_promoter AmpR_promoter,

«o o EEEHD)=DE) spcaso B i Amp

Ryc. 30. Schemat plazmidu plentiCRISPR-hU6-gRNA-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS HIV-1 5 LTR, HIV-1_3 LTR, HIV-
1psi_pack, gag, RRE, Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za pakowanie, stabilng integracj¢ wirusowego konstruktu
ekspresyjnego z genomowym DNA; Amp - gen oporno$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling; gRNA - gRNA pod ludzkim
promotrem U6 (hU6_promoter); hGFAP_promoter — promotor astrocytarny; SpCas9 — endonukleaza Cas9; mCherry —
znacznik fluorescencyjny mCherry; FLAG — znacznik tag; P2A — samorozcinajacy tag; c-Myc NLS — kieruje do lokalizacji
jadrowej biatko mCherry; WPRE - posttranskrypcyjny element regulacyjny; bGH_PA_terminator / SV40_PA_terminator —
sekwencje zakanczajace ekspresje biatka; fl origin — miejsce poczatku replikacji DNA; sh ble — gen opornosci na
bleomycyne

Wirusy wyjmowano z zamrazalnika i przenoszono na lodzie pod sterylny laminar. Po zmianie
potowy pozywki hodowlanej na §wiezag wykonywano infekcje komorek wirusami uzywajac 0,5 pl na
ptytke 384-dotkowa, 1 ul na ptytke 96-dotkowa i 11 ul na ptytke 6-dotkows. Po 10 dniach inkubacji
przystepowano do kolejnych etapow eksperymentow.

3.4.4.Barwienia immunofluorescencyjne neuronéw i astrocytéw in vitro

Komorki wysiane na ptytkach utrwalano w 4 % paraformaldehydzie (PFA, Sigma-Aldrich nr.
kat. 158127) w temperaturze pokojowej. Po 15 min. inkubacji przeptukano komérki dwukrotnie PBS i
wykonano 20-minutowg permeabilizacje detergentem niejonowym PBST, tj. 0,2 % roztworem Triton
X-100 w PBS (MP Biomedicals, nr. kat. 807426). Nastepnie zmieniono roztwor na blokujacy, 5 % NPS
(ang. Normal Pig Serum), tj. roztwér surowicy $winskiej w PBST (Sigma nr. kat. S-4000). Po 1 godz.
rozpoczeto inkubacje z odpowiednimi przeciwciatami I-rzgdowymi, ktorg prowadzono w 4° C do
nastgpnego dnia (Tab. 31). W przypadku barwien podwojnych i potrojnych przeciwciata pochodzity z
innych gatunkéw zwierzat.

Nastgpnego dnia procedury, komorki odptukano trzykrotnie PBS i inkubowano przez 1 godz. w
temperaturze pokojowej z odpowiednimi przeciwciatami fluorescencyjnymi Il rzedowym zawieszonym
w PBS (Tab. 32). Po inkubacji komorki odptukano trzykrotnie PBS i inkubowano przez 10 minut w
PBS z barwnikiem Hoechst 33342 (Thermo Scientific nr kat. 62249) o stezeniu 1 uM. Barwnik ten
pozwala na zobrazowanie jader komorkowych, w $wietle ultrafioletowym. Nastepnie komorki
odptukano dwukrotnie i pozostawiono w PBS, przechowujac w lodowce, w 4° C, chronigc od $wiatla.
W przeciagu 2 tygodni od procedury barwienia wykonywano zdjecia preparatow.

3.4.5.0brazowanie i zliczanie komérek po transdukcji

Przedstawione w pracy zdjecia mikroskopowe hodowli in vitro zostaly wykonane z uzyciem
mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 WLL oraz mikroskopu fluorescencyjnego Leica Thunder
DMI8. Do analizy obrazu zastosowano program FIJI ImageJ (wersja 2.1.0/1.53¢c). Komoérki TH, Neun,
GFAP, mCherry i GFP pozytywne zliczano manualnie na catej powierzchni ptytek 384-dotkowych, lub
na wybranym losowo z dotka kwadracie.
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3.4.6.1zolacja RNA z neuronéw in vitro

Pierwotne neurony korowe wysiane na plytke 6-dotkowa, w 10 dniu po transdukcji przeznaczono
na analize¢ RNA. Plytke przenoszono na 16d pod sterylnym laminarem, usuwano pozywke hodowlang i
w celu lizy komérkowej zalewano 400 pl roztworu Fenozol Plus (A&A Biotechnology, nr. kat. 203-
100P), a nastepnie jednorazowymi skrobaczkami zdrapano komorki. Zawiesing przenoszono do
probowek typu eppendorf i izolowano RNA zestawem do izolacji Total RNA Mini Plus (A&A nr. kat.
036-100) postepujac zgodnie z zaleceniami producenta. Otrzymywano 30 ul wyizolowanego RNA,
zawieszonego w wodzie wolnej od RNAz (DEPC H20).

3.4.7.Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT) i reakcja PCR w czasie rzeczywistym
(Real-Time PCR)

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z uzyciem High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystem, nr kat. 4368814). Do syntezy cDNA na matrycy RNA uzyto
1000 ng RNA dla kazdej probki. Mieszaning reakcyjng przygotowano wedtug wskazan producenta i
przeprowadzono przy standardowych parametrach.

Tab. 27. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej reakcji odwrotnej transkrypcji i warunki reakcji

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé 20

RNA (1000 ng) 10 4

25X dNTP (po 100 mM) 0,8 ul

10x RT Random Primers 2 ul

10x RT bufor 2.4

Inhibitor RNAz 14

MultiScribe RT 14

H,0 3.2 4

Warunki reakcji PCR czas temperatura
10 min. 25 °C
120 min. 37 °C
5 min. 85 °C

Schiodzenie: 4°C o0

Krétkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) prowadzono z uzyciem sond TagMan
(Applied Biosystems, GFP: Mr03989638 mr, Hprtl: Mm03024075 _ml) oraz TagMan Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems, nr kat. 4369542), post¢pujac zgodnie z zalaczonym
protokotem. cDNA oraz mieszaning reakcyjng naniesiono na ptytki MicroAmp Fast Optical 96-Well
(Applied Biosystem, nr. kat. 4346906), zaklejono folig ochronng MicroAmp Optical Adhesive Film
(Applied Biosystem, nr. kat. 4311971) oraz krotko zwirowano. Reakcje przeprowadzono w urzadzeniu
Quant Studio (Applied Biosystem).

Tab. 28. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej PCR w czasie rzeczywistym i warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé na I reakcje (10 )
Sonda TagMan (20x) 0,5 ul

PCRMaster Mix 54l

H.0 1,54

cDNA (100 ng) 3u
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Warunki reakcji rt-PCR czas temperatura

Aktywacja enzymow: 20 sek. 95 °C
1 sek. 95 °C
40 cykli: 20 sek. 60 °C

Badania wzglgdnego poziomu ekspresji migdzy probkami badanymi, a kontrolnymi dokonano w
oparciu o metode AACt. Wyniki ekspresji dla badanego genu byly normalizowane wzgledem genu
reporterowego Hprtl. Wykonano 3 techniczne powtdrzenia. Do kazdej z reakcji uzyto 100 ng matrycy
cDNA.

3.5. Operacje stereotaktyczne i podania wektora lentiwirusowego (LV)

Przed przystgpieniem do operacji zostalo przygotowane miejsce pracy poprzez wyczyszczenie i
nalozenie jednorazowych flizelinowych powierzchni na blaty oraz sterylizacje wszystkich narzedzi
chirurgicznych w temperaturze 120 °C. Myszy byly adoptowane (tzw. handling) przez kilka dni
poprzedzajacych operacje. Przed operacja myszy otrzymywaly seri¢ iniekcji lekami (Tab. 29). W stan
glebokiej narkozy zwierzeta wprowadzane byly dootrzewnowym zastrzykiem z roztworem ketaminy
(Ketamina 100 mg/ml, Biowet) i wodorotlenku medetomidyny (Sedator 1 mg/ml, Eurovet Animal
Health BV). Spiace i znieczulone myszy dostawaly podskérne zastrzyki o silnym dziataniu
analgetycznym, zabezpieczajacym zwierze w trakcie zabiegu (opioid: butorfanol winianu, Torphadine
10 mg/ml, Dechra), oraz wiele godzin po jego zakonczeniu (lek z grupy NLPZ: Meloksykam 5 mg/ml,
Boehringer Ingelheim). Podskornie zwierzeta otrzymaty ostonowo antybiotyk (enrotrofloksacyna,
Enroflobiox 5 % 50 mg/ml, Vetoquinol). W miejscu operacji podskornie zostal podany roztwor
lignokainy (ang. Lignocainum Hydrochloricum WZF 2 %, Polfa) w celu znieczulenia miejscowego.

Tab. 29. Spis lekow uzywanych do operacji stereotaktycznej myszy

i Sposob podania Dawka
Srodek
. Dootrzewnowo rozpuszczone w sterylnej 37,5 mg/kg
Ketamina [ . .
. soli fizjologicznej 0,5 mg/kg
Medetomidyna
i i Podskornie w miejscu cigcia 5 mg/kg
Lignocaina
podskornie 5 mg/kg
Enrotrofloksacyna
dskorni 5 mg/k
Meloksykam podsiorme ¢
dskorni 0.4 mg/ki
Butorfanol podskornie g9
odskornie 1.5 mg/ki
Atipamezol P v

Po upewnieniu sig, ze zwierzg jest gleboko znieczulone (brak odruchow dotykowych, brak
odruchu rogéwkowego, rownomierny i spokojny oddech), usuwano sier§¢ ze skoéry czaszki migdzy
uszami i umieszczano je na macie grzewczej w aparacie stereotaktycznym (Stoelting, nr kat. 51730D)
unieruchamiajgc gtowe specjalnymi bolcami. Skor¢ glowy przemywano jodyna i 70 % etanolem. Galki
oczne zostaly zabezpieczone przed wyschnieciem kroplami do oczu w zelu Lubrithal. Poprzez nacigcie
skory odstonigto grzbietowa czgs¢ czaszki i oczyszczono powierzchnig kosci z opony twardej poprzez
potarcia patyczkami higienicznymi. Ustalono punkty przecigcia si¢ szwOw na czaszce |
wypoziomowano glowe i ustalono miejsce do nawiercenia otwordw opierajac si¢ na dostepnej
literaturze i na podstawie wspotrzednych z atlasu mozgu. Poniewaz u réznych szczepéw myszy
koordynaty moga si¢ nieznacznie r6zni¢, na podstawie probnych iniekcji u myszy z hodowli wilasnej
ustalono nastgpujace koordynaty do iniekcji do miejsca sinawego, gdzie podawane byty lentiwirusy
powodujace mutacje w neuronach:
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e - 5,45 w plaszczyznie przod/tyt (A/P)
e -0,9/+0,9 wptaszczyznie lewo/prawo (L)
e - 3,8 w plaszczyznie brzusznej/grzbietowej (D/V)

Wektory LV (spis uzytych wektor6w w podaniu domézgowym Tab. 30), ktore przechowywane
byly na lodzie nabierano do sterylnej mikrostrzykawki Neuros (Stoelting-Hamilton, nr kat. 53496)
poprzez iglte o rozmiarze 33 ga. tepo zakonczong (Stoelting-Hamilton, nr kat. 53437) przy uzyciu
pompy iniekcyjnej (Stoelting, nr kat. 53311). Igte wprowadzano do mozgu na odpowiednig glebokosé,
odczekano 3 min. w celu ulozenia si¢ naruszonych tkanek i zawartos¢ 2 upl lentiwirusa powoli
wypuszczano do struktury mézgu (400 nl/min.). Po zakonczonym podaniu odczekano dodatkowe 5
min. i powoli wysuwano igte i strzykawke do gory. Procedure powtdrzono po drugiej stronie mozgu.
Podczas iniekcji wirusa zwierzetom podano podskérnie 1 ml soli fizjologicznej. Bezposrednio po
operacji skora czaszki zostata zaszyta i podano dootrzewnowo zastrzyk odwracajacy dziatanie
wodorotlenku medetomidyny, chlorowodorek atipamezolu (Atipam 5 mg/ml, Eurovet Animal Health
BV). Zwierzeta umieszczano w klatce na ptycie grzewczej, a po wybudzeniu si¢ przenoszono do klatki
domowej. Po zabiegu zwierzeta przechodzity okres rekonwalescencji, gdzie sg pod statym nadzorem i
w razie potrzeby otrzymuja $rodki przeciwbolowe i przeciwzapalne. Stan myszy po operacji ustalany
byl na podstawie obserwacji swobodnego zachowania w klatce domowej, np. zdolnosci budowania
gniazda, monitorowanie wagi oraz oznak bolu.

Tab. 30. Lista uzytych lentiwirusow w operacjach stereotaktycznych

1 Wirus kontrolny do probnych operacji, ekspresja GFP w neuronach. LVV-pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre
Lentiwirus CRISPR, Cre-niezalezny, ekspresja mCherry w neuronach. LVV-CRISPR-hU6-TIF1vl_g-hSYN-Cas9-P2A-
Ustalenie koordynatow miejsca sinawego. mCherryNLS
3 Lentiwirus CRISPR-DIO, ekspresja mCherry w neuronach. LVV-CRISPR-hU6-gRNA-hSYN-DiO-Cas9-P2 A-
Testowane rézne gRNA, podane pojedynczo lub mieszaninie dwoch mCherryNLS
roéznych LVV z réznymi gRNA. gRNA1 gRNA 2
Po operacjach zwierzgta przechodzity testy behawioralne, a pobrane TIE-1A 1v1 )
tkanki z mézgu byty procesowane na dalszych etapach. _
TIF-1A 1v2
TIF-1A 1v2
TIF-1A 1vl
TIF-IA 12v1 ’
TIF-IA 12v3 ’
TIF-1A 12v3
TIF-1A 12v1
TIF-1A 13vl
Polrla 1vl

3.6. Testy behawioralne

Testy behawioralne miaty na celu zbadanie wptywu mutacji na ogélny fenotyp zwierzat, ze
szczegblnym zwrdéceniem uwagi na aspekty motoryczne. W zaleznosci od postawnionego celu
badawczego przeprowadzono testy w roznych interwatach czasowych:

e co | miesigc od podania wektora lentiwirusowego (wywotania mutacji) — dla wstepnej selekcji i
wyboru najefektywniejszej sekwencji gRNA,;

e w4 oraz 6 miesiecu od podania wektora lentiwirusowego i indukcji mutacji — przy zasadniczych
eksperymentach, majacych na celu zbadanie wplywu postepujacej neurodegeneracji w miejsu
sinawym na zachowanie zwierzat (wyniki przedstawione w niniejszej pracy).
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3.6.1.Test otwartego pola (OFT)

Test otwartego pola (ang. Open Field Test, OFT) wykonano w celu zbadania spontanicznej
ruchliwo$ci zwierzat. Zwierze umieszczane bylo na okres 30 min. w jasno o$wietlonej biatej klatce
(400 lux) o powierzchni podtogi o wymiarach 40 x 40 cm. Zachowanie zwierzat byto rejestrowane
przez kamere wideo a nastepnie analizowane przy uzyciu systemu Noldus EthoVision. W nagraniach
analizowano przebyty dystans jako miara zachowania eksploracyjnego oraz czas spedzony w centralnej
czesci klatki jako miara zachowan lekowych. Po zakonczeniu czynno$ci zwierzgta wrocity do swoich
klatek domowych.

3.6.2.Test preta obrotowego — test Rotarod

Test wykonano w celu zbadania sposobu koordynacji ruchu zwierzat. Pierwszego dnia testu
zostal wykonany jednorazowy trening, podczas ktorego zwierzeta przez czas 5 min. uczg sie
przemieszczaé na ruszajacym si¢ wale. Po zakonczeniu czynno$ci zwierzgta wrocity do swoich klatek
domowych. Nastgpnego dnia wykonano eksperyment. Zwierzeta zostaly umieszczone na okraglym,
krecacym si¢ wale ze stalg predkoscig 6 rpm (obroty na minute) na 5 min, a nastgpnie obroty preta
zostaly przyspieszone do 40 rpm w czasie 5 minut. Zanotowano czas, do jakiego mysz byla w stanie
utrzymaé si¢ na obracajacym si¢ precie, co bylo wyznacznikiem koordynacji motorycznej. Po
zakonczeniu czynnosci zwierzgta wrocity do swoich klatek domowych.

3.6.3.Test statystycznych pretow

Alternatywny test wykonany celem zbadania sposobu koordynacji ruchu zwierzat (test
komplementarny to testu Rotarod, trudniejszy i bardziej czasochtonny do przeprowadzenia jednak
uwazany za bardziej czuly dla wykrycia ew. nieprawidlowosci motorycznych u zwierzat). Test
statycznych pretow (ang. Static Rods Test) zostal wykonany po kilkurazowym, szybkim treningu
polegajacym na przyzwyczajeniu myszy do nowego srodowiska. W tym te$cie wykorzystuje si¢ seri¢
pieciu pretow drewnianych o dlugosci 6° ¢cm i malejacych Srednicach (pret 1 — 27 mm; pret 2 — 21 mm;
pret 3 — 15 mm; pret 4 — 11 mm; pret 5 — 8 mm), z ktorych kazdy prostopadle przykrecony jest jednym
koncem do belki nosnej. Urzadzenie znajduje si¢ minimum 25 cm nad migkka powierzchnig (lignina na
podtozu), aby mysz nie byla zachgcona do skoku z preta. Podczas treningu, myszy luzno
przemieszczaly si¢ po pretach, a nastepnie zostaty zachecone popchnigciem dioni operatora do wejscia
na koniec preta. W trakcie testu, mysz umieszczono na precie, 2 cm od dystalnego konca, odwrdocona
tylem do belki no$nej. Zarejestrowano czas odwrdcenia si¢ myszy o 180° w kierunku stalego konca
preta, a nastepnie czas przej$cia do belki nosnej. Te czynno$¢ powtarzano na kolejnych pretach od
najwickszej $rednicy, ktora byla najlatwiejsza do przejscia, do coraz mniejszej. Maksymalny czas
testowania dla kazdego preta to 3 minuty. Po zakonczeniu czynno$ci zwierzeta wrocity do swoich
klatek domowych.

3.6.4.Test podniesionego labiryntu krzyzowego (EPM)

Test podniesionego labiryntu krzyzowego (ang. Elevated Plus Maze, EPM) wykonano celem
zbadania zachowan lgkowych zwierzat. Pleksiglasowy labirynt krzyzowy zostal podniesiony do
wysokos$ci 50 cm i sktadat si¢ z dwoch ramion otwartych (35 x 5 cm) i dwdch ramion zamknigtych (35
x 5 x 15 cm), umieszczonych prostopadle do siebie z centralnej platformy (5 x 5 cm). Eksperymenty
zostaly przeprowadzone w o$wietleniu o niskiej intensywno$ci. Zwierz¢ zostalo umieszczone w
centralnej cze¢$ci labiryntu, przodem do otwartego ramienia. Czas pomiaru eksperymentu dla kazdego
zwierzecia wynosit 5 minut i zostal zarejestrowany kamera przy pomocy systemu Noldus Etho Vision.
Ze wzgledu na problemy programu z automatycznag rejestracja przekroczenia 4 lapami myszy w
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roznych korytarzach zostaty wprowadzone r¢cznie korekcje. Zmierzono parametry okres§lajace poziom
Igku u zwierzat: % wejs¢ do otwartych ramion i czas spedzony w otwartych ramionach.

3.6.5.Test jasnego/ciemnego pudelka (LDB)

Test wykonano celem zbadania zachowan lekowych zwierzat. Test jasnego/ciemnego pudetka
(ang. Light-Dark Box, LDB) wykorzystuje fakt preferencji gryzoni do ciemnych przestrzeni i unikania
jasno o$wietlonych, otwartych, co nasila si¢ pod wyptywem leku. Myszy umieszczano pojedynczo na
srodku ciemnego ramienia tylem do przejscia taczacego oba przedziaty pudetka, tzw. kompartmenty, o
wymiarach 18 x 16 x 20 cm: jasne (biata podtoga i $ciany, natezenie o$wictlenia: 400 luksow) z
ciemnym (czarna podiloga i Sciany, 50 lukséw). Przez 5 min. mierzono czas spedzany w jasnym i
ciemnym kompartmencie, opoznienie (tzw. latencje) W wejsciu do jasnego kompartmentu oraz liczbe
przejs¢ miedzy obiema czesciami (przekroczenie wszystkimi tapami granicy migedzy jasnym a ciemnym
kompartmentem).

3.6.6.Test zawieszenia za ogon (TST)

Test wykonano celem zweryfikowania potencjalnych zachowan depresyjnych u zwierzat, w
zwigzku z uszkodzeniem przekaznictwa noradrenergicznego. Test ten umozliwia pomiar bezradnosci
behawioralnej u gryzoni w sytuacji nieuniknionego stresu, a wydluzenie tzw. czasu bezruchu w
stosunku do zwierzat kontrolnych jest interpretowane jako fenotyp depresyjny. Myszy za pomoca
plastra mocowano pojedynczo za ogon do platformy zawieszonej na wysoko$ci 30 cm nad podtozem.
W czasie 6 minut badania mierzono lgczny czasu trwania wszystkich epizodéw bezruchu, Kiedy
zwierz¢ zaprzestawalo wysitkow w celu uwolnienia si¢ z dyskomfortowej sytuacji. Pomiar byt
prowadzony metodg zautomatyzowang przy uzyciu systemu Noldus EthoVision.

3.6.7.Test preferencji picia roztworu sacharyny

Test wykonano celem zweryfikowania potencjalnych zachowan depresyjnych u zwierzat, w
zwigzku z uszkodzeniem przekaznictwa noradrenergicznego. Zwierzeta o fenotypie depresyjnym nie
réznicuja, w przeciwienstwie do zwierzat normalnych, spozycia wody stodkiej pomimo naturalnej
preferencji do takiego smaku. Test preferencji picia roztworu sacharyny wymagat rozdzielenia zwierzat
do osobnych klatek. Kazda mysz umieszczono w swojej klatce i pozostawiono na 7 dni, aby zwierzeta
przywykty do nowych warunkéw. Po aklimatyzacji zmieniono butelke z wodg na dwa poidetka z
miarka, ktore znajdowaly si¢ w oddzielnych rogach klatki. W jednym poidetku znajdowala si¢ woda, a
w drugim 0,02 % roztwér sacharyny w wodzie. Po 24 godzinach zarejestrowano ubytek cieczy, a
nastgpnie na kolejng dobe zmieniono roztwory stronami, aby wykluczy¢ prawdopodobienstwo
preferencji myszy do picia z jednej strony klatki. Kolejny odczyt wykonano po 48 godzinach.

3.7. Rejestracja zrenicy oka oraz spontanicznej aktywnosci neuronow
dopaminowych w SN/VTA

Pomiary zrenica oka i elektrofizjologiczne wykonywane przez dr Magdaleng Walczak oraz dr
Tomasza Pradela w ramach wspotpracy z Zaktadem Neurobiologii i Chronobiologii, Instytutu Zoologi i
Badan Biomedycznychi, Uniwersytetu Jagiellonskiego, kierowanego przez prof. dr hab. Tomasza
Btlasiaka.

24 zwierzgta (12 zwierzat kontrolnych i 12 zmutowanych, samce) przygotowane zostaly wedlug
poprzednich procedur. Zwierzgtom podano wektor LV do mézgu w 10 tygodniu zycia. Nastepnie przez
5 miesigcy przebywaty w klatkach hodowlanych. Po transporcie do Instytutu Zoologii zwierzeta
przeszty kwarantanng. W 6 miesigcu po podaniach domézgowych LV, zwierzeta zostaly wprowadzone
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do stan glebokiego znieczulenia, poprzez wstrzyknigcie dootrzewnowe uretanu zawieszonego w soli
fizjologicznej (1,5 g / 1000 g masy ciata; Sigma Aldrich). Kontrola znieczulenia byla wykonywana
poprzez sprawdzanie reflekséw ocznych, a w razie konieczno$ci aplikowane byty dodatkowe dawki
srodka znieczulajgcego. Monitorowano i utrzymywano temperaturg ciata na poziomie 37°C za pomoca
automatycznego podgrzewacza (TCP-02, WMT). Zwierzeta byly umieszczane na bolcach usznych w
ramie stereotaktycznej (SF-1450AP; ASI Instruments Inc., Warren, MI). Przez pierwsze 10 min.
trwania operacji wykonywano pomiar zrenicy oczu. W tym celu uzyto kamery (Basler Aca) wraz z
oprogramowaniem automatycznie rejestrujgcym zmiany $rednicy oka. Nastepnie wykonano naciecie na
gorze glowy, usuwajac skore i tkanki w celu odstoniecia koSci czaszki. Wykonano kraniotomig, aby
umozliwi¢ wszczepienie elektrody do elektrokortykogramu (ECoG) i wprowadzenie mikropipety w
obszarze VTA/SN. Wszystkie odstoni¢te powierzchnie mozgu pokryto olejem mineralnym, aby
uniknaé wysychania tkanki.

Procedura rejestracji neuronéw wykonywana byla zgodnie z opisang wczesSniej procedura
(Walczak & Btasiak, 2017) . Rejestracje ECoG przeprowadzono za pomoca srebrnej elektrody kulowej,
umieszczonej nadtwardowkowo nad prawg potkulg, na granicy kory ruchowej i somatosensorycznej.
Rejestracje elektrofizjologiczne prowadzono za pomoca mikropipet wyciagnictych z kapilary szklanej
borokrzemowej. Koniec mikropipety rejestracyjnej umieszczono w obszarze SN/VTA. Otrzymane
Sygnaly zostaly wzmocnione i przefiltrowane pasmem przepustowym za pomocg wzmacniacza
mikroelektrodowego A-M Systems (model 1800; Carlsborg, WA). Sygnaly analogowe zostaty
zdigitalizowane za pomoca interfejsu Micro 1401 mkIl wyposazonego w oprogramowanie spike2 do
przechowywania i dalszej analizy (Cambridge Electronic Design Inc., Cambridge). Po skonczonej
procedurze zwierzeta zostaly usmiercone, a mozgi utrwalone w PFA 4 % w celu znakowania
immunofluorescencyjnego.

3.8. Analizy ex-vivo

Zwierzeta byly uSmiercane poprzez dyslokacje rdzenia kregowego i dekapitacje ostrymi
nozyczkami. Do dalszych badan wykorzystywano albo cale mdzgi, albo izolowane bezposrednio po
dekapitacji struktury. W zaleznoS$ci od przeznaczenia pobrany materiat byt inaczej przetwarzany. Mozgi
myszy z pierwszych operacji stereotaktycznych, ktore miaty na celu dopracowanie procedury i
oszacowanie efektywno$ci wywotanej mutacji, utrwalano w 4 % paraformaldehydzie i cigto na skrawki
na wibratomie (Leica VT1200), ktore nastgpnie barwiono immunofluorescencyjnie z uzyciem
wybranych przeciwcial. Sposob ten pozwala na szybkie wykonanie do$wiadczenia i zobrazowanie
docelowej struktury. Mozgi zwierzat TIF-IAP"®" TIF-JAPATC™E™ oraz 7 whasciwego eksperymentu
TIF-IA-CRISPR®™®  majacego na celu zbadanie efektéw mutacji na poziomie komoérkowym, po
utrwaleniu zatapiano w parafinie, a nastgpnie cieto na skrawki z uzyciem mikrotomu, co pozwala na
uzyskanie lepszego materialu wyjSciowego (grubos¢ skrawka na poziomie 7-8 pM). Skrawki
wykorzystano do barwien immunofluorescencyjnych (IHC/F) i immunohistochemicznych (IHC). Z
pozostatych moézgoéw wyizolowane zostaly docelowe struktury: LC, SN/VTA, hipokamp i prazkowie,
ktore zostaly zamrozone bezposrednio po pobraniu na suchym lodzie i przechowywane w -80 °C do
czasu dalszych analiz (ekspresja RNA, miRNA; HPLC; proteomika). Szczegoty procedur opisano
ponizej.

3.8.1.Analiza immunohistochemiczna i immunofluorescencyjna

Na potrzeby wzmocnienia sygnatu biatek fluorescencyjnych, umiejscowienia komorek
dopaminowych i zlokalizowania LC i SN/VTA wykonano barwienia immunofluorescencyjne oraz
immunohistochemiczne. W procedurze uzywano nast¢pujacych przeciwcial:
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Tab. 31. Spis przeciwcial pierwszorzedowych uzywanych w barwieniach IHC i IHC/F

L pochodzenie rozcienczenie Producent i nr. kat.
Przeciwciato
GEP kurczak 1:2000 Millipore, A10262
anty- krolik 1:500 Millipore, A11122
szczur 1:500 Chromotec, 5f8
anty-mCherry
mysz 1:500 Abcam, AB104224
anty-NeuN
owca 1:1000 Millipore, AB1542
anty-TH
kurczak 1:2000 Millipore, AB5541
anty- GFAP
szczur 1:1000 Abcam, AB283346
anty- Ibal
mysz 1:2000 Millipore, MAB4500
anty-B23 (anty-NPM)
koza 1:200 Millipore, AB5830

anty-8-OHdG

Tab. 32. Spis przeciwciat drugorzgdowych uzywanych w barwieniach

L pochodzenie rozcienczenie Producent i nr. kat.
przeciwciato
X osiot 1:500 Invitrogen, #A21206
Alexa Fluor 488 anty - krélicze IgG
. osiot Invitrogen, #A21202
Alexa Fluor 488 anty - mysie 1gG
mysie Invitrogen, #A11015
Alexa Fluor 488 anty - owcze 1gG
krolicze Invitrogen, #A78948
Alexa Fluor 488 anty - kurczak 1gG
osiot Invitrogen, #A21209
Alexa Fluor 594 anty - szczurze 1gG
. osiot Invitrogen, #A21207
Alexa Fluor 594 anty - krolicze IgG
osiot Invitrogen, #A78951
Alexa Fluor 594 anty - kurczak 1gG
. osiot Invitrogen, #A31571
Alexa Fluor 647 anty - mysie 1gG
osiot Invitrogen, #A78952
Alexa Fluor 647 anty - owcze 1gG
. . osiot 1:5000 Thermo Fisher, A16009
Biotynylowane anty-kozie 1gG
koza 1:5000 Thermo Fisher, 31803

Biotynylowane anty-mysie 1gG

3.8.1.1. Przygotowanie skrawkéw mézgu przy uzyciu wibratomu (skrawki
wolnoplywajace)

Pobrane mozgi umieszczane byty w probowkach 15 ml w 4 % roztworze PFA i przez 48 godz.
delikatnie wyptukiwane na kolysce rotacyjnej w 4 °C. Po tym czasie roztwor zmieniono na 0,4 % PFA i
przechowywano do czasu dalszej procedury. W celu przygotowania skrawkow wybrany mozg zostat
przecigty, odcinajac przodomédzgowie, a nastepnie przyklejony klejem cjanoakrylowym (Superglue) do
podstawki odcieta strong, aby ciecie mozgu odbywato sie od strony mozdzku w przekroju czotowym.
Podstawke z mézgiem umieszczono w wanience wibratomu, ktdra znajduje si¢ na ruchome;j platformie
i zalano PBS. Zautomatyzowana platforma ma mozliwo$¢ poruszania si¢ goéra/dot oraz przod/tyt.
Skrawki z wybranej struktury pocigte zostaty na grubo$¢ 40 um z czgstotliwo$cig pracy ostrza na
poziomie 85 w skali 100 Hz oraz z predko$cig cigcia ok. 1,23 mm/s. Wszystkie skrawki, ktore
reprezentowaly miejsce sinawe lub substancje czarng zbierano za pomoca pedzelka (Citadel Small
Layer Brush, Games Workshop) do osobnych dotkow w ptytce 48-dotkowej (Biologix nr kat. 07-6048)
wypetnionej PBS. Podczas wyboru skrawkow postuzono si¢ opracowanym atlasem moézgu myszy
(Paxinos i Franklin, 2001).
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3.8.1.2. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkow wolnoplywajacych

Wybrane skrawki umieszczono za pomoca pedzelka pojedynczo w nowej ptytce 48-dotkowej i
zalano roztworem PBST. Inkubowano przez 15 min. na wytrzasarce rotacyjnej o niskich obrotach w
temperaturze pokojowej. Nastepnie blokowano niespecyficzne miejsca wigzania przez 30 min. w 5 %
NPS, po czym zmieniono na odpowiednie przeciwciata [-rzedowe (wykaz i stezenia -

Tab. 31) w objetosci 100 ul. W przypadku barwien podwojnych i potrojnych przeciwciata
pochodzity z innych gatunkow zwierzat. Inkubacja z przeciwcialem odbywala si¢ na wytrzasarce, w 4
°C. Nastegpnego dnia zebrano przeciwciata ze skrawkow i przeptukano preparaty roztworem PBST, 3-
krotnie po 10 min. w objetosci 150 ul. Odpowiednie przeciwciata fluorescencyjne I1-rzedowe (Tab. 32)
rozcienczono w PBST i inkubowano z przemywaniem na wytrzasarce przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie odptukano skrawki przez 5 min. w PBST i kolejno 2-krotnie przez 5 min. w PBS.
W celu zamontowania skrawkow na szkietku mikroskopowym (SuperFrost Plus, Thermo Scientific, nr
kat. 631-0848) przygotowano niewielka kuwete wypetniong PBS. Skrawki po kolei umieszczano w
ptynie w kuwecie i zbierano po 4 na jedno szkietko poprzez zanurzenie szkietka do roztworu i
ustawienie skrawku w docelowej pozycji. Szkielka ze skrawkami podsuszano przez 2 min. usuwajgc
nadmiar PBS i nakrapiano medium montujace z barwnikiem jadrowym, Vectashield HardSet Antifade
Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories, nr kat. H-1500-10). Skrawki przykryto szkietkiem
podstawowym (Menzel Glaser, Thermo Scientific, nr kat. B-1220) pilnujac, Zzeby nie byly obecne
babelki powietrza. Gotowe preparaty przechowywano w temperaturze 4 °C bez dostepu Swiatla.

3.8.1.3. Przygotowanie skrawkéow mozgu przy uzyciu mikrotomu (skrawki
zatopione w parafinie)

Pobrane moézgi umieszczane byty w probowkach 15 ml w 4 % roztworze PFA i przez noc
delikatnie wyplukiwane na kotysce rotacyjnej w 4 °C. Nastepnego dnia, w temperaturze pokojowej
wykonywano phlukania dwukrotnie przez 1 godz. w 0,83 % NaCl, jednokrtonie przez 1 godz. w
roztworze 0.83 % NaCl z 95 % etanolem w stosunku 1:1, a kolejno dwukrotnie przez 1 godz. w 70 %
etanolu. Nastepnie zmieniano roztwor na nowy 70 % etanol i zostawiano w lodéwce do czasu kolejnych
etapow. Kolejnego dnia mézgi odptukiwano w roztworach etanolu: jednokrotnie przez 1,5 godz. w 85
% etanolu, 1,5 godz. w 95 % etanolu oraz 1 godz. w 100 % etanolu. Nastgpnie zmieniano roztwor na
nowy 100 % etanol i zostawiano w lodowce do nastepnego dnia. Kolejnym etapem byly ptukania w
ksylenie (Sigma Aldrich, nr kat. 534056), ktore wykonywano pod wyciggiem w szklanych fiolkach i
zanurzenie moézgoéw w bloku parafinowym w stacji do parafinowania (Leica EG1150 H). W tym celu
mozgi odptukiwano dwukrotnie przez 1 godz. w ksylenie, w roztworze ksylenu z parafing w stosunku
1:1 w 60 °C przez 1 godz., a nast¢pnie 3-krotnie przez 1 godz. w parafinie. Uzupetniono plastikowe,
jednorazowe kuwety parafing do Y4 objetosci i pojedynczo umieszczono w nich mozgi, zalewajac od
razu pltynna parafing. Kuwety podpisano i zaznaczono orientacje mozgu. Pozostawiono na bloku
chlodzacym do czasu zastygniecia parafiny, a nastepnie przechowywano w lodowce w 4 °C.

W dniu ciecia skrawkow podgrzano taznie wodng z PBS do 37 °C i uruchomiono
potautomatyczny mikrotom rotacyjny (Leica RM2245). Blok parafinowy orientowano w uchwycie
mikrotomu tak aby ciecie zacza¢ od tylomdzgowia i cigto skrawki o grubosci 7 um z rejonu LC i
SN/VTA. Skrawki parafinowe przenoszono do tazni wodnej, gdzie dzigki cieptu dokonywano ich
rozprostowania i zbierano po 4 skrawki na szkietka mikroskopowe typu SuperFrost Plus. Preparaty
suszono w temperaturze pokojowej przez noc, a nastepnie przechowywano w zamknigtym pudetku.
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3.8.1.4. Barwienia immunohistochemiczne skrawkow zatopionych w parafinie

Wybrane szkietka ze skrawkami parafinowymi poddawane zostaty dwudniowej procedurze w
celu wyznakowania immunohistochemicznego, wykorzystujacego 3’3- diaminobenzydyng DAB
(Sigma-Aldrich, nr kat. D4293-50SET). Wszystkie etapy (poza catonocng inkubacja z przeciwciatem I-
rzgdowym) miaty miejsce w temperaturze pokojowej, a plukania w roztworach ksylenu odbywaty sig¢
pod wyciagiem. Pierwszego dnia przeprowadzono deparafinizacj¢ skrawkow, ktora polegata na serii
ptukan w zmniejszajgcym si¢ stezeniu etanolu (3 x 10 min. w ksylenie, 2 x 5 min. w etanolu 100 %, 2x
5 min. w etanolu 95 %, 2 x 5 min. 2 etanolu 70 %, a nastepnie 1 x 10 min. w PBS) w celu rehydratacji,
czyli przywrocenia nawilzenia tkance. Nastegpnie, aby odkry¢ miejsca wigzania si¢ przeciwcial,
preparaty umieszczono w kuwecie z roztworem Vector Antigen Unmasking Solution, Citrate-Based
(Vector Laboratories, nr kat. H-3300-250) i gotowano 3 min. na najwyzszej mocy kuchenki
mikrofalowej. Po zagotowaniu roztworu moc mikrofalowki zmniejszono do 360 Watt i podgrzewano
kolejne 8 min. Po tym czasie pozwolono na ostygniecie roztworu przez 30 min. w temperaturze
pokojowej. Preparaty przeptukano 4-krotnie woda destylowa, a nast¢pnie 3-krotnie przez 5 min. w
PBS. Nastepnie blokowano endogenng aktywno$¢ peroksydazy poprzez inkubacje¢ skrawkow przez 30
min. w mieszaninie 5 % H,0, w PBS, po czym preparaty ptukano 3-krotnie przez 5 min. roztworem
PBS. Z uzyciem Advanced PAP-Pen (Merck nr kat. Z377821) zaznaczono obszar skrawkow, preparaty
wypoziomowano w kuwecie (komorze wilgotnosciowej) i blokowano niespecyficzne miejsca wigzania
przeciwcial przez inkubacje w 5 % roztworze NPS. Pierwszorzgdowe przeciwciata (

Tab. 31) rozcieniczono w roztworze PBS z dodatkiem 5 % NPS i inkubowano w jego obecnosci
skrawki umieszczajac na noc w 4 °C. Kolejnego dnia preparaty ze skrawkami ptukano 3-krotnie przez
10 min. w PBS, po czym inkubowano skrawki z II-rzedowym biotynylowanym przeciwciatem (Tab.
32), skierowanym przeciwko odpowiednim antygenom rozcienczonym w PBS. Kolejny raz
przeptukano preparaty 3-krotnie przez 10 min. w PBS i inkubowano 30 min. z roztworem kompleksu
awidyna-biotyna sprzezanym z peroksydaza chrzanowg (Vectastain ABC HRP Kit, Vector
Laboratories, nr kat. PK-4000) przygotowanym wedtug zalecen producenta. Po odptukaniu 3-krotnie
przez 10 min w PBS wykonano ostatnig czynnos¢, czyli ekspozycje skrawkow na roztwor DAB. Czas
inkubacji danego eksperymentu byt taki sam. Reakcj¢ blokowano woda z kranu, a nastgpnie Wysuszano
skrawki poprzez ekspozycj¢ preparatow na zwigkszajace si¢ stezenie etanolu, az do ksylenu (1 min. 70
% etanol, 1 min. 95 % etanol, 1 min. 100 % etanol, 5 min. ksylen). Skrawki pokryto medium
montujacym (Sigma Aldrich nr. kat. 06522) na ktore natozono szkietko podstawowe. Utrwalone
preparaty przechowywano w temperaturze pokojowej.

3.8.1.5. Barwienia immunofluorescencyjne skrawkéw zatopionych w parafinie

Pierwsze etapy barwienia immunofluorescencyjnego byly przygotowywane analogicznie jak w
rozdziale 3.8.1.4. Etap deparafinizacji, rehydratacji, odkrywania miejsc antygenowych przeprowadzono
zgodnie z powyzszym protokotem. Po wystudzeniu preparatow po zagotowaniu w mikrofaléwce od
razu przystgpowano do etapu blokowania niespecyficznych miejsc wigzania przeciwciat, ktore po
zaznaczeniu obszaru skrawka markerem immunohistochemicznym (tzw. PAP-pen), wykonywane byto
w 5 % NPS, a nastepnie, analogicznie jak w poprzednim rozdziale przygotowano i inkubowano skrawki
z przeciwciatami I-rzedowymi (Tab. 31), uwzgledniajac inne rozcienczenia przeciwcial wymagane do
barwien immunofluorescencyjnych. Nastgpnego dnia procedury, skrawki odptukano 3-krotnie przez 5
min. w PBS i inkubowano przez 1 godz. w temperaturze pokojowej z odpowiednimi przeciwcialami
fluorescencyjnymi II rzgdowym zawieszonym w PBS (Tab. 32), chronigc preparaty przed $wiattem. Po
uptywie czasu, skrawki odptukano z resztek przeciwciat 3-krotnie przez 5 min. w PBS i inkubowano
przez 10 min. w PBS z barwnikiem jadrowym Hoechst 33342 o stezeniu 1 pM. Nastepnie preparaty
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ptukano 2-krotnie przez 5 min. w PBS i uzywajac medium montujace Prolong Gold Antifade Mountant
(Termo Fisher nr kat. P36934) nakryto szkietkiem podstawowym. Gotowe preparaty przechowywano w
lodéwce, w 4 °C, chronigc od §wiatlta. W przeciagu 2 tygodni od procedury barwienia wykonywano
zdjecia preparatow.

3.8.1.6. Analiza mikroskopowa i zliczanie komérek

Przedstawione w pracy zdjecia mikroskopowe skrawkow mysiego mozgu zostaly wykonane z
uzyciem mikroskopu konfokalnego Leica DM6. Do analizy obrazu zastosowano program FIJI ImageJ
(wersja 2.1.0/1.53c). Komorki TH, mCherry, GFAP, Ibal, B23, 8-OhDG pozytywne zliczano wedtug
opisanych nizej schematow, w zaleznoséci od doswiadczenia:

W przypadku obliczen ilosci komorek TH+, GFAP+, Ibal+ w SN i VTA myszy TIF-IAPPC™
(sekcja wyniki 4.1.2, Ryc. 31) z czeSci mozgowia obejmujacej SN/VTA wybarwiono skrawki co 84 um
przeciwciatem TH, aby uwidoczni¢ neurony dopaminowe wraz z odpowiednimi przeciwciatami
przeciwko astrocytom lub mikroglejowi. Zliczono 3 kolejne skrawki przedstawiajace strukture
SN/VTA, z ktérych srodkowy skrawek reprezentowat ta samg bregme (- 3,1 A/P). Srednia z pomiarow
reprezentowala N = 1. Ibal i GFAP — pozytywne komorki zliczane byly w obrebie struktury, ktorg
wyznaczaty neurony TH — pozytywne.

W przypadku oblicze zmian ekspresji B23 i 8-OHdG w SN/VTA myszy TIF-IAP""°" (sekcja
wyniki 4.1.2, Ryc. 31) z czeSci mdzgowia obejmujacej SN/VTA wybarwiono skrawek odpowiadajacy
bregmie -3,1 A/P. Zliczano pole o powierzchni 400 x 400 um, u kazdego zwierzecia umiejscowione w
tym samym miejscu skrawka.

W przypadku obliczen ilosci komoérek TH+ w SN i VTA myszy TIF-IAPATC®E™ (sekcja wyniki
4.1.3, Ryc. 33) z czesci moézgowia obejmujgcej SN/VTA wybarwiono skrawki co 112 pm
przeciwciatami skierowanymi przeciwko TH, aby uwidoczni¢ neurony dopaminowe. Zliczono 3
kolejne skrawki przedstawiajace struktur¢ SN/VTA, z ktorych srodkowy skrawek reprezentowal ta
samg bregme (- 3,1 A/P).

W przypadku obliczen ilosci komoérek TH+ w miejscu sinawym myszy TIF-IAPATCE™ (sekcja
wyniki 4.1.3, Ryc. 34), z czeSci mozgowia wybarwiono skrawek odpowiadajacy bregmie -5,45 (A/P)
obejmujacy miejsce sinawe, nastepnie wybrano po 3 skrawki co 84 pum w strone przodu oraz tylu
moézgu wzgledem wskazanej bregmy, wybarwiono przeciwciatami skierowanymi przeciwko TH, aby
uwidoczni¢ neurony noradrenergiczne. Z uzyskanych 7 przekrojow przedstawiono zliczenia
odpowiadajace przekrojowi przez LC.

W przypadku weryfikacji miejsca podania wirusa w miejscu sinawym myszy TIF-1A-
CRISPRP™®" (sekcja wyniki 4.2.6.1, Ryc. 52), z czesci mozgowia obejmujacej miejsce sinawe W
szerszym zakresie (-5,88 do —5,02 A/P) wybarwiono skrawki co 80 um przeciwciatami skierowanymi
przeciwko mCherry, aby uwidoczni¢ miejsce podania wirusa.

W przypadku zliczen neurondéw w strukturze LC myszy TIF-IA-CRISPR®™™" i oszacowania
ilosci degenerowanych neuronéw przez wektor CRISPR-DIO (sekcja wyniki 4.3.1.1, Ryc. 53)

z czeSci mozgowia wybarwiono skrawek odpowiadajacy bregmie -5,45 (A/P) obejmujacy
miejsce sinawe, nast¢pnie wybrano po 3 skrawki co 84 um w strone przodu oraz tylu moézgu wzgledem
wskazanej bregmy, wybarwiono przeciwciatami skierowanymi przeciwko TH, aby uwidoczni¢ neurony
noradrenergiczne. Z uzyskanych 7 przekrojow przedstawiono zliczenia odpowiadajace przekrojowi
przez LC.

W przypadku zliczen komork glejowych w strukturze LC (sekcja wyniki 4.3.1.1, Ryc. 55) z
czesci mozgowia odpowiadajacej bregnie -545 (A/P) wybarwiono skrawek przeciwciatami
skierowanymi przeciwko Ibal i GFAP, aby uwidoczni¢ zmiany w stanie zapalnym w analizowanej
strukturze. Komorki zliczano na wybranym skrawku z kazdego osobnika na calej powierzchni
struktury.
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W przypadku zliczen neuronéw w SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPRP®* i sprawdzenia, czy
wystepuje degeneracja neuronéw po podaniach wirusa do LC (sekcja wyniki 4.4.2.1, Ryc. 72), z czgsci
moézgowia odpowiadajacej bregnie -5,45 (A/P) wybarwiono skrawek przeciwciatem przeciwko TH, aby
uwidoczni¢ neurony dopaminowe. Zliczono wszystkie neurony dopaminowe na jednym wybranym
skrawku z kazdego osobnika.

W przypadku zliczen neuronéw w SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPRP*™®™ po analizie zrenicy oka
oraz elektrofizjologii (sekcja wyniki 4.4.2.5, Ryc. 80), z cz¢$ci mézgowia odpowiadajacej bregnie -5,45
(A/P) wybarwiono skrawek przeciwciatem przeciwko TH, aby uwidoczni¢ neurony dopaminowe.
Zliczono wszystkie neurony dopaminowe na jednym wybranym skrawku z kazdego osobnika.

3.8.2.Analiza ekspresji RNA i mikroRNA (miRNA)

W celu analizy ekspresji wybranych mRNA i miRNA wykonano izolacjg RNA z
wyseparowanych struktur mozgu. Hipokamp i LC przygotowano do analizy catosciowego RNA, a
SN/VTA dodatkowo w celu analizy mikro RNA.

3.8.2.1. Izolacja RNA. Reakcja odwrotnej transkrypcji i reakcja PCR w czasie
rzeczywistym

W celu analizy ekspresji mRNA wybranych genéw, wyizolowano cato$ciowe RNA. Tkanke po
zawieszeniu w roztworze fenozolu homogenowano w urzadzeniu TissueLyser II (Qiagen) w obecnoSci
metalowych kulek, a nast¢pnie postgpowano analogicznie do izolacji RNA z neuronéow in vitro,
opisanego w punkcie 3.4.6 uzywajac zestawu do izolacji A&A Total RNA Mini Plus. Produktem
koncowym byto 30 ul RNA zawieszonego w wodzie wolnej od RNaz (DEPC H20). W zaleznos$ci od
uzytej tkanki otrzymywano 2 ug do 10 pg catkowitego RNA. RNA przekazywano do dalszych
procedur, a dlugoterminowo przechowywano w -80 °C.

Do syntezy ¢cDNA na matrycy RNA uzyto 1 ug RNA dla kazdej probki, ktéra przeprowadzono
analogicznie jak w rozdziale 3.4.7. Do reakcji PCR w czasie rzeczywistym, rowniez wykonang
analogicznie do protokotu opisanego w sekcji in vitro, uzyto gotowych sond TagMan (Tab. 33) oraz
zestawu TagMan Gene Expression Master Mix.

Tab. 33. Spis sond TagMan uzytych do reakcji PCR w czasie rzeczywistym w badaniach ex vivo

TagMan Thermo Fisher, nr kat.

#4331182
Hprtl Mm03024075_m1

Slc6a2 Mm00436661_m1
Dbh Mm00460472_m1
Map1b Mm00485261_m1
Th Mm00447557_m1
Nrfl Mm01135606_m1
Sod2 Mm01313000_m1
Gpx1 Mm04207457_g1
Bax Mm00432051_m1
Bcl2 Mm00477631_m1
Itga3 Mm00442910_m1
Aifl Mm00479862_g1

TNFo Mm00443258_m1
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IL-6 Mm00446190_m1
IL-13Mm00434228_m1
1L-10 Mm01288386_m1
Adrala Mm00442668_m1
Adralb Mm00431685_m1
Adrald Mm01328600_m1
Adra2a Mm07295458_s1
Adra2c Mm00431686_s1
Adrbk1l Mm00804778_m1
Adrbk2 Mm02524224_s1
Adrbk3 Mm02601819_g1
miR7 Mm04238251_s1 et
miR34b Mm04238162_s1
miR34c Mm04238161_s1
miR128 Mm04238250_s1

miR155 Mm01716204_m1

Badania wzglgdnego poziomu ekspresji miedzy probkami badanymi, a kontrolnymi dokonano w
oparciu o metode AACt. Wyniki ekspresji dla genéw byty normalizowane wzglgdem genu Hprtl. W
eksperymencie wykorzystano 7 zwierzat i wykonano 2 techniczne powtdrzenia. Do kazdej z reakcji
uzyto 100 ng matrycy cDNA.

3.8.3.Analiza ekspresji miRNA

Izolacje mikro RNA (miRNA) wykonano zestawem miRNeasy Mini (Qiagen, nr kat. 217084)
postgpujac zgodnie z zaleceniami producenta. Tkanke umieszczono w roztworze do lizy i
homogenowano w urzadzeniu TissueLyser II w obecno$ci metalowych kulek. Przeprowadzono
przewidziany w protokole etap ekstrakcji biatka i rozdziat DNA i RNA za pomoca chloroformu.
Zebrang frakcje wodna zawierajaca RNA procesowano dalej na przeznaczonych do tego kolumnach z
wlokna szklanego. Otrzymano 30 pul RNA zawieszonego w wodzie wolnej od RNaz w stezeniu od 35
do 80 ng/pl.

Nastegpnie wykonano eksperyment TagMan Small RNA Assays (ThermoFisher, nr kat. 4427975,
lista uzytych sond TagMan, Tab. 34 przy uzyciu zestawu High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit.

Tab. 34. Lista uzytych sond TagMan Small RNA Assays
TagMan Nr kat

. ThermoFisher, nr kat. 4427975
miR 223, RT007896

miR 153, RT001191

Pierwsze przygotowano osobng mieszaning reakcyjng dla kazdego testu Small TagMan Assay,
wykorzystujac dotaczone do kazdego zestawu inne startery odwrotnej transkrypcji, specyficzne dla
danego mikroRNA. Przeprowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji wedhug ponizszego schematu.
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Tab. 35. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej odwrotnej transkrypcji miRNA Assay i warunki reakcji

Sktadniki mieszaniny reakcyjnej objetos¢ na 1 reakcje (15 ()

100mM dNTP 0,8 u

MultiScribe RT (50 U/d) 1

10x RT bufor 1,54

Inhibitor RNAz 0,19 4

H,0 4,16 4l

RNA (1 -10ng) 5u

5x RT Primer 3 ul

Warunki reakcji odwrotnej transkrypcji czas temperatura
30 min. 16 °C
30 min. 42 °C
5 min. 85 °C

Schiodzenie: 4°C o

Krotkoterminowo utrzymywano temperature 4 °C, przechowywano w -20 °C

Nastepnie przygotowano reakcje PCR w czasie rzeczywistym. W tym celu naniesiono na dotki
na ptytce 96-dotkowej FastStart mieszanine reakcyjna, a nastgpnie dodano matrycg cDNA.

Tab. 36. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej reakcji PCR Small RNA Assay i warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej objetosé na I reakcje (10 )
TagMan Small RNA Assay (20x) 0,5 ul
PCRMaster Mix 54
H,0 3,84 4l
cDNA 0,67 ul
Warunki reakcji rt-PCR czas temperatura
Aktywacja UNG 2 min. 50 °C
Aktywacja enzymow: 20 sek. 95 °C
3 sek. 95 °C
40 cyKkli: 30 sek. 60 °C

Badania wzglednego poziomu ekspresji miedzy prébkami badanymi, a kontrolnymi dokonano w
oparciu o metode AACt. W eksperymencie wykorzystano 7 zwierzat i wykonano 2 techniczne
powtdrzenia.

3.8.4.Analiza  poziomu neurotransmiterow  metoda  wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC)

Pomiary poziomu neurotransmiteréw byly wykonane we wspotpracy z dr Monika Herian w
Zakladzie Farmakologii, Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, kierowanego przez prof. dr
hab. Krystyn¢ Golembiowska.

Stezenia dopaminy (DA) oraz jej metabolity: kwas dihydroksyfenylooctowy (DOPAC), 3-
metoksytyramina (3-MT) oraz kwas homowanilinowy (HVA), noradrenaling (NA) z jej metabolitem
3,4-dwuhydroksyfenyloglikol (MOPEG), serotoning (5-HT) oraz jej produkt rozpadu, kwas 5-
hydroksyindolooctowy (5-HIAA) w tkankach byly mierzone za pomoca wysokoprzepustowej
chromatografii cieczowej z detekcja elektrochemiczng. Analizie poddano 30 zwierzat TIF-1A-
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CRISPRP"™™ " 7 podziatem na samce i samice w 4 i 6 miesiecu po indukcji mutacji. Tkanki hipokampa i
prazkowia byly homogenizowane w 20 Kkrotnej objetosci (v/w) zimnego 0,1 M HCIO4. Homogenaty
byly nastepnie odwirowywane przy 15 000 x g przez 15 min. w temperaturze 4°C. Uzyskany nadsacz
byt filtrowany przez membrang 0,2 pm (Alltech). Otrzymana porcja (5 ul) byla wprowadzana do
systemu HPLC, ktéry zawierat detektor amperometryczny (LC-4C) z komoérka detekcyjng z
przeptywem krzyzowym (BAS, IN, USA), pompe 626 Alltech i kolumne analityczng GOLD Hypersil
(3 um, 100 x 3 mm, Thermo Scientific). Temperatura kolumny byta utrzymywana na poziomie 30 °C.
Zastosowano zewnetrzny standard zawierajacy NA, DA i DOPAC w stezeniach 50 ng/ml oraz HVA w
stezeniu 100 ng/ml. Faza ruchoma skladata si¢ z 0,1 M KH2PO4, 0,5 mM Na2EDTA, 80 mg/l sodu 1-
oktansulfonianu i metanolu (4%), dostrojonego do pH 3,7 za pomoca 85% H3PO4. Przepltyw fazy
ruchomej wynosit 0,6 ml/min. Potencjal elektrody (elektroda weglowa 3 mm) byt ustawiony na
poziomie 0,7 V z czuloscig 5 nA/V. Do zbierania i analizy danych uzywano oprogramowania Chromax
2007 (Pol-Lab).

3.8.5.1zolacja bialka i pomiar stezenia

Ekstrakty biatkowe sporzadzono z SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPR®™® w 6 miesiacu od
przeprowadzonych operacji oraz z myszy TIF-IAP"®"® w 13 tygodniu zycia. W dniu izolacji bialka,
SN/VTA umieszczano w proboéwkach z buforem lizujacym RIPA (Sigma Aldrich, nr kat. R0278) oraz
inhibitorami proteaz i fosfataz (Sigma Aldrich nr kat. P8340, P0044, P5726), a nastepnie rozdrabniano
przy uzyciu metalowych kulek w urzadzeniu TissueLyser Il. Gdy tkanka byta catkowicie rozdrobniona,
homogenaty inkubowano przez 20 min. na lodzie, a nastgpnie wirowano przez 20 min. z predkoscia
12000 x g. Zebrany supernatant rozporcjowywano do nowych probowek i przechowywano w
temperaturze -80 °C.

Oznaczenie st¢zenia biatek w homogenatach wykonywano metodg kolorymetryczng przy uzyciu
zestawu BCA Protein Assay Kit (Bio-Rad, nr kat. 5000201 zgodnie z instrukcjg zalgczona przez
producenta. Pomiar ten opiera si¢ o modyfikacj¢ metody biuretowej, ktora polega na reakcji redukcji
jonéw Cu?* do Cu® w $rodowisku alkalicznym, w ktérej uczestnicza wiazania peptydowe obecne m. in.
w biatkach. Kwas bicynchoninowy (ang. Bicinchonic Acid, BCA) reaguje z jonami miedziowymi
wytwarzajac stabilny kompleks o maksimum absorbancji przy dtugosci fali 562 nm lambda. W celu
wyznaczenia liniowej funkcji zalezno$ci stezenia biatek od warto$ci absorbancji okreslonej za pomoca
czytnika spektrofotometrycznego (BioTek Synergy Mx), sporzadzano krzywa standardowa bedaca
wzrastajacymi stezeniami rozcienczen BSA (Sigma, nr kat. A9418) w buforze do lizy. Wykonano po
dwa rozcienczenia BSA oraz kazdej z oznaczanych prébek.

3.8.6.Immunodetekcja bialek metoda Western Blot

Ekspresje wybranych bialek zaangazowanych w procesy neurodegeneracyjne oznaczono w
SN/VTA samcow myszy myszy TIF-IAP""“™. Elektroforetyczny rozdzial bialek przeprowadzono w
warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) z wykorzystaniem gotowych zeli poliakrylamidowych 4-15 %
Criterion TGX Precast Gels (Bio-Rad, nr. kat. 5671081). Probki przygotowano mieszajaé objetosé
odpowiadajacej 15 ug catkowitego biatka z buforem obcigzajagcym Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad,
nr. kat. 1610737) oraz 2-merkaptoetanolem (Sigma-Aldrich, nr. kat. M3701), a nastepnie poddano je
denaturacji w 95 °C przez 5 min. i schtodzono na lodzie. Jako marker wielkosci biatek zastosowano
PrecisionPlusProtein DualColorStandards (Bio-Rad, nr. kat. 1610394). Rozdziat elektroforetyczny
prowadzono w buforze do elektroforezy (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1 % SDS, pH 8,3) przy
napieciu 90 V przez 30 min., a nastepnie przy napieciu 120 V przez 90 min. Po tym czasie zele
rownowazono w buforze do transferu (48 mM Tris, 39 mM glicyna, 20 % metanol, 1,3 mM SDS, pH
9,2) w 4 °C przez 20 min. Potsuchy elektrotransfer biatek z zelu poliakrylamidowego na 0,2 um
membrang nitrocelulozowa (Bio-Rad, nr. kat. 1620174) prowadzono w aparacie ENDURO Semi-Dry
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Laboratory Blotter (Labnet International) przy napigciu 20 V przez 35 min. Aby oszacowac¢ wydajnosé
transferu, membrany podbarwiono odczynnikiem 1% Ponceau S (Bio-Rad, USA), wycigto poziomo
prazki w taki sposob by moc réwnolegle oznaczaé biatka o réznej masie czasteczkowej. Fragmenty
membran wyplukano w buforze TBS-T (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,1% Tween 20, pH 7,4)
odplukujac odczynnik Ponceau S, nastgpnie blokowano w 5 % mleku odtluszczonym (S.M. Gostyn)
rozpuszczonym w buforze TBS-T, na delikatnie wytrzasajac przez 1 h RT. Inkubacje z odpowiednimi
przeciwciatami pierwszorzedowymi prowadzono wytrzasajac delikatnie w 4 °C przez noc. Nastgpnie
membrany plukano 3-krotnie przez 5-10 min. w buforze TBS-T i inkubowano z przeciwcialem
drugorzgdowym kozim przeciwko przeciwciatom kréliczym IgG skuniugowane z HRP-streptawidyna
(Vector Laboratories, P110001) przez 1 godz. RT. Fragmenty membran przeptukano 3-krotnie przez 10
min. w buforze TBS-T, nastgpnie przez 5 min. inkubowano z odczynnikiem Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad, nr. kat. 1705060). Detekcje sygnatu zmierzono z wykorzystaniem systemu
obrazowania PXi4 i oprogramowania GeneSys (Syngene). Poziom sygnatu oceniano za pomocg analizy
gestosci optycznej otrzymanych punktéw z wykorzystaniem programu Multi Gauge V3.0 (Fujifilm).

Tab. 37. Tab. Lista przeciwcial uzytych w metodzie westnern blot.

L . pochodzenie rozcienczenie Producent i nr. kat.
Przeciwciato wykrywajace:
krolik 1:1000 Enzo Life Sciences, ADI-SPA-860
Kalneksyna
krolik 1:2000 Novus, cat no. NB300-141, 1:5000
GFAP
bal krolik 1:1000 Proteintech, 10904-1-AP
a
ILp krolik 1:500 Abcam, Ab9787
IL-6 krolik 1:500 Proteintech, 21685-1-AP
IL-10 krolik 1:500 Thermo Fisher, PA5-85660

3.8.7.Immunodetekcja bialek przy uzyciu macierzy bialkowej

Metoda powyzsza zastosowano do identyfikacji biatek pro- i przeciwzapalnych w oparciu o
mikromacierz firmy RayBiotech. Tkanki SN/VTA VTA samcoéw myszy myszy TIF-IAP™ " traktowano
zgodnie z protokolem producenta (RayBiotech). Zamdéwione membrany zawieraty 40 wstepnie
naniesionych przeciwciatl przeciwko biatkom wymienionym w tabeli Tab. 38. W skrocie, tkanke
homogenizowano w buforze do lizy komorek dolaczonego do kitu, a stezenie biatka oceniano za
pomoca zestawu BCA Protein Assay Kit opisanego w 3.8.5. Membrany zostaty zablokowane buforem
blokujacym, a nastepnie naniesiono 500 pg biatka z potaczonych probek (4 osobniki spulowane na
jeden test, po 2 testy dla mutantdw TIF-IAP™ i 2 testy dla kontroli typu dzikiego). Po calonocne;
inkubacji z bialkami, testy macierzowe przemyto i inkubowano z biotynylowanym zestawem
przeciwciat drugorzg¢dowych, a nastgpnie inkubowano z kompleksem HRP-streptawidyna. Detekcje
sygnatu zmierzono z wykorzystaniem systemu obrazowania PXi4 i oprogramowania GeneSys
(Syngene). Poziom sygnatu oceniano za pomoca analizy gestos$ci optycznej otrzymanych punktow z
wykorzystaniem programu Multi Gauge V3.0 (Fujifilm).

Tab. 38. Lista przeciwciat naniesionych na membrane macierzy biatkowe;.

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 1 12

POS POS NEG NEG BLANK BLC CD3a0 LIGAND CCL11 oCl24 FAS LIGAND €Xacu G-CSF

A

B GM-CSF IFN-G IL-1A IL-1B -2 I-3 -4 IL-6 -9 IL-10 IL-12 P40/P70 -12 P70
C IL-13 IL-17 I-TAC KC leptin LIX XCLa MCP-1 M-CSF MIG MIP-1A MIP1G

D RANTES SDF TCA-3 TECK TIMP-1 TIMP-2 TNFA STNFRI STNFR2 BLANK BLANK POS
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3.8.8.Analiza proteomiczna z zastosowaniem metod znakowania izotopowego
iTraq

Przygotowanie materialu przeprowadzono we wlasnym zakresie. Wykonanie analiz
proteomicznych zlecono Srodowiskowemu Laboratorium Proteomiki i Spektrofotometrii Mas Instytutu
Farmakologii PAN im. Jerzego Maja. Otrzymane, surowe dane byly nastgpnie przedmiotem analiz
wiasnych prowadzonych juz w ramach niniejszej pracy.

Analizie poddano 16 zwierzat TIF-IA-CRISPRP®*® 7 podziatem na samce i samice. Ustalono
reprezentatywng mape¢ proteomu przy uzyciu spektrometru masowego ultrafleXtreme (Bruker
Daltonics) metoda LC-MALDI z zastosowaniem metod znakowania izotopowego iTrag.

Zidentyfikowane biatka analizowano w dwoch grupach samic i osobno samcow. W programie
Perseus wygenerowano volcano plot z analizg statystyczng. Przy dalszej analizie bialek uwzgledniono
tylko te, ktore okazaly sie istotnie statystycznie (p < 0,05) réznicujace od kontroli. Klasyfikacji biatek
ze wzgledu na ich funkcje dokonano korzystajac z ogdlnodostepnego narze¢dzia na stronie Www.string-
db.org, ktore dostarcza informacji na temat funkcji i wzajemnych interakcji biatek, dzigki znajomosci
kodujacych je gendéw. Nastepnie, wprowadzono liste bialek wraz parametrami okreslajacymi czy
wskazane biatko zwigksza ilo§¢, czy maleje w grupie eksperymentalnej, okreslono organizm objety
badaniem (mysz domowa, Mus musculus), i zinterpretowacno liste grup biatek pod katem ontologii
gendow, GO (ang. Gene Ontology), ktore opisuje sposob funkcjonowania komoérek — wihadciwosei ich
gendw i procesow W kontekscie komorkowym.

3.8.9.Badanie kolcow dendrytycznych

Aby zobrazowa¢ kolce dendrytyczne barwieniem metodg Golgiego zostal uzyty zestaww FD
Rapid Golgi Stain (FD Neuro Technologies, nr. Kat. PK401A), zgodnie z protokotem producenta
zawartym w zestawie. W skrocie, mozgi zwierzat (3 mutanty TIF-IA-CRISPRP™™ " oraz 3 kontrole)
bezpos$rednio po pobraniu zanurzono w roztworze do utrwalania, sporzadzonym przez zmieszanie
rownych objetosci roztwordw A i B. Roztwor zmieniono po 24 godz. i przechowywano przez 16 dni w
ciemno$ci. Po tym czasie mozgi przeniesiono do roztworu C, przechowywano w temperaturze
pokojowej w ciemnosci przez 1 tydzien, a nastgpnie pocigto na przekroje o grubosci 150 um za pomoca
wibratomu z komorg cigcia wypetniong roztworem C. Nastepnie skrawki zamontowano kilkoma
kroplami roztworu C na szkietku mikroskopowym pokrytym zelatyng (FD Neuro Technologies, nr. Kat.
P0101). Nadmiar roztworu C usunigto ze szkietka za pomoca paska bibuly filtracyjnej, a skrawki
pozostawiono do wyschnigcia przez noc w temperaturze pokojowej. Na koniec procedury skrawki
wybarwiono przy uzyciu roztworéw D i E. Wybarwione skrawki pokryto medium montujacym DPX i
przykryto szkietkiem nakrywkowym.

Do analizy wybierano drugorzedowe lub trzeciorzgdowe dendryty neuronow SN/VTA (bregma -
2.82 do -3.88). Kryteria wyboru neuronéw utrwalonych odczynnikiem Golgiego do analiz
morfologicznych opieraly si¢ na 1) zachowaniu ciagtosci dendrytu (czyli bez obcigcia zadnego
fragmentu), 2) ciemnej, jednolitej impregnacji wzdhuz catego dendrytu, 3) izolacji od sasiednich
wybarwionych neuronow i 4) wyborze drugorzgdowej/trzeciorzedowej galezi dendrytycznej o dlugosci
co najmniej 50 pm.

Zarejestrowano stosy zdje¢ (15 do 30 obrazéow, w odleglosci 0,5 pm) w osi z na mikroskopie
konfokalnym Leica TS8. Wstepne ustawienia obiektywu i przystony zostaty poczatkowo dostosowane,
a nastepnie utrzymane na stalym poziomie podczas obrazowania serii skrawkow, aby zapewnié, ze
wszystkie obrazy zostaty zdigitalizowane w takiej samej rozdzielczosci. Kazda wypuklos¢ w
bezposrednim sagsiedztwie trzonu dendrytycznego, niezaleznie od ich cech morfologicznych, byta
zaliczone jako kolce. Kolce liczono na drugorzegdowym/trzeciorzegdowym dendrycie, zaczynajac od
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poczatku odgatezienia i prowadzaé pomiar wzdhuz odlegtosci co najmniej 50 pm. Liczba kolcow w
danej odlegtosci od poczatku gatezi zostala nastgpnie usredniona z pomiarow wszystkich neuronéw z
tego samego zwierzecia (co najmniej 8 komorek/zwierze), a dane te zostaly polaczone ze $rednia
innych zwierzat nalezacych do tej samej grupy eksperymentalnej.

3.9. Analiza statystyczna

Wyniki eksperymentéw zawartych w niniejszej rozprawie zostaly przedstawione w postaci
sredniej arytmetycznej wszystkich pomiarow zebranych dla danego wariantu doswiadczalnego wraz z
odchyleniami w postaci btedu standardowego s$redniej (ang. Standard Error Of The Mean, SEM) z
zaznaczeniem jako punkty wartosci uzyskane przez pojedyncze osobniki. Punkt odniesienia grup
eksperymentalnych stanowity wyniki uzyskane dla wariantow kontrolnych w danej procedurze
doswiadczalnej lub wyniki otrzymane dla kontrolnego punktu czasowego. W celu sprawdzenia
spelnienia warunkéw rozktadu normalnego prob danej grupy zastosowano kolejno test Shapiro — Wilka
oraz spetnienia warunkow jednorodnosci ich wariancji test Fishera. Do oceny istotnosci statystycznej
roéznic pomigdzy dwoma wariantami do$wiadczalnymi spelniajacymi zatozenia testu parametrycznego
zastosowano test t-studenta. W przypadku nieréwnych wariancji zastosowano poprawke Welcha, a
jezeli dane nie spelniaty zatozen rozktadu normalnego, zastosowano nieparametryczny test Manna-
Whitneya. W przypadku porownan trzech grup eksperymentalnych zastosowano test Kruskala-Wallisa
(brak spelnienia warunkow rozktadu normalnego) z testem post-hoc Dunna. Do poréwnan
wielokrotnych zastosowano dwuczynnikowg analize wariancji (ANOVA), a nastepnie odpowiednie dla
zestawu danych testy post-hoc (m. in. Post hoc Sidak’a).

Poziomy ekspresji genow zbadane za pomocg reakcji qRT-PCR poréwnywano za pomocg
wzglednej analizy porownawczej AA Ct i przedstawiono w postaci mediany wszystkich pomiaréw dla
danego wariantu wystandaryzowanego wzgledem genu referencyjnego. Wyniki przedstawiono jako
znormalizowane wzgledem odpowiedniej kontroli Istotno$¢ zaobserwowanych roznic weryfikowano
przy uzyciu testu t-studenta / Manna-Whitneya (spetniajace warunki jak opisane wyzej).

W analizie genomiczno-proteomicznej uzyskanych wynikow z iTraq wykorzystano dane
otrzymane z programu Perseus i String. Analiza GO roéznicujacych biatek wykazata site grupy biatek w
danym klastrze (podzielonym na udziat w biologicznych procesach, molekularnych funkcjach i
komponenty komorkowej), jako loglO (biatka zidentyfikowane/biatka zaraportowane w danym
komponencie). Wyliczony zostat FDR (ang. False Discovery Rate), czyli wyznaczenie jak znaczacy
jest udzial danej grupy biatek w klastrze, przedstawiony jako warto$¢ p z poprawka Benjamini —
Hochberga. Ze wzgledu na niewystarczajaca grupe zidentyfikowanych rdznicujacych biatek nie
wskazano parametrow, czy dany proces jest rosngcy, czy malejacy w danej grupie eksperymentalne;.

Na wykresach zastosowano oznaczenia pozioméw istotnosci réznic miedzy grupami: * dla p <
0,05; ** dla p < 0,01; *** dla p < 0,001, **** dla p < 0,0001. Obliczenia oraz graficzng reprezentacje
otrzymanych wynikow uzyskano za pomoca programu GraphPad Prism 9 (wersja 9.3.1). Dane
dotyczace liczebnosci grup zostaly zawarte w opisach rycin lub w tekscie.

Graficzne przedstawienie rycin i schematow zostalo wykonane w programie BioRender oraz
Microsoft Power Point. Schematy plazmidow zostaly wygenerowane w programie SnapGene.
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4. Wyniki

Wyniki niniejszej pracy zostaty zgrupowane w trzech czesciach:

e 4.1 — wyniki wstepne, zwigzane z wybranymi etapami charakterystyki, stworzonego wczesniej
modelu  konstytutywnej delecji TIF-IA w neuronach noradrenergicznych, stanowigce
potwierdzenie zasadno$ci dalszych badan w kierunku negatywnego oddziatywania degeneracji
noradrenergicznej na uktad dopaminowy (wyniki opublikowane w Neurochem Int, 2022); wyniki
uzyskane z analizy morfologicznej neuronéw w miejscu sinawym (LC) w modelu mysiego
parkinsonizmu myszy TIF-]AP*CreERT2).

o 4.2/ 4.3 — wyniki dokumentujgce stworzenie i pdzniejsza charakterystyke nowatorskiego modelu
selektywnej delecji TIF-IA w rejonie LC, opartego o wykorzystanie systemu edycji genow
CRISPR/Cas9, zastosowanego u myszy ekspresjonujacych rekombinaze Cre pod kontrolg
promotora DBH;

e 4.4 — wyniki bedace probag wykazania zasadno$ci stosowania nowego modelu w badaniach
prodromalnej fazy choroby Parkinsona.

Co do zatozenia, eksperymenty przeprowadzanio oddzialnie na kohortach samcow i samic. Nie
zawsze bylo to mozliwe z uwagi na niewystarczajaco liczne grupy zwierzat. Podobnie, nie zawsze byto
mozliwe przeprowadzenie kompletu eksperymentow, zarowno behawioralnych jak i ex vivo, w kazdym
z zalozonych punktdéw czasowych ewaluacji modelu TIF-IA- CRISPRP™™",

4.1. Charakterystyka linii TIF-1AP°"“" - mysiego modelu degeneracji ukladu
noradrenergicznego

Do wstepnej weryfikacji hipotezy badawczej wykorzystano lini¢ transgeniczng z delecja
czynnika transkrypcyjnego TIF-IA w komorkach ekspresjonujachch DBH, charakteryzujacg sie
postgpujaca neurodegeneracjag ukladu noradrenergicznego. Otrzymane wyniki, uzyskane pomimo
ograniczen modelu TIF-1APPhCre, staty si¢ podstawa do kontynuacji badan juz w oparciu o stworzeny w
ramach niniejszej pracy selektywny model z domézgowa delecja TIF-IA, ograniczong do LC. Rozdziat
4.1 skrotowo podsumowuje uzyskane rezultaty w ramach badan, ktére zostaty opublikowane w 2022
roku (Barut et al., Neurochem Int 2022).

4.1.1.0gélna charakterystyka myszy TIF-1APPMCe
ukladu noradrenergicznego

z postepujaca degeneracja

W modelu TIF-IAP™ "™ degeneracji ulegaja neurony noradrenergiczne zlokalizowane w mozgu —
gtownie w LC, a takze komorki z ekspresja DBH wystepujace obwodowo. Ze wzgledu na degeneracje
pozaosrodkowych struktur, myszy przejawialy od urodzenia znaczace uposledzenie fenotypowe:
zmniejszona ruchliwo$¢ spontaniczna, ptoza, brak przyrostu na wadze skutkujace letalnoscia przed
uplywem 3-go miesieca zycia. Mutacja w tym modelu jest konstytutywna, co oznacza, ze zmiany
degeneracyjne dotykaty zwierzat juz od urodzenia, bedac wywolane na etapie poczatku ekspresji
rekombinazy Cre, ok. 16,5 dnia prenatalnego. Podczas zliczen komorek z przekrojow LC u myszy 6, 10
i 12 - tygodniowych wykazano, ze u mutantéw neurony noradrenergiczne ulegaja degeneracji, a ubytek
komorek wyrazajacych DBH nasila si¢ w czasie. W 12 tygodniu zycia zwierzat dochodzi do niemal
catkowitej utraty komorek TH+ w LC. Wykazano rowniez, ze degeneracji ulegaja komorki wystepujace
obwodowo wyrazajace DBH, migdzy innymi komorki chromochtonne rdzenia nadnerczy. Dysfuncke te
sg najprawdopodobniej bezposrednio odpowiedzialne za letalno$¢ zwierzat w okolicy 12-go tygodnia
zycia. Skutkow degeneracji komorek ekspresjonujacych DBH nie poprawiato podanie prekursora
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noradrenaliny, L-threo-3,4-dihydroksyfenyloseriny (DOPS), wydtuzajac zycie zwierzat jedynie ok. 1-2
tygodni. Wyniki te zostaly zebrane jeszcze przed przystgpieniem do realizacji niniejszej pracy
doktorskiej a ich szczegotowe zestawienie zawiera Fig. 1 w publikacji p.t. “Genetic lesions of the

noradrenergic system trigger induction of oxidative stress and inflammation in the ventral midbrain.”
(Barut et al., 2022).

4.1.2.Stochastyczne efekty neurodegeneracji ukladu noradrenergicznego u myszy
TIF-1APP"C™ _ wzrost markerow stanu zapalnego W rejonie SN/VTA

Aby zbadaé¢ dhlugotrwate oddzialywanie degeneracji uktadu noradrenergicznego na uktad
dopaminowy analizowano zmiany obecne w rejonie SN/VTA. Mimo braku zmian w ilo§ci neuronow
dopaminowych w SN/VTA myszy o genotypie mutanta, zmierzonych za pomocg zliczenia komorek
TH+ (Ryc. 31 a), zaobserwowano szereg zmian $wiadczacych o dysfunkcji uktadu dopaminowego. W
barwieniach immunohistochemicznych wykazano wzrost liczby komoérek z dysfunkcyjnymi jaderkami
wybarwionymi przy uzyciu B23 (nukleofosmina, NPM1), gdzie o stresie jaderkowym $wiadczy
translokacja NPM1 do nukleoplazmy (jednoczynnikowa ANOVA, Fi5= 9,70, p < 0,05) (Ryc. 31 b).
Wykazano takze, wzrost ekspresji markera stresu oksydacyjnego, 8-OHdG (ang. 8-
Hydroxydeoxyguanosine) u zwierzat o genotypie mutanta (Fig = 125,90, p < 0,0001) (Ryc. 31 c).
Oznaczono markery neurozapalenia w postaci aktywacji mikrogleju 1 astrocytow, co moze Swiadczy¢ o
stanie zapalnym w rejonie SN/VTA. 12- tygodniowe myszy z mutacja TIF-IAP"“"® wykazywaty
znaczny wzrost ekspresji mRNA GFAP w SN/VTA (1.4 - krotna zmiana w stosunku do kontroli;
jednoczynnikowa ANOVA Fy10 = 5,11, p < 0.05) i tendencje wzrostowa poziomu biatka oznaczonego
metoda Western blot (Ryc. 32 a), a takze w barwieniach immunofluorescencyjnych skrawkow
srodmozgowia (Ryc. 31 d). Mimo, ze poziomy mRNA i biatka markerowego mikrogleju, Ibal nie
roznity si¢ istotnie migdzy myszami o genotypie mutanta i kontrolnymi (Ryc. 32 e), aktywnos¢
mikrogleju byla podwyzszona w SN/VTA myszy TIF-IAP"™ o genotypie mutanta, co pokazano za
pomocg barwien immunofluorescencyjnych i zliczen komoérek Ibal+ (F1g = 11,27, p < 0,01) (Ryc. 31 ¢)

U 12-tygodniowych mutandéw stwierdzono rowniez podniesienie ekspresji cytokin prozapalnych
(Ryc. 32 ¢ - d). Badania PCR w czasie rzeczywistym ekspresji mRNA genow zapalnych, II-18, 1i-6 i 1l-
10, wykazaty 2-krotny wzrost ekspresji mRNA 11-10 u mutantow (jednoczynnikowa ANOVA, Fs3;3 =
4,48, p < 0,01; post hoc p = 0,009). Analiza Westnern blot nie wykazata zadnych znaczacych zmian w
poziomie biatka I1-10 lub Il-1B migdzy grupami. Zauwazono jednak, ze poziom II-6 zmniejszyt sig¢
istotnie 0 32% (Fsso= 6,12, p < 0,001; post hoc p = 0,007) w grupie mutantow. Te zmiany w markerach
stanu zapalnego sktonity nas do zbadania odpowiedzi zapalnej za pomoca mikromacierzy biatkowych
(Ryc. 32 e). Aby zbada¢, w jaki sposob mutacja powodujaca degeneracje miejsca sinawego wptywa na
inne cytokiny w rejonie SN/VTA, wykonaliémy pdtilo§ciowa matryce biatkowa dla 40 gltéwnych
cytokin i chemokin. Te badania wykazaly podwyzszony poziom kilku czynnikéw prozapalnych, takich
jak: GM-CSF (F16=15,42; p <0,01), IFNy (F16 = 26,08; p < 0,01), II- 13 (F1s = 109,10; p < 0. 0001),
I-TAC (CXCL11) (F16 = 26,30; p < 0,01), KC (CXCL1) (Fy6 = 26,37; p < 0,01), LIX (CXCL5) (F16 =
8,40; p < 0,05), MCP1 (CCL2) (F16 = 8,11; p < 0,05), MIP1a (F16 = 11,00; p < 0,05) lub TECK (F16 =
733; p < 005). U zwierzat TIF-IAP""® stwierdzono takze podwyzszonie poziomu biatek
neuroprotekcyjnych, takich jak TIMP1 (Fys = 125,54; p < 0,0001) i TIMP2 (Fys = 21,25; p < 0,01) w
porownaniu do zwierzat kontrolnych.
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Ryc. 31. Zmiany zaobserwowane w obszarze SN/VTA u 12-tygodniowych myszy TIF-IAP?"“" (a.) Reprezentatywne obrazy
pokazujace neurony TH+ w SN/VTA z analizg ilo$ciowa; skala = 300 pm (b.) Barwienie immunohistochemiczne pokazujace
cytoplazmatyczng lokalizacje nukleolarnego biatka B23 (NPM1) w sekcjach SN/VTA mutantow wraz z analizg ilo$ciowa
komorek; Skala = 50 um; (c.) Sekcje SN/VTA myszy kontrolnych i myszy TIF-IAP""®™ analizowane w celu wykrycia 8-
hydroksydeoksyguanozyny (8-OHdG) jako markera uszkodzenia DNA spowodowanego reaktywnymi formami tlenu (ROS);
Skala = 50 pum; (d.) Reprezentatywne zdjecie pokazujace ekspresje markera astrogleju (GFAP) w rejonie SN/VTA za pomocg
barwienia immunofluorescencyjnego wraz z ilo$ciowa oceng komorek GFAP+ w obszarze SN/VTA; Skala = 50 pm; (e.)
Reprezentatywne zdj¢cie pokazujgce ekspresje markera mikrogleju (Ibal) w rejonie SN/VTA za pomocg barwienia
immunofluorescencyjnego wraz z ilosciowa oceng komorek Ibal+ w obszarze SN/VTA; Skala = 50 um. Do oceny istotno$ci
statystycznej wykorzystano jednoczynnikowa analiz¢ wariancji dla prob niezaleznych. N = 5. Wyniki przedstawiono jako
$rednig dla grup + SEM. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,0001.
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Ryc. 32. Zwickszone poziomy markerow zapalnych w SN/VTA myszy TIF-IAP""°" (a.) Analiza poziomu ekspresji mMRNA
oraz poziomu biatka GFAP, N = 6 - 12; (b.) Analiza poziomu ekspresji mRNA oraz poziomu biatka Ibal, N =6 - 7; (c.)
Analiza poziomu ekspresji mRNA 1I-14, 11-6 i 11-10, N = 6 - 8. (d.) Analiza poziomu biatek 1I-1B, 11-6 i 1I-10, N = 6 - 12; (e.)
Whyniki pomiaréw macierzy biatkowej dla czynnikow zapalnych, stupki przedstawiaja krotng zmiane zwierzat TIF-IAPP"C™ w
poréwnaniu z kontrola typu dzikiego (linia czerwona), istotne wyniki zakreslone sa w czerwony kwadrat, N = 8. GFAP —
kwasne bialko wiokienkowe gleju; Ibal - biatko taczace si¢ z jonami wapnia adaptora; CNX - kalnexamina (biatko
reporterowe); IL — interleukina. Wyniki przedstawiono jako relatywne poziomy ekspresji genow, wraz z znaczong $rednig dla
grup = SEM, znormalizowane wzgledem poziomu ekspresji genu standaryzujacego, Hprtl, w obu badanych grupach. FC —
fold change, warto$¢ wskazujaca wielokrotno$¢ réznicy (logy) sygnatéw fluorescencji pomiedzy transkryptomami grup
badanych — kontroli i mutantow. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano jednoczynnikowa analize wariancji dla prob
niezaleznych. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05, ** p < 0,01; ***p < 0,001; **** p < 0,0001.
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4.1.3.Brak wplywu degeneracji ukladu dopaminowego na liczb¢ neuronéw w LC,
w modelu progresywnej choroby Parkinsona (myszy TIF-1APATCreERT?)

Myszy TIF-IAPATC®ERT2 charakteryzuja sie progresywna degeneracja komoérek dopaminowych,
ekspresjonujacych DAT i stanowig wykorzystywang w naszym laboratorium modelows linig
odzwierciedlajaca postepujaca PD. Nasze wczesniejsze badania wskazuja, ze u myszy tego szczepu
istotna degeneracja neuronéow dopaminowych zlokalizowanych w srodmézgowiu jest obserwowana od
7 tygodnia od indukcji poprzez podanie tamoksyfenu i nasila si¢ w czasie. Degeneracji ukladu
dopaminowego towarzysza charakterystyczne zmiany behawioralne, nasilajace si¢ wraz z ubytkiem
neuronow (Rieker et al., 2011; Kreiner et al., 2019). Zwierz¢ta te byly wykorzystane w innych
doswiadczeniach. Wykorzystujac pobrane z nich i utrwalone w PFA moézgi, postanowiono zbada¢ czy
degenracja uktadu dopaminowego w rejonie SN/VTA nie oddziatywuje w sposob niespecyficzny takze
na uklad noradrenergiczny w rejonie LC. Grupie zwierzat (N = 10, samce i samice) podano
tamoksyfen, a nastepnie, po 13 tygodniach pobrano mézgi do dalszej analizy. Wykonano barwienia
immunofluorescencyjne z przeciwcialami skierowanymi przeciwko TH w rejonie SN/VTA, aby
potwierdzi¢ spodziewane efekty mutacji, tj. degeneracje neuronéw dopaminowych w §rodmozgowiu i
réwnocze$nie zweryfikowano ew. zmiany w liczbie neuronéw noradrenergicznych w LC. Celem tego
eksperymentu, wykonanego z uwagi na dostgp do materialu pobranego z myszy TIF-IAPATCrERT2
wykorzystanych w innych do$wiadczeniach, bylo upewnienie sie, ze efekty negatywnego
oddziatywania degenracji ukladu noradrenergicznego na uklad dopaminowy sa specyficzne
kierunkowo, tj. czy przypadkiem odwrotne zaburzenie funkcjonowania ukladu dopaminowego nie
wplywa na degeneracj¢ w uktadzie noradrenergicznym

Z czesSci mozgowia obejmujacej SN/VTA zliczono ilos¢ neuronéow TH+. Stwierdzono, ze
mutacja powoduje degeneracje SN/VTA. Wystepuje redukcja o0 91,5 % (test t-studenta, t = 24,62, df =
16, p <0,0001) iloéci neuronow TH+ w SN oraz o 64,3 % w regionie VTA (test Manna Whitney’a, U =
0, p <0,0001), co daje $redni spadek ilosci neuronow dopaminowych o 77,7 % (test Manna Whitney’a,
U=0,p<0,0001) (Ryc.33)

Z czgsci mozgowia obejmujacej LC zliczono ilos¢ wyznakowanych neuronow TH+(Ryc. 34).
Nie zaobserwowano zmiany w iloSci neurondéw noradrenergicznych w mysim modelu progresywnej
degeneracji neuronow dopaminowych (test t-studenta, t = 0,1418, df = 38, p = 0,8880). Opierajac si¢ na
tym uzyskanym wyniku mozna zatozy¢, ze degeneracja ukladu noradrenergicznego nie jest wtornym,
towarzyszacym efektem $mierci neuronow dopaminowych.
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Ryc. 33. Analiza SN/VTA u myszy TIF-IADATCreERT2. (a.) Przyktadowe barwienia immunofluorescencyjne skrawkow
odzwierceidlajacych rowno oddalone przekroje obejmujace calg struktur¢ SN/VTA u wybranej przyktadowej myszy mutanta i
myszy kontrolnej wybarwionej przeciwciatem anty-TH w celu zliczenia neurondw dopaminowych w celu ilosciowej
weryfikacji efektow mutacji. Wykresy przedstawiajace zliczenie neuronéow TH+ w: (b.) czesci SN; (c.) czesci VTA, (d.)
catosci struktury SN/VTA. Wyniki przedstawiono jako srednig £ SEM. N = 9. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano
test t-studenta oraz Manna-Whitneya. SN —istota czarna; VTA — pole brzuszne nakrywki; TH — hydroksylaza tyrozynowa;
[stotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. **** p <(,0001; Skala 250 um
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Ryc. 34. Analiza iloScowa komorek TH+ w miejscu sinawym (LC) u myszy TIF-IAPATCERT2 - (3) Obrazy mikroskopowe
przedstawiajace barwienie immunofluorescencyjne skrawkow odzwierciedlajacych réwno oddalone przekroje obejmujace cala
struktur¢ LC u wybranej, przyktadowej myszy mutanta i myszy kontrolnej na obecnos¢ TH+ w celu analizy ilo$ciowej dla
oszacowania zmian mi¢dzy grupami. (b.) Zliczenie neuronéw TH+ przedstawione osobno z kazdego osobnika (nr 1 — 10, kolor
zielony - myszy kontrolne; 1 — 10, kolor czerwony - myszy TIF-IAPATC™RT2) 5 zaznaczong $rednia iloscia neuronow + SEM;
punkty na wykresie oznaczaja liczbe neuronéw TH+ z kazdego skrawka osobno. (c.) Srednia suma komérek TH+ w LC +
SEM. LC — miejsce sinawe; TH — hydroksylaza tyrozynowa; N = 10. Do oceny istotno$ci Statystycznej wykorzystano
dwuczynnikowa analiz¢ wariancji ANOV A oraz t-test studenta; Skala 500 um
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4.2. Zaprojektowanie, stworzenie i charakterystyka nowatorskiego modelu
selektywnej delecji TIF-1A w rejonie miejsca sinawego, opartego o system edycji
genow CRISPR/Cas9 zastosowany u myszy ekspresjonujacych rekombinaze Cre
pod kontrola promotora Dbh

4.2.1.Przygotowanie wektoréow CRISPR/Cas9 potrzebnych do wygenerowania
nowej mysiej linii TIF-IA-CRISPRPPC®

Aby otrzymaé funkcjonalne wektory do przeprowadzenia eksperymentdéw in vitro i in vivo,
zaprojektowano odpowiednie plazmidy i przeprowadzono seri¢ klonowan, opisane w czeSci
metodycznej. Do klonowan wykorzystano dostgpne sekwencje z innych plazmidow, ktérych
funkcjonalno$¢ sprawdzono i wykorzystywano do wcze$niejszych eksperymentow.

4.2.1.1. Neuronalny wektor Cre-zalezny CRISPR/Cas9

W ninigjszej pracy wykorzystano system CRISPR/Cas9, aby przeprowadza¢ ukierunkowang
mutageneze w komodrkach somatycznych, nie dzielacych si¢ neuronach noradrenergicznych. Docelowy
wektor transferowy Cre-zalezny CRISPR/Cas9 zostat tak zaprojektowany, aby modyfikacje genetyczne
wprowadzi¢ do specyficznej populacji komorek, ktore zawieraja ekspresje rekombinazy Cre. Dzieki
takiemu rozwigzaniu nie ma mozliwo$ci, zeby wektor wykazywatl ekspresje Cas9 w komoérkach nie
wykazujacych ekspresji rekombinazy Cre, a tym samym spowodowal degeneracje¢ transdukowanych
neurondéw. Wektor plazmidowy zostat zaprojektowany, aby spelniaé przyjete zatozenia:

e posiada silny promotor neuronalny;

o wykazuje zalezng od Cre ekspresje Cas9 i znacznika fluorescencyjnego;

e wszystkie niezbedne fragmenty DNA zawierajg si¢ w jednej czasteczce plazmidu;

e jest czgsteczka uniwersalng i zmiana gRNA pozwala na wycieszenie dowolnych genow;
e pozwala na zapakowanie do wektora lentiwirusowego.

Uzyskany wektor zawiera w sobie wszystkie niezbedne kodujace fragmenty DNA, m.in.:

e clementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego
konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA;

e gen oporno$ci na selekcyjny antybiotyk, ampicyling;

e gRNA pod promotorem hU6;

e (Cas9 wraz z biatkiem fluorescencyjnym mCherryNLS, oflankowane miejscami loxP/lox2722 w
odwrotnej orientacji (DIO), pod promotorem neuronalnym — synapsyna.

Otrzymany plazmid pCDH-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (Ryc. 35)
charakteryzuje si¢ dodatkowym miejscem cigcia dla enzymu restrykcyjnego Mscl, ktory podczas
trawienia pozwala na latwiejsze zidentyfikowanie plazmidowych klonéw, u ktérych uzyskano
pozytywny rezultat wklonowania gRNA. Poszczegolne kroki, ktore pozwolity na wytworzenie tego
konstruktu opisane sg szczegdtowo w rozdziale: 3.2.2.

Uzywany w kolejnych rozdziatach skrot ,,wektor CRISPR-DIO” odnosi si¢ do neuronalnego
wektora Cre-zaleznego pCDH-hU6-gRNA-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS.
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Ryc. 35. Mapa wektora plazmidowego pCDH-hU6-gRNA-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS. LTR, HIV-1psi, gag, RRE,
Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za pakowanie, stabilng integracje wirusowego konstruktu ekspresyjnego z genomowym
DNA; AmpR - gen oporno$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling; gRNA - gRNA pod ludzkim promotrem U6
(hU6_promoter); hSyn — promotor ludzkiej synapsyny; lox2722 / loxP — miejsca flankujace lox; mCherry — znacznik
fluorescencyjny mCherry; c-Myc NLS — sewkencja lokalizacji jadrowej, kieruje do lokalizacji jadrowej biatko mCherry;
SpCas9 — endonukleaza Cas9; FLAG — znacznik tag; P2A — samorozcinajacy peptyd; WPRE - posttranskrypcyjny element
regulacyjny; bGH_PA terminator / SV40polyA terminator — sekwencja zakanczajaca ekspresj¢ biatka; ColE1_origin —
miejsce poczatku replikacji DNA; LacO — lac operon

4.2.1.2. Neuronalny wektor CRISPR/Cas9

Podczas doswiadczen korzystano rowniez z neuronalnego wektora transferowego CRISPR/Cas9,
ktéry nie jest zalezny od Cre. Wykorzystano go gtownie do celow poréwnawczych w oszacowaniu
uzyskanego miana lentiwirusoéw, efektywnosci transdukcji neurondéw in vitro, a takze weryfikacji
dziatania gRNA. Plazmid plentiCRISPR-hU6-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS (Ryc. 36) otrzymano
dzieki uprzejmosci laboratorium Uniwersytetu w Helsinkach, gdzie byl stworzonyuzywany do
standardowych procedur. Aby zachowal takie same procedury podczas klonowania opisywanego
plazmidu oraz plazmidu Cre-zaleznego, dokonano modyfikacji, tj. wstawiono insert Aarl-filler-Aarl,
dzieki ktoremu przy uzyciu enzymoéw restrykcyjnych Aarl mozliwe jest wklonowanie docelowego
gRNA. Potrzebne procedury opisane w rozdziale metod 3.2.2.3.

Neuronalny wektor CRISPR/Cas9 zawiera w sobie wszystkie niezbedne kodujace fragmenty
DNA, m.in.:

e elementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcj¢, stabilng integracje wirusowego
konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA;
e gen opornos$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling;
¢ gRNA pod promotorem hU6;
e Cas9 wraz z bialkiem fluorescencyjnym mCherryNLS pod promotorem neuronalnym —
synapsyna.
Tak jak w przypadku plazmidu Cre-zaleznego pCDH-hUG6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS, otrzymany plazmid  plentiCRISPR-hU6G-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-
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mCherryNLS charakteryzuje si¢ dodatkowym miejscem cigcia dla enzymu restrykcyjnego Mscl, ktory
podczas trawienia pozwala na tatwiejsze zidentyfikowanie plazmidowych klonow, u ktérych uzyskano
pozytywny rezultat wklonowania gRNA. Zdjecie zelu obrazujacgo trawienie restrykcyjne otrzymanych
plazmidoéw znajduje si¢ na Ryc. 40.

Uzywany w kolejnych rozdziatach skrot ,,wektor CRISPR” odnosi si¢ do neuronalnego wektora
Cre-niezaleznego pCDH-hU6-gRNA-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS.

AmpR_promoter| |CMV_im meaﬂy _promoter|
| | [HIV-1_5_LTR|
- HIV-1_psi_pack

(lac_promoter). ;
SV40_PA_terminator]
SAIble
[EM7_promoter |
(SV40 promoter |

:&,\_’,..-IEI
‘____..[EUS promoter]
= — (ORNA)

_.-|@n Emmuter]

lentiCRISPR-hUG6-gRNA-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS
13 339 bp

Forgn |y

hGH_PA_terminator]
[truncHIV-1_3_LTR|

Ryc. 36. Mapa wektora plazmidowego plentiCRISPR-hU6-gRNA-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS. HIV-1_5_LTR, HIV-
1 3 LTR, HIV-1psi_pack, gag, RRE, Env, cPPT - elementy odpowiedzialne za pakowanie, , stabilng integracj¢ wirusowego
konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA; AMP - gen oporno$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling; gRNA - gRNA
pod ludzkim promotrem U6 (hU6_promoter); hSyn — promotor ludzkiej synapsyny; SpCas9 — endonukleaza Cas9; mCherry —
znacznik fluorescencyjny mCherry; FLAG — znacznik tag; P2A — samorozcinajacy tag; c-Myc NLS — sewkencja lokalizacji
jadrowej, kieruje do lokalizacji jadrowej biatko mCherry; WPRE - posttranskrypcyjny element regulacyjny;
bGH_PA terminator / SV40_PA terminator — sekwencje zakanczajace ekspresj¢ biatka; fl origin — miejsce poczatku
replikacji DNA, sh_ble — gen opornosci na bleomycyne

4.2.1.3. Astrocytarny wektor CRISPR/Cas9

Ze wzgledu na zainteresowanie rowniez transdukcja astrocytow zaprojektowano wektor na
matrycy wyzej opisanego wektora neuronalnego plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-
mCherryNLS (Ryc. 37). Plazmid uzywano, aby zweryfikowaé dziatanie zaprojektowanych gRNA, a
takze w projekcie Preludium, aby wykona¢ dwa zadania badawcze, w ktorych badano wptyw usunigcia
astrocytow z rejonu SN/VTA na szybko$¢ formowania przez komdrki patologicznych ztogow a-
synukleiny. Aby otrzymac¢ docelowy plazmid wykonano zamiang promotorow synapsyny na kwasne
biatko wtokienkowe, GFAP, charakterystyczne dla astrocytow. W tym celu wykonano punkty opisane
w sekcji metod 3.2.3.

Otrzymany astrocytarny wektor zawiera w sobie wszystkie niezb¢dne kodujace fragmenty DNA,
m.in.:
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e clementy odpowiedzialne za pakowanie, transdukcje, stabilng integracje wirusowego
konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA

e gRNA pod promotorem hU6

e (Cas9 wraz z biatkiem fluorescencyjnym mCherryNLS pod promotorem astrocytarnym —
hGFAP

[AmpR_promoter| |CMV_immearly_promoter|

_-[HIV-1_psi_pack|

(lac_promoter)._ [€PPT)
SVAD_PA_terminator)- (AU _promoter)
. —— (GRNA

- (hGFAP promoter|

[EM7_promoter|— L
|SV40_promoter| — lentiCRISPR-hU6-gRNA-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS
T — 13 564 bp
f1_origin

BGH_PA_terminator]
[fFUNCHIV-1_3_TR|

Ryc. 37. Mapa wektora plazmidowego plentiCRISPR-hU6-Aarl-filler-Aarl-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS HIV-1_5 LTR,
HIV-1_3_LTR, HIV-1psi_pack, gag, RRE, Env, cPPT - eclementy odpowiedzialne za pakowanie, stabilng integracje
wirusowego Konstruktu ekspresyjnego z genomowym DNA; AMP - gen oporno$ci na antybiotyk selekcyjny, ampicyling;
gRNA - gRNA pod ludzkim promotrem U6 (hU6_promoter); hGFAP_promoter — promotor astrocytarny; SpCas9 —
endonukleaza Cas9; mCherry — znacznik fluorescencyjny mCherry; FLAG — znacznik tag; P2A — samorozcinajacy tag; c-Myc
NLS — kieruje do lokalizacji jadrowej biatko mCherry; WPRE - posttranskrypcyjny element regulacyjny; bGH_PA_terminator
/ SV40_PA_terminator — sekwencje zakanczajace ekspresje biatka; f1_origin — miejsce poczatku replikacji DNA; sh_ble — gen
oporno$ci na bleomycyne

4.2.2.Produkcja i weryfikacja wektorow lentiwirusowych (LV)

Pierwszym krokiem po uzyskaniu wektorow plazmidowych, bylo przygotowanie wektorow
lentiwirusowych metoda transfekcji komorek HEK293T plazmidami pakujacymi III generacji. W tym
celu uzyskane plazmidy transferowe oraz plazmidy pakujace byly namnazane, a nast¢pnie komorki
HEK293T byly transfekowane z uzyciem PEI (szczegbtowo opisane w podrozdziale metodyka 3.3). Ze
wzgledu na problemy z osiagnigciem wysokiego miana wirusdw optymalizowano procedury, a
nastgpnie kazdorazowo postepowano wedlug wyznaczonego protokolu oraz wykonywano probna
transdukcje komorek in vitro. Jedng z optymalizacji byto dostosowanie odpowiedniego st¢zenia DNA
oraz stosunku PEI podczas transfekcji. Wykonywano probne transfekcje plazmidami pakujacymi i
plazmidem transferowym, aby znalez¢ optymalny stosunek DNA:PEI, w ktorych ekspresja biatka
fluorescencyjnego bedzie najwyzsza, a $miertelnos¢ komorek pakujacych HEK293T bedzie najnizsza.
Mimo zastosowania takich samych warunkéw podczas transfekcji, zaobserwowano, ze plazmidy
CRISPR/Cas9 transfekuja mniejsza ilo§¢ komorek pakujacych niz plazmidy kontrolne. Do kolejnych
eksperymentéw wybrano najlepsze st¢zenie, czyli 10 ug DNA na 10 ml medium hodowlanego oraz
najnizsze skuteczne st¢zenie PEI, czyli 40 ug, tj. stosunek DNA:PEI wynosi 1:4 (Ryc. 38).
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P2A-mCherryNLS

mCherry
Hoechst33342

Ryc. 38. Transfekcja komorek HEK293T plazmidami do produkeji lentiwirusow, z DNA i PEI w réznym stosunku. (a.)
transfekcja komorek z uzyciem plazmidéw pakujacych oraz plazmidem transferowym pCDH-hSYN-GFP-Cre; (b.) transfekcja
komoérek z uzyciem plazmidow pakujacych oraz plazmidem transferowym pCDH-hU6-EGFP-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS. Skala 250 um.

Ze wzgledu na homologiczne sekwencje w LTR, wszystkie wektory lentiwirusowe maja
sktonno$¢ do rekombinacji w niektorych szczepach bakteryjnych E. coli. Podczas transformacji
bakteryjnej uzywano bakterii kompetentnych o niskiej czestotliwosci rekombinacji (jak m.in.
dedykowane do wektorow lentiwirusowych bakterie NEB Stable), a ostateczne wersje konstruktow
plazmidowych dodatkowo sekwencjonowano lub trawiono diagnostycznie. Ze wzgledu na odlegto§¢
sekwencji LTR od siebie zalozono, ze moze mie¢ to wptyw na efektywno$¢ pakowania czasteczki
wirusa. Z tego wzgledu oprocz testow ELISA p24, gdzie mierzony jest tzw. niefunkcjonalne miano
(ktore rowniez mierzy m.in. wolne biatko p24, ktére nie zostalo wbudowane do czgsteczki wirusa)
wykonywano réwniez transdukcje komorek in vitro i zliczenie zainfekowanych komorek. Testy
ilosciowe i1 funkcjonalne obliczenie miana infekcyjnego wiruséw przeprowadzono na wektorach
kontrolnych (z gRNA przeciwko biatku EGPF). Test ELISA p24 wykazal, ze koncentracja biatka p24
po procesie izolacji wirusa wynosi $rednio 123 pg/ml. Podczas pomiaru funkcjonalnego miana (ktére
mierzy tylko dojrzate czasteczki wirusa), komorki zainfekowano wektorami CRISPR oraz wykonano
podwdjng transdukcje wektorami CRISPR-DIO w polaczeniu z wirusem niosgcym ekspresje Cre, aby
docelowa sekwencja mogta zosta¢ uruchomiona w obecnosci Cre. Zaobserwowano, ze infekcja
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korowych neuronéw pierwotnych CRISPR uzyskuje miano transfekcji 6,9 x 10" TU/ml. W przypadku
podwadjnej transdukcji i oceny miana wirusa CRISPR-DIO za liczbe neuronéw w stosunku do ktérych
obliczono miano wirusa przyjeto wszystkie neurony w hodowli, ale w rzeczywistosci CRISPR-DIO
zainfekuje tylko te, ktére posiadaja Cre (eksperymenty opisane i wytlumaczone w kolejnym
podrozdziale 4.2.4). Na rycinie (Ryc. 39) przedstawiono przyktadowy obraz mikroskopy neuronéw po
transdukcji wektorem CRISPR (Cre-niezaleznym): plentiCRISPR-hU6-EGFP_g1-hSYN-Cas9-P2A-
mCherryNLS oraz wektorem CRISPR-DIO (Cre-zaleznym): pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS. Wyliczone na jego podstawie wydajnosci to dla wektora pCDH-hSYN-GFP-Cre:

4,53 x 10° TU/ml, dla wektora pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS: 2,85 x 10’
TU/ml.
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Ryc. 39. Pomiar miana uzyskanego lentiwirusa. (a.) Widoczna ekspresja mCherry po transdukcji neuronéw LV-CRISPR/Cas9,
obrazowana przyzyciowo w 14 dniu (b.) niewielka ekspresja mCherry po 14 po Podwojnej-transdukcji neuronéw LV-
CRISPR/Cas9-DIO, obrazowana przyzyciowo w 14 dniu hodowli. Skala 250 pum.

4.2.3.Strategia indukcji neurodegeneracji opierajacej si¢ na zaburzeniu
funkcjonowania polimerazy I w wybranej populacji komorek -
projektowanie gRNA wyciszajacego ekspresje genu Rrn3 i Polrla

Odpowiedni dobor guide RNA jest kluczowym etapem w stworzeniu funkcjonalnego wektora
CRISPR/Cas9. Na potrzeby niniejszego projektu zaplanowano usunigcie biatka TIF-1A lub RPA194,
aby wywota¢ progresywna degeneracj¢ transdukowanej komorki. Wybrane gRNA wklonowano do

wszystkich 3 wektorow CRISPR/Cas9, a nastgpnie przeprowadzono weryfikacje in vitro, a nastgpnie in
Vivo.
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Tab. 39. Wybrane sekwencje gRNA wraz z sekwencja PAM (zaznaczong na czerwono) oraz oligonukleotydy, ktore stworza
wybrang sekwencj¢ i beda mogly zosta¢ wklonowane po cigciu enzymem restrykcyjnym Aarl. Nazwa gRNA oznacza:
pierwsze 3 litery — targetowane biatko (TIF — TIF-1A, lub POL — PolR1a), pierwszy numer
numerem (version) — wersje gRNA

numer egzonu, ,,v"’ z drugim

egzon gRNA sekwencja oligonukleotydy

1 TIF1vl CTGCCACGCTGAGTGCGTCG CGG CACCGCTGCCACGCTGAGTGCGTCG
AAACCGACGCACTCAGCGTGGCAGC

1 TIF1v2 ACGCTGAGTGCGTCGCGGAC TGG CACCGACGCTGAGTGCGTCGCGGAC
AAACGTCCGCGACGCACTCAGCGTC

1 TIF1v4 AGTCCGCGACGCACTCAGCG TGG CACCGAGTCCGCGACGCACTCAGCG
AAACCGCTGAGTGCGTCGCGGACTC

1 TIF1v5 GCGCTTGTCGGGCGATGTGA CGG CACCGCGCTTGTCGGGCGATGTGA
AAACTCACATCGCCCGACAAGCGC

2 TIF2vl GCTCTCTAACGCGAGCATAT CGG CACCGGCTCTCTAACGCGAGCATAT
AAACATATGCTCGCGTTAGAGAGCC

o 2 TIF2v2 CCGAAAAAAACTGTTCGGTT TGG CACCGCCGAAAAAAACTGTTCGGTT
E AAACAACCGAACAGTTTTTTTCGGC
12 TIF12vl1 CAAATAACCCCGCCATCATC AGG CACCGCAAATAACCCCGCCATCATC
AAACGATGATGGCGGGGTTATTTGC

12 TIF12v3 TAACCCCGCCATCATCAGGC AGG CACCGTAACCCCGCCATCATCAGGC
AAACGCCTGATGATGGCGGGGTTAC

13 TIF13v1 GCACATGTACCTTACTAACC AGG CACCGCACATGTACCTTACTAACC
AAACGGTTAGTAAGGTACATGTGC

13 TIF13v2 AAGCCTTTGTTCCCGAATCC TGG CACCGAAGCCTTTGTTCCCGAATCC
AAACGGATTCGGGAACAAAGGCTTC

13 TIF13v4 TTCCCGAATCCTGGTTAGTA AGG CACCGTTCCCGAATCCTGGTTAGTA
AAACTACTAACCAGGATTCGGGAAC

1 Pollvl TTCGGCCGAATACATTCCGA AGG CACCGTTCGGCCGAATACATTCCGA
AAACTCGGAATGTATTCGGCCGAAC

1 Pol1v3 ATGCCCTGAAGCCGCCTCCATGG CACCGATGCCCTGAAGCCGCCTCCA

P AAACTGGAGGCGGCTTCAGGGCATC
E 2 Pol2v1 CCCAGGTAGTCCACGTATCG AGG CACCGCCCAGGTAGTCCACGTATCG
AAACCGATACGTGGACTACCTGGGC

2 Pol2v2 CATTACGAACCCTCGATACC TGG CACCGCATTACAAATCCTCGATACG

AAACCGTATCGAGGATTTGTAATGC

W celu selekcji, czy sekwencja gRNA zostala poprawnie wstawiona w miejsce cigcia Aarl
kazdorazowo wykonywano trawienie diagnostyczne enzymem restrykcyjnym Mscl, a nastgpnie
sekwencjonowano miejsce wstawienia. Ostatecznie otrzymano wszystkie zakladane wersje plazmidow.
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Ryc. 40. Trawienie restrykcyjne plazmidow CRISPR enzymem Mscl. (a.) Przyktadowy obraz po trawieniu enzymem
restrykcyjnym Mscl z zaznaczonymi pozytywnymi i negatywnymi klonami po wstawieniu gRNA,; (b.) Schemat ufatwiajacy
analizg restrykcyjng zelu z programu ApE.

4.2.4.Pozytywna weryfikacja dzialania systemu Cre-zaleznego CRISPR/Cas9.
Zastosowanie Cre-zaleznego konstruktu usuwajacego bialko fluorescencyjne
EGFP.

Poniewaz zaprojektowany przez nas system Cre-zaleznej ekspresji CRISPR/Cas9, ktory w
cato$ci zawiera si¢ w jednej czasteczce wektora jest pierwszym tak zastosowanym rozwigzaniem,
wymagane jest przeprowadzenie serii wstepnych do§wiadczen. W tym celu wykorzystano plazmid
CRISPR-DiO, do ktérego wstawiono gRNA, ktore wycisza ekspresj¢ biatka fluorescencyjnego EGFP
(sekwencja gRNA: GGCGAGGAGCTGTTCACCG). Dzigki takiemu rozwigzaniu mozliwe jest
sprawdzenie nie tylko, czy wektor dziala, ale rdGwniez czy jest specyficzny do komorek, ktore wykazuja
ekspresje Cre. Docelowy wektor CRISPR/Cas9, zawierajacy gRNA usuwajacy TIF-IA, wycisza
ekspresj¢ biatka niezbednego do funkcjonowania komorek. Ze wzgledu na to, ze mutacja ta prowadzi
do $mierci stransdukowanych komorek a kinetyka tego procesu bedzie naktada¢ si¢ na kinetyke
ekspresji mCherry, uniemozliwia to wykorzystanie zliczen komoérek mCherry pozytywnych do
dokladnego oszacowania wydajnosci transdukcji. Tym samym =zliczenia wydajnosci transdukcji
musialy si¢ opiera¢ na zliczeniach spadku ilosci komorek, przy zalozeniu, ze kazda stransdukowana
komorka ulegta $mierci komorkowej. Weryfikacje prowadzono etapami, aby w kazdym momencie moc
zareagowac, jezeli zauwazono by nieprawidtowosci. Pierwszym etapem byla, transfekcja komoérek
HEK293T plazmidami, a nastepnie transdukcja neurondéw in vitro wyprodukowanymi wektorami
lentiwirusowymi.

W opisywanych do$wiadczeniach uzywano trzy plazmidy — pierwszy i drugi wyprodukowane w
Institute of Biotechnology, HILIFE, University of Helsinki, otrzymane dzigki uprzejmosci dr Andriego
Domanskyi’ego: pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre, ktory zapewni ekspresje¢ w komorkach czynnika Cre
oraz biatka fluorescencyjnego GFP oraz plazmid kontrolny pCDH-hSYN-MSC-T2A-EGFP, bez Cre,
ktory zapewnia ekspresje GFP, oraz trzeci, wygenerowany przez nas pPCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-
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DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS, ktory ma za zadanie wyciszy¢ ekspresj¢ biatka fluorescencyjnego EGFP.

Nastgpnie wykonywano procedure izolacji lentiwirusow poprzez produkcje wirusow w komorkach

HEK?293T i ultrawirowanie.
a. b. )

PLOH-REWN-GFR-T2A-Crs
B152 be

PEOH-RETN-MCS-T 1A-EGFR
7108 o

Ryc. 41. Mapy wektorow plazmidowych uzytych w doswiadczeniach transfekcji HEK293T i transdukcji neuronow
pierwotnych w celu weryfikacji dziatania systemu CRISPR-DIO. (a). wektor pPCDH-hSYN-MSC-T2A-EGFP; (b.) wektor
pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre; (c.) wektor pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

4.2.4.1. Wektor plazmidowy pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
MCherryNLS wykazuje ekspresje w transfekowanych komorkach HEK293T
posiadajacych rekombinaze Cre

Po otrzymaniu wektoréw plazmidowych wykonano transfekcje komorek HEK293T, aby ocenic¢
na tym etapie czy wektory sg funkcjonalne i czy sa specyficzne do komoérek ekspresjonujacych
rekombinaze Cre. W tym celu wysiano komorki na plytke 96-dotkowa w ilosci 5 ty$. na dotek i po 2
dniach hodowli wykonano transfekcje plazmidami w st¢zeniu 1 ug/ml i PElI w stosunku 1:4, a po 2
godzinach zmieniono medium hodowlane na nowe. Po 4 dniach wykonano przyzyciowe zdjecia dwoch
grup badawczych: pierwsza transfekowana dwoma plazmidami: plazmidem ekspresjonujacym GFP
oraz Cre wraz z plazmidem pCDH-hU6-EGFP_gl1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS (Ryc. 42 a)
oraz drugiej grupie kontrolnej transfekowanej plazmidem ekspresjonujacym samo GFP, bez Cre wraz z
plazmidem EGFP-CRISPR-DIO (Ryc. 42 b). Wykazano, ze wektor CRISPR-DIO jest specyficzny do
komorek posiadajacych Cre i nie wykazuje funkcjonalnego dziatania w komorkach, ktore nie posiadaja
tej rekombinazy.

Nastepnie sprawdzono, czy plazmid pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS
efektywnie wyciszy ekspresje GFP w komorkach Cre pozytywnych. W tym celu wykonano transfekcje
w takich samych warunkach jak opisane wyzej plazmidami pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre z pCDH-hU6-
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EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS oraz pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre pojedynczo jako
kontrole (Ryc. 42 c). Zdjecia przyzyciowo wykonano po 5, 10 i 14 dniach od transfekcji. Stwierdzono,
ze im dhuzszy czas dziatania wektora plazmidowego, tym mniej komoérek wykazuje ekspresje GFP a
coraz wigcej ekspresje mCherry. Rezultat ten moze wynika¢ z dluzszego czasu potrzebnego do
zadzialania rekombinazy Cre, a takze z czasu obrotu biatkiem GFP i efektywnym usunigciem go z
komorki, kiedy nie wykazuje juz fluorescencji.

Pasa: HEK293T Transfekcja plazmidami Obrazowanie ® obrazowanie Obrazowanie
komérek komérek komoérek

#dni 2 7 12

Komorki z ekspresjg Cre

Komérki bez ekspresji Cre

pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre pCDH-hSYN-GFP-T2ACre + pCDH-hUG-EGFP-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

Ryc. 42. Przyzyciowe obrazowanie transfekowanych komorek HEK293T plazmidem pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS wraz z plazmidem: (a.) pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre; (b.) pCDH-hSYN-MSC-T2A-EGFP; (c.) Komorki
HEK?293T transfekowane kontrolnym plazmidem z GFP (14 dzien po transfekcji) oraz po 5, 10 i 14 dniach od podwdjne;j
transfekcji plazmidami pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS i pCDH-hSYN-GFP-T2A-Cre. Skala 100
pm.

4.2.4.2. Wektor lentiwirusowy LV-pCDH-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
mCherryNLS wykazuje dzialanie w transdukowanych neuronach
pierwotnych zawierajacych rekombinaz¢ Cre

Aby potwierdzi¢ dziatanie wirusa kontrolnego, LV-EGFP_g1-hSYN-CRISPR-DIO, tj.
selektywno$¢ do komorek ekspresjonujacych Cre, a takze skuteczno$¢ w dziataniu gRNA kontrolnego
(nacelowanego w biatko EGFP) wykonano transdukcje pierwotnych neuronéw dopaminowych (Ryc. 43
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a, b, d, e) lub korowych (Ryc. 43 ¢). W tym celu zatozono hodowle neuronalne i nastgpnego dnia po
izolacji zainfekowano komorki dwoma lentiwirusami: LV-hSYN-GFP-CRE oraz LV-EGFP_gl-h-
SYN-CRISPR-DIO oraz pojedynczym lentiwirusem LV-hSYN-GFP-CRE, jako kontrolg. Po 6 dniach
wykonano przyzyciowe zdjecia obu grup badawczych: (Ryc. 43 a). Pokazano spadek ilo$ci biatka
fluorescencyjnego GFP w grupie badawczej zainfekowanej wirusem CRISPR/Cas9 wyciszajacym
ekspresje GFP na poziomie 70% (test t-studenta, t = 5,207, df = 4, p = 0,0065) w pomiarach
parametréw intensywnosci GFP obrazéw uzyskanych w mikroskopii fluorescencyjnej (Ryc. 43 b) oraz
na poziomie 57% (dwuczynnikowa ANOVA, post hoc Sidaka F14= 13,67; p = 0,008) w badaniu RNA
po 15 dniach po infekcji (Ryc. 43 c). Przyzyciowe obrazowanie na wczesnym etapie transdukcji
komorek (4 dni) nie wykazuje ekspresji mCherry (lub na niskim poziomie), znacznika
fluorescencyjnego naszych wektoréw CRISPR. Po 16 dniach hodowli preparat utrwalano, a markery
fluorescencyjne dodatkowo wybarwiano przeciwcialami, co daje specyficzny obraz umiejscowienia
biatek fluorescencyjnych (Ryc. 43 e). Lentiwirus CRISPR-DIO usuwajacy GFP infekuje 12 % komorek
po 4 dniach i 29,1 % po 15 dniach (Ryc. 43 d). Liczba zliczonych komérek GFP pozytywnych po
infekcji opisywanym wirusem znaczgco spada, po 4 dniach transdukcji do 88,32 + 2,472 % kontroli
(test Manna-Whitneya, U = 21,50, p = 0088) oraz po 15 dniach transdukcji do 70,54 + 3,889 % kontroli
(test t-studenta, t = 5,191, df = 20, p < 0,0001).
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5 Przyzyciowe obrazowanie komérek
Izolacja neuronéw @ T Sanan
ransdukcja wirusami A < 5 A
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LV-hSYN-GFP-T2A-Cre + LV-hUG-EGFP-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS

Ryc. 43. Transdukcja pierwotnych neuronéw dopaminowych lentiwirusami LV-hSYN-GFP-CRE oraz LV-EGFP_g1-hSYN-
CRISPR-DIO. (a.) Przyzyciowe obrazowanie neuronéw W 6 dniu po infekcji; Skala 100 um (b.) Srednia powierzchnia z 3
losowych obrazéw zajmowana przez komérki z ekspresja GFP po transdukcji; (C.) Srednia ekspresja genu kodujacego biatko
GFP z transdukowanych neuronéw N = 3; (d.) Srednia ilo$é neuronéw GFEP i mCherry-pozytywnych zliczona z 6 losowych
zdje¢ z dwbch eksperymentow. (e.) Wybarwiony preparat neuronalny na GFP, mCherry i Hoechst33342, utrwalony po 14
dniach po transfekcji; Skala 30 um. Do oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano test t-studenta (Srednia powierzchnia) oraz
dwuczynnikowa analize wariancji z powtérzonymi pomiarami ANOVA, uzupelniona testem post-hoc Sidaka (ekspresja
gendw). Istotnosé statystyczna przedstawiona jako *. ** p < 0,01, **** p < 0,0001
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4.2.5.Progresywna Smier¢ komorki jako funkcjonalny efekt wyciszenia ekspresji
czynnika transkrypcyjnego TIF-IA lub bialka RPA194 w modelu in vitro
pierwotnych neuronow i astrocytow.

Ostatecznym etapem weryfikacji funkcjonalnoéci uzyskanych wektorow byla transdukcja
pierwotnych neurondéw i astrocytéw i ocena dziatania konstruktu poprzez zliczenia komoérek. Oceniono
selektywnos¢ wektora Cre-zaleznego do neurondéw posiadajacych ta rekombinaze oraz sprawdzono
dziatania wektora CRISPR niezaleznego od Cre z docelowym gRNA (podrozdziat 4.2.5.1). Nastepnie
przy zastosowaniu CRISPR-DIO zweryfikowano rézne zaprojektowane gRNA z tabeli (Tab. 39)

i wybrano wektor o najsilniejszym dziataniu (podrozdziat 4.2.5.2), a takze wklonowano i
zastosowano wybrany gRNA do wektora CRISPR pod promotorem GFAP, selektywny do astrocytow
(podrozdziat 4.2.5.3). W opisywanych do§wiadczeniach uzywano nastepujgce wirusy:

Wektory pomocnicze, ktére pomagajg osiggnaé docelowa ekspresje genéow w transdukowanych
komérkach:

o LV-hSYN-GFP-T2A-Cre, ktory zapewnit ekspresj¢ w neuronach czynnika Cre oraz biatka
fluorescencyjnego GFP;

o kontrolny LV-hSYN-MSC-T2A-EGFP, ekspresjonujacy GFP w neuronach;

o LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP, ekspresjonujacy GFP w astrocytach.

Wektory CRISPR/Cas9:

o LV-hU6-TIF_gl1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS,  Cre-niezalezny  wektor, =z rdéznymi
wariantami gRNA wyciszajacymi ekspresje biatka TIF-IA w neuronach;

o kontrolny LV-hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS, Cre-zalezny wektor ktory
ma za zadanie wyciszy¢ ekspresje biatka fluorescencyjnego EGFP, bez szkody na zywotno$é
komoérek w neuronach;

o LV-hU6-gTIF/PoIR1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS, Cre-zalezny wektor, z roéznymi
wariantami gRNA wyciszajacy ekspresje biatka TIF-1A lub RPA194 w neuronach;

o kontrolny LV-hU6-EGFP-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS, ktory ma za zadanie wyciszy¢
ekspresje biatka fluorescencyjnego EGFP, bez szkody na zywotno$¢ komoérek w astrocytach;

o LV-hU6-gTIF/gPoIR1-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS, Cre-niezalezny wektor, z roéznymi
wariantami gRNA wyciszajacym ekspresj¢ biatka TIF-1A lub RPA194 w astrocytach.
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Ryc. 44. Mapy wektorow plazmidowych. (a.) pLenti- hUB-TIF_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS; (b.) pCDH-hGFAP-MSC-
T2A-EGFP (c.) pCDH- hU6-EGFP_g1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS’ (d.) pCDH-hU6-gTIF/PolR1-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS; (e.) pLenti- hU6-EGFP-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS; (f.) pLenti- hU6-gTIF/gPolR1-hGFAP-Cas9-

P2A-mCherryNLS
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4.2.5.1. Wektor lentiwirusowy LV-pCDH-hU6B-gTIF-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
MCherryNLS wykazuje selektywne dzialanie w neuronach pierwotnych
zawierajacych rekombinaze¢ Cre

Pierwotne hodowle neurondow korowych transdukowano dzien po wysianiu lentiwirusem
kontrolnym, LV-pCDH-hSYN-MSC-T2A-EGFP, aby zapewni¢ ekspresjc GFP. Réwnocze$nie
dodawano wirusy CRISPR: wektor lentiwirusowy wyciszajacy ekspresje biatka TIF-IA w egzonie 12,
Cre-niespecyficzny LV-CRISPR-hU6-gTIFel2-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS, a takze wektor
lentiwirusowy wyciszajacych ekspresja biatka TIF-1A, Cre-specyficzny LV-CRISPR-hU6-gTIFel2-
hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS. Po 16 dniach hodowli komorki utrwalano, wybarwiono wzmacniajgc
fluorescencje znacznikow GFP oraz mCherry i obrazowano. Pokazano, Ze usunig¢cie czynnika
transkrypcyjnego TIF-TA powoduje zmniejszenie iloSci neuronow po 15 dniach od infekcji. Wykazano,
ze spadek ilosci neurondéw GFP-pozytywnych zachodzi tylko z wirusem Cre-niespecyficznym,
udowadniajac, ze zaprojektowany system CRISPR-DIO jest selektywny, a infekcja komorek
nieposiadajacych Cre nie wplywa negatywnie na ich przezywalno$¢ (Ryc. 45). Na Ryc. 45
przedstawiono wyniki z wybranym gRNA celujacym w egzon 12, ktory zostat wybrany ze wszystkich
testowanych gRNA. Selekcje 1 schemat dziatajacych gRNA opisano i przedstawiono w nastgpnym
podrozdziale dotyczgcym walidacji in vitro wektora Cre-specyficznego.

Utrwalenie,
lzolacja neuronéw @ Transdukcja wirusami »  LV-hSYN-gRNA-CRISPR wybarwienie i
»  LV-hSYN-gRNA-CRISPR-DiO obrazowanie
komérek
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Ryc. 45. Podwojna transdukcja pierwotnych neurondéw korowych lentiwirusami LV-pCDH-hSYN-MSC-T2A-EGFP wraz z
LV-gTIF-hSYN-CRISPR-DIO lub LV-gTIF-hSYN-CRISPR, pokazane po utrwaleniu i wzmocnieniu sygnatu z bialek
fluorescencyjnych w 16 dniu hodowli. (a.) Kontrolne neurony z pojedyncza ekspresja GFP; (b.) Podwdjna infekcja komorek
wektorem z GFP oraz wektorem CRISPR Cre-zaleznym; (c.) Podwojna infekcja komorek wektorem z GFP i wektorem
CRISPR. Skala 50 um.
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4.2.5.2. Wyciszenie ekspresji TIF-1A i RPA194 w neuronach in vitro z uzyciem LV-
CRISPR prowadzi do $mierci komérek

Pierwotne hodowle neuronéw korowych i hipokampalnych transdukowano dzien po wysianiu
lentiwirusem kontrolnym, LV-hSYN-GFP-T2A-Cre, aby zapewni¢ ekspresje w neuronach czynnika
Cre oraz biatka fluorescencyjnego GFP. Rownoczesnie dodawano wirusy Cre-zalezne LV-CRISPR-
hU6-gTIF_gl/gPolR1_g1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS z réznymi gRNA: wektor LV kontrolny
wyciszajacy EGFP, wektory LV wyciszajace ekspresj¢ biatka TIF-IA lub RPA194 w r6znych
kombinacjach (gRNA, Tab. 39)

). Tg sama procedur¢ transdukcji powtorzono w 12 dniu hodowli, aby zweryfikowa¢ skutecznosé
dziatania w krotszym odstgpie czasu (na 4 dni). Jako kontrolny wektor CRISPR uzyto jak w
poprzednim do§wiadczeniu wektora z gRNA usuwajagcym EGFP. W 16 dniu hodowli preparaty
utrwalano i wybarwiono wzmacniajac fluorescencje znacznikow GFP oraz mCherry i zobrazowano.
Kontrolnie wykazano (jak w doswiadczeniu przedstawionym w 4.2.4.2) transdukcje neurondéw
posiadajacych Cre przez wektor CRISPR-DIO usuwajacy EGFP. Stwierdzono, ze wektor ten powoduje
usunigcie GFP z komorek (Ryc. 46 b) przy jednoczesnym braku spadku ilo§ci neuronéow w hodowli
(Ryc. 47). Przetestowano roézne kombinacje wektoréw wyciszajacych ekspresje biatka TIF-1A lub
RPA194 (Tab. 40) i wytypowano dziatajace gRNA (tj. zmniejszajace ilos¢ neuronéw w hodowli,
zaznaczone w tabeli znakiem V') do dalszych eksperymentéw. Uzyte razem, oddalone od siebie o okoto
20 nukleotydow gRNA powoduje rozcigcie nici DNA w dwoch miejscach. Wyniki przedstawiono z 3
niezaleznych eksperymentdéw, w kazdym eksperymencie uwzgledniajac duplikat kazdego warunku.

Tab. 40. Lista uzytych wektorow LV do transdukcji uzytych pojedynczo lub tgczonych.

TIF-1A PolR1
. TIFlvl | TIFIvZ | TIF1w4 | TIFIvS | TIF2vl | TIF2vZ | TIF12vl | TIF12v3 | TIF13vl | TIF13v2 | TIF13wd Pollvl Pollv3 Pol2vl Pol2v2
pojedyncz
‘{ X X X ‘ X 4 X + + 4 X X ‘ ‘ 4 + X X
TIFlvl | TIFvl | TIFlvl | TIF2vl | TIF12vl | TIF13vl | TIF13vl | TIF12vl Pollvl | Pol2vl
faczone | TIF1w2 | TIFIw4 | TIFWS | TIF2v2 | TIF12v3 | TIF13w2 | TIF13w4 | TIF13v1 Pollvd | Pol2v2
X < X Il Il X Il Il Il X

Za wyznacznik efektywnego dziatania gRNA przyjeto usunigcie 50 % neuronéw z hodowli po 15
dniach od infekcji. Zaobserwowano, ze w dzialajacych gRNA znacznik mCherry po tym czasie
catkowicie jest niewidoczny, sugerujac apoptoze¢ zainfekowanych komorek. Zaobserwowano, ze
pojedyncze uzycie gRNA wyciszajacy ekspresje egzonu 1 biatka TIF-1A po 15 dniach nie powoduje
$mierci komorek (Ryc. 46 c). Zastosowanie wektora CRISPR-DIO z gRNA wyciszajacy egzon 12
okazal si¢ najskuteczniejszy. Po 4 dniach infekcji widoczne sa komorki ze znacznikiem wirusa,
mCherry (Ryc. 46 d), a po 15 dniach wszystkie zainfekowane komoérki sg zdegenerowane (Ryc. 46 e).
Podobny rezultat uzyskano transdukujac komorki LV-CRISPR wyciszajacemu egzon 1 PolR1a (Ryc.
46 f). Wybarwione komorki zliczono pokazujac stalg liczbg neuronéw w dotkach kontrolnych po 4
dniach infekcji i 16 dniach (Ryc. 47). Liczba neuronéw mCherry-pozytywnych jest stata w obu
punktach czasowych podczas infekcji wirusem kontrolnym wyciszajacym EGFP, a takze po infekcji
wirusem, ktory mimo wstawionej wersji gRNA majacej usungé ekspresje biatka TIF-1A nie zadziatat
prawidtowo, czyli nie spowodowat progresywnej $mierci komoérek (na wykresie pokazano rowniez
przyktadowy wynik zliczenia komoérek po transdukcji wirusem, ktory nie wykazat efektywnosci w
infekcji komorek, TIF1v4). Wybrany, pozytywny lentiwirus o wstawionym gRNA TIF12vl w
polaczeniu z TIF12v3 powodawat $mier¢ 16,09 % neurondéw po 4 dniach (nieistotne statystycznie, p >
0,05) i 92,26 % po 15 dniach (F4 50 = 126,9; p < 0,0001) (Ryc. 46 b). Rownie efektywny w indukcji
$mierci neuronow okazat si¢ wektor wyciszajacy ekspresj¢ biatka RPA194 kodowane przez PolR1a,
ktory powodowat $mier¢ 16,09 % neuronow po 4 dniach i 93,52 % po 15 dniach (F4 50 = 126,9; p <
0,0001).
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Ryc. 46. Transdukcja pierwotnych neuronéw korowych réznymi wersjami lentiwirusow. (a.) kontrola, transfekcja LV-hSYN-
GFP-T2A-Cre; (b.) podwojna transdukcja LV-hSYN-GFP-T2A-Cre wraz LV-EGFP_g1-hSYN-CRISPR-DIO; (c.) podwdjna
transdukcja LV-hSYN-GFP-T2A-Cre wraz LV-gTIF1v1-hSYN-CRISPR-DIO; (d.) podwdjna transdukcja LV-hSYN-GFP-
T2A-Cre wraz LV-gTIF12v1-hSYN-CRISPR-DIO (po 4 dniach); (e.) podwdjna transdukcja LV-hSYN-GFP-T2A-Cre wraz
LV-gTIF12v1-hSYN-CRISPR-DIO; (f.) podwojna transdukcja LV-hSYN-GFP-T2A-Cre wraz LV-gPol1v1-hSYN-CRISPR-
DIO; Zdjecia pokazane po utrwaleniu i wzmocnieniu sygnatu z biatek fluorescencyjnych w 16 dniu hodowli. Skala 50 pm.
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Ryc. 47. Zliczenia ilosci komorek po transdukcji wirusami LV-hSYN-GFP-T2A-Cre, LV-EGFP_gl1-hSYN-CRISPR-DIO,
LV-gTIF1v1-hSYN-CRISPR-DIO, LV-gTIF12v1-hSYN-CRISPR-DIO i LV-gPol1lv1-hSYN-CRISPR-DIO po (a.) 4 dniach i
(b.) po 15 dniach. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup + SEM. N = 3, w kazdym N uwzgledniono 2 powtorzenia. Do
oceny istotnosci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowa analize wariancji ANOVA, uzupelniona testem post-hoc Sidéka.
[stotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. ****-p < 0,0001

Wszystkie wersje wiruséw, ktére okazaly si¢ skuteczne, zakwalifikowano do sprawdzenia
efektywnosci in vivo (opisane w rozdziale 4.2.6.3).

4.2.5.3. Wyciszenie ekspresji TIF-1A i RPA194 w astrocytach in vitro z uzyciem LV-
CRISPR prowadzi do $mierci zainfekowanych komorek

Pierwotne hodowle astrocytow pasazowano i wysiewano na ptytki do obrazowania. W drugim
dniu hodowli blokowano proliferacje komorek i po 24 godzinach zmieniano medium na hodowlane. Po
24 godzinach we wszystkich grupach badawczych wykonywano transdukcje wirusem kontrolnym LV-
hGFAP-MSC-T2A-EGFP, ktory zapewnit ekspresj¢ GFP i znakowanie komorek GF AP-pozytywnych.
Nastgpnie komorki transdukowano kontrolnym CRISPR, ktory wycisza ekspresje biatka EGFP lub
badanym wektorem CRISPR powodujacym $mier¢ komdrek, prawdopodobnie na drodze zaleznej od
biatka p53 apoptozy jak opisano we wczesniejszych pracach, dzigki wyciszeniu ekspresji czynnika
transkrypcyjnego TIF-IA lub RPA194. Zaréwno w przypadku wyciszenia TIF-1A jak i RPA194
uzyskano podobne wyniki doprowadzajac do progresywnej $mierci astrocytoéw blokujac prawidtowe
funkcjonowanie polimerazy 1 (Ryc. 48, Ryc. 49). Kontrolny wirus spowodawat usuni¢cie EGFP i
ekspresj¢ mCherry w zainfekowanych komorkach, bez zmiany ilosci zywych astrocytow (Ryc. 48 a,
Ryc. 49 a) (4 dzien po infekcji). Po 4 dniach réwniez wyraznie widoczny jest znacznik mCherry
umiejscowiony w jadrach komorek, po transfekcji LV-hU6-gTIF12v1-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS
(Ryc. 48 b), lub LV-hU6-gPolR1alvl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS (Ryc. 49 b). W tym czasie nie
zaobserwowano rowniez duzych zmian ilosci zywych komorek. Nastepnie przeprowadzono
eksperyment z ré6znymi czasami infekcji wirusami z gRNA rozpoznajacym sekwencje dwoch miejsc w
genie Rrn3: LV-hU6-gTIF12v1-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS wraz z LV-hU6-gTIF12v3-hGFAP-
Cas9-P2A-mCherryNLS (Ryc. 48 c-f) oraz wirusami z gRNA rozpoznajacym sekwencje dwoch miejsc
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w genie PolR1a: LV-hU6-gPolR1alvl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS wraz z LV-hU6-gPolR1alv2-
hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS (Ryc. 49 c-f). Wykazano, ze najwigksza ilo$¢ astrocytow mCherry-
pozytywnych jest 7 dni po infekcji lentiwirusami CRISPR (Ryc. 48 e, Ryc. 49 ¢). Pokazano rowniez, ze
w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 48 ¢, Ryc. 49 c) infekcja wirusem CRISPR wyciszajacym TIF-IA, lub
RPA194 powoduje progresywng $mier¢ astrocytow w 10 dniu (Ryc. 48 f, Ryc. 49 f).
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Ryc. 48. Transdukcja pierwotnych astrocytow réznymi wersjami lentiwirusow. (a.) kontrola: podwojna transdukcja LV-
hGFAP-MSC-T2A-EGFP z LV-hU6-EGFP_gl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS; 10 dzien po transdukcji (b.) podwdjna
transdukcja LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP z LV-hU6-gTIF12v1-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS; 10 dzien po transdukcji;
Skala 50 pum. (c.) kontrolna transdukcja LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP; 10 dzien po transdukcji (d-f.) rozne czasy podwdjna
transdukcji LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP wraz z LV-gTIF12-hGFAP-CRISPR (d.) 4 dni; (e.) 7 dni; (f.) 10 dni; Preparaty po
utrwaleniu 1 wzmocnieniu sygnatu z biatek fluorescencyjnych obrazowano w wybranym dniu hodowli. Skala 75 um.
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Ryc. 49. Transdukcja pierwotnych astrocytow réznymi wersjami lentiwiruséw. (a.) kontrola: podwojna transdukcja LV-
hGFAP-MSC-T2A-EGFP z LV-hU6-EGFP_gl-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS; 10 dzien po transdukcji (b.) podwdjna
transdukcja LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP z LV-hU6-gPOLel-hGFAP-Cas9-P2A-mCherryNLS; 10 dzien po transdukcji;
Skala 50 pum (c.) kontrolna transdukcja LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP; 10 dzief po transdukcji (d-f.) rézne czasy podwojnej
transdukcji LV-hGFAP-MSC-T2A-EGFP wraz z LV- gPOLel-hGFAP-CRISPR (d.) 4 dni; (e.) 7 dni; (f.) 10 dni; Preparaty po
utrwaleniu 1 wzmocnieniu sygnatu z biatek fluorescencyjnych obrazowano w wybranym dniu hodowli. Skala 75 um.
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4.2.6.0ptymalizacja warunkéw domézgowej iniekcji LV u myszy

Aby zapewni¢ jak najwyzsza powtarzalno$¢ operacji stereotaktycznych oraz wysoka skutecznosé
dziatania wirusa przeprowadzono pierwsze kroki w celu:

optymalizacji miejsca podania wirusa (miejsce sinawe)
doboru odpowiedniej ilosci wstrzykiwanego wirusa

ustalenia czasu dzialania wirusa
e mozliwosci weryfikacji mutacji

Na dwa pierwsze punkty odpowiedziano wykorzystujac do tego myszy typu dzikiego C57BI/6N
oraz wirusa Cre-niespecyficznego LV-hU6-gTIF-e1-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS, z wariantem
gRNA wyciszajacy poczatkowy fragment pierwszego egzonu Rrn3 w neuronach. Kolejny punkt
walidacji wymagat uzycia modelu myszy transgenicznych DbhCre oraz Cre-specyficznego lentiwirusa
LV-hU6-gTIF-e1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS, ktory specyficznie w neuronach z ekspresjg
Cre rowniez wycina fragment egzonu pierwszego Rrn3. Podczas pierwszych podan opisanych w tym
podrozdziale nie bylo jeszcze wiadomo, ze gRNA nakierowujacy Cas9 na egzon 1 genu Rrn3 nie
powoduje $§mierci komorek.

4.2.6.1. Dostosowanie warunkow operacji stereotaktycznych na myszach C57BI/6N

12-tygodniowe myszy C57BI/6N poddawano operacji stereotaktycznej (N = 20, samice i samce)
i bilateralnie podawano przygotowanego wczesniej lentiwirusa w celu weryfikacji miejsca iniekcji i
rozprzestrzeniania si¢ wirusa w tkance. ROwnocze$nie testowano i10$¢ potrzebnego wirusa do pokrycia
catej struktury. W tym celu podawano roézne objetosci wirusa o tym samym mianie w lewa potkule i
prawg. Po 2 tygodniach myszy u$miercano i obrazowano skrawki mozgu, aby oszacowaé penetracje
wirusa w tkance. Ryc. 50 a i b obrazuje, jak dostosowywano koordynaty wzgledem bregmy, aby
pokrycie wirusem bylo jak najbardziej optymalne. Ostatecznie ustalono koordynaty: ML 0,9 / - 0.9; DV
— 3,65; AP — 5,45 i szybko$¢ przeptywu na 400 nl/min. z 5 minutowym opoznieniem w wyciggnieciu
igly. Ustalonych parametréw trzymano si¢ w kolejnych operacjach. Na Ryc. 50 ¢ pokazano poréwnanie
podania 1 pl wirusa (strona lewa) do 2 ul wirusa (strona prawa).
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Ryc. 50. Ekspresja mCherry w miejscu sinawym myszy C57Bl1/6, 2 tygodnie po obustronnej domédzgowej iniekcji wektora
LV-hU6-gTIFel-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS nacelowanego na usuni¢cie fragmentu egzonu 1 biatka TIF-1A. (a.)
dostosowywanie miejsca podania wirusa i weryfikacja koordynatow operacji stereotaktycznych; podanie 1 pl wirusa (b.)
ostateczny obraz ekspresji wirusa z wybranymi koordynatami; podanie 1 ul wirusa (c.) uwidocznione réznice w ilosci
podanego wirusa na strong; podanie 0,7 pl wirusa na stron¢ lewg oraz 1,5 pl na strong prawa (d.) zaznaczony schemat z atlasu
moézgu z miejscem podania do miejsca sinawego, koordynaty: ML 0,9 / - 0.9; DV — 3,65; AP — 5,45; Ekspresja mCherry
zostala dodatkowo wzmocniona barwieniem immunofluorescencyjnym z uzyciem przeciwciala anty-mCherry. Ramka
zaznaczone jest miejsce sinawe. Skala 100 pm.
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4.2.6.2. Wykazanie optymalnego doboru warunkéw operacji stereotaktycznych na
myszach DbhCre

Podczas pierwszych operacji ustalano mozliwosci weryfikacji mutacji i szacowano potrzebny
czas do ekspresji wirusa Cre-zaleznego CRISPR/Cas9. Przeprowadzono seri¢ operacji w 4 turach (N =
27, samice i samce) z 2 tygodniowym odstepem czasu. 12-tygodniowe myszy DbhCre poddawano
iniekcji takiej samej porcji lentiwirusa LV-hU6-gTIFel-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS, z gRNA
usuwajgcym fragment z egzonu 1 genu Rrn3. Po 2, 4, 6 i 8 tygodniach po operacji myszy u§miercano i
pobierano tkanki. Obraz ekspresji mCherry (ktory nie byt umiejscowiony tylko w jadrach, jak wskazuje
NLS, ale w calej cytoplazmie komorki) uzyskano w 33% operowanych osobnikéw po uptywie 6
tygodni od podania. We wczesniejszych punktach czasowych (2 i 4 tygodnie), jak i pozniejszych (8
tygodni) nie odnotowano obecno$ci biatka fluorescencyjnego. Probne operacje przeprowadzono w
podobnym czasie, co weryfikacje in vitro, nie wiedzac jeszcze, ze wybrany egzon 1 w genie Rrn3 nie
powoduje znaczacej $mierci komoérek. Z tego powodu prawdopodobne jest, ze byla mozliwosé
znalezienia puntu czasowego, w ktérym uwidocznito si¢ ekspresje wirusa (ze wzgledu na brak $mierci
komorek zainfekowanych) (Ryc. 51).
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Ryc. 51. Mikroskopowy obraz ekspresji mCherry, w miejscu sinawym myszy DbhCre, 6 tygodni po obustronnej domozgowej
iniekcji wektora LV-hU6-gTIF-hSYN-Cas9-P2A-mCherryNLS nacelowanego na wyciszenie ekspresji fragmentu egzonu 1
biatka TIF-IA; (a. — c.) reprezentacyjny obraz uzyskany z roznych myszy; ekspresja mCherry zostata wzmocniona barwieniem
immunofluorescencyjnym; (d.) schematyczny przekrdj mézgu z zaznaczonym miejscem sinawym, w ktorym obecna jest
ekspresja TH i mCherry. Skala 50 um.

4.2.6.3. Selekcja optymalnego gRNA in vivo u myszy DbhCre

Wykonano operacje na grupie zwierzat (80 zwierzat, samce i samice, DbhCre + oraz DbhCre-),
podajac domoézgowo, do LC takie same porcje wektora LV-hUB-gTIF-hSYN-DIO-Cas9-P2A-
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mCherryNLS. Operacje przeprowadzano w dwoch grupach, ze wzgledu na konieczno$¢ zebrania
wystarczajacej kohorty zwierzat. Zastosowano 5 réznych wersji taczonych oraz 4 pojedyncze z gRNA
usuwajgcym biatko TIF-IA, sugerujagc si¢ Tab. 40, pokazujacg zweryfikowane gRNA na neuronach in
vitro. Jako kontroli uzywano myszy DbhCre-, ktorym podawano ten sam wektor, co grupie
eksperymentalnej (Ryc. 52 a).

Tab. 41. Lista uzytych wektorow LV do domozgowych podan.

TIF-1A

taczone TIF1vl | TIF2wl | TIF12v1 | TIF13vl | TIF12vl pojedynczo TIF2wl | TIF12v1 | TIF12v3 | TIF13wl
TIF1w4 | TIF2w2 | TIF12v3 | TIF13w4 | TIF13vl v v v v

< < < < <

Po 3 miesigcach od operacji myszy usmiercono i pobrano mézgi do analizy ilosci neuronéw TH
pozytywnych w miejscu sinawym. Wykonano barwienia immunofluorescencyjne i zliczono po 3 slajdy
z najwigkszg iloscig komoérek TH. Wykazano, ze przynajmniej jedne wersje gRNA, nacelowane w
wyciszenie ekspresji biatka TIF-IA w egzonie 12 wykazuja prawidlowe dziatanie, osiggajac tendencje
do spadku liczby neuronéw TH+ u 2 z 5 analizowanych zwierzat (Ryc. 52 b - d). Wszystkie kolejne
eksperymenty wykonywano w takim samym schemacie podawania dwoch lgczonych wektorow - LV-
hU6-gTIFel2v1-hSYN-DIO-Cas9-P2A-mCherryNLS wraz z LV-hU6-gTIFel2v3-hSYN-DIO-Cas9-
P2A-mCherryNLS.
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Ryc. 52. Zliczenia neuronéw noradrenergicznych w miejscu sinawym myszy TIF-IA-CRISPRP™™™® \v testowym

eksperymencie (a.) schemat przeprowadzonego eksperymentu; (b.) reprezentacyjny mikroskopowy obraz miejsca sinawego
myszy TIF-IA-CRISPRPP™ ™ 3 miesigce po obustronnej domoézgowej iniekcji wektora LV-hUB-gTIF-hSYN-Cas9-P2A-
mCherryNLS wyciszajacego ekspresje fragmentu egzonu 12 biatka TIF-IA u myszy kontrolnej oraz u mutantoéw; (c.)
pojedyncze zliczenia 3 slajdow z najwickszg iloscig komorek TH w miejscu sinawym obrazujace réoznice mi¢dzyosobnicze po
domoézgowych podaniach wektoréw. Przedstawiono przyktadowe zliczenie mutantow, ktore nie wykazaty istotnej rdznicy po
podaniach LV wyciszajacego fragment egzonu 1 bialka TIF-1A oraz po podaniach LV wyciszajacego fragment egzonu 12
biatka TIF-1A, ktére pokazuje poprawne dziatanie, wykazujac tendencj¢ do zmniejszenia ilosci komorek; poziome linie
symbolizujg $rednig = SEM, punkty na wykresie oznaczaja liczb¢ neuronow TH+ z kazdego skrawka osobno.; (d.) zliczenia
iloci komérek TH+ w miejscu sinawym przedstawione jako suma komorek TH z 3 slajdow miejsca sinawego. Wyniki
przedstawiono jako $rednig dla grup = SEM. Do oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowa analiz¢
wariancji ANOVA oraz test t-studenta dla grup niezaleznych. Skala 100 pum.
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4.3. Wprowadzona mutacja do LC powoduje dysregulacje dzialania ukladu
noradrenergicznego u myszy TIF-1A-CRISPR"P"C"

Na potrzeby zaplanowanych eksperymentéow przygotowano kohorte 40 myszy — kontroli i
transgenicznych linii DbhCre (po 10 samcéw i 10 samic w obregbie kazdej grupy), celem
przeprowadzenia takze badan behawioralnych. Myszy w odpowiednim wieku (12 tygodni) poddawano
operacjom stereotaktycznym i podawano wektor CRISPR wyciszajacy ekspresje Rrn3, kodujacego
biatko TIF-IA, ktory zweryfikowano w poprzedzajacym doswiadczeniu. Jako kontrole uzywano myszy
DbhCre-, ktorym podawano ten sam wektor, co grupie eksperymentalnej. W catym przedstawionym
eksperymencie badajacym wplyw uktadu noradrenergicznego na dopaminowy wykorzystano 4 kohorty
zwierzat o roznej liczebno$ci. Zwierzeta nastepnie poddawane byly testom behawioralnym. Po ich
zakonczeniu, zgodnie z zasadg 3R, pobierane byty moézgi do przeprowadzania dalszych testow ex vivo.

4.3.1.1. Usuniecie bialka TIF-IA powoduje selektywna degeneracje neuronow
noradrenergicznychw LC

Ze wzgledu na ograniczenia liczebnosci nie z kazdej wygenerowanej kohorty zwierzat pobierano
moézgi do kontroli iloSci neuronéw noradrenergicznych w miejscu sinawym. Zliczenia neurondw
miejsca sinawego wykonano na 3 kohortach zwierzat, 6 miesigcy od podan wektora. W pierwszej
kohorcie uwzgledniajgc do zliczen 10 zwierzat z grupy, a w drugiej i trzeciej pozostale, ktore nie
wykorzystano do innych badan in vivo (po 6 zwierzat). W grupach mutantéw i kontroli rozktad pici
rozktada¢ si¢ po rowno. Podczas weryfikacji i zliczen odrzucono analiz¢ myszy, u ktorych
przypadkowo nie pobrano wszystkich sekcji obejmujacych miejsce sinawe. Dlatego w ostatecznej
analizie caloSciowego zliczenia neurondw w miejscu sinawym zakwalifikowano 14 zwierzat. Podczas
ciecia utrwalonego mozgu okre$lano potozenie miejsca sinawego poprzez rozpoznawalne struktury
anatomiczne jak przyktaczek (fac. Paraflocculus) oraz komora czwarta (tfac. Ventriculi Quarti). Kazde
zwierz¢ charakteryzuje si¢ roznicami osobniczymi i struktury te moga by¢ minimalnie przesunigte
wzgledem siebie. Na wyglad komor mozgu réwniez szczegdlnie duzy wplyw ma sposob utrwalenia
tkanki, ktora moze by¢ mocniej rozszerzona, lub zwezona w miejscu pustych przestrzeni. Przyktadowe
zdjecia losowego zwierzecia ze zliczenia zestawione z reprezentatywnym miejscem z atlasu moézgu
przedstawiono na Ryc. 53. Podliczono ilo$§¢ wyznakowanych neurondw, a nastepnie przedstawiono na
wykresie jako pojedyncze zliczenia w kazdym osobniku, aby dobrze przedstawi¢ wizualizacje
otrzymanych danych. Myszy o genotypie mutanta wykazywatly si¢ zmniejszong ilo$ciag neurondéw
noradrenergicznych (dwuczynnikowa ANOVA: F; 6= 5, p = 0,021). Dane ze zliczen przedstawiono
réwniez jako $rednig sume wszystkich neuronow z grupy zwierzat (Ryc. 54 a i b). Wykazano
znamienne statystycznie réznice w ilosci neuronéw noradrenergicznych miedzy grupa kontrolna, a
grupa badana TIF-IA-CRISPR®™®® 7z podanym wektorem wirusowym uzywajac nieparametrycznego
testu Manna-Whitneya dla grup niezaleznych. Myszy TIF-IA-CRISPR"™ " wykazuja spadek liczby
komoérek TH+ o $rednio 16,7 % (U = 21,5; p < 0,001) w porownaniu do grupy kontrolnej. Nalezy przy
tym zaznaczy¢, ze na $rednig sktadaja si¢ takze zwierzgta o znacznie wigkszym spadku komoérek TH+
(nawet do 70%) oraz takie, w ktorych nie zaobserwowano rdznicy (analiza pojedynczych osobnikéw
pokazuje, ze 40 % mutantdéw ma $rednig liczb¢ neuronéw noradrenergicznych na poziomie kontroli).
Przyczyng moze by¢ bliska obecno$§¢ komory moézgu, ktora moze przejmowacé wektor LV, jezeli
zostanie naruszona.
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Narodziny myszy @ @ Pobranie mézgéw, utrwalenie
preparatéw, cigcie skrawkow,
barwienie
immunofluorescencyjne

@ genotypowanie

-
~
w
~

#tygodnie 8

Reprezentatywny przekréj
mozgu z atlasu mézgu

LC kontrola LC TIF-IA-CRISPRO®hCre

Ryc. 53. Analiza miejsca sinawego u myszy TIF-IA-CRISPRPP™ " 6 miesiecy po operacjach stereotaktycznych. (a.) obrazy
mikroskopowe przedstawiajace wyniki barwienia immunofluorescencyjnego skrawkéw z rejonu LC myszy TIF-1A-
CRISPRP™“"® na obecnosé hydroksylazy tyrozynowej (TH) w celu zliczenia neuronéw noradrenergicznych i oszacowania
zmian w ich ilo$ci miedzy grupami; (b.) reprezentatywny przekrdj mézgu przedstawiajgce poszezegdlne partie struktury LC,
www.mouse.brain-map.org. LC — miejsce sinawe; Skala 250 um
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Ryc. 54. Zliczenia neuronéw noradrenergicznych w miejscu sinawym myszy TIF-IA-CRISPRP™"°™ (a.) zliczenie neuronow
TH+ z catego przekroju struktury miejsca sinawego przedstawione osobno dla kazdego osobnika, z zaznaczong pozioma linig
$rednig iloscig neuronow = SEM (b.) zliczenie neuronow TH+ z catego przekroju struktury miejsca sinawego przedstawione
jako $rednia suma neurondéw noradrenergicznych ze wszystkich zliczen + SEM. Do oceny istotnosci statystycznej
wykorzystano dwuczynnikowsg analiz¢ wariancji ANOVA oraz nieparametryczny test Manna-Whitneya dla grup niezaleznych.
N = 14. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05, *** p < 0,001; LC — miejsce sinawe; Skala 500 pm

Dodatkowo u 7 zwierzat z grupy kontrolnej oraz grupy mutantéw TIF-IA-CRISPRP™"

wybarwiono losowy skrawek zawierajacy miejsce sinawe na obecno$¢ GFAP (marker astrogleju) oraz
Ibal (marker mikrogleju). Nie stwierdzono réznic w ekspresji lbal w obszarze miejsca sinawego
pomiedzy zwierzgtami kontrolnymi, a mutantami (test t-studenta: t = 0,4527, df = 12, p = 0,6589).
Rowniez liczba astrocytow w grupie mutantow pozostaje na poziomie kontroli (t = 0,3405, df =12, p =
0,7394) (Ryc. 55).
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Ryc. 55. Analiza markeréw glejowych w SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPRP™"“"® (a.) Przykladowe zdjecie miejsca sinawego z
wybarwionymi neuronami TH+ okreslajace zakres miejsca sinawego oraz Ibal; (b.) Przyktadowe zdjgcie miejsca sinawego z
wybarwionymi neuronami TH+ oraz astrocytami GFAP+; (c.) $rednia suma komorek Ibal-pozytywnych + SEM; (d.) $rednia
suma komoérek GFAP-pozytywnych + SEM, a punkty to wartosci uzyskane przez pojedyncze zliczenia; LC — miejsce sinawe;
N = 7. Do oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano test t-studenta dla grup niezaleznych Skala 100 um

4.3.1.2. Noradrenalina i serotonina ulegaja zmianom w tkance prazkowia u samcéw
- analiza poziomu neuroprzekaznikow i ich metabolitéw w hipokampie oraz

prazkowiu

Analize monoamin oraz ich metabolitow przeprowadzono w 4 miesigcu po operacji dla
hipokampa (celem potwierdzenia funkcjonalnych efektow uszkodzenia uktadu noradrenergicznego)
oraz 6 miesigcu po operacji dla prazkowia (celem zbadania ew. wtornych efektow degeneracji LC na
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uktad dopaminowy). Zebrane tkanki zamrozono na suchym lodzie, zwazono i okre§lono poziom
neurotransmiteréw i ich metabolitow w tkance. Otrzymang warto$¢ przeliczono na wage badanej
tkanki, otrzymujgc wartoSci wyrazone w pg/mg. Analizowano: dopamin¢ oraz jej metabolity (kwas
dihydroksyfenylooctowy, DOPAC; 3-metoksytyraming, 3-MT,; kwas homowanilinowy, HVA),
noradrenaling oraz jej metabolit (3,4-dwuhydroksyfenyloglikol, MOPEG), serotoning oraz jej produkt
rozpadu — kwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA). Ze wzgledu na wystarczajgco liczng grupe,
przeanalizowano osobno wyniki otrzymane z grupy samcow i samic.

Analiza HPLC w hipokampie pokazata podwyzszenie $redniego poziomu metabolitu dopaminy,
kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) 0 6,67 pg/mg (t = 3,174, df = 13, p = 0,0073) u samic
(Ryc. 56). Nie zaobserwowano jednak innych istotnych zmian w poziomie monoamin migdzy grupg
kontrolng i eksperymentalng, analizowana osobno w grupie samic oraz samcow (p > 0,05).

Gper danie Pobranie mézgéw, izalacja struktur, analiza metabolitéw w HPLC
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Ryc. 56. Analiza poziomu neuroprzekaznikow i ich metabolitow w hipokampie myszy TIF-IA-CRISPR®™“"® 3 miesiace po
podaniach wirusa. (a.) u samic (b.) u samcow. 5-HIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowy;, MOPEG - 3,4-
dwuhydroksyfenyloglikol; DOPAC - kwas dihydroksyfenylooctowy. Wyniki przedstawiono jako pojedyncze punkty wraz z
srednig dla grup £ SEM. N = 6-7. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano test t-studenta dla prob niezaleznych.
Istotnos¢ statystyczna przedstawiona jako *. ** p < 0,01

W 6 miesigcu po operacji i zainicjowania mutacji w miejscu sinawym wykazano réznice w
poziomie monoamin w prazkowiu tylko w grupie samcow TIF-IA-CRISPR®™™™. W przypadku samic
poziom analizowanych substancji nie zmieniat si¢ (p > 0,05). Obnizeniu w grupie mutantow ulegt
$redni poziom noradrenaliny o 68 pg/mg (t = 2,641, df =9, p = 0,0269) oraz serotoniny o 68 pg/mg (t =
2,824, df = 9, p = 0,0199). 3-metoksytyramina, metabolit dopaminy podwyzszyt $redni poziom w
grupie mutantow o 293 pg/mg (t = 2,622, df=9, p = 0,0277) (Ryc. 57 b). Dopamina, 5-HIAA oraz HVA
nie ulegaty istotnym zmianom u mutantéw (p > 0,05).
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Pobranie mézgéw, izolacja struktur, analiza metabolitéw w HPLC
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Ryc. 57. Analiza poziomu neuroprzekaznikow i ich metabolitéw w prazkowiu myszy TIF-IA-CRISPRP"™®™ 6 miesiecy po
podaniach wirusa. (a.) u samic (b.) u samcow. 5-HIAA — kwas 5-hydroksyindolooctowy; DOPAC - kwas
dihydroksyfenylooctowy; 3-MT — 3-metoksytyramina; HVA — kwas homowanilinowy. Wyniki przedstawiono jako
pojedyncze punkty wraz z srednig dla grup + SEM. N =5 - 6. Do oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano test t-studenta
dla prob niezaleznych. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05

4.3.1.3. Analiza poziomu ekspresji mMRNA wybranych genéw w LC potwierdza
zaburzenia w funkcjonowaniu neuronéw noradrenergicznych poprzez
obnizenie ekspresji transportera noradrenaliny.

Miejsce sinawe oraz hipokamp myszy TIF-IA-CRISPRP*“" pobrane zwierzetom 6 miesiecy po
indukcji mutacji, analizowano pod katem zmian ekspresji wybranych gendéw, majacych zwigzek z
przekaznictwem noradrenergicznym metoda RT-qQPCR. Wykazano, Ze obnizenie ekspresji mRNA
transportera noradrenaliny (Net, Slc6a2) o 43,5 % (t = 2,958, df = 10, p = 0,0143) w grupie mutantow.
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Poréwnywalny wynik otrzymano analizujac poziom ekspresji mRNA B-hydroksylazy dopaminy (Dbh),
ktory ulegt istotnemu obnizeniu w grupie mutantow o 43,3 % (t = 2,477, df = 10, p = 0,0327).
Rownoczesnie nie zaobserwowano zmian w ilosci hydroksylazy tyrozynowej (Th), bedacej markerem
neuronow wydzielajagcych katecholaminy, ani odchylen w poziomie ekspresji mRNA markera
neuronalnego, Maplb, biatka zwigzanego z mikrotubulami 1B (Ryc. 58 a.). Analiza ekspresji genow
Slc6a2 i Maplb w tkance hipokampa rowniez nie wykazata zmian (Ryc. 58). Analizowano rowniez
poziom ekspresji mRNA wybranych gendéw bedgcych markerami apoptozy, stresu komorkowego,
stresu mitochondrialnego (Nrfl, Sod2, Gpx1, Bax, Bcl2, Itga3, Aifl). Nie wykazano réznic miedzy
grupa kontrola i zwierzetami TIF-IA-CRISPRP™™" ani w przypadku rejonu miejsca sinawego (Ryc. 58
b) ani w hipokampie (Ryc. 58).
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Ryc. 58. Analiza poziomu ekspresji mMRNA miejsca sinawego myszy TIF-IA-CRISPRP™"“"® 6 miesigcy po podaniach wirusa.
(a.) markery neuronalne, charakterystyczne dla neuronéw noradrenergicznych (b.) markery zmian komorkowych. Slc6a2, Net
— Transporter noradrenaliny; Dbh —B-hydroksylaza dopaminy; Maplb — ang. Microtubule associated protein 1B; Th —
Hydroksylaza tyrozynowa; Nrfl — ang. Nuclear respiratory factor 1; Sod2 — Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa 1;
Gpx1 — Peroksydaza glutationowa 1; Bax - ang. Bcl-2-associated X protein; Bcl2 — Regulator apoptozy z rodziny biatek Bcel2;
Itga3 — Podjednostka integryny alfa-3; Aifl — ang. Allograft Inflammatory Factor 1. Wyniki przedstawiono jako relatywne
poziomy ekspresji gendw, wraz z znaczong mediang dla grup + SEM, znormalizowane wzglgdem poziomu ekspresji genu
standaryzujacego, Hprt, w obu badanych grupach,. FC — fold change, wartos¢ wskazujaca wielokrotno$¢ réznicy (logp)
sygnatow fluorescencji pomiedzy transkryptomami grup badanych — kontroli i mutantéw. N = 5-7. Do oceny istotnosci
statystycznej wykorzystano test t-studenta dla prob niezaleznych. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05
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Ryc. 59. Analiza poziomu ekspresji mRNA hipokampa myszy TIF-IA-CRISPR®™“"® ¢ miesigcy po podaniach wirusa. (a).
markery neuronalne, charakterystyczne dla neuronéw noradrenergicznych (b.) markery zmian komorkowych. Slc6a2, Net —
Transporter noradrenaliny; Maplb — ang. Microtubule associated protein 1B; Nrfl —ang. Nuclear respiratory factor 1; Sod2 —
Mitochondrialna dysmutaza ponadtlenkowa 1; Gpx1 — Peroksydaza glutationowa 1. Wyniki przedstawiono jako relatywne
poziomy ekspresji genéw, wraz z znaczong mediang dla grup = SEM, znormalizowane wzgledem poziomu ekspresji genu
standaryzujacego, Hprt, w obu badanych grupach. FC — fold change, warto$¢ wskazujaca wielokrotnos¢ roznicy (log,)
sygnatow fluorescencji pomiedzy transkryptomami grup badanych — kontroli i mutantéw. N = 6-7. Do oceny istotnosci
statystycznej wykorzystano test t-studenta dla prob niezaleznych.

4.4. Efekty selektywnej, progresywnej degeneracji LC na funkcjonowanie
ukladu dopaminowego (proba weryfikacji przydatnosci modelu do badan
prodromalnej fazy PD)

4.4.1.Charakterystyka behawioralna myszy TIF-1A-CRISPRP"MC"

Zwierzeta zostaly poddane wybranym testom behawioralnym, celem dokonania ich
charakterystyki fenotypowej. Testy wykonywane byly w 4 i 6 miesigcu po indukcji mutacji, dlatego
kolejne wykresy podpisane ,,4 miesigc” i ,,6 miesigc” nie dotycza wieku myszy, a czasu od operacji i
podania wirusa do miejsca sinawego. Testy wykonywane na tej samej kohorcie myszy przeprowadzano
od najmniej inwazyjnych do najbardziej inwazyjnych (chronologia testow nie odpowiada
uporzadkowaniu wynikdw w pracy, ktore posegregowano pod katem rodzaju badanego behawioru
zZwierzat).

Marodziny myszy Analiza behawioralna 4 miesigee” | 6 miesigoy”

& genotypowanie ;
. T

# tygodnie g 12 28 36

Ryc. 60. Schemat czasowy analizy behawioralnej myszy TIF-IA-CRISPRP®"®™, Testy na zwierzetach wykonywane byly w 4 i
6 miesigcu po podaniach wektora lentiwirusowego (od aktywacji mutacji).

4.4.1.1. Myszy TIF-1A-CRISPRP""®™ nje wykazuja zmian masy ciala

Pomiary masy ciala u zwierzat wykonano przed przeprowadzonymi testami behawioralnymi.
Stwierdzono, ze masa ciata u samcoéw nie zmienia si¢ znaczaco (dwuczynnikowa ANOVA z efektem
interakcji: F; 5= 3,0, p = 0,0842). Czas od indukcji mutacji (4 miesigce, 6 miesigcy) nie miat istotnego
wplywu na przyrost wagi zwierzat (F,5 = 1,6, p = 0,2046), ani znamiennego wplywu nie miata
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interakcja obu zmiennych (F; 5= 1,8, p = 0,1740). W przypadku samic pomiar masy ciata wykonano

tylko w 6 miesigcu po indukcji mutacji. Nie wykazano wptywu mutacji na przyrost masy ciata zwierzat
(test t-studenta, t = 0,6583, df = 15, P = 0,5204).

waga samce waga samice
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Ryc. 61. Wynik pomiaru masy ciata myszy TIF-IA-CRISPRP™“® w 4 i 6 miesiacu po domozgowych podaniach wirusa.
Wiyniki przedstawiono jako $rednig dla grup £ SEM. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowa analize
wariancji z powtorzonymi pomiarami ANOVA (samce) oraz test t-studenta dla prob niezaleznych (samice).

4.4.1.2. Samce myszy TIF-1A-CRISPRPP"®" wykazuja zaburzenia motoryczne

Aby wykry¢ zaburzenia motoryczne u myszy wykorzystano trzy czule testy pozwalajace na
analize zaburzen ruchowych: test Rotarod (preta obrotowego), pozwalajacy na ocene koordynacji ruchu
myszy w wymuszonych warunkach krecacego sie walu; test pretdw statycznych, oceniajgcy
koordynacje ruchu myszy w niewymuszonych warunkach na statycznych pretach o roznych $rednicach;
test otwartego pola, pozwalajacy oceni¢ spontaniczng ruchliwos¢ (pokonana odleglos¢, predkosé i
preferencje poruszania si¢) w niewymuszonych warunkach. Ten ostatni test stanowit tez dodatkowsg
komponente oceny zachowan Igkowych.

W teScie Rotarod wykazano istnienie zaburzen ruchowych u samcéow myszy TIF-1A-
CRISPRP"™®™® Wyniki testu wykazaly réznice w dlugosci pozostawania w ruchu na obracajacym si¢
precie do momentu upadku z watu miedzy samcami mutantami a zwierzetami kontrolnymi w 4, jak i 6
miesigcu po indukcji mutacji (Ryc. 62). Mutanty utrzymywaly si¢ na precie krocej niz myszy kontrolne
(dwuczynnikowa ANOVA z powtérzonymi pomiarami: F, 5, = 5,467, p = 0,0242). Czas od indukcji
mutacji (4 miesiagce, 6 miesiecy) nie miat istotnego wpltywu na dlugo$¢ pozostawania zwierzat na
obracajacym si¢ wale (Fy 4, = 0,3475, p = 0,5604), ani znamiennego wptywu nie miala interakcja obu
zmiennych (F, ,; = 0,03750, p = 0,8479). W przypadku samic pomiar wykonano tylko w 6 miesigcu po
indukcji mutacji. Nie wykazano wplywu mutacji na dlugo$¢ przebywania na obracajacym si¢ wale (test
t-studenta, t = 0,008411, df = 15, P = 0,9934), stad mozna z duzym prawdopodobienstwem zakltada¢, ze
wczesnie rowniez nie zaobserwowano by takiego efektu.
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Ryc. 62. Wynik testu preta obrotowego myszy TIF-IA-CRISPRPPhCre przeprowadzonego w 4 i 6 miesigcu po domoédzgowych
podaniach wirusa. Jako miar¢ zdolnosci motorycznych zastosowano czas do upadku myszy z preta obrotowego [S]. Wyniki
przedstawiono jako $rednig dla grup + SEM. 8 — 19. Do oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowa analiz¢
wariancji z powtorzonymi pomiarami ANOVA (samce) oraz test t-studenta dla prob niezaleznych (samice). Istotno$é
statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05

Test statycznych pretow pozwala zaobserwowaé koordynacje myszy podczas obrotu na precie, a
nastepnie zmierzenie czasu przejScia dlugosci pretu, ktorego pokonanie jest niewymuszone. Podczas
wstepnych testow, przyzwyczajajacych zwierzeta do nowych warunkéw, myszy ucza sig, ze po
pokonaniu preta wrocg do klatki domowej, dlatego test ten ma rowniez aspekt nagradzajacy.
Zmniejszajace sie $rednice pretdw pozwalaja wychwyci¢ drobne zmiany w koordynacji ruchowej
miedzy osobnikami. Wyniki testu wykazaly rdéznice w szybko$ci pokonania pretow jak i wykonania
odwrotu na precie o $redniej i malej $rednicy miedzy samcami mutantow TIF-IA-CRISPRP™® 4
zwierzetami kontrolnymi w 4, jak i 6 miesigcu po indukcji mutacji (Ryc. 63). Myszy o genotypie
mutanta przechodzity i obracaty si¢ na precie dtuzej niz myszy kontrolne (dwuczynnikowa ANOVA z
efektem interakcji: Fy4,; = 38,82, p < 0,0001). Wykazano réwniez, ze $rednica preta miala istotne
znaczenie w szybkosci pokonania tej utrudnienia, a im mniejsza $rednica, tym obrét oraz chod jest
wolniejszy (F; 3, = 57,87, p < 0,0001). Znamienny wptyw miata réwniez interakcja obu zmiennych
(Fy.347 = 3,318, p < 0,0007). W przypadku analizy pojedynczych danych z kazdego preta wykazano, ze
samce mutantéw pokonuja prety o najwickszej srednicy na poziomie kontroli (test post-hoc Sidaka, p >
0,05). Pierwsza roznica pojawia si¢ na precie o $rednicy 11 mm, gdzie u samcoéw mutantéw wydhuza sie
czas przejécia preta (test post-hoc Sidaka, p = 0,0024). Najbardziej problematyczny okazato si¢ dla
samcow TIF-IA-CRISPRP*™™ przejscie najmniejszych pretow (8 mm). Czas przejécia diugosci preta
przez mutanta w poréwnaniu do kontroli byto o 3,01 sekundy dhuzsze (test post-hoc Sidéka, p <
0,0001). Rowniez w przypadku analizy w 6 miesigcu po indukcji mutacji, sSamce mutanty przechodzity
i obracaly si¢ na precie dtuzej niz myszy kontrolne (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji:
F1a90 = 34,62, p < 0,0001), $rednica preta miala istotne znaczenie w szybkosci pokonania trudnosci
(Fg390 = 146,3, p < 0,0001) oraz znamienny wplyw miata rowniez interakcja genotypu myszy wraz ze
$rednicg preta (Fgae = 4,268, p < 0,0001). Zauwazono roéwniez nasilenie zmian motorycznych,
objawiajace si¢ u samcoéw mutantow dtuzszym czasem pokonania pretéw, juz o Srednicy 15 mm (test
post-hoc Sidéka, p < 0,0001), a takze 11 mm (test post-hoc Sidaka, p < 0,0001) oraz najwezszym
pretem 8 mm (test post-hoc Sidaka, p < 0,0001).

W przypadku samic pomiar wykonany w 4 miesigcu po iniekcji wirusa wykazat istotng roznice
miedzy genotypami (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F, e = 7,793, p = 0,0069) oraz
$rednica preta miala istotne znaczenie w szybkos$ci pokonania trudnosci (F, g5 = 10,69, p < 0,0001). Nie
wykazano natomiast istotnej interakcji genotypu myszy wraz ze srednica preta (F,es = 1,644, p =
0,1739). W 6 miesigcu nie zaobserwowano istotnych roznic migdzy samicami o réznym genotypie
(Fy150= 1,762, p = 0,1863). Podsumowujac, samce mutanty TIF-IA-CRISPR™" wykazuja zaburzenia
w koordynacji ruchowej w 4 miesigcu po indukcji mutacji, ktora nasila si¢ w 6 miesigcu. Samice
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natomiast — jesli wykazuja réznice w motorycznych umieje¢tnosciach — to zaczynaja si¢ one W 4
miesigcu po indukcji mutacji, natomiast zmiany te wraz z czasem nie poglebiaja sig.
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Ryc. 63. Wynik testu statycznych pretow przeprowadzonego w 4 i 6 miesiacu po domozgowych podaniach LV u myszy TIF-
IA-CRISPRP?™ " jako miare zdolnosci motorycznych zastosowano czas obrotu i przejscia patykow [s]. Wyniki przedstawiono
jako $rednig dla grup + SEM, a punkty to warto$ci uzyskane przez pojedyncze osobniki dla (a.) samcow; (b.) samic. N = 8-19.
Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowg analiz¢ wariancji z powtorzonymi pomiarami ANOVA,
uzupetniong testem post-hoc Siddka w przypadku istotnosci interakeji dwoch zmiennych. Istotno$é statystyczna przedstawiona
jako *. ** p < 0,01, **** p < 0,0001

Dodatkowo przeanalizowano powyzsze zmiany behawioralne w czasie. Zestawiono czas
przej$cia myszy po najmniejszym precie w 4 i 6 miesigcu po podaniu wirusa. Wyniki tego testu
potwierdzity roznice w szybkosci przejicia pretu pomiedzy samcami o genotypie TIF-IA-CRISPRP™C™
a zwierzetami kontrolnymi w 4, jak i 6 miesigcu po indukcji mutacji (Ryc. 64). Mutanty przechodzity 8
mm pret dluzej niz myszy kontrolne (dwuczynnikowa ANOVA z powtérzonymi pomiarami: F;73 =
26,01, p < 0,0001), jednak czas od indukcji mutacji (4 miesigce, 6 miesigcy), mimo pojawiajacej si¢
tendencji, nie miat istotnego wptywu na szybko$¢ chodu zwierzat (F,;; = 3,851, p = 0,0535). W
przypadku samic nie wykazano wptywu genotypu na szybkos¢ przejécia 8 mm preta (dwuczynnikowa
ANOVA z powtérzonymi pomiarami: F, ,; = 0,3954, p = 0,5348), ani wptywu czasu (F,,; = 0,4877, p =
0,4909).
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Ryc. 64. Wynik przejscia pretu 8 mm w tescie statycznych pretow przeprowadzonego w 4 i 6 miesiacu po domoézgowych
podaniach wirusa u myszy TIF-IA-CRISPRP™"°"® Wyniki przedstawiono jako $rednia dla grup + SEM. N = 8-19. Do oceny
istotnosci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowa analizg¢ wariancji z powtdrzonymi pomiarami ANOVA. Istotnos¢
statystyczna przedstawiona jako *. **** p < 0,0001

W tesécie otwartego pola przeprowadzono pomiar aktywnosci podczas swobodnej eksploracji
nowej klatki przez zwierze. Oceniono zdolnosci ruchowe oraz Iekowo$¢, ktora interpretowana jest jako
tendencja myszy do przebywania poza centrum klatki, w bliskosci $cian klatki. Analizom W 4 i 6
miesigcu po podaniach wirusa poddane zostaly rozne kohorty myszy, dlatego ich aktywnosc
analizowana jest na osobnych wykresach. Zmierzono dystans w przedziatach czasowych: 5, 10 1 15
minutach po wejsciu do nowej klatki, catkowity przebyty dystans, a takze czas spedzony w najlepiej
o$wietlonym centrum klatki.

Genotyp myszy w 4 miesigcu po podaniach wirusa (Ryc. 65) nie mial istotnego wplywu na
catkowity dystans pokonany przez samce (test t-studenta, t = 0,8513, df = 16, P = 0,4071) i samice (t =
1,159, df = 15, P = 1,159) w teScie otwartego pola. Nie zaobserwowano takze znamiennego wplywu
genotypu w 5, 10 i 15 minucie pomiaru pokonanego dystansu, ani u samcéw (dwuczynnikowa ANOV A
z powtorzonymi pomiarami: F,.5 = 0,725, p = 0,4071), ani u samic (Fy;5 = 1,343, p = 0,2647).
Natomiast istotnym parametrem okazat si¢ pomiar dystansu w czasie u samcoéw, gdzie zaobserwowac
mozna wzrost pokonanego dystansu im dhuzej zwierze znajdowalo si¢ w nowej klatce (Fy 470 235 =
5,746, p = 0,0152). U samic czas przebywania w nowej klatce nie miat wptywu na pokonany dystans
(F1.187 1761 = 0,09336, p = 0,8059). Myszy nie wykazaty wigkszej lekliwosci w tym tescie, przebywajac
podobny czas posrodku klatki (samce: t = 1,041, df = 15, P = 0,3144; samice: t = 0,4638, df = 11.97, P
= 0,6504).
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Ryc. 65. Wyniki testu otwartego pola przeprowadzonego na samcach (a.) i samicach (b.) myszy TIF-1A-CRISP

RDthre

miesigcach od domézgowych podaniach wirusa. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup = SEM. N = 8-9. Do oceny
istotno$ci statystycznej wykorzystano test t-studenta oraz dwuczynnikowa analiz¢ wariancji z powtérzonymi pomiarami
ANOVA (w przypadku analizy interwalu czasowego). Istotno$c¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05

Analogiczne obserwacje zanotowano w 6 miesigcu po podaniach wirusa (Ryc. 66). Genotyp
myszy nie miat istotnego wplywu na catkowity dystans pokonany przez samce (test t-studenta, t =
1,707, df = 16, P = 0,1071). Nie zaobserwowano takze znamiennego wplywu genotypu w 5, 101 15
minucie pomiaru pokonanego dystansu, ani u samcow (dwuczynnikowa ANOVA z powtorzonymi
pomiarami: F, ;s = 2,914, p = 0,1071), ani u samic (F; ;, = 0,0006764, p = 0,9796). Zwierz¢ta rowniez
przebywaty podobny czas posrodku klatki (samce: t = 1,594, df = 16, P = 0,1305; samice: t = 0,8332, df
=13, P =0,4198).
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Ryc. 66. Wyniki testu otwartego pola przeprowadzonego na samcach (a.) i samicach (b.) myszy TIF-IA-CRISPRP*""® po 6
miesigcach od domoézgowych podaniach wirusa. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup = SEM. N = 8-10. Do oceny
istotnosci statystycznej wykorzystano test t-studenta oraz dwuczynnikowa analiz¢ wariancji z powtérzonymi pomiarami
ANOVA (w przypadku analizy interwatu czasowego). Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05

4.4.1.3. Ocena pozaruchowego behawioru — odpowiedzi na stres i lekowos¢ myszy
TIF-IA-CRISPRP™"“"®  pokazuje predyspozycje mutantéw do rozwoju
lekowosci i zmniejszonej odpornosci na silny stres
Ze wzgledu na charakterystyczne dla choroby Parkinsona wystepowanie zaburzen
pozaruchowych oceniono wpltyw zmienionego genotypu myszy (w ktoérym zaburzonemu dzialaniu
ulega uklad noradrenergiczny) na odpowiedz zwierzat na stres i ich zachowanie lekowe. Ostra
odpowiedZ na stres zmierzono przeprowadzajac test zawieszenia za ogon (ang. Tail Suspention Test,
TST), ktory wykorzystywany jest do mierzenia tzw. bezradno$ci behawioralnej, ktora jest rowniez
miarg zachowan przypominajacych depresj¢. Ten test umozliwia ocene sposobu reagowania badanych
grup myszy w sytuacji niemozliwego do unikniecia stresu. Lekowo$¢ myszy zmierzono przy
wykorzystaniu testu jasnego/ciemnego pudetka (Light-Dark Box, LDB) oraz podniesionego labiryntu
krzyzowego. Wykonano rowniez pomiar anhedoni, czyli niezdolno$ci odczuwania przyjemnosci, ktory
U myszy najczesciej testowany jest preferencja do spozycia stodkich ptynéw.
Test TST przeprowadzono w 6 miesigcu po operacji i podaniu wektora wirusowego na samcach
oraz samicach. W grupie myszy o genotypie mutanta zaobserwowano zwickszony czas bezruchu w
poroéwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi zaréwno u samcow (test t-studenta, t = 2,562, df = 16, P =
0,0209), jak i u samic (test t-studenta, t = 3,500, df = 15, P = 0,0032).
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Ryc. 67. Wyniki testu zawieszenia za ogon (TST) przeprowadzonego na samcach (a.) i samicach (b.) myszy TIF-1A-
CRISPRPPhCre po 6 miesigcach od domdzgowych podan wirusa. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup + SEM, a punkty
to warto$ci uzyskane przez pojedyncze osobniki. N = 8-10. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano test t-studenta.
Istotnos$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05; ** p < 0,01

Test LDB wykonano w 6 miesiagcu po podaniu wektora LV (zainicjowaniu mutacji). Wykonano
pomiar latencji pierwszego wejscia do jasnej czgéci aparatu, czas calkowity spedzony w o$wietlonym
pudetku oraz liczbe przejs¢ miedzy kompartmentami. Na wykresach (Ryc. 68) przedstawiono catkowity
czas spedzony w jasnej cze$ci aparatu. Analiza wszystkich uzyskanych wynikow wykazata, ze genotyp
nie ma wplywu na czas latencji, czas spedzony w jasnym i ciemnym pudetku oraz liczbe przej$c
miedzy czeSciami aparatu, ani u samcoOw, ani u samcow (test t-studenta, p < 0,5). Tendencja do
zwigkszonej Igkowosci ujawnia si¢ w 4 miesigcu po inicjacji mutacji u samcow, jednak wynik nie jest
istotny statycznycznie (t = 1,987, df = 13, P = 0,0684),
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Ryc. 68. Wyniki testu jasnego/ciemnego pudetka (LDB) przeprowadzonego na samcach i samicachmyszy TIF-1A-
CRISPRP™"® 1o 4 (a.) i 6 miesigcach (b.) od domézgowych podan wirusa. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup +
SEM. N = 8-10. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano test t-studenta.

Na wykresach (Ryc. 69) przedstawiono wynik testu podniesionego labiryntu krzyzowego
(Elevated Plus Maze, EPM) w postaci czasu spedzonego w otwartym ramieniu oraz procentowego
udziatu wej$¢ do otwartego ramienia aparatu. Zauwazono, ze w grupie samcOéw genotyp nie ma wptywu
na czas przebywania w otwartym ramieniu (test t-studenta, t = 1,288, df = 14, p = 0,2185), ani na liczbg
wejs¢ do otwartych ramion aparatu (t = 0,41207, df = 14, p = 0,6875). Samice o genotypie mutanta
wykazywaly znaczaco krotszy czas przebywania w otwartym ramieniu aparatu (test Manna-Whitneya
dla grup niezaleznych, U = 6, p = 0,0344) oraz znaczaco mniejszg liczb¢ wejs¢ do otwartego ramienia
aparatu (U = 6, p = 0,0344). Podsumowujac, samice o genotypie mutanta wykazujg si¢ zwigkszona
lekowos$cia w porownaniu do myszy kontrolnych w tescie podniesionego labiryntu krzyzowego.
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Ryc. 69. Wyniki testu podniesionego labiryntu krzyzowego przeprowadzonego 6 miesigcach od domézgowych podan wirusa u
myszy TIF-IA-CRISPRP*"C" " Okreslono czas, ktory zwierzeta spedzity w otwartym ramieniu aparatu oraz procentowy udziat
wejs$¢ zwierzgeia do otwartego ramienia aparatu w stosunku do wszystkich wej$¢ do ramion aparatu. (a.) dla samcow (b.) dla
samic. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup + SEM, a punkty to warto$ci uzyskane przez pojedyncze osobniki. N = 6-
8. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano test t-studenta / Manna Whitney’a. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona
jako *. * p < 0,05

Aby zbada¢ zachowania moggce $wiadczy¢ o fenotypie depresyjnym zastosowano test
preferencji sacharyny, czyli stodzika pozbawionego wartosci odzywczych. Test ten pozwala zbadaé
zachowania mogace $wiadczy¢ o anhedonii, czyli niezdolno$ci do odczuwania przyjemnosci.
Przeprowadzono test w 6 miesigcu po stereotaktycznych podania wirusa i zainicjowaniu mutacji. Ani u
samcow (dwuczynnikowa ANOVA z powtdrzonymi pomiarami: F, ;5 = 0,04188, p = 0,8406), ani u
samic (Fy ;4= 0,9482, p = 0,3467) nie wykazano réznic migdzy grupami do§wiadczalnymi w preferencji
spozywania stodkiej wody w obu dniach trwania eksperymentu. U samcoéw zwrécit uwag fakt, ze
poszczegblne osobniki miaty duzg rozbieznos¢ w preferencji picia cukrow, a srednia dobowa spozycia
stodkiej wody oscylowata w granicach 50%. U samic pomiary byly bardziej jednorodne, wykazujace
wysoka $rednig preferencje spozycia roztworu cukru (76,3%). Podsumowujgc, mutanty TIF-1A-
CRISPRP"™®™ niec mialy obnizonej preferencji spozycia stodkiego napoju, zatem nie zaobserwowano
zachowan mogacych swiadczy¢ o anhedonii.
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Ryc. 70. Preferencja spozycia sacharyny w 6 miesiagcu po operacjach wyrazona jako procent spozytej objetosci 0,1%
(waga/obj.) roztworu sacharyny wobec sumarycznej objetosci spozytych pltynow u samcow (a.) i samic (b.) myszy TIF-1A-
CRISPRP"“"® Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup + SEM. N = 6-10. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano
dwuczynnikowg analize wariancji z powtorzonymi pomiarami ANOVA.

4.4.2 Poszukiwanie zmian w funkcjonowaniu neuronéw dopaminowych w
SN/VTA w modelu TIF-IA-CRISPRPPhCre

U podstaw niniejszej rozprawy doktorskiej lezy hipoteza na temat wptywu dysfunkcji uktadu
noradrenergicznego na funkcjonowanie uktadu dopaminowego, dlatego przy charakterystyce nowego
modelu szczegdlng uwage zwrocono na funkcjonowanie uktadu dopaminowego w rejonie SN/VTA. Po
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zakonczeniu testow behawioralnych kazda kohorta zwierzat (mutantéw i kontroli) byla poddawane
dalszym analizom ex vivo na pobranym materiale z mozgow zwierzat. Wyjatek stanowi analiza
spontanicznej aktywnosci neuronéw SN/VTA wraz z pomiarem zrenicy oka, ktéra wykonywana bylta
na osobnej kohorcie zwierzat, przeznaczonej wylacznie dla tych doswiadczen.

1. Pobranie mézgow
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Ryc. 71. Schemat czasowy analizy markerow wczesnych zmian neurodegeneracyjnych neuronow dopaminowych w substancji
czarnej i polu brzusznym nakrywki. Analiza wykonywana byta w 6 miesigcu po indukcji mutacji.

4.4.2.1. Liczba neuroné6w dopaminowych w SN/VTA nie zmienia si¢ pod wplywem
mutacji w LC — analiza ilo$ci neuronéw TH+

Aby oszacowaé, czy mutacja prowadzaca do dysregulacji LC i czg¢$ciowej degeneracji bedzie
miata wptyw na liczbe neuronow w rejonie SN/VTA, wybarwiono skrawki pobrane od kontroli oraz
mutantdw w 6 miesigcu po indukcji mutacji. Stwierdzono, ze genotyp myszy w 6 miesigcu po
podaniach wirusa nie miat istotnego wptywu na liczbe¢ neurondéw dopaminowych w SN/VTA (test t-
studenta, t = 0,8719, df = 10, P = 0,4037).

| SN/VTA kontrola | | SN/VTA TIF-IA-CRISPROEhCre

Neurony TH+ w SN/VTA

g

Liczba neuronéw TH+ w
catej strukturze [% kontroli]

Ryc. 72. Zliczenie komorek TH-pozytywnych w SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPRPP ™ 6 miesiecy po podaniach wirusa. (a.)
przekréj SN/VTA myszy kontrolnej; (b.) przekr6j SN/VTA myszy o genotypue mutanta; (c.) Wykres przedstawiajacy
zliczenia neuronéw dopaminowych. Wyniki przedstawiono jako $rednia dla grup + SEM. N = 6. Do oceny istotno$ci
statystycznej wykorzystano test t-studenta. Skala 200 pm.

4.4.2.2. Zmiany w ekspresji miR223 oraz genu kodujacego receptor adrenergiczny
a-2a u myszy z ubytkiem noradrenergicznym - analiza ekspresji genéw w
SN/VTA

SN/VTA pobrane zwierzetom 6 miesiecy po indukcji mutacji, analizowano pod katem zmian
ekspresji wybranych genow. Wykonano RT-qPCR sprawdzajac, czy w tkance zmieni si¢ ilos§¢ mRNA
kodujacego transporter noradrenaliny, ktéry obficie wystepuje na zakonczeniach neuronow
noradrenergicznych i ciele komoérki. Wykazano, ze Sredni poziom ekspresji mRNA transportera
noradrenaliny (Net, Slc6a2) istotnie obniza si¢ o 43,5 % (t = 3,013, df = 11, p = 0,0118) w grupie
mutantow. Zmiany w ekspresji tego genu moga bezposrednio korelowac z iloscia zakonczen neurondw
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noradrenergicznych. Nie wykazano zmian w $rednim poziomie ekspresji genow kodujacych TNF-a. (t =
1,174, df = 12, p = 0,2632), ani najbardziej popularnych interleukin (p < 0,05). Zmierzono roéwniez
ekspresje mRNA receptorow adrenergicznych o i B (Ryc. 73 b, ¢). Tylko w jednym przypadku,
receptora o-2a adrenergicznego, ktory jest hamujgcym autoreceptorem, zmiany w ekspresji byly istotne
statycznie (U = 8, p = 0,0379). Sredni poziom ekspresji u mutantéw jest podniesiony, natomiast
analizujagc wyniki z pojedynczych osobnikéw mozna zauwazyé, ze $rednig znaczaco podnosi jeden
odstajacy wynik. W przypadku pozostalej ekspresji genow receptorow adrenergicznych, ktoérych
zmiana nie byla istotna statystycznie warto$¢ p byta wyzsza niz 0,05 (p > 0,05).

Wykonano rowniez analize¢ wybranych miRNA, ktore sg kojarzone jako wczesne markery PD
(Cressatti et al., 2020; Wu et al., 2022). Dwie analizy ekspresji miRNA przeprowadzono przy uzyciu
testu TagMan Small RNA, ktory opiera si¢ na odwrotnej transkrypcji z docelowymi sondami Tagman
MicroRNA (miR223 i 153). Pozostate analizy mikro RNA: miR34b, miR34c i miR7 wykonano
klasycznymi sondami Tagman oraz wykonano standaryzacj¢ na gen referencyjny. Wykazano, ze
poziom ekspresji miR223 u mutantéw jest podniesiony 4,92 krotnie (t = 2,190, df = 12, p = 0,0490) w
poréwnaniu do kontroli. Nie zanotowano zmian w ekspresji innych analizowanych miRNA (p > 0,05).
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Ryc. 73. Analiza poziomu ekspresji mRNA SN/VTA 6 miesi¢gcy po podaniach wirusa. (a.) markery zapalne i transporter
noradrenaliny (b.) receptory a-adrenergiczne (c.) receptory pB-adrenergiczne (d.) mikro RNA charakterystyczne w chorobie
Parkinsona. Slc6a2, Net — Transporter noradrenaliny; TNFo — czynnik martwicy nowotworow; IL-6 — Interleukina 6; 1L-153—
Interleukina 14, IL-10 — Interleukina 10; o-adra — receptory adrenergiczne o; S-adra- receptory B adrenergiczne; miR — mikro
RNA; Wyniki przedstawiono jako relatywne poziomy ekspresji gendw, wraz z znaczong mediang dla grup + SEM,
znormalizowane wzgledem poziomu ekspresji genu standaryzujacego, Hprtl, w obu badanych grupach. FC — fold change,
warto$¢ wskazujaca wielokrotno$¢ réznicy (log,) sygnatow fluorescencji pomiedzy transkryptomami grup badanych — kontroli
i mutantdéw. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano test t-studenta dla prob niezaleznych. Istotno$¢ statystyczna
przedstawiona jako *. * p < 0,05

4.4.2.3. Analiza proteomiczna w rejonie SN/VTA wskazuje na zaburzenia
biologicznych procesow spowodowanych uszkodzeniem LC

Wykonano analiz¢ proteomiczng na materiale wyizolowanym z rejonu SN/VTA, pobranym od
zwierzat 6 miesigcy po indukcji mutacji. Analiz¢ podzielono na dwie grupy, ze wzgledu na pte¢, w
kazdej grupie znajdowaly si¢ 4 zwierzeta (N = 4). Przeprowadzono ztozong analize gnomiczno-
proteomiczng w programie String umozliwiajacycym pogrupowanie roéznicujacych si¢ bialek wzgledem
wiasciwosci kodujacych je genow i wspolzaleznych procesdw komorkowych. Przedstawiono listg¢ 69
istotnych statystycznie, réznicujacych si¢ biatek u samcow, gdzie czerwona obwodka oznacza spadek
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ilosci badanego bialka, a niebieska, wzrost (Ryc. 74). Potaczenia miedzy biatkami oznaczaja wzajemne
korelacje. Im grubsze potaczenie, tym wigksze powigzanie w regulowaniu danego procesu (m.in.
wspolne funkcje, fizyczne wigzanie si¢ bialek). Wykazano, ze zidentyfikowana grupa biatek posiada
istotne interakcje (491), pomigdzy zidentyfikowanymi biatkami (69). Oznacza to, ze biatka wchodza
miedzy sobg w wigcej interakcji, niz mozna by si¢ spodziewaé po losowym zestawie bialek o tej samej
wielkosci i stopnia rozktadu. Takie wzbogacenie wskazuje, ze biatka sg przynajmniej czeSciowo
polaczone biologicznie jako grupa.

Raplgdsl

Gsbgnz

Ryc. 74. Podsumowanie sieci zidentyfikowanych biatek odréznicowujacych si¢ od kontroli w SN/VTA u samcow mutantéw
TIF-IA-CRISPRP"™™ w programie string. Spadek lub wzrost iloéci bialka oznaczone sa kolorem obwodki — czerwone jako
spadek ilosci biatka, a niebieskie jako wzrost, w porownaniu do grupy kontrolnej. Polgczenia miedzy biatkami znacza o
wzajemnych powigzaniach, a im grubsza linia, tym wigksze dowody na wzajemne relacje (wskaznik interakcji: 0,15).

Zidentyfikowane biatka réznicujace wykorzystano do przeprowadzenia analizy ontologicznej w
celu identyfikacji biologicznych procesow, funkcji molekularnej i komponenty komorkowej, a takze
okreslenie $ciezki powiazan z uzyciem bazy KEGG (ang. Kyoto Encyclopedies Of Genes and Genomes)
(Ryc. 75). U samcow najbardziej zmieniajacym si¢ procesem biologicznym okazata si¢ internalizacja
postsynaptycznych receptoréw neurotransmiterow (logl0 = 2,02 FDR 0,0034), kanoniczna glikoliza
(log10 = 1,75 FDR 0,0111) oraz proces wstawienia biatka do btony mitochondrialnej (logl0 = 1,68
FDR 0,0151). Zidentyfikowane, rézniace si¢ biatka mutantow TIF-IA-CRISPRP™ " najistotniej braty
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udziat w takiej molekularnej funkeji jak: aktywno$¢ biatek SNAP (ang. Soluble N-ethylmaleimide-
Sensitive Factor Attachment Proteins), zaangazowanych w proces fuzji pgcherzykéw do membrany,
podczas transportu i egzocytozy (logl0 = 2,32 FDR 0,0476), aktywno$¢ 6-fosfofruktokinazy (log10 =
2,32 FDR 0,0476), czyli regulacji glikolizy, czy aktywnos¢ biatek adapterowych klatryny (log10 = 1,68
FDR 0,0318), ktore sa waznymi elementami plaszcza klatrynowego zaangazowanego w procesy
endocytozy. Powigzana z tymi procesami jest lokalizacja analizowanych biatek w komponencie
komoérkowej. Podsumowujac analiza proteomiczno-genomiczna sugeruje, ze u samcoOw TIF-IA-
CRISPR™™™™® v SN/VTA wystepuja rozregulowane procesy endocytozy komoérkowej, jak i
mitochondrialnej fuzji bialek, a takze procesow glikolizy. Dane z bazy KEGG réwniez potwierdzaja te
spostrzezenia oraz dodatkowo sugerujgc udzial w zaburzeniach metabolizmu weglowodanow i
degradacji RNA. Co ciekawe baza KEGG wskazuje na powigzania zidentyfikowanych przez nas biatek
do choroby Huntingtona, prionowej oraz Parkinsona.
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Ryc. 75. Analiza szlakéw biologicznych i molekularnych funkcji ulegajacych zmianom w SN/VTA samcdéw mutantow TIF-
IA-CRISPRP™™™ "y ktorych czeéciowej degeneracji uleglo miejsce sinawe. logl0 (bialka zidentyfikowane/biatka
zaraportowane w danym komponencie); FDR (ang. False Discovery Rate) — istotno$¢ statystyczna, przedstawiona jako
warto$¢ p z poprawka Benjamini — Hochberga.

W grupie samic zidentyfikowano znacznie mniej biatek (32), jednak udato si¢ rowniez
przeprowadzi¢ analizg ontologii ze wzgledu na zidentyfikowana zalezno$¢ wielu biatek od siebie (109
powiazan). Wiekszos$¢ zidentyfikowanych biatek (24) bierze udzial w funkcji wigzania biatek (logl0
0,33 FDR 0,0224). Zidentyfikowano, ze istotnie analizowane biatka zmieniajagce si¢ w samicach
mutantow TIF-IA-CRISPRP™" angazuja si¢ w dezintegracje blony jadrowej (logl0 = 2,44 FDR
0,045), a takze w negatywna regulacj¢ przepuszczalnosci naczyniowej (logl0 = 1,99 FDR 0,0298) i
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pozytywna regulacje wydtuzania aksonéw (logl0 = 1,72 FDR 0,0208), regulacj¢ aksogenezy (logl0 =
1,27 FDR 0,0298) i neurogenezy (log10 = 1,06 FDR 0,0464). Baza KEGG wskazuje na zaangazowanie
zmienionych biatek w degradacje RNA (logl0 = 1,41 FDR 0,0387) i metabolizm (log10 = 0,69 FDR
0,0023).
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Ryc. 76. Podsumowanie sieci zidentyfikowanych biatek réznigcych si¢ od kontroli w SN/VTA u samic mutantow TIF-1A-
CRISPRP®C™ \w programie string. Spadek lub wzrost ilosci biatka oznaczone sg kolorem obwodki — czerwone jako spadek
ilosci biatka, a niebieskie jako wzrost, w porownaniu do grupy kontrolnej. Potaczenia migedzy biatkami znacza o wzajemnych
powigzaniach, a im grubsza linia, tym wicksze dowody na wzajemne relacje (wskaznik interakcji: 0,15).
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Ryc. 77. Analiza szlakoéw biologicznych i molekularnych funkcji ulegajacych zmianom w SN/VTA samic mutantow TIF-1A-
CRISPRP®hCre ktorych czesSciowej degeneracji ulegto miejsce sinawe. 10910 (biatka zidentyfikowane/biatka zaraportowane w
danym komponencie); FDR (ang. False Discovery Rate) — istotno$¢ statystyczna, przedstawiona jako warto$¢ p z poprawka
Benjamini — Hochberga.

4.4.2.4. Dysfunkcja neuronéw noradrenergicznych w miejscu sinawym wywoluje
zmiany proteomicznie w SN/VTA myszy TIF-IA-CRISPRP"®"® dotykajace
roznych szlakow biologicznych

Aktywno$¢ neuronalna jest kluczowa dla utrzymywania funkcjonalnej organizacji dziatania
mozgu, a zaburzenia tej aktywnosci sa skorelowane z réznymi wystepujacymi neuropatologiami.
Wiadomo miedzy innymi, ze w chorobie Parkinsona przezywajace neurony dopaminowe w SN/VTA
wykazuja zmieniony wzorzec aktywnosci erupcyjnej. Stad dodatkowym pomysitem, uzupetniajacym
badania przeprowadzone w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, bylo przeznaczenie
osobnej kohorty zwierzat (N = 12, samce) do wykonania podstawowej analizy elektrofizjologicznej
neronow dopaminowych we wspotpracy z grupg dr hab. Tomasza Btlasiaka z Zaktadu Neurobiologii i
Chronobiologii, Instytutu Zoologii, Uniwersytetu Jagiellonskiego. Przy okazji, wykorzystano pomyst,
ktory pojawit si¢ podczas wspolnego seminarium, na rejestracje zrenicy oka zwierzat, jako
dodatkowego markera degenracji LC.

Analiza spontanicznej aktywnosci neuronéw dopaminowych umozliwita okreslenie zmian
elektrofizjologicznych, ktore moga mie¢ bezposrednia przyczyne w zaburzeniach prawidlowego
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dziatania uktadu noradrenergicznego. Dodatkowa analiza Zrenicy oka u zwierzat pokazata bardzo dobrg
korelacje ze stopniem uszkodzenia uktadu noradrenergicznego.

4.4.2.5. Pupilometria: analiza Zrenic oka myszy jako etap diagnostyczny w ocenie
funkcjonowania neuronow noradrenergicznych w miejscu sinawym

Pomiary zZrenica oka i elektrofizjologiczne wykonywane byly przez dr Magdalene Walczak oraz
dr Tomasza Pradela w Zakladzie Neurobiologii i Chronobiologii, Instytutu Zoologii, Uniwersytetu
Jagiellonskiego kierowanego przez prof. dr hab. Tomasza Blasiaka.

Zmiany w stanie kory mézgowej i zrenicy oka moga by¢ powigzane ze zmianami w sygnalizacji
neuromodulacyjnej, zwlaszcza pochodzacej z uktadu noradrenergicznego. Na podstawie powigzania
aktywacji LC na rézne stymulanty wraz ze zmianami w §rednicy Zrenicy, sugeruje si¢, ze zmiany w
srednicy zrenicy oka moga bezposrednio korelowaé ze zmianami aktywnosci LC. Dlatego przed
rozpoczeciem operacji i pomiarem elektrofizjologicznym neuronéw, S$rednica zZrenic myszy zostata
nagrana przez okres 10 minut, a ich tempo rozszerzania i zwe¢zania zostato obliczone przy pomocy
przeksztalcen pierwszej pochodnej. Podczas analizy grupy mutantdw TIF-IA-CRISPRP™C™
stwierdzono, ze 4 z 12 osobnikoéw charakteryzuja si¢ znacznymi odchyleniami w pomiarach i s3 na
poziomie kontroli. Po usmierceniu zwierzat, zliczono neurony w LC a wykonana analiza pokazata, ze
wytypowane osobniki majg liczb¢ neurondéw na poziomie kontroli. Dlatego tych zwierzat nie
uwzgledniono w nastepnych eksperymentach elektrofizjologicznych. Analiza pupilometryczna
dostarczyta dodatkowych, cennych dowodow, ze ogdlna skuteczno$é prawidtowo podanego wektora
LV do LC jest na poziomie 66 %, co moze wptywaé na nizsze niz oczekiwane po badanaich z uzyciem
modelu TIF-IAPP"“"® efekty mutacji. Wyniki pomiaréw zrenicy myszy przedstawiono na rycinie Ryc.
78, natomiast wybrane parametry z uwzglednieniem odrzuconych osobnikow, u ktorych nie doszto do
wywolania somatycznej transgenezy, na kolejnej rycinie Ryc. 79. Wykazano zmiany w $redniej
powierzchni Zrenicy mutantéw, w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 78 b.). Mutanty charakteryzuja si¢
podwyzszonym parametrem znormalizowanej maksymalnej powierzchni zrenicy (kontrole: 5,291 mm?,
mutanty 21,13 mm?, test Manna-Whitneya, U = 1, p < 0,0001). Normalizacja wykonywana byta do
minimalnej warto$ci rozwarcia zrenicy w danym nagraniu ($rednica minimalnego rozwarcia = 1).
Srednia minimalna powierzchnia zrenicy w mm ° jest 6,4-krotnie mniejsza u myszy o genotypie
mutanta (U = 4, p = 0,0002), w poréwnaniu do kontroli. Réznice miedzy grupami widoczne réwniez sa
w szybko$ci zmian powierzchni Zrenicy. Srednia szybko§é¢ zmiany powierzchni zrenicy nie wykazuje
istotnych zmian miedzy grupami (U = 45, p = 0,8506), ale $rednia szybkos¢ zwezania (U = 6, p =
0,0005) i rozszerzania (U = 4, p = 0,0002) powierzchni Zrenicy, istotnie roznicuja mutanty od kontroli.
Istotne réznice obserwujemy rowniez w sredniej wielkosci najwigkszego rozszerzania zrenicy (U =0, p
< 0,0001) oraz $redniej wielkosci najwiekszego zmniejszenia zrenicy (U = 3, p = 0,0001). Réwnie
istotng statystycznie zmian¢ zaobserwowano dla tacznego czasu zwigkszania powierzchni Zrenicy. Dla
grupy kontrolnej czas ten miescit si¢ w przedziale od 41.53% do 90.72% z mediang na poziomie
50.52%, a dla grupy mutantow czas mieScil si¢ w przedziale od 38.69% do 50.27% z mediang na
poziomie 41.21% (U = 11, p = 0,003).
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Szybkos¢ zmian powierzchni (rozszerzania i zwezania) zrenicy

Ryc. 78. Analiza Zrenicy oka. (a.) Przyktadowe zdjecie pomiaréw wraz z przyktadowym wykresem zapisujagcym parametry
zrenicy oka. (b) wykresy przedstawiajace pomiary zrenicy oka: zmormalizowana maksymalna powierzchnia Zrenicy oka
($rednica minimalnego rozwarcia = 1) oraz $rednia minimalna i maksymalna powierzchnia Zrenicy na mm 2. (c.) wykresy
przedstawiajace szybko$¢ zmiany powierzchni zrenicy: Srednia szybko$é zmiany powierzchni Zrenicy wyrazona jako $rednia
warto$¢ 1 pochodnej; $rednia szybko$¢ zwezania i rozszerzania $rednicy wyrazone jako $rednie wartosci 1 pochodnej < 0 oraz
> (; $rednia wielko$¢ najwigkszego rozszerzania zrenicy wyrazona jako $rednia wartos¢ maksymalna 1 pochodnej; srednia
wielko$¢ najwigkszego zwezania Zrenicy wyrazona jako $rednia warto$¢ minimalna 1 pochodnej; taczny czas zwigkszania
powierzchni zrenicy wyrazona jako % 1 pochodnej > 0. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano test Manna-Whitneya
dla prob niezaleznych. N = 12. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001
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W przypadku analizy tych samych danych, ale z uwzglednieniem watpliwych mutantow zmiany
w $redniej powierzchni zZrenicy oka nadal pozostaja istotne.
powierzchnia zrenicy jest wigksza u mutantow (15,11 mm?), w poréwnaniu do kontroli (5,291 mm?) (U
= 36, p = 0,0387). Rowniez $rednia minimalna powierzchnia zrenicy w mm ° jest 2-krotnie mniejsza u
myszy o genotypie mutanta (U = 37, p = 0,0449), w pordéwnaniu do kontroli. Uwzglednienie
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watpliwych wynikéw powoduje brak istotnosci w S$redniej szybkos$ci rozszerzania i zwezania
powierzchni Zrenicy. Srednia szybko§¢ zwezania (U = 45, p = 0,1217) i rozszerzania (U = 42, p =
0,0887) powierzchni Zrenicy nie réznicuja mutantow od kontroli. W tych wypadkach 4 watpliwe
wyniki pojedynczych osobnikow wyraznie odstaja od reszty grupy (kwadraty oznaczone zolttym
kolorem). Z uwzgle¢dnieniem watpliwych wynikow istotng statystycznie zmiang obserwowano takze dla
facznego czasu zwigkszania powierzchni zrenicy. Dla grupy kontrolnej czas ten miescit si¢ w przedziale
od 41.53% do 90.72% z mediang na poziomie 50.52%, a dla grupy mutantow czas mieScit si¢ w
przedziale od 38.69% do 58.84% z mediana na poziomie 42.75% (U = 28, p = 0,01), czyli taczny czas
zwigkszania powierzchni zrenicy dla grupy mutantéw z uwzglednieniem watpliwych wynikow byt
podwyzszony.
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Ryc. 79. Analiza zrenicy oka z uwzglednieniem watpliwych mutantéw. (a.) wykresy przedstawiajace pomiary zZrenicy oka:
zmormalizowana maksymalna powierzchnia Zrenicy oka ($rednica minimalnego rozwarcia = 1) oraz §rednia minimalna i
maksymalna powierzchnia Zrenicy na mm 2. (b.) wykresy przedstawiajace szybko§é zmiany powierzchni zrenicy: Srednia
szybko$¢ zmiany powierzchni zrenicy wyrazona jako srednia warto$¢ 1 pochodnej; $rednia szybko$¢ zwezania i rozszerzania
$rednicy wyrazone jako s$rednie wartosci 1 pochodnej < 0 oraz > 0; $rednia wielko$¢ najwigkszego rozszerzania zrenicy
wyrazona jako $rednia warto§¢ maksymalna 1 pochodnej; $rednia wielko$¢ najwiekszego zwezania Zrenicy wyrazona jako
$rednia warto$¢ minimalna 1 pochodnej; taczny czas zwigkszania powierzchni Zrenicy wyrazona jako % 1 pochodnej > 0. Do
oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano test Manna-Whitneya dla prob niezaleznych. N = 12. Istotno$¢ statystyczna
przedstawiona jako *. * p < 0,01

Aby dokona¢ weryfikacji odrzuconych osobnikow, po zapisie elektrofizjologicznym zostaty
pobrane mozgi w celu zobrazowania miejsca sinawego. Z kazdego osobnika zostalo wybrane
najwigksze skupisko neuronéw noradrenergicznych w miejscu sinawym, ktoére zostato zliczone.
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Podczas analizy odrzucono dwa osobniki, ktorych barwienie nie pozwalato na bezbtedng interpretacje
liczby komorek. W celu porownania ilosci komorek noradrenergicznych migdzy trzema grupami
(kontrola, mutanty oraz odrzucone z analizy mutanty) zastosowano test Kruskalla-Wallisa i wykazano,
ze roznica przynajmniej jednej z grup jest istotna statystycznie (H = 10,30, p = 0,0019). Analiza post-
hoc Dunn’a potwierdzila, ze mutanty istotnie ro6znig si¢ iloscig zliczonych neuronow od kontroli
(mediana kontroli 122, mutantéw 93,5, p = 0,0276). Wyniki z odrzuconych z analizy mutantéw, z
mediang na poziomie 130,5 rowniez istotnie odrozniaja grupe od grupy mutantow (p = 0,0119). Brak
roznic zanotowano miedzy grupa kontrolng i grupg odrzuconych mutantéw, u ktorych nie doszto do
uszkodzenia LC (p > 0,05). Na postawie tych obliczen stwierdzono, ze grupa odrzuconych myszy z
pomiaru jest grupg osobnikow, w ktorych mutacja zakonczyla si¢ niepowodzeniem (np. z powodu
nieprawidtowego trafienia wektorem LV w docelows strukture podczas podan stereotaktycznych).

a. b. | LC kontrola | | LC TIF-IA-CRISPRObhCre | | LC TIF-IA-CRISPRObhCre |

Zliczenia TH+ u myszy poddanych
badaniom zrenicy i elektrofizjologii

$rednia liczba neuronéw TH+w LC

142 komérek 131 komérek 101 komérek

kontrola osobnik odrzucony mutant

Ryc. 80. Zliczenie neurondéw TH pozytywnych w LC zwierzat TIF-IA-CRISPRP""®" z eksperymentu elektrofizjologicznego.
(@) Zliczenia ilosci komérek TH+ w miejscu sinawym przedstawione jako $rednia komorek TH+ z obu stron mézgu z
przekroju najwickszego skupienia neuronéw LC; Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup = SEM. (b) Reprezentatywne
zdjecie zliczanego przekroju LC, kontroli, mutantow odrzuconych z analizy oraz mutantdow. Do oceny istotnosci statystycznej
wykorzystano jednoczynnikowsa analiz¢ wariancji Kruskala-Wallisa dla prob niezaleznych z testem post-hoc Dunn’a. N =
11/7/4. Istotno$é statystyczna przedstawiona jako *. * p <0,05. Skala 100 pm.

4.4.2.6. Degeneracja miejsca sinawego wplywa na wybrane wlasciwosci
elektrofizjologiczne neuronow dopaminowych w SN/VTA

Celem badan elektrofizjologicznych byto rozpoznanie réznic miedzy grupa kontrolng, a grupa
zwierzat o genotypie mutanta w zarejestrowanych spontanicznych parametrach odpowiedzi komorek
dopaminowych z rejonu SN/VTA, podczas cyklicznie zmieniajacych si¢ stanow moézgowia u myszy
bedacych pod narkoza uretanowa. Przeprowadzono rejestracje spontanicznej aktywnosci elektrycznej
neuronéw dopaminowych w SN/VTA, przy jednoczesnym monitoringu zmian stanu mézgowia poprzez
zapis EEG. Aktywno$¢ zarejestrowanych komorek byta analizowana w celu okreslenia ich fenotypu
(Ungless & Grace, 2012) oraz w celu odréznienia neuronéw dopaminowych od GABAergicznych. Za
kryterium przyjety zostal parametr szeroko$ci generowanego potencjalu czynnosciowego (Walczak &
Btasiak, 2017). Zarejestrowano i przeanalizowano nastepujace elektrofizjologiczne wiasciwosci
neuronéw VTA (w wigkszos$ci zarejestrowanych neurondw) i SN: liczba potencjaléw czynno$ciowych
(AP) generowanych na sekunde, szeroko$¢ generowanego potencjatu, miara regularno$ci generowania
potencjatéw czynnosciowych, poziom aktywnoS$ci erupcyjnej oraz cechy aktywnosci erupcyjnej (% AP,
czegstotliwos¢é oraz ilo§¢ potencjatow w paczce erupcji, dlugos¢ paczek iskrzenia, dlugos¢ interwatow
czasowych pomiedzy paczkami iskrzenia) (Ryc. 81).
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Analiza aktywnosci spontanicznej: Analiza wzorca aktywnosci:
Liczba potencjatéw czynnosciowych (AP) w erupcji
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Ryc. 81. Analizowane w eksperymencie parametry elektrofizjologiczne neuronéw dopaminowych substancji czarnej i pola
brzusznego nakrywki (SN/VTA) 6 miesigcy po podaniach wirusa. Grafika opracowana przez dr Magdalene Walczak.

Pomiary elektrofizjologiczne zarejestrowano w grupie 20 zwierzat, w tym 12 kontroli i 8
mutantéw, zaraz po nagraniach zrenicy oka. Neurony byly klasyfikowane jako dopaminowe, kiedy
spelnialy zalozone kryteria szerokosci generowanego potencjatu czynno$ciowego. W dokonanych
pomiarach na Ryc. 82 przedstawiano te pomiary, pokazujgc, ze analizowane neurony miaty podobne
szerokosci AP (p > 0,05). Pomiary sklasyfikowano w zaleznos$ci od aktualnego stanu mézgowia — do
aktywacji korowej (ACT) oraz deaktywacji korowej (SWA). Neurony dopaminowe kontrolnych
zwierzat wykazywaly spontaniczny poziom aktywnosci (czyli liczbe generowanych potencjatow
czynno$ciowych na sekunde) istotniec wyzszy w obu stanach moézgowia w poréwnaniu do myszy o
genotypie mutanta (dwuczynnikowa ANOVA z powtdrzonymi pomiarami: F,,; = 8,839, p = 0,0048).
W ACT neurony dopaminowe zwierzat kontrolnych (5,574 Hz + 0,495) w poréwnaniu do mutantow
(3,545 Hz + 0,426) wykazywaly 1,57 krotnie wyzszy poziom aktywnosci (test post-hoc Sidéka, p =
0,0080). Podobnie w stanie SWA, poziom aktywno$ci neuronéw dopaminowych kontroli, w
poroéwnaniu do mutantéw byt istotnie podwyzszony (5,612 Hz + 0,47 do 3,782 Hz + 0,482, p = 0,018).
Pomiary w obu grupach zwierzat byly na podobnym poziomie w dwoch stanach moézgowia
(dwuczynnikowa ANOVA z powtérzonymi pomiarami: F, 43 = 0,3916, p = 0,5348). W pomiarach CV
(ang. Coeficient of Variation), czyli mierze regularnosci generowania potencjalow czynno$ciowych
genotyp nie miat istotnego wptywu na zmiany parametréw (p = 0,2498). Genotyp nie miat rowniez
istotnego wptywu w takich parametrach wzorca aktywnosci erupcyjnej jak poziom aktywno$ci
erupcyjnej (p = 0,1070), % AP w erupcji (p = 0,1862), czy czgstotliwo$¢ generowania potencjatdéw w
paczce erupcji (p = 0,0398, test post-hoc Sidaka, skorygowane p dla ACT: p = 0,1079, dla SWA: p
0,054). Natomiast, $rednia liczba AP w erupcji istotnie rozni si¢ w zaleznosci od genotypu (Fj

10,43, p = 0,0037). W ACT dopaminowe neurony myszy kontrolnych wykazuja istotnie podwyzszona
$rednig liczbe AP w erupcji w porownaniu do mutantow (4,743 + 0,493, do 2,681 + 0,259, test post-hoc
Sidaka, p = 0,0071). W SWA otrzymano podobny rezultat, istotng statystycznie rdznice miedzy
grupami (4,461 + 0,497, do 2,834 + 0,413, test post-hoc Sidika, p = 0,0381). Dhugos¢ interwatow
czasowych pomiedzy paczkami iskrzenia wskazuje, ze paczki potencjatéw w neuronach dopaminowych
mutantéw TIF-IA-CRISPR®™"®™ generowane sa w krotszym odstepie czasu niz kontroli (F;23=6,840, p
= 0,0155), w obu stanach mézgowia, ACT (test post-hoc Sidaka, p = 0,04) oraz SWA (test post-hoc
Sidaka, p = 0,0201). Réwniez czas trwania erupcji w neuronach dopaminowych mutantéw jest istotnie
krotszy w poréwnaniu do kontroli (F,,3 = 12,12, p = 0,002), w obu stanach mozgowia. W ACT czas
trwania paczek erupcji jest 2,56 krotnie krotszy u mutantow (kontrola: 315,108 ms + 45,4, mutanty:
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123,408 ms + 34,699, test post-hoc Sidaka, p = 0,0048), a SWA jest krotszy o 163,25 ms (kontrola:
288,296 ms + 40,937, mutant: 124,039 ms + 31,88, p = 0,0169). Uzyskane wyniki pozwalaja na
wyciagnigcie wnioskow, iz aktywnos$¢ elektrofizjologiczna neuronow dopaminowych samcow
mutantow TIF-IA-CRISPRP™ ™ jest zmieniona w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Neurony
dopaminowe zwierzat o genotypie mutanta wykazuja obnizony spontaniczny poziom aktywnosci, a
takze charakteryzuja si¢ zmienionym wzorcem aktywnos$ci erupcyjnej. Paczki potencjalow w
neuronach dopaminowych SN/VTA mutantoéw maja krotszy czas trwania erupcji oraz generowane sg w
krotkim odstgpie czasu.
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Ryc. 82. Analiza elektrofizjologiczna neuronéw w VTA i SN myszy z czgsciows degeneracja LC, 6 miesigcy po
domoézgowych podaniach wirusa. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano dwuczynnikowa analize wariancji z
powtérzonymi pomiarami ANOVA, uzupetniong testem post-hoc Sidédka w przypadku istotnosci interakcji dwoch zmiennych.
N = 12/8. Istotno$¢ statystyczna przedstawiona jako *. * p < 0,05; ** p < 0,01

4.4.2.7. Obserwowane zmiany elektrofizjologiczne nie sa wynikiem zaburzen w
gestosci kolcow dendrytycznych

Wiasciwosci elektrofizjologiczne komodrek nerwowych sa $ciSle powiazane z procesami
plastyczno$ci zachodzacymi na synapsach. Dlatego tez, postanowiono sprawdzi¢ czy obserwowane
zaburzenia elekrofizjologiczne neuronéw SN/VTA majg powiazanie ze zmianami w morfologii kolcow
dendrytycznych. Analizie poddano po 3 osobniki na grupe (samce), dlatego mniejsza ilos¢ zwierzat
prébowano zrekompensowaé dodatkowa analiza dendrytow. Po wybarwieniu moézgéw metoda
Golgiego wybrano po 4 skrawki z 4 réznych przekrojow SN/VTA. W sumie, z grupy kontrolnej
przeanalizowane zostaly dendryty o facznej dlugosci 4764,629 um, a z grupy eksperymentalnej o
facznej dlugosci 5407,304 um. Dane literaturowe wspominajg o $redniej analizie 3000 do 5000 pm
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dlugosci dendrytow. Badanym parametrem byla gestos¢ kolcow dendrytycznych, ktérej analiza
wykazata, ze liczba kolcéw dendrytycznych na jeden um dlugosci dendrytu w neuronach SN/VTA
mutantéw nie rozni si¢ od gestosci kolcow dendrytycznych SN/VTA myszy kontrolnych (test Manna-
Whitneya, U = 2009, p = 0,6472). Dodatkowo, w naszych badaniach potwierdzono poprzednie
obserwacje (Jang et al., 2015), Ze liczba kolcow dendrytycznych znajdujacych si¢ na neuronach w
SN/VTA (0,5 kolca na um dendrytu) jest znaczaco nizsza niz liczba kolcéw znajdujgcych sie na
neuronach w innych strukturach, jak np. hipokampie czy korze (1 — 2 kolce na um dendrytu).

a. | SN/VTA kontrola | | SN/VTA TIF-IA-CRISPRObCre |
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Ryc. 83. Analiza ggstosci kolcow dendrytycznych w substancji czarnej i pola brzusznego nakrywki (SN/VTA) 6 miesigcy po
podaniach wirusa u kontroli i mutantéw. (a.) Przyktadowe zdjecia dendrytu z kolcami dendrytycznymi neuronu w SN/VTA u
kontroli i myszy o genotypie mutanta wybarwione metoda Golgiego (b.) Ggstos¢ kolcow dendrytycznych na 1 pm dendrytu,
przedstawiona jako $rednia ze zliczen dla kazdego osobnika na osobnym stupku; (c.). Gestos¢ kolcow dendrytycznych na 1 um
dendrytu, przedstawiona jako $rednia ze zliczen dla grupy. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup £ SEM. N = 3. Do
oceny istotnosci statystycznej wykorzystano nieparametryczny test Manna-Whitneya.
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5.Dyskusja

Niniejsza praca byla podyktowana checig uzyskania dowodow na spontaniczne zmiany
funkcjonowania ukfadu dopaminowego przy postgpujacej w czasie neurodegeneracji uktadu
noradrenergicznego. W tym celu konieczne bylo wstgpne potwierdzenie zasadnosci badania takiej
hipotezy, dokonane w oparciu o posiadany juz, konstytutywny model ablacji czynnika
transkrypcyjnego TIF-IA (myszy TIF-IAP™C) a nastepnie stworzenie doskonalszego, miejscowo-
specyficznego modelu, z selektywna delecja TIF-IA w rejonie LC, co odpowiadatoby drugiemu
etapowi rozwoju PD wedlug teorii Braaka i mogtoby odzwierciedla¢ prodromalng fazg PD. Byla to
zasadnicza cze$¢ pracy, jako ze stworzenie modelu de novo w oparciu o zastosowanie in vivo systemu
edycji genow CRISPR/Cas9 u zwierzat z rekombinaza Cre, byto z jednej strony odpowiedzig na
zapotrzebowanie takiego modelu zwierzecego, z drugiej, trudnym zadaniem wykraczajacym daleko
poza metodyczne kwestie, wymagajacym rozwigzania szeregu problemow i pokonania ograniczen
nowej technologii w transgenice.

Natomiast bezposrednia przestanka do podjecia w ogdle badan w tym kierunku, bylo wykazanie
w naszych wcze$niejszych badaniach efektu odwrotnego tj. potencjalnie neuroprotekcyjnego wpltywu
wzmocnienia transmisji noradrenergicznej w modelu mysiego parkinsonizmu z selektywng delecja TIF-
IA w neuronach dopaminowych (TIF-IAPATC™ERT2) (Kreiner, et al., 2019).

W pierwszej fazie badan bedacych cze$cig niniejszej rozprawy, scharakteryzowano fenotyp
myszy z degeneracja neuronéw noradrenergicznych linii TIF-IAP™" w szczegdlnosci pod katem
wybranych aspektow funkcjonowania uktadu dopaminowego. Zgodnie z oczekiwaniami potwierdzono
zaawansowang, progresywng degeneracj¢ neuronéw noradrenergicznych w osrodkowym uktadzie
nerwowym i zaobserwowano zmiany w funkcjonowaniu neuronéw dopaminowych w rejonie SN/VTA.
Jednak ze wzgledu na ekspresjonowanie DBH réwniez w strukturach obwodowych (nadnercza, wezty
sympatyczne), wywolana mutacja negatywnie oddzialywala na ogdlng kondycje zwierzat, przektadajac
si¢ na cale spektrum negatywnych zmian zwigzanych z obwodowg sympatektomia, przejawiajgcych sig
m.in. zapaleniem otrzewnej (obserwacje wlasne z materiatu sekcyjnego) i ogdlnym uposledzeniem,
prowadzacym do letalno$ci zwierzat przed uptywem 3 miesigca zycia (Barut et al., 2022). Kolejnym,
gtownym celem badan bylo udoskonalenie modelu, tak aby modc kontynuowaé badanie wplywu
neurodegeneracji ograniczonej wylacznie do os$rodkowego ukladu noradrenergicznego na system
dopaminowy, bez komplikacji wynikajacych z utraty komorek na obwodzie.

Przystepujac do realizacji tego etapu pracy doktorskiej oszacowano najpierw dostepne
mozliwo$ci dla wygenerowania nowej, mysiej linii transgenicznej z degeneracja neurondow
noradrenergicznych, ktora bytaby ograniczona do osrodkowego uktadu nerwowego, a w szczegdlnosci
do najwigkszego skupiska neurondéw noradrenergicznych — miejsca sinawego (LC). Poczatkowo
przymierzono si¢ do wykorzystania strategii opartej na projektowanej fuzji dwoch systemow
warunkowej rekombinacji (Cre/loxP i FIp/FRT) dla wywotania ablacji TIF-1A, za pomoca systemu
Cre/loxP powodujac ograniczenie mutacji do komoérek noradrenergicznych, wraz z dodatkowym
zawezeniem mutacji tylko do osrodkowego uktadu nerwowego poprzez wykorzystanie dodatkowo
systemu FIp/FRT w ktorym jako promotora Flp zamierzano wykorzysta¢ p-adducyng. Taka strategia
miata zalete w postaci posiadania juz jednej sktadowej tego systemu, wykorzystanej do generowania
linii TIF-IAP""°™ Wglebiajac si¢ w zawiloci podstaw transgeniki, postanowiono wykorzysta¢ nowe
mozliwosci jakie daje niedawno odkryty system edycji genéw CRISPR/Cas9 w polaczeniu z
rekombinacja zlokalizowang Cre oraz — znang nam z uzytecznosci w poprzednich liniach
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transgenicznych — inicjacj¢ apoptozy komoérek wywotang delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-1A
(Kreiner et al., 2013a; Parlato et al., 2008; Rieker et al., 2011; Yuan et al., 2005).

Wykorzystano w tym celu zalety somatycznej transgenezy, gdzie podczas podan
stereotaktycznych dokonuje si¢ nastrzyknigcia bezposrednio odpowiedniego rejonu mézgu wektorem
wirusowym, bez konieczno$ci krzyzowania nowego szczepu myszy. Jako forme nosnika DNA wybrano
czasteczki lentiwirusowe (LV), ktéorych przewagi, w kontek$cie specyfiki niniejszych badan,
przedyskutowano w dalszej czeSci pracy. Wygenerowano i zweryfikowano na pierwotnych neuronach
stworzone wektory, badajac funkcjonalno$¢ LV, wydajnos¢ transdukcji, wydajnos$¢ inicjowania $mierci
komorek w wyniku delecji TIF-TIA i skuteczno$¢ dziatania rekombinacji zlokalizowanej. Gotowy
wektor podano domézgowo, do rejonu LC myszom DbhCre, otrzymujac postgpujaca degeneracje
neurondéw noradrenergicznych w LC (Srednio 16,7%, mocno zrdznicowang osobniczo, w zakresie
miedzy 10 %, a 40 %), polaczong z behawioralnymi i molekularnymi cechami dysregulacji tego uktadu.
Warto podkresli¢, ze wykorzystanie systemu edycji genéow CRISPR/Cas9 u myszy DbhCre,
gwarantowato specyficzno$¢ mutacji wytacznie w komorkach ekspresjonujacych DBH, co byto bardzo
istotne przy podaniach wektora LV do tak matej struktury i trudnego do przewidzenia zakresu jego
rozprzestrzenienia si¢ w mozgu. Finalnie uzyskano nowe dowody, ze wplyw tej degeneracji ma
negatywne oddzialywanie na funkcjonowanie neuronéw dopaminowych w SN/VTA. Cho¢ pozostaje
niewyjasnione na ile zaobserwowane zmiany behawioralne w tym modelu sg zwigzane z uposledzonym
uktadem noradrenergicznym czy jednak z dopaminowym, to zanotowano takze zmiany na poziomie
parametrow biochemicznych, molekularnych i elektrofizjologicznych w rejonie SN/VTA, dostarczajace
dowodéw na ostabienie funkcji tego ostatniego. Tym samym podtrzymano hipotezeg, ze
neurodegeneracja uktadu noradrenergicznego moze przyczyni¢ si¢ do zmian w dziataniu neuronéw
dopaminowych, ktére mogg by¢ charakterystyczne w poczatkowej fazie PD. Opisany model moze tez
w przysztosci postuzy¢ badaniom dysfunkcji ukladu noradrenergicznego, zwigzanymi chocby z
zaburzeniami pamigci czy snu i czuwania, co otwiera nowe mozliwo$ci dla innych projektow.

5.1. Przydatno§é¢ konstytutywnego modelu TIF-IAP"" dla  badan
dhlugotrwalego wplywu degeneracji noradrenergicznej na neurony dopaminowe
w rejonie SN/VTA

Przystepujac do projektu, w badaniach wstepnych wykazano, ze myszy TIF-IAP""®
charakteryzowaly si¢ selektywna, postgpujaca degeneracja neurondw noradrenergicznych, zaréwno w
rejonie osrodkowego ukladu nerwowego, jak 1 struktur obwodowych, w tym komoérek
chromochtonnych nadnerczy. Zwierzeta charakteryzowaty sie spadkiem wagi, ptoza (opadanie
powieki) i zmniejszona aktywnos$cig lokomotoryczng. Mutacja zostala potwierdzona zliczeniami
neuronéw w rejonie LC. W 12 tygodniu Zycia ubytek neuronéw wynosil ponad 90 %. W obszarze
SN/VTA odnotowano wczesne oznaki neurodegeneracji poprzez pojedyncze komoérki z podwyzszonym
poziomem markera FluoroJade (Barut et al., 2022).

Powyzsze, wstgpne wyniki zostaly uzyskane jeszcze przed przystapieniem do realizacji niniejszej
pracy. Natomiast w trakcie realizacji pracy doktorskiej, w celu uzupetnienia charakterystyki linii TIF-
IAPPMC* pod katem oddziatywania neurodegeneracii uktadu noradrenergicznego na uktad dopaminowy,
oznaczono markery stanu zapalnego. Jednym z analizowanych parametrow oceniajacych stan neuronow
dopaminowych byla aktywacja komorek glejowych (Ryc. 31). Analiza ilo$ci astrocytéw i mikrogleju,
w zliczeniach z barwien immunohisrochemicznych, poziomie ekspresji mRNA i biatka, wykazala
podwyzszony stan odpowiedzi zapalnej. Aktywowany mikroglej jest istotnym zrodlem stresu
oksydacyjnego (Q. Li & Barres, 2018), moze wytwarza¢ glutaminian oraz czynniki prozapalne, w tym
TNF-a i interleukiny IL-18 i IL-6, promujac neurodegeneracj¢ (Hickman, lzzy, Sen, Morsett, & El
Khoury, 2018). U pacjentow z PD, jak i innymi chorobami neurodegeneracyjnymi wykrywa si¢
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reaktywne formy astrocytow i mikrogleju w SN/VTA (Liddelow et al., 2017). Obecnos¢ aktywowanych
form gleju koreluje ze wzrostem czynnikéw prozapalnych w moézgu i ptynie mozgowo-rdzeniowym
(CSF) (Mogi et al., 1996). Kolejne analizy stanu zapalnego w regionie SN/VTA z wykorzystaniem
dedykowanej macierzy biatkowej wykazaly podwyzszony poziom interferonu gamma (IFNy) i
prozapalnych chemokin CC lub CXC (CXCL1, CXCL5, CXCL11) (Ryc. 32). Brak indukcji gtownych
cytokin zapalnych (tj. IL-1B, IL-6 lub TNFa) moze sugerowal, ze degeneracja neuronow
noradrenergicznych u myszy TIF-IAPPC™
SN/VTA, ktoéry aktywuje rowniez neuroprotekcyjne mechanizmy, jak zwigkszenie ekspresje 1L-10,

wywoluje niski, chroniczny stan zapalny w regionie

ktora prawdopodobnie prowadzi do obnizenia poziomu IL-6. IL-10 jest bardzo silng cytoking
przeciwzapalng, ktora odgrywa kluczowa role w zapobieganiu patologiom komoérkowym wywolanym
przez stan zapalny, czy autoimmunologiczny (lyer & Cheng, 2012). Niedawne badania wskazaly na jej
szczeg6lng role w PD (Cockey et al., 2021). Cockey ze wspotautorami wykazali, ze w modelu
synukleinopatii w mysiej linii zwigzanej z patologicznag forma o-Syn, AS53T, indukcja ekspresji 1L-10
przez podania wektorem adenowirusowym (AAYV) przed pojawieniem si¢ symptomow patologii PD nie
skutkowata ochrong neuronéw. Wrecz przeciwnie, wykazali oni, ze IL-10, nasila patologi¢, a myszy
wykazywaly krotsze przezycie (Cockey et al., 2021). Przeciwne wyniki uzyskano dzigki wstgpnemu
podawaniu IL-6, ktore poprawito symptomy indukowanej synukleinopatii u myszy (Koller, Brooks,
Golde, Giasson, & Chakrabarty, 2017). Co ciekawe, myszy TIF-1AP""°™ wykazuja wzrost ekspresji IL-
10 i spadek poziomu IL-6.

Ponadto u myszy TIF-IAP"™® zaobserwowano zwiekszenie ilosci komoérek 8-hydroksy-
2deoksyguanozyny (80HdG) (Ryc. 31) co $wiadczy o wzmozonym stresie oksydacyjnym, mogacym
prowadzi¢ do uszkodzen DNA. 8-OHdG czgsto uzywany jest jako biomarker w materiale post mortem
w chorobach neurodegeneracyjnych. Poziom 8-OHdG jest podwyzszony rowniez w ptynie moézgowo-
rdzeniowym pacjentdOw, co pozwala monitorowaé progresj¢ choroby (Gmitterova, Gawinecka,
Heinemann, Valkovi¢, & Zerr, 2018). Kluczowym parametrem tzw. stresu nukleolarnego,
obserwowanego takze u pacjentow PD (G. Kreiner et al., 2013a; Rieker et al., 2011), jest transfer
nukleofosminy, biatka wyst¢pujacego w jaderkach, co w przypadku przej$cia do nukleoplazmy
swiadczy o dezintegracji ich funkcji i zaburzeniu syntezy rRNA. W naszych badaniach zanotowaliSmy
niewielki, ale znamienny statystycznie, ok. 10 % wzrost w ilosci komorek z uszkodzonymi jaderkami w
rejonie SN/VTA (Ryc. 31). Koncepcja o podwyzszonym stresie jaderkowym jako uniwersalnym
markerze w chorobach neurodegeneracyjnych potwierdza si¢ réwniez w progresywnym mysim modelu
HD, a takze w materiale z biopsji pacjentoéw (Sonmez et al., 2021). Podsumowujac, wykazalismy, ze
brak réwnowagi miedzy ukladami noradrenergicznym i dopaminergicznym moze bezposrednio
wywotywac¢ na neurozapalenie i — by¢ moze - wczesne oznaki neurodegeneracji w obszarach SN/VTA.
Wyniki podsumowujace model TIF-IAP™"“® zostaly w catosci opisane w pracy opublikowanej w 2022
r. wJ. Neurochem (Barut et al., 2022).

Jednak, aby lepiej zrozumie¢ dlugoterminowy wptyw efektu neurodegeneracji w rejonie LC na
uktad dopaminowy, by¢ moze nawet na przezywalno$¢ neuronéw dopaminowych SN/VTA u myszy
TIF-IAPP"®" konieczna bylaby ich dluzsza obserwacja i badania w kolejnych punktach czasowych. To
nie bylo mozliwe z uwagi na wczesng letalno§¢ myszy. Podjeto wprawdzie proby utrzymania myszy
dluzej przy zyciu przez wlaczenie od 9 tygodnia podawania prekursora noradrenaliny, DOPS, ale nie
przyniosto to wigkszych rezultatow. Zdotano przedhuzy¢ czas zycia o kilka tygodni, bez poprawy
ogdlnej kondycji zwierzat (obserwacje niepublikowane). Zatem wykorzystanie modelu TIF-IAP " w
dhuzszej perspektywie nalezy oceni¢ jako nierealne, ponadto powazne objawy obwodowe, w tym
roOwniez stan zapalny otrzewnej stwierdzony w materiale sekcyjnym podczas usmiercania zwierzat,
moze wptywaé na uzyskiwane wyniki i przyczynia¢ si¢ do powstawania artefaktow.
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5.2. Ocena zastosowania dwéch roznych podejs¢ metodologicznych w celu
otrzymania modeli zwierzat transgenicznych 2z degeneracja neuronow
noradrenergicznych w LC.

Aby otrzyma¢ zwierzeta zmodyfikowane genetycznie, w ktorych degeneracji beda ulegaty tylko
neurony noradrenergiczne w LC, na poczatku pracy nad nowym modelem neurodegeneracji rozwazano
dwa rozne podej$cia metodologiczne. Jednym ze sposobow moglo by¢é wygenerowanie zwierzat
transgenicznych, z konstytutywng mutacjg, gdzie delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-IA
ograniczona bylaby do neuronow noradrenergicznych znajdujacych si¢ w moézgu. Linia taka opierataby
si¢ na stworzeniu konstruktu, w ktorym ekspresja Cre wymagataby wczesniejszej rekombinacji
FIp/FRT — ta natomiast ograniczona bylaby tylko do mézgu. Specyficzno$¢ komorkowa Cre bytaby
dalej utrzymana przez uzycie promotora DBH, podobnie jak w modelu konstytutywnum TIF-1AP?"“",
W przypadku wyboru tej strategii otrzymania zwierzat transgenicznych, konieczne bytoby znalezienia
odpowiedniego promotora odrézniajgcego miejsce sinawe od reszty uktadu noradrenergicznego, w tym
komorek chromochtonnych nadnerczy czy weztow sympatycznych, cho¢ niekoniecznie specyficznego
tylko dla neuronow adrenergicznych, gdyz taka specyficznos¢ w mdzgu zapewnialby promotor DBH.
Promotorem takim z wyboru byta p-adducyna, biatko filamentu aktynowego, ze znaczng ekspresjg w
mozgu (Costessi, Devescovi, Baralle, & Muro, 2006). Przymierzajac si¢ do weryfikacji takiego
podej$cia badawczego wykonano eksperyment pomiary mRNA kodujacego P-adducyne, jednak z
uwagi na spodziewane pozniejsze problemy w przygotowaniu konstruktu dla stworzenia rekombinacji
Flp/FRT zaniechano tej drogi. Okazalo sie rowniez, ze poziom mRNA B-adducyny w nadnerczach jest
wykrywalny (Ryc. 84) — i mimo, ze na bardzo niskim poziomie w poréwnaniu do struktur osrodkowego
uktadu nerwowego, to mogloby to wykluczy¢ osiagni¢cie zakladanego celu w postaci selektywnej
degeneracji wylacznie LC. Aby zastosowaé ten gen jako promotor w projektowanej mysiej linii
transgenicznej, trzeba bytoby przeprowadzi¢ jeszcze analiz¢ mRNA tylko komodrek noradrenergicznych
w nadnerczach, lub znalez¢ inny, specyficzny promotor. W efekcie przewazylo to o zaniechaniu
powyzszej drogi i skupieniu si¢ na wykorzystaniu systemu edycji genow CRISPR/Cas9, pomimo
znacznie wigcej ilosci niewiadomych odnosnie przygotowania konstruktu.
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a. Ekspresja B-adducyny w tkankach wedtug www.proteinatlas.org
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Ryc. 84. Analiza zasadno$ci wyboru [-adducyny jako drugiego promotora, ograniczajacego mutacje do OUN u
projektowanych, podwdjnych mutantow z delecjg TIF-1A. (a.) Ekspresja genu B-adducyny 2 w réznych tkankach myszy
(www.proteinatlas.org); (b.) zbadana przez nas ekspresja genu B-adducyny 2 w rdznych tkankach pobranych z myszy
C57/BLON. Wyniki przedstawiono jako $rednig dla grup + SEM. Do oceny istotnosci statystycznej wykorzystano
jednoczynnikowa analize wariancji Kruskala-Wallisa dla prob niezaleznych z testem post-hoc Dunn’a. N = 6. Istotnosé
statystyczna przedstawiona jako *. ** p < 0,01; ** p < 0,001. Zréodto: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000075340-
ADD2/brain

Alternatywna metoda, ktorej wzgledy praktyczne przewazyly, byto zastosowanie mutagenezy w
komorkach somatycznych poprzez bezposrednie podania odpowiedniego wektora wirusowego do LC.
Aby ta metoda osiggna¢ zaktadany cel, ktorym byla degeneracja uktadu noradrenergicznego, nalezato
zaprojektowac konstrukt, ktory selektywnie bedzie dziatal tylko w neuronach noradrenergicznych, a
takze wykorzystuje sprawdzony w poprzednich badaniach model usuni¢cia czynnika transkrypcyjnego
TIF-1A. Ze wzgledu na dostepnos¢ w naszej hodowli myszy transgenicznych DbhCre, pierwszym
wyborem bylo zastosowanie polaczenia zalet tej linii, tj. selektywnosci Cre w neuronach
noradrenergicznych wraz z odpowiednio zaprojektowanym wektorem wirusowym. Zaawansowane
narz¢dzia biologii molekularnej pozwalaja w roézny sposob osiagna¢ pozadany rezultat i uzyskanie
zwierzat modyfikowanych genetycznie. Jedna z mozliwosci, oprocz zastosowania standardowych
rozwigzan z wykorzystaniem shRNA, bylo stworzenie Cre-zaleznego wektora opartego na systemie
edycji genow CRISPR/Cas9. Majac na uwadze wady i zalety strategii wygenerowania mutantow z
degeneracja LC poprzez iniekcje Cre-zaleznego wektora CRISPR oraz wygenerowania linii
transgenicznej z podwodjnym promotorem, przeprowadzono doktadne poréwnanie omawianych metod,
przedstawione na rycinie Blad! Nie mozna odnalez¢ Zrodla odwolania.. Po uwzglgdnieniu wszystkich
aspektow podjeto si¢ realizacji strategii opartej na domézgowych podaniach Cre-zaleznych wektorow
lentiwirusowych.
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85. Schematyczne przedstawienie strategii uzyskania mysiego modelu progresywnej degeneracji

neuronow

noradrenergicznych w miejscu sinawym oraz poréwnanie rozwazanych strategii. Zielona ramka — zalety wybranego

rozwigzania; czerwona ramka — wady wybranego rozwigzania.
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5.3. Nowy system badawczy: LVCre-zalezny CRISPR/Cas9. Uzyteczno$¢
zastosowania systemu do edycji genow CRISPR/CAS9 w chorobach
neurodegeneracyjnych

Precyzyjne modyfikacje genoméw wprowadzane z duza wydajnoscia sg istotne do zrozumienia,
jaki wptyw na procesy biologiczne i stany chorobowe maja konkretne geny lub inne elementy genomu.
Obecnie jesteSmy $wiadkami toczacego si¢ przetomu w dziedzinie transgeniki. CRISPR/Cas9 jest
metoda, ktoéra pozwala na precyzyjne i wszechstronne edytowanie genomu (Knott & Doudna, 2018). W
niniejszej pracy dzigki mozliwoscia jakie daje system CRISPR/Cas9 dotozylismy kolejne kroki w
zdobywaniu wiedzy na temat zlozonej zalezno$ci migdzy ukladami neuroprzekaznictwa w PD. W
naszych badaniach wykorzystaliSmy system CRISPR, aby osiggna¢ usunigcie genu TIF-1A w populacji
neurondéw noradrenergicznych. Mutacja ta jest nie tylko ograniczona do miejsca podania wirusa, ale
rowniez do neurondéw ktore wykazuja ekspresje Cre, co czyni jg wysoce selektywng 1 do pewnego
stopnia eliminuje problem podania stereotaktycznego do tak niewielkiej struktury mozgu jaka jest LC
(penetracja wirusa poza LC nie przeklada si¢ na wywotanie mutacji, gdyz nie zaistnieje ona w
komoérkach bez ekspresji DBH). WykazaliSmy, ze dzigki zastosowaniu Cre-zaleznego wektora jestesmy
w stanie infekowa¢ komorki in vitro (Ryc. 43) i wprowadza¢ mutacje w mysich pierwotnych neuronach
i astrocytach. In vitro zweryfikowali$my, ze wprowadzone przez nas modyfikacje wektora czynig go
wysoce selektywnym do populacji komorek ekspresjonujacych Cre i nie wykazujg funkcjonalnego
dziatania w innych komoérkach nie posiadajacych tej rekombinazy (Ryc. 45).

Mimo Zze metoda rekombinacji zlokalizowanej zrewolucjonizowala komoérkowo-specyficzne
analizy funkcji genow, to nadal wymaga specyficznego krzyzowania linii zwierzat zaprojektowanych,
aby osiagng¢ docelowe mutacje. Takim przyktadem sg opisane w pierwszym rozdziale sekcji wynikow
zwierzeta TIF-1APhCre, Wygenerowanie linii tych zwierzat wigzalo si¢ z krzyzowaniem zwierzat
wykazujgcych ekspresje rekombinazy Cre pod kontrolg promotora DBH (DbhCre) z myszami
posiadajacymi oflankowang sekwencjami loxP cze$§¢ genu Rrn3 (egzon 12 — 14) kodujacego biatko
TIF-IA (TIF-IA"™ (Yuan et al., 2005). W komoérkach wykazujacych ekspresje Cre nastepuje
usuniecie oflankowanej sekwencjami loxP czesci genu Rrn3, co powoduje brak biatka TIF-IA w
neuronach noradrenergicznych. W parowaniach myszy otrzymywano mioty zawierajace zardwno
osobniki Cre+/TIF-IA"M1 ktore wykazuja delecje TIF-IA w komorkach ekspresjonujacych DBH oraz
osobniki nie wykazujace ekspresji rekombinazy Cre (Cre-), u ktorych TIF-1A pozostaje nienaruszony
(Barut et al., 2022). Warto tutaj podkresli¢ charakterystyk¢ myszy DbhCre, w ktorych ekspresja Cre
zachodzi pod promotorem specyficzno-komorkowym, DBH. Uzycie tego promotora bardzo dobrze
ogranicza mutacj¢ tylko do komorek syntetyzujacych noradrenaling. Nalezy podkresli¢, ze komorki te
w mozgu nie wystepuja tylko w LC, a mniejsze skupiska neuronow noradrenergicznych wystgpuja tez
w innych miejscach moézgowia. Wsrdd struktur, ktore rowniez odgrywaja role w przekaznictwie
noradrenergicznym znajdujg si¢ m.in. jadro pasma samotnego, czg¢$¢ tworu siatkowatego, brzuszna
cze$¢ nakrywki, jadro gorne oliwki. Jednak glownym obszarem, z ktorego wywodzi si¢ przytlaczajaca
wigkszo$¢ neuronéw noradrenergicznych jest LC i zmiany w tej strukturze sg kojarzone z etiopatologia
PD (Aston-Jones & Waterhouse, 2016).

Cechy wektorow lentiwirusowych takich jak mozliwo$¢é uzycia duzego insertu, niewielkie
rozprzestrzenienie si¢ w tkance, dlugotrwata stabilna ekspresja transgendéw, przy jednoczesnym braku
odpowiedzi zapalnej organizmu zadecydowaty o doborze drogi podania za pomoca lentiwirusowej
transdukcji, a nie skorzystania z czeSciej uzywanych wektorow adenowirusowych (AAV). Osobnymi
zaletami byfa dostepno$¢ gotowych do uzycia plazmidow, z ktéorych wygenerowaliSmy docelowe
wektory, zweryfikowane w poprzednich do§wiadczeniach wspotpracujacych w projekcie naukowcoOw z
Uniwersytetu w Helsinkach (Chmielarz et al., 2020; Konovalova et al., 2022), a takze poprzednie
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doswiadczenie autorki rozprawy doktorskiej w badaniach z uzyciem lentiwirusow w edycji genow,
dotyczacych receptora glukokortykoidowego w astrocytach in vitro oraz in vivo (Skupio et al., 2019;
Tertil et al., 2018).

5.3.1.Zalety i trudnosci zastosowania Cre-zaleznego CRISPR/Cas9 poprzez
podania za pomoca lentiwirusowych wektorow celem edycji genéw w
komorkach nie posiadajacych jednoznacznie selektywnych promotorow

W przypadku przedstawionych w pracy doktorskiej badan, istotne byto ograniczenie mutacji do
konkretnej populacji neuronow noradrenergicznych. Wykorzystujagc wymienione zalety obu systemow
rekombinacji genéw: CRISPR/Cas9 i Cre/loxP mogliSmy wygenerowa¢ myszy z mutacja ograniczong
tylko do neurondéw ekspresjonujagcych DBH. WykazaliSmy takze, ze dzicki tej metodzie jesteSmy w
stanie infekowa¢ komorki przy pomocy LV i wprowadza¢ mutacj¢ w mysich pierwotnych neuronach i
astrocytach.

Zastosowanie LV-CRISPR-DiO ma wyrazng przewage nad innymi metodami dgzacymi do tego
samego celu, czyli dostarczeniu systemu CRISPR z instrukcjami inaktywacji docelowego genu w
wybranej populacji komérek. Poniewaz Cas9 i SgRNA sg upakowane w jednym wektorze, ich
dostarczanie nie jest obarczone problemami zwigzanymi z uzyciem wektoréw wirusowych réznych
serotypow, lub wytworzeniem dwoch niezaleznych wektorow wirusowych tego samego serotypu, ktore
moga si¢ rézni¢ efektywnym mianem. Konwencjonalna inaktywacja genow, nawet z uzyciem metody
CRISPR (dostarczanego do komorek germinalnych) wymaga wygenerowania warunkowych alleli,
krzyzowan wstecznych (ang. backcrossing) i dlugotrwatego krzyzowania zwierzat az do osiggnigcia
interesujacej nas linii genetycznej, z wybranymi genami pod kontrolg rekombinazy Cre (lub
rekombinazy innego typu). Wytworzenie takich funkcjonalnych linii, wraz ze wstgpnymi testami
okreslajgcymi efektywno$¢ mutacji moze trwa¢ nawet wiele lat. Warto réwniez zaznaczyé, ze w
niektorych wypadkach wytworzenie linii zwierzat transgenicznych standardowg metoda moze nie by¢
wykonalne, ze wzgledu na letalno$¢ z powodu m.in. waznych funkcji wyciszanych genow w rozwoju
embrionalnym (cho¢ niekiedy rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie indukowalnej rekombinazy
CreERT?2) lub ektopowa ekspresja Cre na etapie embrionalnym, co poszerza pule komoérek ulegajacych
rekombinacji.

Jednak pomimo niewatpliwie ,,szybkiej $ciezki” jaka w transgenice jest system edycji genow
CRISPR/Cas9, w przypadku wygenerowania naszej linii TIF-IA-CRISPR®°" czas od ostatecznej
koncepcji do pierwszego potwierdzenia mutacji rowniez byt wydluzony. Przygotowania i walidacja na
roznych etapach Cre-zaleznych plazmidéw transferowych, selekcja odpowiednich sgRNA,
potwierdzenie funkcjonalnosci — co wazne — na neuronach pierwotnych byly procesem czasochtonnym
1 wymagajacych rozwigzania wielu pomniejszych probleméw metodycznych, nie opisanych w
niniejszej pracy. Mimo to przygotowane konstrukty genetyczne i dopracowana metodyka stanowia
obecnie cenne narzedzia pozwalajace w przysztosci na relatywnie szybkie i specyficzne komoérkowo
wyciszanie dowolnych genow. W efekcie opracowanej juz i wdrozonej technologii, co bylo
wymiernym rezultatem niniejszej pracy, po zwalidowaniu nowego wektora i przetestowaniu go in vitro
i in vivo, zastosowanie LV-CRISPR-DIO zamknie si¢ w przedziale czasowym 1 — 3 miesigcy dla badan
in vitro oraz relatywnie dtuzszych dla badan in vivo. Ostateczny czas bedzie zalezal od wyboru
docelowego genu do delecji i potrzeby walidacji roznych wersji gRNA. To ostatnie bylo przedmiotem
sporego wydtuzenia catego procesu przygotowania konstruktu do podan. Wymagato przygotowania
wielu gRNA (w ramach tej pracy przetestowano tagcznie 17 réznych gRNA) i sprawdzenia ich
efektywnos$ci in vitro. Dokonany wybdr moze by¢ jednak zastosowany juz w kolejnych projektach
opartych o takg strategig.
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Inni naukowcy réwniez dostrzegli zalety tych metod i wykorzystali je w ostatnim czasie do
swoich badan. Swiech ze wspotautorami (Swiech et al., 2015) utworzyli system podwdjnych wektordw,
w ktorym SpCas9 i sgRNA ulegaty ekspresji z oddzielnych wektoréw AAV. Wydajnos$¢ ko-transdukcji
dwoch wektorow wirusowych w pierwotnych neuronach korowych myszy osiagneta wysoki poziom in
vitro. Aby przetestowaé skuteczno$¢ tego uktadu dwoch wektoréw in vivo, do zakretu zgbatego
hipokampa myszy wstrzyknieto jednocze$nie AAV-SpCas9 i AAV-SpMecp2-GFP-KASH (zawierajace
sgRNA ukierunkowane na wyciszenie genu Mecp2, ktory ulega obfitej ekspresji w catym mozgu, a jego
delecja powoduje zmiany w morfologii neurondéw). Sortowanie FACS komoérek GFP+ z hipokampa
ujawnito, ze 68% docelowych komorek zawieralo mutacje w Mecp2. Transdukowane oboma
wektorami neurony in vitro wykazywaty roznice w morfologii i kolcach drzew dendrytycznych u
myszy z podanymi wektorami AAV wykazaly zmieniony behawior. Badanie to jako jedne z pierwszych
wykazato, ze mutageneza CRISPR/Cas9 (w tym wypadku za posrednictwem AAV) wywoltuje zmiany
w fizjologii neurondéw i fenotyp behawioralny zwierzat. Platt ze wspotautorami (Platt et al., 2014), aby
zademonstrowa¢ bezposrednig edycje genomu in vivo w mozgu myszy z Cre-zalezng ekspresjg Cas9,
zastosowali ekspresje Cre i sSgRNA za posrednictwem AAV. Skonstruowali wektor AAV-U6-sgRNA-
Cre zawierajacy sgRNA ukierunkowane na wyciszenie specyficznego biatka dla neuronéw, NeuN.
Wirus podano stereotaktycznie do kory przedczotowej myszy Cas9-Cre (modelu mysim, ktory posiada
kasete ekspresyjng Cas9 zalezna od rekombinazy Cre). Analiza mRNA oraz immunofluorescencja
wykazaly selektywne wyciszenie NeuN w obszarze podania wirusa.

Jednak warto podkresli¢, ze w tych przytoczonych, przyktadowych eksperymentach zastosowano
podwodjnie iniekcje réznych wiruséw lub uzyto linie myszy z Cre-zalezng ekspresja SpCas9
(Gemberling et al., 2021; Gertsenstein & Nutter, 2021), do ktérych podaje sie w wektor
ekspresjonujacy tylko gRNA. Metoda z podaniami naszego autorskiego konstruktu LV-CRISPR-DIO
ma istotng przewage nad tego typu modelami, Niweluje potrzebe wyprowadzenia hodowli podwdjnie
transgenicznej linii, a takze pozwala unikng¢ potencjalnych czynnikéw zakldcajacych ekspresje
rekombinazy w okresie prenatalnym, czy teoretycznie toksycznych wiasciwosci wprowadzonej
konstytutywnej ekspresji Cas9. Dotychczas, jedynie Hunker ze wspotautorami (Hunker et al., 2020)
wykazali, ze pojedynczy wektor AAV zawierajacy SaCas9 i sgRNA moze by¢ stosowany w liniach
mysich Cre-zaleznych. Skuteczno$¢ tego podejscia wykazano w transmisjach GABAergicznych,
glutaminergicznych i monoaminergicznych. Dzigki temu wskazano na role regulacyjng transmisji
GABAergicznej w §rodmozgowiu w aktywacji psychomotorycznej. W odroznieniu od naszych badan,
aby wektor AAV zdotal zmiesci¢ cata maszyneri¢ CRISPR wuzyto innej wersji rekombinazy
pochodzacej od Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9), ktora jest mniejsza (3.2 kpz) od kanonicznej
spCas9 (4.2 kpz), pozwala wiec na zapakowanie catej maszynerii systemu CRISRP/Cas9 w
pojedynczym wektorze AAV (Ran et al., 2015). Podejscie takie ma jednak swoje potencjalne wady.
Poréwnujac czestotliwo$¢ ciecia migdzy dwoma wersjami Cas9, wykazano, ze SaCas9 wykazuje
wieksza aktywno$¢, co sugeruje, ze dluzsza sekwencja w klasycznej SpCas9 moze wykazywaé
wigkszos$¢ specyficznos¢ i wydajnos¢ (Xie et al., 2018). Hunker w swoich badaniach wykazal, ze
SaCas9 wykazuje wyjatkowo wysoka wydajnos¢ transdukeji (Hunker et al., 2020), gdzie w innych
badaniach zanotowana wydajnos$¢ byta bardzo niska mimo réznych modyfikacji (Kumar et al., 2018).
W  praktyce, wybor migdzy saCas9 a spCas9 zalezy od konkretnego badania, kontekstu
eksperymentalnego i preferencji badacza. Jednak nalezy zaznaczy¢, ze spCas9 jest szeroko stosowany i
dobrze zbadany w rdéznych organizmach. saCas9 jest stosunkowo nowym narzedziem i moze wymagac
dodatkowych badan i optymalizacji dla konkretnych systemow. Modyfikacje narzgdzia CRISPR/Cas9
sa kierunkiem przysztosciowym, a naukowcy daza do wytworzenia jak najefektywniejszego systemu,
jednak wymaga to wielokrotnych powtorzen i walidacji niespecyficznego dziatania, ktore nie miaty
miejsca w przytoczonej pracy.
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Dodatkowo, bardzo przydatnym narzedziem, ktore zastosowali$my w naszym konstrukcie, jest
znacznik fluorescencyjny mCherry, ktéry pomaga precyzyjnie wskaza¢ zainfekowane komorki i
rozprzestrzenienie si¢ wirusa. Dzigki temu mogliSmy zawsze okresli¢ precyzyjnie efektywnos¢ podania
i odpowiednig objetos¢ wirusa, tak aby pokry¢ cala objetos¢ docelowej struktury. Ze wzgledu na
ograniczong pojemno$¢ wektora AAV, Hunker ze wspotautorami (Hunker et al., 2020) nie zmiescili w
wektorze AAV  znacznika fluorescencyjnego, wigc nie mogli oszacowal rzeczywistego
rozprzestrzeniania si¢ wirusa w tkance. W takim uktadzie weryfikacja mozliwa byla tylko podczas
badania funkcjonalnego efektu wyciszania docelowych gendw, co — w przeciwienstwie do rozwigzania
zastosowanego W niniejszej pracy - jest znacznym ograniczeniem tej metodologii.

5.4. Wplyw czynnikow metodycznych na skuteczno$S¢ wygenerowania nowego
neurospecyficznego modelu TIF-IA-CRISPR™"“™

Metoda CRISPR/Cas9, tak jak i kazda inna, posiada Kilka potencjalnych ograniczen i wad, ktére
moga utrudni¢ wytworzenie i analize komoérek in vitro z modyfikacjami, a takze zwierzat
transgenicznych. W tym rozdziale zostaly przedyskutowane gtowne aspekty weryfikacji dziatania
konstruktu wraz z problemami, ktére pojawily si¢ podczas badania funkcjonalnych rezultatow dzialania
wektora LV.

5.4.1.Weryfikacja Cre-zaleznego miejsca

Bardzo waznym punktem kontrolnym byta weryfikacja dzialania miejsca DIO, wprowadzonego
do konstruktu CRISPR, czyli oflankowanego systemu Cas9 miejscami loxP., poniewaz uzywany przez
nas system DIO tworzono od zera. W celu weryfikacji wektora LV-CRISPR-DIO wykorzystano
sprawdzony juz w poprzednich badaniach gRNA usuwajacy biatko fluorescencyjne GFP. Stwierdzono,
ze konstrukt dziala w komoérkach z ekspresja Cre i poprawnie usuwa biatko GFP (Ryc. 43). Aby
potwierdzi¢, ze nowy konstrukt jest faktycznie Cre-zalezny i nie dziala w innych komorkach
zastosowano hodowle in vitro pierwotnych neurondéw, ktére nie byly transdukowane wektorem
niosgcym ekspresje Cre. Nie wykazano obecno$ci markera fluorescencyjnego mCherry, czyli nie
stwierdzono rekombinacji w komorkach nieposiadajagcych Cre. ROwnocze$nie, ten sam wektor
podawano na tej samej plytce, z ta sama populacja komorek do innych dotkéw, do ktorych podano
wektor niosacy ekspresje Cre. W tym wypadku odnotowano obecno$¢ transdukowanych komorek
wektorem CRISPR-DIO-gEGFP, a wige rownocze$nie weryfikowano, czy brak ekspresji mCherry w
neuronach Cre, nie jest tylko efektem niefunkcjonalnego wirusa. Obecno$ci znacznika
fluorescencyjnego réwniez nie zanotowano w innych typach komorek niz specyficznych dla uzytego
promotora (hSyn, lub hGFAP). Podsumowujac, przeprowadzilismy szczegétowa analiz¢ Cre-
specyficzno$ci naszego konstruktu, zapewniajac, ze w naszych eksperymentach zachodzi selektywna
transdukcja tylko w komoérkach posiadajacych Cre. Nie odnotowano probleméw w tym aspekcie.

5.4.2.Weryfikacja gRNA wyciszajacego TIF-1A

W naszym eksperymencie przebadaliSmy dziatanie 17 zaprojektowanych gRNA. Walidacja
dzialania gRNA jest kluczowa dla tego projektu, ze wzgledu na to, ze nikt wecze$niej nie wykorzystat
metody CRISPR do wyciszenia ekspresji Rrn3 (ani PolR1a) i nie zbadal, ktora sekwencja gRNA
wykaze si¢ wysoka wydajnoscig w ablacji biatka TIF-1A. Metodami, ktore umozliwiaja bezposrednie
potwierdzenie wydajnosci tworzenia nacieg¢ w DNA-— i wynikajacych z nich insercji lub delecji,
opierajacymi si¢ na amplifikacji sekwencji, w ktorej znajduje si¢ przewidziane miejsce cigcia dla
enzymu Cas9 sg IDAA (ang. Indel Detection by Amplicon Analysis) i TIDE (ang. Tracking of Indels by
Decomposition) (Brinkman, Chen, Amendola, & Van Steensel, 2014; Brinkman et al., 2018; Z. Yang et
al., 2015). IDAA wykorzystuje rozdziat produktow PCR podczas elektroforezy kapilarnej i opiera si¢
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na analizie dlugosci produktu, a nie sekwencji. Przy pomocy tej metody szacuje si¢, czy doszto do
delecji / insercji podczas naprawy DNA. Natomiast metoda TIDE umozliwia poznanie sekwencji DNA
dzigki poroéwnywaniu elektroforegramu z sekwencjonowania Sangera przed i po edycji genu
docelowego, a algorytm okresla efektywnos¢ edycji dla puli zdarzen po cieciu. Aby skorzysta¢ z tych
metod nalezy wyizolowa¢ DNA z komorek po zaj$ciu mutacji. Niestety w przypadku badan z uzyciem
delecji TIF-IA bylo to bardzo utrudnione, poniewaz sama mutacja indukowata $mier¢ komorek. Ze
wzgledu na zlg jako$¢ zbieranego materialu zaprzestano prob wykonania IDAA i TIDE. Wnioskujemy,
ze to efekt fenotypowy udanej edycji gendw — czyli $mier¢ komodrek spowodowana wyciszeniem TIF-
IA - powodowalo problemy z oznaczeniem wydajnosci generowania nacig¢ w DNA przez rozne gRNA.
Kolejnymi etapami oznaczenia wydajnosci wyciszenia gendow moze by¢ oznaczenie poziomu mRNA
oraz definitywnie — przez oznaczenie poziomow biatka. Jednak réwniez na poziomie mRNA ciezko o
wyciagniecie wnioskow, ze wzgledu, ze stalty poziom mRNA genu Rrn3 w komorkach jest na bardzo
niskim poziomie, ktéry jest na granicy detekcji. Nawet jezeli uzyje si¢ metody qPCR, to podczas
zbierania komorek pobierze si¢ komorki niezainfekowane wektorem, ktore przezywaja w hodowli
raczej niz z komorek z obnizong ekspresja Rrn3, gdyz wiekszos¢ tych komorek moze by¢ juz martwa.
Tym samym gPCR bylby przeprowadzony glownie na wyselekcjonowanej, nietransdukowanej
populacji komoérek — jest to podobny problem jak przy probach uzycie metod IDAA lub TIDE. Z kolei
na poziomie biatka oznaczenia nie byly mozliwe, gdyz — pomimo przetestowania wszystkich
dostepnych przeciwcial przeciwko TIF-IA— Zadne nie okazalo si¢ skuteczne. Z powodu braku
mozliwosci weryfikacji wydajnosci edycji genomu 1 wyciszenia genu na poziomie DNA, mRNA czy
biatka — oraz ze wzgledu na duze réznice migdzy réznymi gRNA w efektach komoérkowych (brak
zmian lub degeneracja) przyjelismy, ze efekty fenotypowe sg wystarczajace do potwierdzenia mutacji.

Aby ulatwi¢ weryfikacje wydajno$ci gRNA, zaprojektowane gRNA nacelowane w rdzne egzony
Rrn3, rowniez przeklonowano do wektora CRISPR Cre-niezaleznego z promotorem neuronalnym, jak i
astrocytarnym. We wszystkich 3 wypadkach, mutacja w egzonie 12 genu TIF-IA powodowata
degeneracje (Ryc. 46, Ryc. 47, Ryc. 48). Jednak zanim wybrano ostateczne gRNA do badan in vivo
przetestowano pozostate zaprojektowane gRNA na hodowlach pierwotnych. Reszta przetestowanych
gRNA (do egzonu 1, 2 i 13) wykazywala zr6znicowang wydajnos$¢ in vitro, ostatecznie okoto potowa
zaprojektowanych gRNA powodowata $rednig lub mocng indukcj¢ degeneracji. gRNA, ktore okazato
si¢ skuteczne in vitro zostato przetestowane in vivo, gdzie jednak nie wykazato takiej samej wydajnosSci.
Przyktadowo CRISPR-DIO z wyciszajagcym gRNA egzonem 2 wykazal efektywnos¢ w indukcji
degeneracji na neuronach pierwotnych in vitro, jednak w podaniach domoézgowych, mimo
wykrywalnych komoérek z biatkiem fluorescencyjnym mCherry nie powodowat ubytku komérek. Mimo
przydatno$ci uzycia testow in vitro do walidacji wektorow, nie przeklada si¢ to catkowicie na
wydajnos¢ in vivo. Przyczyne tego mozna doszukiwaé m.in. dostepnosci miejsca komplementarnego do
gRNA co moze by¢ zwigzane z r6zng organizacja chromatyny (Jensen et al., 2017; C. M. Lee, Davis, &
Bao, 2018) w neuronach in vitro, w poréwnaniu do stanu chromatyny in vivo, ktora moze wynikaé z
roéznych warunkow w jakie si¢ neurony znajduja, réznego stadium rozwoju (hodowle in vitro sktadajg
si¢ glownie z komorek relatywnie niedojrzalych lub na wczesnym etapie rozwoju), czy réznych
rodzajow neuronéw (in vitro nie testowaliSmy bezposrednio neuronoéw noradrenergicznych a korowe i
dopaminowe). Tak wigc pomimo tego, ze weryfikacja gRNA in vitro jest przydatnym narzedziem do
preselekcji gRNA, ostatecznie tylko weryfikacja na docelowej populacji potwierdza ich skutecznos¢.

Co ciekawe, mozna zauwazy¢, ze wydajnos$¢ transdukcji zwigksza si¢ przy uzyciu podwojnych
infekcji, roznymi gRNA zaprojektowanymi do tego samego egzonu. Infekcja pojedynczym gRNA
(przyktadowo egzon 12 vl lub 12 v3) powodowala ubytek neuronow, jednak najwigksza wydajnos¢
okazata si¢ po potaczeniu obu wektorow razem. W literaturze sugeruje sie, ze przylaczenie jednej
czasteczki sgRNA rozluznia chromatyneg, ulatwiajac przylaczenie i zadzialanie kolejnego wektora
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CRISPR w genomie. Dzigki temu nie tylko wprowadzone sg dwa miejsca dziatania Cas9 i przecigcia
DNA, ale rowniez jest wigksze prawdopodobienstwo zadziatania takiej konstrukcji (Acosta, Fiore,
Carota, & Oliver, 2018).

W literaturze zdolnos¢ do edycji genomu neuronow przez system CRISPR-Cas9 moze osiagnac
nawet 80 - 90 % (Kramer et al., 2018). W przypadku przeprowadzonych przez nas eksperymentéw z
kontrolnym CRISPR-DIO wydajnosci byly troche nizsze niz oczekiwane. W przypadku tych badan
jako kontrole specyficznosci i wydajnosci wektora LV-CRISPR-DIO bylo uzycie in vitro gRNA
wyciszajacego ekspresje biatka fluorescencyjnego EGFP. Otrzymalis§my wyciszenie EGFP na poziomie
57 % w badaniu mRNA, a takze 29 % zainfekowanych komorek, oszacowanych w zliczeniach
znacznika fluorescencyjnego mCherry (Ryc. 43). Jednym z powodoéw nizszej transdukcji komorek
wektorem CRISPR-DIO, w poréwnaniu do Cre-niezaleznego wektora, moze by¢ konieczno$¢ uzywania
podwajnej transdukcji neuronéw w hodowlach in vitro. Czas potrzebny do zadziatania konstruktu Cre-
zaleznego moze by¢ dluzszy niz standardowa pojedyncza transdukcja. Natomiast podczas uzycia
wektora eksperymentalnego ze specyficznym gRNA wyciszajacym ekspresje TIF-IA (w egzonie 12)
osiggnicto bardzo wysoka efektywnos¢ — w tym wypadku oszacowang na podstawie degeneracji
komorek. Po 15 dniach hodowli, pozostato jedynie 6,5 % zywych neurondéw (Ryc. 45, Ryc. 46). Ten
wysoki efekt in vitro moze by¢ jednak zwigzany ze specyficznoscig samej hodowli komorkowej. Jezeli
uruchomiono indukowang degeneracje w okoto 30 % neurondw podwdjnie transdukowanych
(wektorem Cre oraz wektorem CRISPR-DIO) mogto doj$¢ do indukcji $Smierci pozostatych komorek z
powodu niekorzystnych czynnikéw wydzielanych przez umierajgce neurony i zmiany warunkow
hodowli. Mechanizm $mierci komérkowej w tym procesie jest bardzo interesujacy i jest obiektem
naszych przysztych badan in vitro, poniewaz moze dostarczy¢ informacji na temat podatnosci
neurondéw dopaminowych na procesy neurodegeneracyjne w chorobie Parkinsona. Metoda ta moze stac
sie zamiennikiem do modeli in vitro $mierci komorkowej indukowanej toksynami.

W wyniku dziatania gRNA komoérka, pomimo zachowania swojej morfologii, wchodzi juz w
proces degeneracji i wykazuje cechy dysregulacji (TIF-IA réwniez powoduje zahamowanie procesoOw
translacji), co moze mie¢ teoretyczny wplyw na to, ze biatko fluorescencyjne mCherry nie wytwarza si¢
prawidtlowo. Podobne efekty byly obserwowane in vivo, po podaniach domoézgowych wektorow.
Ekspresja wektora CRISPR-Cre niezaleznego byta widoczna juz po 2 tygodniach, gdzie ekspresje¢
wektora Cre-zaleznego udato si¢ uchwyci¢ dopiero w 1 miesigcu po podaniach. Warto tutaj zaznaczy¢,
ze do pierwszych eksperymentow uzywano gRNA celujacego w egzon 1 genu Rrn3 (co jest
standardowym podejsciem w metodzie CRISPR/Cas9), ktory okazat si¢ by¢ niefunkcjonalny in vitro i
in vivo, czyli nie doprowadzatl do $mierci komorek. W zwiazku z tym sprobowno gRNA do innych
egzondéw i w rezultacie, w wyniku kolejnych eksperymentow wybrano egzony 12-14 jako najbardziej
obiecujace. Co prawda nie udalo si¢ zwizualizowaé ekspresji mCherry wektora CRISPR-DIO
usuwajacego sekwencje gRNA w egzonie 12 genu Rrn3, pomimo sprawdzenia kilku punktow
czasowych, ale wydajno§¢ wprowadzania mutacji przez ten wektor potwierdzity zliczenia komodrek
TH+ (Ryc. 54). Sugerujemy, jak to bylo roéwniez w przypadku eksperymentow in vitro, ze
transdukowane komoérki nie byly w stanie wytwarza¢ biatka fluorescencyjnego w zwiazku z
zaburzeniem procesu translacji przez wyciszenie Rrn3. Alternatywnie ekspresja biatka mCherry mogta
zbiega¢ sie¢ w czasie z indukcjg $mierci komorkowej zwigzanej z delecja TIF-IA, co rowniez
uniemozliwiloby by wizualizacj¢ komérek mCherry pozytywnych, jako ze te by obumieraly. Wydaje
sie to jednak mniej prawdopodobne od blokady ekspresji mCherry, gdyz badania na linii TIF-IAP?"°"
wskazywaly raczej, ze indukowany usunigciem TIF-IA proces neurodegenracji jest rozciggniety w
czasie. Na zaawansowanym etapie projektu stwierdzono, ze dobrym pomysitem bylaby jeszcze
dodatkowa walidacja z uzyciem CRISPR-DIO, ale usuwajacego znany i dobrze wyodrgbniajacy sig¢
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gen, ktorego wyciszenie nie spowoduje $Smierci komorki, tak jak zrobit to Hunker ze wspotautorami
(Hunker et al., 2020), usuwajagc TH w §rodmozgowiu.

Podsumowujac, ze wzgledu na nakladanie si¢ progresywnej smierci komorkowej na ekspresje
markera podwojnej transdukcji i rekombinacji (mCherry), w polaczeniu z rozciagnigta w czasie
kinetyka ekspresji Cre, a nastepnie samej rekombinacji i ekspresji mCherry, ostateczna wiasciwa ilos¢
podwdjnie stransdukowanych neurondéw, pokazanych po 4 dniach trandsdukcji moze by¢ znaczagco
niedoszacowana. Ponadto, na duzg wydajnos¢ transdukcji wskazuje prawie catkowita $§mier¢ komorek
po 15 dniach hodowli, pomimo wydawatoby si¢ niskiej wydajnosci transdukcji po 4 dniach
(oszacowanej ekspresja mCherry). Sugerujemy, ze ten rezultat wynika z tego, ze uszkodzenie TIF-1A
moze prowadzi¢c do zaburzen translacji, w efekcie probleméw z ekspresja wskaznika
fluorescencyjnego. A z drugiej strony, rezultatem $mierci w transdukowanych komoérkach moze by¢
doprowadzenie do kaskadowej $mierci catej hodowli przez zmiany warunkow hodowli.

5.4.3.Weryfikacja ,,0ff targets”

Jednym z potencjalnych problemow w zastosowaniach systemu CRISPR/Cas9 sg tzw. ,,off
targets”, czyli niespecyficzne miejsca ciecia W genomie, a w rezultacie pojawianie sie nieoczekiwanych
i niepozadanych zmian, ktére moga okaza¢ si¢ niekorzystnymi dla komoérki. Do chwili obecnej
opracowano wiele metod wykrywania miejsc docelowych CRISPR/Cas9, co doprowadzito do
stworzenia ulepszonych wersji systemu CRISRP/Cas9 ktory z kazdymi kolejnymi modyfikacjami
dziata z jeszcze wiekszg precyzja (Moon, Kim, Ko, Kim, & Kim, 2019). Aby zminimalizowaé ryzyko
wystgpienia niespecyficznych cie¢ (ktére moga by¢ problematyczne w transdukcji lentiwirusowej), a
takze wykona¢ funkcjonalng analize efektywnos$ci ciecia dla zaprojektowanych gRNA, wykorzystuje
si¢ analiz¢ bioinformatyczng. Specjalne programy przewiduja potencjalne miejsca cigcia na podstawie
komplementarnosci czasteczki gRNA do innych miejsc w catlym genomie referencyjnym. Przykladem
takich programow sg Cas-OFFinder i CRISPOR (Bae, Park, & Kim, 2014; Concordet & Haeussler,
2018). Na ich podstawie bez wykonywania dodatkowych eksperymentéw mozna wyszukaé potencjalne
sekwencje typu off-target z 0 do 4 niedopasowaniami, a takze okre$li¢ ich lokalizacje w genomie. W
przedstawionej rozprawie doktorskiej wykorzystano program CRISPOR, w ktorym zaprojektowano
komplementarne czasteczki gRNA z miejscem PAM. Dla kazdego wybranego egzonu biatka TIF-IA
(oraz RPA194) z wygenerowanej puli potencjalnych gRNA wybrano tylko takie, w ktorych
potencjalnych niespecyficznych miejsc cigcia bgdzie jak najmniej. Sg rowniez metody, ktore pozwalaja
na detekcje ,,0ff-targets” w populacji transfekowanych komoérek. Takim przyktadem jest, m.in. GUIDE-
seq, ktory polega na dostarczeniu dwuniciowych oligonukleotydow o znanej sekwencji, ktore integruja
do genomu podczas rekombinacji niehomologicznej, NHEJ. Zintegrowane oligonukleotydy zapewniaja
matryce dla kierunkowej amplifikacji PCR, a nastepnie sekwencjonowania fragmentow DNA (Tsai et
al., 2015). W naszym projekcie nie podj¢lismy si¢ detekcji niespecyficznych miejsc cigcia, poniewaz te
modyfikacje nie wplynetyby na efekt koncowy, ktory chcielismy uzyskaé, a mianowicie na
spodziewang apoptoze transdukowanej komorki, wywolang delecja TIF-IA. Ten mechanizm byt
zakladany od samego poczatku, ze wzgledu na dobrze opisang we wczesniejszych pracach sekwencje
efektow na poziomie molekularnym po usunigciu czynnika transkrypcyjnego TIF-IA (Barut et al.,
2022; Kreiner et al., 2013a, 2013b; Kreiner, Sonmez, Liss, & Parlato, 2019; Parlato et al., 2008).

5.4.4.Problemy z transdukcja LV

Jedna z przyczyn mniejszej niz oczekiwana wydajnosci naszego systemu w badaniach in vivo tj.
stosunkowo niewielkiej ilo$ci utraty neuronéow w LC (pomimo nawet 6 miesi¢cy od indukcji mutacji),
mogta by¢ stosunkowo niska wydajnos¢ transdukcji. Moze mie¢ ona przyczyne w sposobie
dostarczenia konstruktu genetycznego — w naszym przypadku przez transdukcje z uzyciem wektora

158



lentiwirusowego. Wykonane testy ELISA-p24, przeciwko glikoproteinie otoczki wirusa wykazaty, ze
produkcja wirusa byla na oczekiwanym poziomie. Jednak test ten ma ograniczenia: moze wykrywac
rowniez niefunkcjonalne czasteczki wirusa, ktore nie ulegly pelnemu zapakowaniu podczas produkeiji,
albo ulegly zniszczeniu podczas procedury izolacji. Kluczowym dla wydajnosci pakowania lentiwirusa
jest wilasnie wielko$¢ genomu (Sweeney & Vink, 2021). Stosowany konstrukt CRISPR-DIO o
wielkosci 12 kpz bedzie mie¢ stosunkowo niska wydajnos¢, a nawet niewielkie zmniejszenie wielkosci
genomu 0 1-2 kb moze zwigkszy¢ wydajnos¢ pakowania o rzad wielkosci. Wezesniejsze prace nad
wektorami lentiwirusowymi wykazaty okoto 3-krotne zmniejszanie si¢ miana funkcjonalnego wirusa na
kazdy 1 kb wzrostu wielkosci genomu. Nie okre§lono jednak bezwzglednego limitu wielkosci genomu
zdolnego do zapakowania w czasteczke wirusa, ale wykazano, ze zmniejszona inkorporacja genomu do
wirionow odpowiada za spadek miana. Dane te kontrastujg z pracami pokazujgcymi, ze zwigkszenie
rozmiaru genomu wektora miato wptyw zaréwno na miano fizyczne (czyli liczbe czastek fizycznych
wirusa), jak i wydajno$¢ transdukcji (czyli odsetek transdukowanych komorek) (Sweeney & Vink,
2021). Mozna spekulowaé, ze uzycie innego rodzaju Cas9, a mianowicie mniejszej SaCas9 (Hunker et
al., 2020; Kumar et al., 2018; Ran et al., 2015), lub CjCas9, pochodzacej od Campylobacter jejuni,
ktora ma tylko 2,95 kpz (Yoo, Hennighausen, & Shin, 2018), moze mie¢ pozytywny wplyw na
zdolno$¢ zapakowania czgsteczek wirusa, a w efekcie otrzymania wyzszego funkcjonalnego miana.
Rowniez wpltyw na liczbe zdolnych do transdukcji czgsteczek ma jako$¢ i czas przechowywania
zamrozonego lentiwirusa, dlatego waznym etapem bylo weryfikowanie partii wirusa na hodowli in
vitro. Mimo to, brak 100% efektywnosci transdukcji LV nie stanowi w naszej ocenie duzego problemu,
ze wzgledu na wystepowania mimo to wyraznych efektéw na poziomie fenotypu zwierzat a takze z
uwagi na dazenie do opracowania modelu maksymalnie translacyjnego — w PD rowniez nie obserwuje
si¢ catkowitej degeneracji komorek w LC.

Warto roéwniez podkresli¢, ze wszystkie modyfikacje wielko$ci pakowanego genomu do wektora
LV maja duze znaczenie w badaniach in vivo. Wydajno$¢ pakowania ma mniejsze znaczenie w
przypadku kultur in vitro, gdzie mozna doda¢ wieksza ilos¢ jednostek wirusa w wigkszej objetosci. W
przypadku zastosowania metody in vivo, maksymalna objeto$¢ jednorazowego podania w strzykawce
jest czynnikiem ograniczajacym, dlatego wydajnos¢ pakowania i ilo$¢ jednostek transdukujgcych w
danej objetosci ma duzo wigksze znaczenie. Zwickszenie objetosci podawanego wirusa do mdzgu nie
spowoduje wickszej wydajnosci transdukcji w danym miejscu iniekcji, ale spowoduje
rozprzestrzenienie si¢ podanego plynu na wigkszy obszar. Moze to w efekcie spowodowaé przerwanie
cigglosci tkanki i dostanie si¢ ptynu do komory moézgu, a w rezultacie odptyniecie zawiesiny wirusa z
miejsca podania.

Sama transdukcja poprzez lentiwirusa ma swoje wady i zalety. Podczas zastosowania
lentiwiruséw istnieje ryzyko mutagenezy insercyjnej, czyli integracji genomu wirusa z genomem
gospodarza co moze skutkowaé przypadkowym wstawieniem jednej lub wiecej dodatkowych par zasad
nukleinowych i w efekcie odmiennym efektem mutacji od zaprojektowanego. Aby zmniejszy¢ ryzyko
integracji, badacze zaprojektowali niedawno nieintegrujace wektory lentiwirusowe (NILV, ang. Non-
Integrating Lentiviral Vector) do dostarczania sktadnikéw CRISPR poprzez mutacje genu integrazy
wirusowej lub modyfikacje sekwencji LTR (ang. Long Terminal Repeats) (Gurumoorthy, Nordin, Tye,
Wan Kamarul Zaman, & Ng, 2022). NILV sa najbardziej obiecujacymi kandydatami jako wektory
dostarczajace materiat do mézgu, poniewaz maja wysoka wydajno$¢ transferu, doskonala zdolnos¢
pakowania (w poréwnaniu z innymi wektorami), ulegaja ekspresji przejsciowej i wykazujg tylko stabg
zdolno$¢ integracji oraz nie powoduja mutagenezy insercyjnej (Ortinski, O’Donovan, Dong, & Kantor,
2017). Jednak w przypadku naszych badan, gdzie i tak dazyliSmy do indukcji apoptotycznej $mierci
komorki, przypadkowa mutageneza insercyjna nie stanowi problemu i nie byla przedmiotem
dodatkowej weryfikaciji.
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5.4.5.Problemy z weryfikacja skutecznosci podan stereotaktycznych

Podania wiruséw lub innych zwiazkéw do LC s3 popularng metodyka uzywana w badaniach
uktadu noradrenergicznego. Takim sposobem wykazano np. ze indukowana nadekspresja zmutowane;j
formy a-Syn w LC doprowadza do rozprzestrzenienia si¢ a-Syn w topograficznie potaczone z nim
struktury, a takze powoduje wzmozong aktywnos$¢ gleju w LC i czeSciowa degeneracje¢ (Henrich et al.,
2018). Rowniez nadekspresja biatka Tau, zaindukowana przez podania wirusa Cre-zaleznego do LC
myszy ThCre powodowala degeneracje aksonow noradrenergicznych, a takze transfer biatka Tau do
jader szwu (Ghosh et al., 2019). Miejsce sinawe jest rowniez czgstym celem optogenetycznych
regulacji (Harley & Yuan, 2021). Niestety, w wielu pracach nie raportuje si¢ statystyki, ile z podan
domézgowych do miejsca sinawego zakonczyto si¢ sukcesem. To niestety duzy problem w wielu
pracach metodycznych, kiedy autorzy za wszelka cene staraja si¢ udowodni¢ zalety opracowanej przez
nich metody. Podczas zliczen ubytku neuronow noradrenergicznych w naszych eksperymentach
zauwazono pPewne rozrzuty wynikow w grupie zwierzagt zmutowanych, co oznacza, ze mutacja nie jest
obecna w kazdym zwierzeciu, dajac usredniony spadek komoérek TH+ rzedu 16,7 % u wszystkich
badanych myszy TIF-IA-CRISPRP™™ " Te spostrzezenia, jak i poprzednie do§wiadczenie autorki w
operacjach stereotaktycznych, potwierdzajg fakt, ze mniejsza struktura, jaka jest LC (~ 0,3 mm
srednicy) oraz obecno$¢ komory moézgu utrudniajg prawidlowe podania wektora, zmniejszajac
skutecznos¢ do operacji 66,6% (oszacowane na podstawie zliczen zwierzat z degeneracja LC). W
przypadku naszych eksperymentéw nie byto dobrego znacznika sukcesu podania do LC, tj. innego niz
zliczenia post mortem komoérek TH+ w LC oraz analiza fenotypowa. W tym wypadku nie moglismy
podzieli¢ grupy operowanej na te zakonczone sukcesem oraz na ,nietrafione” w podaniach
stereotaktycznych, ze wzgledu na niewielkie réznice miedzy grupami, a takze brak jednoznacznego
indykatora mutacji (komoérki po transdukeji byty usuwane). Dopiero ostatni wykonany eksperyment w
Instytucie Zoologii i Badan Biomedycznych, Zaktadzie Neurofizjologii i Chronobiologii na
Uniwersytecie Jagiellonskim przyniost rozwigzanie problemu. Przed pomiarami elektrofizjologicznymi
zostala zarejestrowana przyzyciowo kurczliwosé zrenicy oka kazdego zwierzecia w interwatach 10-
minutowych, a przeanalizowane wyniki pozwolity na jednoznaczne roéznicowanie zwierzat
zmutowanych od kontroli. Dane innych autoréw pokazuja, ze zmiany zrenicy bezposrednio korelujg z
aktywno$cig noradrenergiczna (Lu, van der Linden, & Bakker, 2023). Uwazamy, ze dodatkowa
weryfikacja mutacji poprzez nagrania zrenicy jest stosunkowo latwg i bardzo dobrag metoda do
bezinwazyjnego sprawdzenia sukcesu wykonanych operacji w tym modelu, pozwalajaca na
jednoznacznie rozgraniczenie grup eksperymentalnych juz na etapie planowania doswiadczen.

5.5. Przyszly kierunek badan z uzyciem LV-CRISPR-DIO

Prowadzone przez nas badania moga utatwi¢ prowadzenie edycji dowolnych gendéw trudnych do
genetycznej izolacji populacjach komorek. Dzigki zaletom systemu CRISPR, wykorzystanemu przez
nas miejsca cigcia restrykcyjnego enzymem Aarl oraz sprawdzonymi metodami klonowania, mozemy
w szybki sposob wygenerowaé plazmidy z réznymi gRNA, wyciszajacymi ekspresje¢ pozadanych
genow. Stworzone i zwalidowane przez nas plazmidy, umozliwiaja stosunkowo tatwe i precyzyjne
modyfikacje in vitro i in vivo.

Trzeba jeszcze raz pokresli¢, ze nie wszystkie geny sa mozliwe dla celowania z mutacja poprzez
komoérkowo-specyficznego promotora, a w przypadku, jezeli sa dostepne zwierzeta z promotorami
regulujace ekspresj¢ rekombinazy Cre, w szerszej populacji komorkowej niz docelowa, to uzycie
uzyskanego w tej pracy wektora LV-CRISPR-DiO daje mozliwo$¢ ograniczenia transdukcji do
populacji komorek z ekspresja Cre jedynie w miejscu podania LVV. Ze wzgledu na szeroka oferte
dostepnych zwierzat ekspresjonujacych Cre w roznych komoérkach, takze komercyjnie, wdrozone w
ramach niniejszej pracy podejScie metodologiczne gwarantuje szybkie osiagnigcie efektu jakim jest
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uzyskane miejscowo-specyficznej mutacji w stosunkowo krotkim czasie. Dostepne sg zwierzeta, gdzie
Cre jest promotorem niewielkich populacji neuronalnych, jak POMC (neurony pro-
opiomelanokortynynowe), Pvalb (neurony parwalbuminowe), Pcp2 (komoérki Purkinjego), Drd2
(neurony ekspresjonujace receptor D2), Th (neurony ekspresjonujace hydroksylaze tyrozyny), Slc6a3
(neurony ekspresjonujace transporter dopaminy) (Shcholok & Eftekharpour, 2023). Przyktadowo, jezeli
chcieliby$my zbada¢ wpltyw nowo odkrytego biatka, ktore pelni rolg w PD w regulacji transmisji
dopaminowej, mozna zastosowa¢ myszy Slc6a3-Cre i podaé stereotaktycznie wektor LV-CRISPR-DIO
do intersujacego obszaru moézgu. OtrzymalibySmy mutanty z wyciszeniem interesujgcego nas genu, z
ograniczeniem do miejsca podania i populacji neuronow ekspresjonujgcych Slc6a3, w szybszy sposob
niz konwencjonalne krzyzowanie zwierzat. Mozna réwniez ograniczy¢ mutacj¢ do waskiego obszaru
mozgu albo struktury, czy w populacji neuronow, ktore szeroko wystepuja w mozgu, jak np. neurony
parwalbuminowe. Poprzez podania stereotaktyczne do wybranej czeéci kory mozgowej, np. w korze
prefrontalnej ograniczymy pozadang przez nas mutacj¢ tylko do neuronéw Pvalb, ktore ulegng
transdukcji. Wyciszenie ekspresji wybranego genu w neuronach Pvarb, ograniczonej do jednej
struktury pozwoli np. zbada¢ jak te interneurony reguluja aktywno$¢ komorek piramidowych w korze
przedczotowej, w efekcie badajac aktywnos¢ tej struktury, ktora ma duzy udziat regulacji zdolnosci
poznawczych (Fogaga & Duman, 2019).

Mozna réwniez zasugerowac zastosowanie Cre-zaleznego wektora CRISPR w generowaniu
mutacji w hodowlach pierwotnych neuronéw z myszy transgenicznych z ekspresja Cre w subpopulacji
hodowanych komorek. Zastosowanie przez nas dodatkowego markera rekombinacji — w postaci
dowolnego biatka fluorescencyjnego, jak choéby uzyte w badaniach GFP — pozwoliloby latwo
zidentyfikowa¢ interesujace komorki i ograniczy¢ analize jedynie do neurondéw, gdzie zaszla
rekombinacja (tj. wykazujace ekspresje mCherry). Ponadto wprowadzony przez nas znacznik
fluorescencyjny mozna zastosowac np. do sortowania wyedytowanej populacji komorek.

Dodatkowo mozna zmodyfikowaé zaproponowany przez nas wektor. Mimo duzej wielko$ci
plazmidu (12 kpz), mozna wprowadzi¢ miejsce zawierajgce dodatkowy gRNA (lub wigcej), co pozwoli
na rownoczesne usuniecie kilku roznych gendéw, badz w przypadku problematycznych do wyciszenia
ekspresji genow, kilku réznych miejsc w genie kodujacym, co spowoduje powigkszenie szansy na
catkowita delecje genu. Koncepcja taka jest juz badana przez wspodlpracujaca z nami grupe na
Uniwersytecie w Helsinkach, jednak w tym wypadku naukowcy probuja osiagnac ten cel w wektorze
Cre-niezaleznym. Inna modyfikacja jest zamiana promotora neuronalnego hSYN na promotor
astrocytarny hGFAP, tak jak to miato miejsce w opisanym przeze mnie rozdziale o weryfikacji gRNA
przeciwko biatku TIF-1A. Warto jednak mie¢ na uwadze, ze kazde zwiekszenie wielkosci DNA moze
mie¢ negatywny wptyw na jego efektywno$¢ pakowania do czasteczki lentiwirusa (Sweeney & Vink,
2021).

Zastosowanie gRNA, ktore wycisza ekspresj¢ TIF-IA daje mozliwos¢ uzyskania roznych modeli
neurodegeneracji. W tym celu mozna wykorzysta¢ wektor Cre-zalezny, Cre-niezalezny, jak i wektor z
promotorem astrocytarnym. Mozna tez zastosowac celowang ablacje TIF-1A przy pomocy wektora
lentiwirusowego i CRISPR/Cas9 dla wywotania degeneracji specyficznych populacji komorek w
roznych obszarach mézgu celem modelowania rozwoju innych choréb neurodegeneracyjnych. Mozna
spekulowa¢, ze tak zaindukowana degeneracja przez usuni¢cie czynnika TIF-IA w strukturach mézgu
odpowiedzialnych za rozwijanie symptoméw pozamotorycznych, moglaby by¢ przydatna do
modelowania dodatkowych cech PD, umozliwiajac badanie farmakoterapii objawow niemotorocznych,
niejednokrotnie bardziej ucigzliwych dla pacjentéw niz np. samo drzenie spoczynkowe.
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Warto podkresli¢, jak juz zaznaczono we wstepie tej pracy, ze modele opierajace si¢ na ekspresji
o-Syn nie pozwalaja na modelowanie $mierci komorkowej w wielu obszarach moézgu na tyle, aby moc
obserwowac istotne efekty wynikajace z ubytku neuronow. Potgczenie modelu CRISPR-DIO
wywotujacego degeneracje w LC z modelem agregacji a-Syn mogltoby pozwoli¢ zbadaé to, czego nie
da si¢ w modelu synukleinowym, a mianowicie jak patologia w LC uwrazliwia neurony dopaminowe w
SN/VTA na czynnik patologiczny jakim jest agregacja a-Syn. Wiasnie takie podejécie zastosowali$my
w eksperymentach rozszerzajgcych opisane w tej rozprawie eksperymenty. Myszom DbhCre podano
wektor LV-CRISPR-DIO do LC, wywotlujac opisang w wynikach czeSciowa degeneracje¢ tej struktury,
rownoczesnie do pragzkowia podajac PFF i indukujac synukleinopati¢. Na wyniki tych eksperymentow
trzeba jednak jeszcze zaczekac.

Oprocz tego, realizujgc projekt Preludium 18, rowniez w modelu synukleinopatii, za pomoca
astrocytarnego LV-CRISPR indukujgc degeneracje astrocytow poprzez ablacje TIF-IA w regionie
SN/VTA, badany jest wplyw ubytku astrocytow na szybko$¢ pojawienia si¢ LB w neuronach
dopaminowych. Te dodatkowe aspekty w modelach synukleinopatii daja mozliwos¢ zbadania
ztozonych mechanizméw patofizjologicznych PD, co jest przedmiotem innych projektow
komplementarnych lub zapoczgtkowanych na bazie opisanego w niniejszej pracy.

5.6. Znaczenie uszkodzenia systemu noradrenergicznego we wczesnej fazie
choroby Parkinsona

5.6.1.Analiza dotychczasowych badan z degeneracja LC w PD

W przedstawionej rozprawie doktorskiej zbadaliSmy, wykorzystujagc model progresywnego
parkinsonizmu TIF-IAPATC®ERT2 hedacy przedmiotem prac w innym projekeie, czy powolna $mier¢
neuronéw dopaminowych (odtwarzajaca progresywng patologic u ludzi) bedzie miata wplyw na
neurony noradrenergiczne. W tym celu w 13 tygodniu po indukcji mutacji, kiedy degeneracja SN/VTA
jest juz na zaawansowanym poziomie (ponad 80% spadek neuronéw TH+) i myszy prezentuja
pelnoobjawowy fenotyp PD (spadek masy ciala, tremor, brak koordynacji ruchowe;j itp.) zliczono liczbe
neuronow noradrenergicznych w miejscu sinawym. Nie zanotowano zmian — liczba neuronow w LC u
myszy TIF-IAPATCERT2 570stawala na takim samym poziomie jak u myszy kontrolnych. Badania te
potwierdzily, ze degeneracja LC, ktora czgsto obserwowana jest u pacjentow z PD (Halliday et al.,
1990; McMillan et al., 2011; Zarow et al., 2003) nie jest efektem wtornym progresywnej degeneracji
neuronéw dopaminowych w SN/VTA. Towarzyszaca degeneracje LC obserwowano wprawdzie w
modelach z podaniami neurotoksyn, co do konca nie jest wiarygodnym zrodtem wnioskdéw, poniewaz
neurotoksyny nie ograniczaja swojego dziatania tylko do jednego typu komorek, ale rozregulowuja
dziatanie catych uktadow, rowniez poprzez wzmozong indukcje neurozapalenia (Campos et al., 2013).
W modelach genetycznych usuwajacych DJ-1 oraz parking zaobserwowano, ze degeneracji SN/VTA
towarzyszy rowniez neurodegeneracja LC, jednak dotychczas nie wskazano mechanizmow, ktére by
wyjasnialy podatno$¢ neuronow noradrenergicznych na degeneracje tylko w tych konkretnych
modelach genetycznych (Rousseaux et al., 2012; Von Coelln et al., 2004). Natomiast wskazano, ze w
modelach z indukowang synukleinopatia, u myszy z nadekspresja a-Syn, podane PFF obwodowo
wywotujg réwniez gromadzenie si¢ a-Syn w neuronach noradrenergicznych miejsca sinawego (Van
Den Berge et al., 2019). Jednak w tym modelu nie zliczano ilosci komérek w celu stwierdzenia, czy
wystepuje neurodegeneracja.

Usunigcie LC moze odzwierciedla¢ odwrotne skutki — symptomy dysfunkcji w $rodmozgowiu

oraz nasilenie objawow w modelu PD. Ciekawym przyktadem indukcji zmian patologicznych w LC
bylo podanie wirusa AVV powodujacego nadekspresje zmutowanej formy ludzkiej a-synukleiny
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A53T. Wykazano formowanie si¢ agregatow o-Syn, a takze jej fosforylacje, indukcje neurozapalenia
oraz degeneracj¢ neurondéw noradrenergicznych w ciggu 9 tygodni. Réwniez wykazano transport
aksonalny A53T-a-synukleiny (Henrich et al., 2018). Jednak proby odtworzenia patologii LC
wystepujacej w PD sa nieliczne. NajczeSciej uzywanym modelem indukujacym $mieré neurondéw
noradrenergicznych jest uzywanie selektywnej neurotoksyny. Neurotoksyna DSP-4 (N-(2-chlorethyl)-
N-ethyl-2-bromobenzylamina) to zwigzek trwale zaburzajacy procesy magazynowania noradrenaliny w
oSrodkowym ukltadzie noradrenergicznym ssakow. Jednorazowe podanie skutkuje zniszczeniem
aksondéw neurondéw noradrenergicznych, z czesto towarzyszaca degeneracja ciata komoérki. Wiele grup
badawczych korzystajac z tej metody badato wptyw czeSciowej degeneracji uktadu noradrenergicznego
na funkcjonowanie r6znych uktadow w mozgu, jak hipokamp (Bharani, Derex, Granholm, & Ledreux,
2017; Yu, Davis, Fang, & Boulton, 1994), czy interesujaca nas substancj¢ czarng (af Bjerkén et al.,
2019). Wazne jest, aby podkresli¢ pewne ograniczenia tej metody indukcji neurodegeneracji neuronéw
noradrenergicznych. Neurotoksyna ta dziala preferencyjnie na jedna grup¢ neuronéw umiejscowionych
w LC, ale znaleziono dowody, ze powoduje $mier¢ réwniez innych neuronéw NA w mozgu, jak i
rowniez udowodniono jej wpltyw na obwodowe osrodki noradrenergiczne, m.in. przejSciowo obnizajgc
wydzielanie NA w nadnerczach (Hale, Murray, Cosgrove, Bach, & Hartfield, 2000). Stosowane sg
rozne dawki 1 schematy podawania tej toksyny, ograniczajagc jednoznaczng interpretacje
wywotywanych efektow (lannitelli et al., 2023). Badacze interpretuja jednoznacznie dziatanie DSP-4
jako degeneracje uktadu noradrenergicznego, nie biorgc pod uwage innych zmian, jakie ta toksyna
wywotuje w ukladzie nerwowym. DSP-4 jest inhibitorem wychwytu zwrotnego NA, poprzez
blokowanie transportera noradrenaliny (NET). Toksyna ta hamuje rowniez inne transportery, takie jak
transporter dopaminy i serotoniny (SERT). Inaktywowane jest okoto 80 % aktywno$ci transportowe;j
DAT i 60 % SERT. Neurotoksyczny efekt DSP-4 jest catkowicie nieodwracalny w NET, a tylko
czeSciowo nieodwracalny w DAT i SERT (Bortel, 2014). Znaleziono réwniez dowody, ze powoduje
wzmozong aktywacje mikrogleju, ktory przez wydzielanie cytokin wptywa na wszystkie komorki w
poblizu. Mimo, ze neurozapalenie towarzyszy procesom patologicznym w chorobach
neurodegeneracyjnych, to stan aktywacji gleju wywotany przez podanie toksyn jest rozlegly, nagly i
wyciszajacy sie w czasie (Bharani et al., 2017; Giorgi et al., 2020), w poréwnaniu do chronicznego
stanu obecnego w patologiach PD i AD. Roéwniez samo zahamowanie wydzielania noradrenaliny jest
bardzo szybkie. Obserwuje si¢, ze pojedyncza iniekcja znaczaco redukuje poziom noradrenaliny w
tkankach unerwianych przez neurony noradrenergiczne juz dzien po podaniu. Ubytek neuronow
dopaminowych obserwowany jest po pewnym czasie od iniekcji DSP-4, jednak réwnocze$nie
znaleziono, ze toksyna ta redukuje poziom glukozy w wielu strukturach mézgu, co czyni ta interakcje
trudng do interpretacji, czy niekorzystny efekt wywolany jest przez redukcje poziomu noradrenaliny,
czy samo dziatanie toksyny (Qingshan Wang, Song, Jiang, & Hong, 2021). Jednak jednymi z waznych
wnioskow jest taki, ze ubytek neurondow wywolanych podaniami neurotoksyny uwrazliwia neurony
substancji czarnej na degeneracj¢ (Bing, Zhang, Watanabe, McEwen, & Stone, 1994; Fornai et al.,
1996).

Dlatego uwazamy, ze nasz model indukcji degeneracji w neuronach noradrenergicznych z
wykorzystaniem mechanizméw opartych o ablacje TIF-IA, mimo swojej niedoskonatosci, daje bardziej
wiarygodne wyniki, niz podania neurotoksyny DSP-4. Nawet w obarczonym wieloma problemami
modelu TIF-IAP™ "™ otrzymali$my catkiem przekonujace wyniki sugerujace zaangazowanie ukladu
noradrenergicznego w funkcjonowanie uktadu dopaminowego (Barut et al., 2022). Brak neuronow
noradrenergicznych wptynat na indukcje neurozapalenia w substancji czarnej, aktywacje gleju oraz
podniesienie ekspresji cytokin prozapalnych tak jak w przypadku wymienionych badan z podaniami
toksyny DSP-4 (Ryc. 31, Ryc. 32). Mimo braku spadku ilo$ci neuronow dopaminowych w substancji
czarnej wnioski z tych badan sa zgodne z wymienionymi doniesieniami z uzyciem neurotoksyn,
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podnoszac wiarygodno$¢ badan ze wzgledu genetyczny, progresywny charakter naszego modelu
badawczego.

5.6.2.Potwierdzenie skuteczno$ci LV-CRISPR-DIO w modelu TIF-1A-
CRISPRP""“" _ analiza fenotypowa zwierzat

Wyniki uzyskane z modelu TIF-IAP™™ " zachecily nas do zglebiania zagadnienia w opariu o
nowy model z selektywng degenracjg LC. Ograniczona mutacja do o$rodkowego uktadu nerwowego,
ktérg zastosowali$my przez bezposrednig iniekcje wektora do LC pozwolita uzyska¢ wiarygodne
wyniki, ktore nie s3 maskowane potencjalnymi, obwodowymi efektami. W samym LC iniekcja wirusa
skutkowata spadkiem ilosci neuronéw noradrenergicznych w 6 miesigcu po indukcji mutacji o 16,7 %
(Ryc. 54). Jednak s$rednia ta pochodzi z badan wykonywanych przed obrazowaniem zrenicy i
mozliwoscia odrzucenia ,nietrafionych” mutantéow (Ryc. 78, Ryc. 79). W przyszlosci rutynowe
mierzenie zrenic pozwolitoby na selekcjoniwanie przyzyciowo kohorty o znacznie wigkszych spadkach
TH w LC. Mutacja ta réwniez nie powodowata aktywacji neurozapalenia, co jest duzym zarzutem w
przypadku podan neurotoksyn (Ryc. 55). Analiza ekspresji mRNA w miejscu sinawym pokazata, ze
obnizony jest poziom ekspresji genow charakterystycznych dla neuronéw noradrenergicznych — Slc6a2,
czyli NET oraz DBH, czyli B-hydroksylaza dopaminy (Ryc. 58). NET rozmieszczony jest na catlej
powierzchni neuronu, ciele komorki, aksonach i dendrytach i bierze udzial w regulacji stgzenia
noradrenaliny i dopaminy w przestrzeni migdzysynaptycznej (Miner, Schroeter, Blakely, & Sesack,
2003). DBH jest enzymem przeprowadzajacym konwersje dopaminy w noradrenaling, utrzymujac
homeostaze tych dwoch monoamin. Oba te biatka, kodowane przez zmierzone geny sa waznymi
markerami funkcjonowania neuronéw noradrenergicznych. Ich obnizenie moze wplywaé na zachwianie
rownowagi noradrenalina/dopamina, $wiadczac o dysfunkcji neuronéw noradrenergicznych.
Rownocze$nie poziom mRNA TH oraz Maplb, markera neuronalnego pozostawaly bez zmian.
Réwniez nie zanotowano zmian na poziomie mRNA kilku markeréw funkcji komoérkowych (apoptozy,
stresu mitochondrialnego, stresu oksydacyjnego). Trzeba jednak zauwazy¢, ze jezeli nawet takie
procesy z duzym prawdopodobienstwem zaszlty w degenerujagcych komorkach w miejscu sinawym, to 6
miesi¢cy po iniekcji wektora nie sg juz obecne w badanej tkance lub sg na niskim, nie ujawniajacych
zmian poziomie. Analizy tych genéw w tkance hipokampa nie ujawnity réznic miedzy grupami,
sugerujac zlokalizowanie dysfunkcji w obrebie miejsca sinawego (Ryc. 59).

Uwaza sie, ze uklad noradrenergiczny, w szczegdlnosci LC jest gldéwnym regulatorem wielkos$ci
zrenicy oka, a zmiany w jej $rednicy koresponduja z uwalnianiem noradrenaliny (Joshi, Li, Kalwani, &
Gold, 2016; Viglione, Mazziotti, & Pizzorusso, 2023). Zmiany w opisywanych parametrach Zrenicy
okazaly si¢ dobrym wyznacznikiem skuteczno$ci mutacji, co pokazaliémy zestawiajac zliczenia
komérek LC oraz zapisami pomiaru zrenic. Obserwowane, bardzo duze efekty mutacji na $rednia
warto$¢ minimalng i maksymalng szybkosci zmiany $rednicy Zrenicy $wiadczg, ze pomimo relatywnie
niewielkiej utraty neuronéw noradrenergicznych, maja one istotne znaczenie fizjologiczne. Mozliwym
jest tez, ze aktywno$¢ pozostalych przy zyciu neuronéw noradrenergicznych jest zaburzona, na co
moglyby tez wskazywa¢ zmiany w ekspresji adrenergicznego autoreceptora noradrenaliny o-2a
wykryte na poziomie mRNA (Ryc. 73). Jest to interesujacy wynik, gdyz tym samym stworzony model
moze odzwierciedla¢ bardzo wczesne, presymptomatyczne fazy PD, na wiele lat przed diagnoza, a
obserwowane zmiany fizjologiczne w naszym modelu, moglyby wskazywaé na potencjalne markery
dysfunkcji neuronow dopaminowych, lub nawet wczesnej formy PD.

Odpowiednikami ludzkich symptomoéw chorobowych sa u myszy zaburzenia behawioralne, do
pomiaru ktorych zastosowane zostaly odpowiednie testy pozwalajace na ilosciowa analiz¢ m.in.
zaburzen koordynacji, aktywnosci ruchowej myszy czy lgkowosci. Zwierzeta byly systematycznie
wazone w celu detekcji ewentualnych zaburzen w utrzymywaniu prawidlowej masy ciala, jednak nie
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stwierdzono ro6znicy miedzy myszami zmutowanymi a kontrolnymi. W fenotypowaniu behawioralnym
uwagg zwraca duza rozbiezno$¢ efektow uposledzenia funkcji uktadu noradrenergicznego w zaleznosci
od pfci.

W celu oszacowania zaburzen motorycznych u myszy wykorzystano trzy testy, jak test rotarod,
test pretow statycznych oraz test otwartego pola (z dodatkowa analiza zachowan lekowych). Wyniki
testu rotarod pokazaty, ze samce myszy o genotypie mutanta utrzymywaty si¢ na precie krocej niz
zwierzeta kontrolne, sugerujac zaburzenia motoryczne w 4 i 6 miesigcu po indukcji mutacji (Ryc. 62).
U samic takich zmian nie odnotowano. Rowniez w tescie statycznych pretow odnotowano roéznice w
szybko$ci pokonywania pretéw o roznej $rednicy u samcow, ale nie u samic (Ryc. 63). Mutanty istotnie
wolniej obracaly si¢ na precie i przechodzity jego dlugosé. Pret o srednicy 11 1 8 mm sprawity klopot
zwierzetom 4 miesigce po mutacji, a zmiany nasility si¢ z czasem. W 6 miesigcu po indukcji mutacji
samce mialy problem z przejSciem preta o jeszcze mniejszej Srednicy, 15 mm. Zaburzenia motoryczne
byly odnotowywane juz w lezjach uktadu noradrenergicznego wywotanego podaniem DSP-4, gdzie nie
tylko sugerowano ten efekt usunigciem unerwienia noradrenergicznego, ale zmienionym
oddzialywaniem na neurony dopaminowe (af Bjerkén et al., 2019). Jednak nie wszystkie zwierzgce
modele choroby Parkinsona odzwierciedlaja typowy motoryczny behawior. Niekiedy, nawet przy
jednoznacznej degeneracji neurondéw dopaminowych nie zanotowano zmian behawioralnych. Takie
efekty zauwazono w modelach PD z podaniami toksyn, szczegolnie MPTP (Archer & Fredriksson,
2006; Marien, Colpaert, & Rosenquist, 2004). Z kolei w mysim modelu charakteryzujacym si¢ brakiem
noradrenaliny, mutantach z usunietym DBH, wykazano zaburzenia behawioru, w tym koordynacji
ruchowej. Co ciekawe zaburzenia te byly odwracalne podaniami noradrenaliny, lub agonistami
dopaminy (K. S. Rommelfanger et al., 2007). Myszy TIF-IA-CRISPR®™" 7 czesciowa degeneracja LC
nie wykazaly zmian w tym te$cie podczas swobodnej eksploracji nowej klatki. Genotyp myszy nie
wplynat na pokonany dystans ani na czas przebywania w o$wictlonym centrum klatki. Brak ro6znic w
tych parametrach motorycznych zanotowano réwniez w modelach PD, gdzie nie ulegaly degeneracji
neurony dopaminowe, jak w badaniach na mysim genetycznym modelu Pink1l (Matheoud et al., 2019).
Campos wraz ze wspoOtautorami (Campos et al., 2013) pokazali réznice miedzy badanymi szczurzymi
modelami PD, wykazujgc obnizenie aktywnosci lokomotorycznej w grupie zwierzat z nadekspresja a-
synukleiny i w grupie z podang wysoka dawka 6-OHDA. Przy podaniach mniejszej dawki 6-OHDA
oraz w modelu z podaniem parakwatu nie wykazano zmian w tym teScie. Jednak we wszystkich
modelach zaobserwowano pogorszenie parametrOw motorycznych w teScie rotarod. Moze to
sugerowac, ze behawior lokomotoryczny w teScie otwartego pola jest duzo czulszym testem, ktory nie
w kazdym uposledzeniu ruchowym daje istotne rezultaty. Obserwacje tych i innych grup badawczych
$wiadcza o tym, ze obnizenie aktywnosci lokomotorycznej nie zawsze jest wymogiem w zwierzecych
modelach PD, pomimo uposledzenia motorycznego stwierdzonego w teécie rotarod i statycznych
pretow.

W badaniach oceniajacych zachowanie zwierzat TIF-IA-CRISPR®™™" wykorzystali$my ustalone
narzedzia do oceny zachowan lgkowych w mysich modelach PD, jak test jasnego/ciemnego pudetka
(LDB) i podniesiony labirynt krzyzowy (EPM). WykazaliSmy, ze zwierzgta nie wykazaty istotnych
zmian behawioralnych w teScie LDB (Ryc. 68). Jedynie grupa samcow o genotypie mutanta
wykazywala tendencje do zmniejszonej lekowosci w 4 miesigcu po indukcji mutacji. Natomiast w
tesScie EPM samice spedzity mniej czasu w otwartym ramieniu aparatu, a takze wykonaty mniej wejs¢
do tej czgéci aparatu, $wiadczac o zwickszonej lekowosci (Ryc. 69). Badane zwierzgta nie wykazywaty
zmian w preferencji do sacharyny w tescie, ktory pozwala zbada¢ anhedonie, czyli niezdolnos¢ do
odczuwania przyjemnosci (Ryc. 70). Samce w tescie otwartego pola wykazywaly tendencj¢ (jednak
brak istotnych réznic) do wydtuzenia czasu spgdzanego w o$wietlonej czesci Klatki, a w badaniu
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przeprowadzonym 4 miesigce po indukcji mutacji, dystans eksploracji wzrastal wraz z dlugoscia
przebywania w klatce (Ryc. 65, Ryc. 66).

Co ciekawe, u ludzi kobiety doswiadczajg wigkszej czestoSci wystgpowania zarowno zaburzen
afektywnych, jak i lgkowych niz mezczyzni (Kessler et al., 2012), co moze by¢ efektem
odwzorowanym w naszych wynikach behawioralnych. Natomiast ogolne wzorce behawioralne
samcow, otrzymane z naszych badan, sa porownywalne z wczesniejszymi doniesieniami o
zmniejszonym zachowaniu lgkowym w teScie otwartego pola u myszy (Samce) z optogenetycznie
zahamowanym LC (McCall et al., 2015). | rowniez odwrotnie, optogenetyczne wzbudzenie LC
indukowato lgkowos¢ u zwierzat. W badaniu analizujacym funkcje réznych projekcji LC jako zrodio
tego efektu lekowego, sugeruje sie projekcje LC do kory przedczotowej (Hirschberg, Li, Randall,
Kremer, & Pickering, 2017). Réwniez w lezji LC wywotanej DSP-4 obserwuje sie¢ ogdlng tendencj¢ do
mniejszej lekowosci myszy (Markussen et al., 2023).

Objawy depresyjne obserwowane w zwierzgcych modelach PD mogg obejmowaé zmniejszong
motywacje, zmiany w interakcjach spotecznych, zmiany w pamigci i nauce, a takze zmiany w reakcjach
na stres (Chikatimalla et al., 2022). Uwaza sie, ze sama degeneracja uktadu dopaminowego juz moze
mie¢ wptyw na wystapienie tych symptoméw. Z drugiej strony, terapie przywracajace dopaming (np. L-
DOPA) sa zupehlie nieskuteczne w kontekscie zaburzen niemotorycznych u chorych na chorobg
Parkinsona. Jednak nie wszystkie te objawy wystepuja réwnocze$nie, poniewaz wiele zalezy od
specyfiki danego modelu. Branchi i wspotautorzy (Branchi et al., 2008) wykazali, ze w modelu redukcji
dopaminy w prazkowiu, uzyskanym poprzez podania 6-OHDA bezposrednio do prazkowia, uzyskali
,tagodng” forme choroby Parkinsona (43 % spadku dopaminy). Wykazali, ze takie tagodne obnizenie
poziomu dopaminy wigzato si¢ ze spadkiem zachowan lgkowych, wzrostem zachowan depresyjnych i
wyrazng zmiang zachowan spotecznych. W innym modelu podan 6-OHDA do prazkowia uzyskano
wyrazniejszy spadek dopaminy w prazkowiu (70 %), ktory skutkowal zachowaniami lgkowymi oraz
wzrostem zachowan przypominajgcych depresje w tescie TST i FST (ang. Forced Swim Test; test
wymuszonego ptywania) (Bonito-Oliva, Masini, & Fisone, 2014) Badanie to, jak znaczna wiekszo$¢
doniesien, dotyczyto tylko samcoéw. Roéwniez w naszych badaniach, w teScie mierzacym tzw.
bezradno$¢ behawioralna, ktora jest rowniez miara zachowan przypominajacych depresjg, TST (test
zawieszenia za ogon), wykazano, ze samce i samice o genotypie mutanta, 6 miesiecy po iniekcji
wektora wywotujacego mutacje maja zwickszony czas bezruchu, $wiadczacy o obnizonej motywacji do
uwolnienia si¢ (Ryc. 67). Rowniez obnizenie poziomu serotoniny (Ryc. 57) moze by¢ spojne z tym
wynikiem, poniewaz jej deficyty wplywaja na zachowania behawioralne, takie jak objawy
przypominajace depresje i lekowo$¢. Przytoczone badania moga sugerowaé, ze otrzymany przez nas
fenotyp samcow jest bardziej charakterystyczny dla fagodnych/wczesnych form choroby Parkinsona.
Réwniez dane te sugeruja, ze sama neurodegeneracja LC odgrywa podwojna rolg, po pierwsze bedac
odpowiedzialng za kilka objawow niemotorycznych, a po drugie za przyspieszenie progresji PD na
poziomie substancji czarnej (Gesi et al., 2000).

Podsumowujac, poprzez podania domézgowe, do LC, Cre-zaleznego wektora CRISPR
usuwajacego biatko TIF-IA w egzonie 12 otrzymali§my zwierzecy model czeSciowej degeneracji tej
struktury, potwierdzony zliczeniami komoérek TH+ i pojawieniem si¢ zmian motorycznych. Podanie
wirusa nie powodowato wzmozonej reakcji zapalnej w miejscu podania lub czas od zmierzenia tego
efektu byt zbyt odlegly. Ponadto, obnizeniu w rejonie LC ulega ekspresja mRNA Net i Dbh, co jest
kolejnum dowodem na uszkodzenie przekaznictwa noradrenergicznego. Zaraportowalismy rowniez
réznice w odpowiedzi na wywolang mutacj¢ w zaleznosci od plci. Wydaje sig, ze samice byty bardziej
odporne na mutacje, nie wykazaly zaburzen motorycznego behawioru, ktére byly obecne u samcow.
Samice wykazywaly z kolei wigksza lekowos¢ i objawy przypominajace zachowania depresyjne.
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Samce znoéw wykazywaly zaburzenia motoryczne, wraz z zachowaniami depresyjnymi, lecz nie
wykazywaly wigkszej lekowosci, a wrecz przeciwnie, wykazywaly nawet tendencje odwrotng.
Literatura uwzgledniajace samice w badaniach zaburzen uktadu noradrenergicznego i jego wptywu na
uktad dopaminowy jest bardzo nieliczna. Brak jest odpowiednich publikacji, aby odnie$¢ si¢ do
otrzymanych wynikoéw. Pomimo, iz procesy neurodegenracji LC dotycza w podobnym stopniu samic co
samcow, nasze badania pokazujg, ze kierunek badania obu pici jest jak najbardziej uzasadniony, skoro
efekty nawet tak niewielkiej mutacji, moga by¢ odmienne.

5.6.3.Wplyw lagodnej neurodegeneracji LC na funkcjonowanie ukladu
dopaminowego w modelu TIF-IA-CRISPRPPCre

Charakterystyczng cecha w PD jest ubytek neuronow dopaminowych. Jednak nie wszystkie
modele zwierzece PD raportujg zmniejszenie si¢ ilo§ci neuronéw dopaminowych w SN/VTA. Niektore
modelow przejawiaja objawy ruchowe, zaburzenia szlaku czarno-prazkowiowego i obnizony poziom
dopaminy, lecz nie stwierdzajg ubytku samych neuronéw dopaminowych (Giasson et al., 2006; M. S.
Goldberg et al., 2003; J. Q. Li, Tan, & Yu, 2014; Pickrell et al., 2013). Sugeruje si¢, ze taka
dysregulacja dziatania neuronéw dopaminowych moze by¢ oznaka wczesnej fazy PD. W naszych
badaniach, przy czesciowym uszkodzeniu LC, nie obserwujemy zaniku cial komoérkowych neurondéw
dopaminowych w SN/VTA (Ryc. 72). Jednak, podczas zliczen komoérek poczyniono pewne
spostrzezenia na temat gestoSci widkien TH, a kolejne eksperymenty ze zliczeniem stereologicznym
pomoga zweryfikowac, czy istnieje wptyw uszkodzenia LC na degeneracj¢ drogi czarno-prazkowiowe;.
Zmnigjszenie gestosci wiokien TH, a w rezultacie mniej zakonczen neuronalnych w prazkowiu, zostato
pokazane takze w modelach lezji LC z wykorzystaniem DSP4 (lannitelli et al., 2023).

Podczas analizy mRNA stwierdzono w SN/VTA obnizony poziom transportera
noradrenergicznego (NET), co moze sugerowaé, ze dociera do tej struktury mniej zakonczen z
uszkodzonego LC. O pewnych cechach dysregulacji moze $§wiadczy¢ réwniez podniesiony poziom
miR223 (Ryc. 73). Poziom tego mikro RNA jest wskazywany jako potecjalny biomarker PD ze $liny i
surowicy krwi pacjentdéw, cho¢ raczej w kontek$cie obnizenia ekspresji miR223 (Cressatti et al., 2020;
Wu et al., 2022). Natomiast badania molekularne wskazujg, ze miR223 jest waznym regulatorem
autofagii oraz jego deficyt zwigzany jest z neurozapaleniem (Y. Li et al., 2019), co z kolei wydaje si¢
zbiezne z obserwacjami dokonanymi na innych modelach opartych o ablacje TIF-IA, w ktorych
obserwowano przejsciowo wzrost autofagocytozy jako mechanizmu obronnego (Kreiner et. al., 2013)

Dodatkowym narzedziem uzytym do zbadania iloSciowych zmian w poziomach monoamin,
zar6wno w hipokampie jak i prazkowiu, byla analiza homogenatéw przy wykorzystaniu techniki
HPLC. CzeSciowa degeneracja miejsca sinawego spowodowata zmiany w wydzielaniu
neuroprzekaznikoéw oraz ich metabolitow. Po 4 miesigcach w hipokampie zanotowano podwyzszenie
sredniego poziomu metabolitu dopaminy, DOPAC, w grupie samic (Ryc. 56), co mogto sugerowac
obecno$¢ wezesnych zmian w przetwarzaniu dopaminy. Zwigkszona degradacja dopaminy doprowadza
do wzrostu stezenia toksycznych metabolitow, 3,4-dihydroksyfenylacetaldenydu (DOPAL) i nadtlenku
wodoru. DOPAL w nastepnej konwersji ulega przeksztalceniu w DOPAC, ktorego poziom zostat
rowniez oznaczony. W hipokampie nie udalo si¢ oznaczy¢ poziomu dopaminy, prawdopodobnie ze
wzgledu na jej niskg wartos¢ bazalng. W prazkowiu, po 6 miesigcach od indukcji mutacji w grupie
samcOw zaobserwowano obnizony poziom noradrenaliny i serotoniny (Ryc. 57). Zmniejszenie
wydzielania noradrenaliny moze by¢ bezposrednim symptomem dysfunkcji uktadu noradrenergicznego.
Podobne efekty uzyskane byly w modelach podan DSP-4, gdzie Yao i wsp. (Yao et al., 2015) jak i
lannitelli i wsp. (lannitelli et al., 2023) wykazali skutki iniekcji neurotoksyny w obnizonym poziomie
noradrenaliny, jednak bez redukcji liczby neurondw noradrenergicznych w LC. Serotonina natomiast
powigzana jest rowniez z dysregulacja uktadu dopaminowego. Oba te neurotransmitery petnia duza role
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w regulacji emocjonalnych zachowan. Powigzanie serotoniny z PD odzwierciedlono w niektorych
modelach choroby Parkinsona. U myszy, u ktorych wywotano lezj¢ dopaminergiczng poprzez podania
MPTP, oprocz obnizonego poziomu dopaminy zanotowano rowniez mniejszg ilos¢ serotoniny (5-HT,
5-hydroksytryptamina) w prazkowiu (Vuckovi¢ et al., 2008; R. Yang et al., 2023). Obnizenie poziomu
5-HT zwigzane jest z depresja, lckowoscig i zaburzeniami pamieci. Interakcja serotoniny z neuronami
dopaminowymi ma kluczowe znaczenie przy badaniu mechanizméw dzialania réznych lekow
neuroaktywnych, w tym lekow przeciwpsychotycznych (De Deurwaerdére & Di Giovanni, 2020).
Badania wykazaty, ze uktad serotoninowy jest zaangazowany w objawy lekowe u pacjentéw z choroba
Parkinsona (Huot & Fox, 2013; McCance-Katz, Marek, & Price, 1992), ale mechanizmy specyficznych
zmian 5-HT w patogenezie Igku zwigzanego z PD nie zostaly wczesniej zinterpretowane. Rowniez
obnizenie zdolnosci neurondéw serotoninowych do uwalniania neuroprzekaznika bylo badane u
pacjentow z PD z uzyciem neurooobrazowania PET. Wykazano znaczng utrat¢ receptora
serotoninowego 5-HT g, skorelowang z nasileniem objawdéw motorycznych (Jergensen et al., 2021). W
tkance prazkowia nie wykazali§my zmian w ilosci wydzielanej dopaminy, jednak wykazalismy
podwyzszenie jednego z metabolitéw dopaminy, 3-metoksytyraminy (3-MT) (Ryc. 57). Poprzednie
badania biochemiczne w strukturach mozgu szczuréow wykazaty, ze 3-MT zachowuje si¢ jak
antagonista ukladu noradrenergicznego, tj. przyspiesza metabolizm noradrenaliny i przeciwdziala
hamujacemu wpltywowi amfetaminy na tempo metabolizmu noradrenaliny. Sugeruje sie, ze
pozaneuronalny metabolit dopaminy, 3-MT odgrywa wazna role fizjologiczng jako ujemny regulator
przeciwdziatajacy nadmiernej stymulacji neuronéw katecholaminergicznych w prazkowiu (Antkiewicz-
Michaluk, Ossowska, Romanska, Michaluk, & Vetulani, 2008). Podwyzszenie poziomu 3-MT moze
swiadczy¢ o alternatywnie zwickszonej konwersji dopaminy, ktéra nie jest przeksztalcana do
noradrenaliny.

Badania proteomiczne sg przydatne do zrozumienia zlozonych mechanizméw biologicznych,
identyfikacji biatek, analizy ich struktury, funkcji oraz iloSciowej i jakoSciowej oceny ich ekspresji w
réznych warunkach. Narzedzia przesiewowe, takie jak ontologia genomiczno-proteomiczna, pokazuja
powiazania roznych zidentyfikowanych biatek i ich gendw, wytyczajgc kierunek, w ktorym moze pojsé¢
dalsza, juz poglebiona analiza. W tych badaniach rowniez wykazano duzg réznice w zaleznosci od plci
w ilosci i typie zidentyfikowanych bialek. U samcow myszy TIF-IA-CRISPR®™™™® w SN/VTA
zidentyfikowano zmiany ekspresji bialek, ktore angazuja si¢ w procesy endocytozy komodrkowej,
mitochondrialnej fuzji biatek, a takze proceséw glikolizy (Ryc. 75). Neurony, podobnie jak i wszystkie
komorki, wykorzystuja procesy autofagii i endocytozy do komunikacji z otoczeniem oraz utrzymania
homeostazy bialek i organelli. Dodatkowo, silnie spolaryzowana, postmitotyczna natura neurondéw
sprawita, ze zaadaptowaly one te $ciezki dla swoich specyficznych funkcji komorkowych, takich jak
utrzymanie puli pecherzykoéw synaptycznych w presynaptycznych zakonczeniach, transport aksonalny
czasteczek sygnalizacyjnych, czy internalizacja receptorow (Roney, Cheng, & Sheng, 2022). Aktualnie
uznaje si¢, ze $ciezka autofagosomalna, lizosomalna i endocytarna sa ze soba $ciSle zwiagzane i
wspoltworzg je te same czasteczki zaangazowane w te procesy. Zaburzenie tych szlakow
molekularnych w PD jest dobrze potwierdzone (Zou, Tian, & Zhang, 2021). Jednym z gtownych
powodow sa akumulacje a-Syn oraz mutacje genéw (LLR2, PINK1/Parkin, GBA, ATP13A2, VPS35),
ktore zwigzane sa z tym uktadem (Vidyadhara, Lee, & Chandra, 2019). Jednak do tej pory nie
prowadzono badan, w ktorych bezposrednio zbadano wplyw noradrenaliny na procesy endocytozy w
neuronach dopaminowych. Nasze badania sugeruja, ze neurony noradrenergiczne moga bra¢ udziat w
regulacji tych procesow, a zaburzenia w ich dziataniu moga wptywa¢ na podatno$¢ neuronow
dopaminowych do dysfunkcji sciezek endolizosomalnych. Daje to interesujacy punkt wyjscia do badan
nad ochronng rolag noradrenaliny w PD, np. w kontek$cie akumulacji o-Syn. Jednak podczas
interpretacji tych wynikow trzeba uwzgledni¢, ze struktura SN/VTA jest heterogenna, ztozona z
roznych typow komorek (Gantz, Ford, Morikawa, & Williams, 2018), w tym réwniez z zakonczen
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neurondéw noradrenergicznych, ktérych zmiany patologiczne wywolane mutacja moga si¢ ujawnic
podczas badan.

Cickawa warto$cig dodang do niniejszej pracy byluy przeprowadzone na koniec, juz na osobnej
kohorcie badania elektrofizjologiczne. Zaobserwowane u myszy TIF-IA-CRISPR®™™® zmniejszenie
spontanicznej aktywnosci neurondéw dopaminowych bylo raportowane w wielu modelach PD —
zarowno neurotoksycznych, genetycznych, jak i opartych na agregacji a-Syn (X. Y. Chen, Liu, Xue, &
Chen, 2023). Istniejg jednak dane o nasileniu spontanicznej aktywnosci w péznych fazach choroby (X.
Y. Chen et al., 2023). Co interesujgce, w progresywnym genetycznym modelu degeneracji neuronow
dopaminowych — tzw. myszach MitoPark — wykryto ze spadek spontanicznej aktywno$ci poprzedza o
wiele tygodni neurodegeneracje (Good et al., 2011). Jednak, z drugiej strony, w modelach
farmakologicznych PD obserwowano zwigkszong aktywnos$¢ erupcyjna (X. Y. Chen et al., 2023). W
badanym modelu TIF-IA-CRISPR®™ ™ obserwujemy raczej tendencje odwrotna, polaczong ze
skroceniem czasu trwania erupcji oraz ze skroconymi interwatami migdzy poszczegdlnymi AP w
erupcji (Ryc. 82).

Istniejg doniesienia, ze aktywno$¢ erupcyjna w neuronach dopaminowych moze prowadzi¢ do
wzrostu  wewnatrzkomorkowego  poziomu  wapnia. Wlasnie takie  wysokie  poziomy
wewnatrzkomérkowego wapnia sg postulowane jako jeden z kluczowych czynnikdéw wrazliwosci
neuronéw dopaminowych w SN (Surmeier et al., 2017). Zaburzenia rownowagi wapniowej, moga
wplywaé na rozregulowanie energetyki komérkowej prowadzac do nasilenia stresu oksydacyjnego oraz
do stresu siateczki $rodplazmatycznej. Sprawdzenie, jak obserwowane zmiany wzorca aktywnosci
erupcyjnej — skrocenie erupcji, ale rowniez skrocenie interwatow pomigdzy kolejnymi wytadowaniami
- wplywaja na wewngtrzkomoérkowe poziomy wapnia oraz czy moze to mie¢ bezposrednie efekty na
stres oksydacyjny i stres siateczkowy, a tym samym na przezywalno$¢ neuronéw dopaminowych,
byloby niezwykle interesujgcym, dalszym kierunkiem badan.

Pewnym ograniczeniem przeprowadzonych przez nas pomiaréw jest fakt, ze wigkszo$¢
zarejestrowanych neuronow dopaminowych znajdowata si¢ w VTA. Dane literaturowe wskazuja na
odmienne mechanizmy generowania spontanicznej aktywno$ci w obszarach SN oraz VTA, w
szczego6lnosci na rézne mozliwosci tych komorek do buforowania pozioméw wapnia, co koreluje z ich
roézng podatnoscig na procesy neurodegeneracyjne (Surmeier et al., 2017). Przyjmuje si¢, ze podziat
topograficzny tej struktury odpowiada za nieco inne funkcj¢. Charakterystyczne objawy ruchowe w PD
wynikaja z wigkszej degeneracji neuronéw z obszaru SN (Vaillancourt & Mitchell, 2020). Natomiast
neurony dopaminowe w obszarze VT A zostaly powigzane z szlakami neuronalnymi, ktore sg dotknigte
w uzaleznieniu, schizofrenii, ADHD (ang. Attention Deficit Hyperactivity Disorder) oraz innych
schorzeniach neuropsychiatrycznych (Bjorklund and Dunnett, 2007; Garritsen et al., 2023; Poulin et al.,
2020). Dlatego wykonana przez nas rejestracja elektrofizjologicznych wiasciwosci neuronow, gtéwnie
w czg$ci VTA jest trudna w jednoznacznej interpretacji.

Istnieje wiele hipotez, jak zmiany degeneracyjne w LC moglyby wplyna¢ na aktywnos¢
neuronéw dopaminowych. Dane literaturowe wskazuja, ze noradrenalina moze bezposrednio
aktywowac receptory dopaminowe D2 i w ten sposdb regulowa¢ aktywnos¢ neuroné6w dopaminowych
(Mejias-Aponte, 2016). W rejonie SN/VTA wykazano takze obecno$¢ receptoréw adrenergicznych,
zar6wno na samych neuronach dopaminowych, interneuronach gabaergicznych, zakonczeniach
glutamatergicznych, jak i komorkach glejowych (Mejias-Aponte, 2016). W naszych badaniach
oznaczyliSmy ekspresj¢ mRNA receptorow adrenergicznych w obszarze SN/VTA wykazujac
zwigkszenie ekspresji mRNA receptora o2a-adrenergicznego (Ryc. 73). Jednak w interpretacji badan
nalezy wzig¢ pod uwage, ze receptory adrenergiczne ulegaja silnej regulacji na poziomie zaréwno
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mRNA jak i ilo$ci i lokalizacji receptora, dlatego zmiany na poziomie mRNA mozna traktowac jako
poszlake wskazujaca na mozliwo$¢ zmiany skladu receptorowego.

Nie mozna rowniez wykluczy¢, ze obserwowane zmiany aktywnosci neuronow dopaminowych
byly zwigzane ze zmianami ilo$ci kanatow jonowych w samych neuronach dopaminowych — tak jak to
obserwowano w innych modelach PD. Z pewnosciag dalsze badania dotyczace zardwno mechanizmoéw
zaburzen aktywnosci elektrofizjologicznej jak i ich wewnatrzkomérkowych efektow w naszym modelu
progresywnej degeneracji LC bylyby niezwykle interesujgce i moglyby rzuci¢ nowe $wiatto ten aspekt
choroby Parkinsona, w szczegdlnosci, ze przywrdcenie poprawnej aktywnosci elektrofizjologicznej
neurondéw dopaminowych jest proponowane i testowane, jako mozliwe podejscie terapeutyczne.

W celu okreslenia czy obserwowane zmiany elektrofizjologiczne, opisane powyzej, koresponduja
ze zmianami morfologicznymi neuronéw SN/VTA, w zakresie ilosci synaps, oszacowano ggstos$e
kolcéw dendrytycznych. Kolce dendrytyczne to struktury komoérkowe zaangazowane m.in. w
kompartmentalizacj¢ sygnatu elektrycznego oraz biochemicznego, ktére sa gldwnym miejscem
tworzenia si¢ synaps pobudzajacych (Righes Marafiga & Calcagnotto, 2023; Runge, Cardoso, & de
Chevigny, 2020). Analiza uzyskanych wynikéw wskazuje na brak obserwowanych zmian w ggstosci
kolcéw dendrytycznych neuronéw SN/VTA (Ryc. 83). Brak obserwowanych zmian w gesto$ci kolcow
dendrytycznych, przy jednoczesnym  stwierdzeniu zmian w  okreSlonych  parametrach
elektrofizjologicznych neurondéw dopaminowych, stanowil pewien dysonans poznawczy w
gromadzonym materiale wynikowym, jednak moze sugerowaé¢ biochemiczng, a nie strukturalng
przyczyng tych zmian. Strukturalne zmiany synaps neuronéw SN/VTA nie mogg jednak zostaé
catkowicie wykluczone, poniewaz w powyzszych badaniach nie okre§lono wybranych parametrow
morfologii kolcoéw dendrytycznych, korelujacych z sitg lokalnej pobudliwosci, takich jak np. szeroko$¢
glowy kolca, badz dlugo$¢ jego szyjki (Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020). Co wiecej, w zwigzku z
wykorzystaniem metody Golgiego, do wizualizacji kolcéw dendrytycznych komoérek nerwowych,
znajdujacych si¢ w rejonie SN/VTA, nie bylo mozliwosci selektywnego, ograniczonego do neuronéw
dopaminowych oszacowania ggsto$ci kolcoOw dendrytycznych. Tym samym, istnieje mozliwos¢, ze
czg¢$¢ analizowanych komorek nerwowych, to np. komorki glutaminianergiczne, ktorych obecno$é
potwierdzono w obszarze SN/VTA (Dobi, Margolis, Wang, Harvey, & Morales, 2010). Biorac pod
uwage powyzsze, nalezy z ostrozno$cig podchodzi¢ do przedstawionych wynikéw, a dalsze badania
powinny uzwgledni¢ inng metode wizualizacji kolcow, np. barwienia DIOlistyczne (czyli
wprowadzanie barwnika fluorescencyjnego bezposrednio do pojedynczych komorek) (Staffend &
Meisel, 2011), ktore umozliwityby oszacowanie wybranych parametrow morfologii kolcow, w
wybranej populacji neuronéw. Kierunek ten jest rozwijany w naszym laboratorium we wspolpracy z
grupa badawcza z Katedry Biocybernetyki AGH w Krakowie.

5.7. Roznice plciowe w PD

Wraz ze starzeniem sig, genetyka, czynnikami srodowiskowymi i stanem odpornosci, rola pici
biologicznej jako waznego czynnika w rozwoju PD jest szeroko dyskutowana w ostatniej dekadzie
[Meara hobson]. Dane epidemiologiczne i kliniczne sugerujg, ze istnieja wyrazne roznice zwigzane z
piciag - PD dotyka me¢zczyzn dwukrotnie czeéciej niz kobiety (Baldereschi et al., 2000; Hirsch, Jette,
Frolkis, Steeves, & Pringsheim, 2016), ale kobiety maja wyzszy wskaznik $miertelno$ci, szybsza
progresj¢ choroby i zwigzane z tym wcze$niejsza hospitalizacje (Dahodwala, Pei, & Schmidt, 2016).
Ponadto kobiety wykazuja charakterystyczne objawy, a takze roznice w odpowiedzi na terapie
farmakologiczne i procedure glebokiej stymulacji moézgu. Co istotne, kobiety rowniez inaczej oceniaja
jako$¢ zycia z chorobg w poréwnaniu z m¢zczyznami (Georgiev, Hamberg, Hariz, Forsgren, & Hariz,
2017). Kobiety wykazuja réwniez zmieniony wzor klinicznych objawow, m.in. o okoto 2 lata pdzniej
zapadaja na ta chorobg i czg$ciej doswiadczaja drzenia (Haaxma et al., 2007), Wykazano rowniez, ze
objawy jak zmeczenie, depresja, zespot niespokojnych nog, zaparcia, bol, utrata smaku lub zapachu,
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zmiana masy ciata i nadmierne pocenie si¢ sa bardziej nasilone i powszechne u kobiet z PD, niz u
mezczyzn (Martinez-Martin et al., 2012).

Coraz wigcej grup badawczych poswigca uwage na rozroznienie interpretacji badan nad PD ze
wzgledu na ptec. Szczegodlnie duzo informacji dostarczaja dane kliniczne potwierdzajace koniecznosé
osobnegj intepretacji wynikow. Niestety nie ma wiele takich doniesien z modeli zwierzecych, poniewaz
wiele grup badawczych nie uwzglednia pici jako czynnika rozrézniajacego, a znaczna wigkszo$¢ badan
przeprowadzona jest na samcach i nie jest mozliwe wykonanie analiz porownawczych. Modele
farmakologiczne sugeruja, ze samce sg bardziej podatne na neurotoksyny niz samice. Wykazano, ze
poziom dopaminy u samcoéw ulega szybszej redukcji, a jako potencjalny mechanizm sugeruje si¢
ochronne dziatanie estrogenéw (De Miranda, Fazzari, Rocha, Castro, & Greenamyre, 2019; Dluzen,
McDermott, & Liu, 1996). W modelach chronicznego podawania rezerpiny u szczurdéw, samice z
usunigtymi jajnikami prezentowaly nizszg wrazliwo$¢ na efekt rezerpiny niz samice kontrolne.
Réwniez samice wykazaly w tym modelu mniej nasilone motoryczne dysfunkcje oraz catkowity brak
dysfunkcji kognitywnych, ktore byly obecne u samcow. Co ciekawe, u samic roéwniez nie zanotowano
zmniejszenia immunoreaktywnosci TH w SN (Lima et al., 2021). Badania nad r6znicami ptciowymi
wykonano réwniez na myszach MitoPark i potwierdzono wyniki uzyskane w innych modelach. Samce
myszy MitoPark wykazaty bardziej dotkliwe objawy niz samice, a usuni¢cie jajnikow u samic
dodatkowo wykazywato podobny przebieg czasowy jak u samcoé4w (Y. H. Chen et al., 2019).

W naszych badaniach liczebno$¢ grup pozwolita na osobng interpretacje behawioru oraz
poziomu monoamin, niestety nie dysponowaliSmy juz oddzielng kohortg samic i samcéw do badan
elektrofizjologiczmych i proteomiki. Istotne réznice w zaleznosci od plci w naszym modelu
zaobserwowali$my podczas badania motorycznego behawioru. Samce mutanty TIF-IA-CRISPRPPC™
wykazaty zaburzenia w koordynacji ruchowej w te$cie statycznych pretow w 4 miesigcu po indukcji
mutacji, ktéra nasilita si¢ w 6 miesigcu. Samice natomiast wykazaty rowniez réznice w motorycznych
umiejetnosciach w 4 miesigcu po indukcji mutacji (mniej istotng niz samce), natomiast zmiany wraz z
czasem nie poglebily sie, a wrecz przeciwnie, w 6 miesigcu nie byly juz istotnie zmienione migdzy
mutantami, a kontrolami (Ryc. 63). Rowniez test rotarod wykazat brak dysfunkcji ruchowych w 6
miesigcu po indukcji mutacji u samic mutantow (Ryc. 62). Grupa samcoéw mutantéw wykazata
tendencje do zmniejszonej lekowosci w 4 miesiacu po indukcji mutacji, a u samic nie zatowano roznic
(Ryc. 65). Natomiast w tescie EPM samice wykzaly cechy zwigckszonej lekowosci (Ryc. 69). Ostatnie
doniesienia o roznicach ptciowych u myszy wykazato, ze samice cz¢$ciej wykazuja lgkowy behawior,
oraz co ciekawe w kontekscie naszych badan, samice maja mniej neuronéw noradrenergicznych w LC,
ale objetos¢ dendrytyczna jest duzo wigksza niz u samcow (Mariscal et al., 2023). Samice nie wykazaty
zmian w poziomie noradrenaliny, ani serotoniny, kiedy w tym samym czasie po indukcji mutacji samce
wykazywaly obnizenie tych monoamin (Ryc. 57). W 4 miesigcu po indukcji mutacji samice natomiast
wykazaty podwyzszenie metabolitu dopaminy w hipokampie (Ryc. 56).

Podsumowujac to zagadnienie, wydaje si¢, ze w naszych badaniach samice byly bardziej odporne
na czeSciowa degeneracje LC, nie wykazujac pewnych oznak dysfunkcji, ktore byly obecne u samcow
TIF-IA-CRISPR®™® Nasze badania potwierdzaja, ze ple¢ moze mie¢ wplyw na przebieg choréb
neurodegeneracyjnych i potwierdzaja konieczno$¢ uwzgledniania pici jako czynnika réznicujacego

grupy.
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6. Podsumowanie i1 wnioski

172

Wykazano, ze degeneracja ukfadu noradrenergicznego u myszy TIF-IAP™C™

powoduje
dysfunkcje w rejonie SN/VTA, powodujac wzrost markeréw stanu zapalnego, stresu

jaderkowego oraz — by¢ moze - wczesne oznaki procesOw neurodegeneracyjnych.

Wykazano, wykorzystujac model mysiego parkinsonizmu TIE-IAPATCERTZ -y
zaawansowanym stadium, ze degeneracja LC nie jest wtornym efektem wynikajacym z
ubytku neuronéw dopaminowych w SN/VTA.

Zaprojektowano i zwalidowano nowy wektor LV-CRISPR-DIO, ktéry pozwala na
modyfikacje neurondéw, ktore nie posiadaja specyficznego promotora komorkowego 1 sa
trudne do innego typu seperacji genetyczne;.

Pokazano, ze wektor LV-CRISPR-DIO transdukuje komorki in vitro i in vivo, a usunigcie
czynnika transkrypcyjnego TIF-IA powoduje $mier¢ zainfekowanych komorek.

Wykazano, ze nawet niewielka, selektywna degeneracja neuronow w rejonie LC powoduje
wyrazne zmiany behawioralne u zwierzat, obserwowane po dluzszym okresie od
wywotlania neurodegeneracji.

Wykazano istotne znaczenie ptci w badaniach nad neurodegeneracja.

Uzyskano nowe dowody, ze degeneracja LC ma negatywne oddzialywanie na
funkcjonowanie neuronéw dopaminowych, raportujgc zmiany na poziomie parametrow
biochemicznych, molekularnych i elektrofizjologicznych.

Podtrzymano zasadno$¢ hipotezy, ze neurodegeneracja uktadu noradrenergicznego moze
przyczyni¢ si¢ do zmian w funkcjonowaniu neuronéw dopaminowych, ktére moga by¢
charakterystyczne w poczatkowej fazie PD.

Opisany nowy model moze postuzy¢ badaniom innych efektéw dysfunkcji uktadu
noradrenergicznego, zwigzanymi z zaburzeniami pamigci, shu i czuwania, co otwiera
nowe mozliwosci dla realizacji kolejnych projektow.
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