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STRESZCZENIE

Choroba Parkinsona (PD) to schorzenie neurozwyrodnieniowe o dtugim przebiegu i ztozonej
symptomatologii. Do charakterystycznych objawéw ruchowych pozwalajgcych postawié diagnoze PD
nalezg: sztywnos$é miesniowa, spowolnienie ruchowe i drzenie spoczynkowe, jednak oprdécz nich
u pacjentédw z PD rozwijajq sie jeszcze inne zaburzenia ruchowe i pozaruchowe. Pozaruchowe objawy
PD mogg pojawiaé sie przed objawami ruchowymi i obejmujg zaburzenia regulacji cisnienia krwi,
trawienia pokarmu, funkcjonowania narzagddw zmystéw (w szczegdlnosci powonienia), procesow

poznawczych (w tym zaburzenia pamieci i uwagi) oraz zaburzen afektywnych i lekowych.

W niniejszej pracy podjetam sie zbadania udziatu dysfunkcji uktadu dopaminergicznego
w powstawaniu wybranych objawdéw pozaruchowych PD. Badania zostaty przeprowadzone na dwdch
poziomach: behawioralnym i transkryptomicznym, zaréwno na zwierzecym modelu PD, jak i z udziatem
pacjentéw, z uwzglednieniem wptywu utraty neurondw dopaminergicznych oraz z zastosowaniem
leczenia zwiekszajacego ilo$¢ dopaminy w mdzgu. Doswiadczenia z uzyciem zwierzat obejmowaty
ocene wrazliwosci wechu, procesdw poznawczych, tendencji do poszukiwania wrazen i zachowan

$wiadczacych o anhedonii u genetycznie modyfikowanych myszy szczepu TIF-|APATCreERT2

z postepujaca
i selektywng utratg neuronéw dopaminergicznych. U myszy z mutacjg zmierzono efekty 14-dniowych
podan L-DOPA na transkryptom poszczegdlnych struktur przodomdzgowia przy pomocy metody
analizy przestrzennej ekspresji gendw. Nasilenie objawéw pozaruchowych u pacjentéw zbadano
w dwéch punktach czasowych: podczas przyjmowania lekdw oddziatujgcych na przekaznictwo

dopaminergiczne i po ich odstawieniu. Ponadto, w obu punktach czasowych pobrano krew obwodowg

i oznaczono poziom ekspresji wybranych gendw metodg ilosciowej reakcji tarnicuchowej polimerazy.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen potwierdzajg zréznicowany udziat uktadu
dopaminergicznego w powstawaniu i leczeniu poszczegdlnych objawdéw pozaruchowych PD. U myszy
TIF-IAPATCreERTZ 7 nostepujacg utratg neurondw dopaminergicznych zaobserwowatam przejsciowa
nadwrazliwos¢ na nagrode oraz obnizenie masy ciata w zaawansowanym stadium rozwoju fenotypu.
Nie zanotowatam natomiast u nich oznak anhedonii, zaburzen wechu, pamieci ani proceséw uczenia
sie opartego o wykonywanie zadan instrumentalnych, w tym przeuczania. Myszy z uposledzonym
przekaznictwem dopaminergicznym wykazywaty natomiast przejsciowg zwiekszong aktywnosé

w testach wymagajacych odpowiedzi instrumentalnych, co mozna interpretowac jako nadwrazliwosc



na nagrode i nasilenie poszukiwania wrazend. Efekty chronicznych podan L-DOPA byty
ograniczone do tagodnych zmian zachowan lekowych, niewielkich zmian w funkcjach ruchowych
i obnizeniu preferencji sacharyny u samic. U pacjentéw z zaawansowang PD przyjmowanie lekéw
dopaminergicznych znaczaco zmniejszato nasilenie objawdéw ruchowych, byto takze korzystne

wzgledem funkcji poznawczych i do pewnego stopnia — leku.

Badania transkryptomiczne wykazaty specyficzne efekty L-DOPA wobec podwyzszenia
poziomu ekspresji gendw w poszczegdlnych strukturach przodomédzgowia myszy TIF-IAPATCreERT2 1) af¢
wptynat znamiennie na abundancje transkryptéow 20 gendéw, w tym zaangazowanych w procesy
regulacji transkrypcji i rytmy okotodobowe. Zmiany w poziomie ekspresji pod wptywem L-DOPA
zidentyfikowano w nastepujgcych obszarach: w prazkowiu grzbietowym, jagdrze pétlezgcym przegrody,
przedmurzu i jadrze wewnatrzgruszkowatym, grzbietowej kory mozgu (warstwy 2/3 do 6b), czesci kory
smakowej i kory gruszkowatej oraz tkance przylegajgce do komory bocznej mézgu. O ile w médzgowiu
efekty leczenia dopaminergicznego u zwierzat z deficytem tego neuroprzekaznika na transkryptom
byty wyrazne, wptyw lekéw dopaminergicznych na ekspresje gendéw we krwi nie zostat
zaobserwowany. U pacjentéw z zaawansowang PD nie zanotowano réznic w abundancji transkryptéw

badanych gendéw we krwi obwodowej podczas stosowania lekdw i po ich odstawieniu.

Przeprowadzone badania wykazaty zréznicowang role przekaznictwa dopaminergicznego
w powstawaniu i nasileniu objawéw pozaruchowych PD. Znaczenie komponenty dopaminergicznej
w mechanizmach zwigzanych z zaburzeniami funkcji poznawczych pokazaty wyniki doswiadczen
z wykorzystaniem mysiego modelu choroby, jak i z udziatem pacjentéw z zaawansowang PD,
jakkolwiek obserwowane zmiany dotyczyty réznych rodzajéw zachowan. Wysoce specyficzne dziatanie
L-DOPA wzgledem struktur anatomicznych mézgu i poszczegdlnych gendw pokazato nowe efekty
dziatania tego leku wobec obszaréw zaangazowanych w powstawanie ruchowych i pozaruchowych
objawéw PD, w tym procesdw wykonawczych i motywacyjnych. Wyniki pracy wskazuja, ze u podtoza
terapeutycznego lub niepozgdanego dziatania L-DOPA moze lezed jej selektywne dziatanie na ekspresje
gendéw w strukturach przodomédzgowia, lecz aby potwierdzi¢ te obserwacje potrzebne sg dalsze

badania transkryptomiczne na tkance ludzkiej.



ABSTRACT

Parkinson’s Disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder with complex
symptomatology. The hallmark symptoms of PD include muscle rigidity, slowness of movement
(bradykinesia) and resting tremors, nevertheless, it should be noted that PD is also associated with
several non-motor symptoms. These include altered blood pressure, gastrointestinal dysfunctions,
impaired sensory perception (hyposmia or anosmia in particular), cognitive impairments and also

affective or anxiety disorders.

Here, | investigate the role of the midbrain dopamine system in the development of selected
non-motor PD symptoms. The experiments were performed on two levels: behavioral and gene
expression, on samples derived from human PD patients as well as an animal PD model, and taking
into account the effects of treatment with L-DOPA. Analyses performed on animals assessed the
effects of loss of dopaminergic neurons in genetically modified TIF-IAPATC®ERT2 mjce on olfactory acuity,
cognitive functions, novelty seeking-like behaviors and symptoms similar to anhedonia. Mutant mice
with advanced loss of dopaminergic neurons were subjected to two-week L-DOPA treatment and the
used for spatial analysis of gene expression in the forebrain. In the case of human patients, non-motor
PD symptoms were assessed during treatment with drugs affecting dopaminergic transmission and
after pharmacotherapy was stopped. Gene expression analyses were performed on blood samples

taken at both time-points, and used to assess expression of selected genes by quantitative PCR.

Results of my experiments reveal discrete roles of dopaminergic signaling in the emergence

APATCreERT2 mijce showed a mild decrease in body mass,

and treatment of non-motor PD symptoms. TIF-I
as well as a transient increase in reward-driven behaviors in the early stage of dopaminergic
degeneration. At the same time, there was no appreciable loss of olfactory acuity, no indication of
anhedonia or impaired cognitive impairments in tasks requiring instrumental learning. Mutant mice
exhibited temporary increase in activity in instrumental tasks, which suggests reward hypersensitivity

APATCreERTZ mijce were limited to mild

and higher sensation seeking. The effects of L-DOPA treatment TIF-I
changes in anxiety like behaviors and motor performance, and also a decrease in saccharin preference
in females. Treatment with dopaminergic drugs in human PD patients ameliorated motor deficits,

improved cognitive performance and to an extent also anxiety-related symptoms.



Transcriptome analysis in TIF-IAPATCeERT2 mjce revealed spatially-specific effects of L-DOPA
treatment in the forebrain. The analysis identified 20 transcripts with significantly changed abundance,
the majority of the associated with immediate-early gene expression and circadian rhythm regulation.
The L-DOPA-induced changes were observed in the dorsal striatum, nucleus accumbens, dorsal cortical
layers 2/3 to 6b, gustatory and piriform cortex and tissue adjacent to the lateral ventricle. Conversely,
no significant effects of treatment on gene expression were observed in blood samples from PD

patients.

Taken together, these results reveal discrete role of dopaminergic signaling in the
development and treatment of non-motor PD symptoms. Cognitive functions were significantly
affected in both humans as well as genetically modified mice, though the observed changes differed
gualitatively. Gene-specific effects of L-DOPA treatment in discrete areas of the forebrain suggest
differential contributions to motor and non-motor symptoms of PD, including executive functions and
motivational processes. In summary, the results suggest that therapeutic and adverse effects of
L-DOPA treatment may be linked to specific molecular changes in the brain, though the importance of

observed gene expression patterns has to be validated in humans.
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WSTEP

Choroby neurozwyrodnieniowe sg grupg schorzen o zréznicowanym podtozu, ktérych wspdlng cecha
jest utrata populacji komérek nerwowych w okreslonych strukturach uktadu nerwowego. Procesy
prowadzace do trwatych uszkodzen uktadu nerwowego i zmian funkcjonalnych majg charakter
postepujacy, nie istnieje réwniez skuteczna terapia przyczynowa tych chordéb ani strategie
zapobiegawcze. Ubytek neurondw, stan zapalny i glejoza oraz inne zmiany histopatologiczne (np.
wystepowanie agregatéw nieprawidtowo zwinietych lub hiperfosforylowanych biatek) obejmuja
czesto wiele obszarow mdzgowia, rdzenia kregowego, a takie obwodowego uktadu nerwowego.
Patofizjologiczne procesy przebiegajagce w uktadzie nerwowym oséb dotknietym chorobami
neurozwyrodnieniowymi prowadzg do rozwoju objawdw wynikajgcych z uszkodzenia poszczegdlnych
struktur. Stosowane obecnie metody leczenia choréb neurozwyrodnieniowych majg jednak niewielkg
skutecznosé wobec wielu objawdéw. Z uwagi na ztozonos¢ i rozpowszechnienie zmian patologicznych
w uktadzie nerwowym chorych, postepowanie choroby i diagnozowanie jej w do$¢ zaawansowanym
stadium, zidentyfikowanie procesdw prowadzgcych do pojawienia sie okreslonych zaburzen lub
dolegliwosci jest wysoce utrudnione, Wiekszo$¢ zachorowan na choroby neurodegeneracyjne ma
charakter idiopatyczny, a doktadne molekularne mechanizmy prowadzace do rozwoju poszczegdlnych
objawdéw pozostajg nie do korica poznane. Brak petnej wiedzy na temat mechanizméw lezacych

u podtoza objawdéw uniemozliwia opracowanie skutecznych i bezpiecznych metod ich leczenia.

Choroba Parkinsona — definicja i epidemiologia

Choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s disease, PD) jest klasyfikowana jako schorzenie uktadu
pozapiramidowego i stanowi drugg najpowszechniej wystepujgcg chorobe neurozwyrodnieniowg na
Swiecie (Feigin et al., 2019). W 2019 roku liczebno$¢ osdb ze zdiagnozowang PD oszacowano na
8,5 miliona (The Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME), 2020). Liczba rozpoznawanych
przypadkdéw PD wzrasta (Ou et al., 2021); miedzy 1990 a 2016 rokiem zanotowano wzrost szacowane;j
catkowitej liczby przypadkéw o 145% do 6,1 min (Feigin et al., 2019), a pomiedzy latami 2010 a 2019
wzrost czestosci wystepowania wynidst 30,9% (The Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME),
2020). W ostatnich latach zanotowano réwniez wzrost liczby zgondéw oraz wzrost wskaznika DALY(s)
(ang. disability-adjusted life year(s)), tj. liczby lat skorygowanych niepetnosprawnoscia, a wzrost obu
parametréw miedzy rokiem 1990 a 2016 byt najwiekszy sposréd powszechnie wystepujgcych schorzen

neurologicznych (Feigin et al., 2019). Wiekszo$¢ chorych na PD w skali globalnej stanowig
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mezczyzni — stosunek mezczyzn do kobiet wséréd chorych na PD wynosi 1,4 (Feigin et al., 2019)
i utrzymuje sie na podobnym poziomie od 1990 roku (Ray Dorsey et al., 2018), jednak w Japonii
zaobserwowano wiekszg proporcje kobiet w populacji chorych ze zdiagnozowang PD (Kimura et al.,
2002), co by¢ moze sugeruje zréznicowang podatnos¢ na zachorowanie miedzy populacjami. Podobnie
jak w przypadku choroby Alzheimera, choroby Huntingtona i wielu innych schorzen
neurozwyrodnieniowych, wiek stanowi wazny czynnik ryzyka zachorowania na PD (Hou et al., 2019)
i to wsréd oséb po 60. roku zycia PD jest najczesciej diagnozowana (Raket et al., 2022). Wedtug
metaanalizy z 2014 roku przeprowadzonej przez Pringsheim i wspdtpracownikéw (2014) na podstawie
47 badan, czestos¢ wystepowania PD wzrasta z 41 chorych na 100 000 oséb w przedziale wiekowym
40-49 lat, przez 428 w grupie wiekowej 60-69 lat do 1903 w grupie w wieku 80 lat i wiecej. Biorac pod
uwage trendy w panstwach uprzemystowionych do starzenia sie spoteczeristwa oraz wydtuzania sie
$redniej oczekiwanej dtugosci zycia, w najblizszych latach przewiduje sie dalszy wzrost zachorowan na
PD, a wedtug niektdrych autoréw tak duza liczba chorych w ujeciu globalnym nosi cechy pandemii

(Dorsey et al., 2018).

Ze wzgledu na zidentyfikowane podtoze wyréznia sie dwie postaci PD: idiopatyczng i genetyczna
(dziedziczng). Wiekszos¢ pacjentéw z PD choruje na postad idiopatyczng, a w ujeciu globalnym okoto
15% pacjentdw ze zdiagnozowang PD ma dodatni wywiad rodzinny, choé¢ odsetek ten jest
zrdéznicowany miedzy populacjami (Tran et al., 2020). Dotychczas zidentyfikowano ponad 20 gendw,
ktorych okreslone mutacje prowadzg do rozwoju jednogenowej PD (np.: SNCA, LRRK2, PINK1, PRKN)
albo stanowig czynnik ryzyka zachorowania na PD, jak np. GBA (Blauwendraat et al., 2020). Sposrod
wariantéw zwigzanych z PD allele o duzej penetracji sg rzadkie, natomiast te o wyzszym
rozpowszechnieniu w populacji generalnej majg mata penetracje. Rowniez u chorych z postacig
idiopatyczng PD zidentyfikowano mutacje w ponad 40 loci zwigzanych ze zmodyfikowanym ryzykiem
zachorowania na PD (Tran et al., 2020), dlatego niektdérzy autorzy zauwazajg, ze wyrdznianie tych
dwoch postaci jest kontrowersyjne (Blauwendraat et al., 2020). Obecnie uwaza sie, ze do rozwoju PD
przyczyniajg sie czynniki genetyczne, Srodowiskowe oraz procesy starzenia (Kalia & Lang, 2015; Pang
et al., 2019). Wsrdéd czynnikéw Srodowiskowych lub tez zwigzanych ze stanem zdrowia, zwiekszajgcych
ryzyko zachorowania na PD wymienia sie m.in.: ekspozycje na pestycydy o dziataniu neurotoksycznym
wobec neuronéw dopaminergicznych: parakwat i rotenon, przyjmowanie beta-blokeréw, spozywanie
pokarmow bogatych w weglowodany i chorobe wrzodowg zotadka (Bellou et al., 2016; Ball et al.,

2019).
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Objawy i diagnoza choroby Parkinsona

Do charakterystycznych ruchowych PD (Ryc. 1a) nalezg: spowolnienie ruchowe (bradykinezja),

sztywnos$¢ miesniowa (zwiekszone napiecie miesniowe) oraz drzenie spoczynkowe. Inne obserwowane

w PD zaburzenia ruchowe to m.in. zaburzenia chodu (np. festynacja, zamrozenie chodu, trudnosci

z inicjacjg kroku, zmniejszenie dtugosci krokdw), zaburzenia posturalne (niestabilno$¢, pochylenie

tutowia do przodu, dystonia), zubozenie mimiki twarzy (tzw. ,twarz maskowata”), mikrografia

(Maetzler et al., 2009; Mazzoni et al., 2012), a w bardziej zaawansowanym stadium choroby takze

objawy i fluktuacje ruchowe wynikajace z dtugotrwatego leczenia L-DOPA, w tym dyskinezy (Bastide et

al., 2015).
d.
objawy ruchowe
zaburzenia hipomimia
posturalne zaburzenia mowy

dysfagia

sztywnosc

o migsniowa
drzenie

spoczynkowe

mikrografia

spowolnienie
ruchowe

zaburzenia chodu

ilos¢ dopaminy
w prazkowiu
||

duzo mato

PD osoba zdrowa

b.
objawy pozaruchowe

zaburzenia poznawcze i wykonawcze
apatia, anhedonia, depresja, lek
halucynacje, psychoza

zaburzenia snu hiposmia
zaburzenia wzroku

zaburzenia
potowydzielnicze

hipotonia ortostatyczna
dusznosci
zaburzenia rytmu serca

zaparcia
gastropareza
zwolniony pasaz w jelitach

nykturia
nagte parcie na mocz

bol
meczliwosé

Rycina 1. Wybrane elementy obrazu klinicznego i zmiany anatomopatologiczne powstajace
w przebiegu choroby Parkinsona. (a) Objawy ruchowe. (b) Objawy pozaruchowe. (c) Spadek ilosci
dopaminy wydzielanej w prazkowiu. (d) Ciata i neuryty Lewy’ego, zanik zakoriczen aksonalnych,
a w dalszej kolejnosci rowniez smieré neuronéw dopaminergicznych oraz towarzyszgca im glejoza,
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nalezg do charakterystycznych zmian neuropatologicznych obserwowanych w czesci zbitej istoty
czarnej (kolorem czarnym przedstawiono ziarna neuromelaniny). Legenda: PD — choroba Parkinsona.

Kryteria rozpoznania PD wedtug UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Diagnostic Criteria (Gibb &
Lees, 1988; Hughes et al., 1992) okredlajg jako niezbedne do postawienia diagnozy PD obecnos¢
bradykinezji oraz towarzyszacy jej co najmniej jeden dodatkowy objaw ruchowy sposrdd: sztywnosci
miesniowej, drzenia spoczynkowego (4-6 Hz) i niestabilnosci posturalnej. Dodatkowe kryteria
wspierajgce diagnoze PD to: jednostronny poczatek obserwowanych objawoéw, drzenie spoczynkowe,
postepujgcy charakter choroby, utrzymujaca sie asymetria objawdw po stronie ciata, po ktérej pojawity
sie pierwsze objawy, bardzo dobra odpowiedz na podania L-DOPA, wystepowanie objawéw
plasawiczych po L-DOPA, odpowiedZ na podania L-DOPA przez 5 lat i dtuzej oraz czas trwania choroby
przez 10 lat i diuzej. Kryteria wykluczajgce natomiast rozpoznanie choroby obejmujg m.in. brak
odpowiedzi na duze dawki L-DOPA, wielokrotne przebycie udaru wraz z progresja objawdw
parkinsonowskich, wielokrotne urazy gtowy lub zapalenie mdzgu w wywiadzie, objawy mézdzkowe,

objaw Babinskiego i wczesne pojawienie sie otepienia.

Podobne do PD objawy ruchowe mozna zaobserwowa¢ w innych zespofach parkinsonowskich:
pierwotnych (zanik wielouktadowy, postepujgce porazenie nadjgdrowe, zesp6t korowo-podstawny,
otepienie z ciatami Lewy’ego; choroby genetyczne, m.in. choroba Wilsona) i wtdornych (parkinsonizm
polekowy, parkinsonizm naczyniowy, parkinsonizm spowodowany nowotworem mézgu, parkinsonizm
pourazowy, parkinsonizm spowodowany przyjeciem toksyn, parkinsonizm spowodowany przez
infekcje i procesy zapalne, w tym zapalenie moézgu von Economo) (Keener & Bordelon, 2016;
Hollerhage, 2019).

Nowsze kryteria opracowane przez International Parkinson and Movement Disorder Society (Postuma
et al., 2015) wskazujg jako konieczne do diagnozy PD objawy parkinsonizmu, zdefiniowane jako
bradykinezje wraz z wystepowaniem drzenia spoczynkowego i/lub sztywnosci miesniowej (lecz nie
zaburzenia posturalne). Jako kryteria wspierajace diagnoze wymienia sie wyrazng i silng odpowiedz na
podawanie lekéw wptywajgcych na przekaznictwo dopaminergiczne, wystepowanie dyskinez
wywotanych przez L-DOPA, drzenie spoczynkowe korniczyny udokumentowane podczas badania
fizykalnego oraz utrate wechu lub cechy odnerwienia wtékien wspodtczulnych serca w badaniu
tomografiag emisyjng pojedynczych fotondw (ang. single-photon emission computed tomography,
SPECT) z uzyciem %]-meta-jodobenzyloguanidyny (MIBG). Oprdcz tego kryteria te wymieniajg objawy
wykluczajace, ktére wskazujg na inne pochodzenie objawéw (m.in. wystepowanie objawdw
mozdzkowych, prawidtowy wynik badania neuroobrazowego presynaptycznych obszaréw uktadu
dopaminergicznego, brak obserwowalnej odpowiedzi na duze dawki L-DOPA pomimo co najmniej

Sredniozaawansowanej choroby, podejrzenie parkinsonizmu polekowego) i ,czerwone flagi”
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(np. szybkie postepowanie zaburzen chodu prowadzgce do koniecznosci regularnego korzystania z
wodzka inwalidzkiego w ciggu 5 lat od pojawienia sie pierwszych objawéw). Autorzy tych kryteriéw
proponujg rozpoznanie klinicznie ustalonej PD (ang. clinically established PD) lub klinicznie
prawdopodobnej PD (clinically probable PD). Nalezy podkresli¢, ze w obu wytycznych wystepowanie
objawéw ruchowych stanowi najwazniejszy warunek rozpoznania cho¢ w nowszej z nich zwrécono

rowniez uwage na istotng role objawéw pozaruchowych.

W obrazie klinicznym PD obok objawéw ruchowych obecne sg zaburzenia neuropsychiatryczne,
zaburzenia snu, przetwarzana bodzcéw zmystowych oraz dysautonomia, ktére wspdlnie okresla sie
mianem objawow pozaruchowych (Schapira et al., 2017). Objawy te wystepujg z rding czestoscig
w populacji chorych na PD, podobnie zresztg jak niektére objawy ruchowe, na podstawie czego
niektdrzy autorzy wyrdzniajg poszczegdlne podtypy PD (Sauerbier et al., 2017). Poszczegdlne objawy
pozaruchowe PD pojawiajg sie na roznych etapach rozwoju choroby i obejmujg zaréwno dysfunkcje
lub uszkodzenia struktur o$rodkowego i obwodowego uktadu nerwowego, zaburzajac funkcjonowanie
uktadu moczowo-ptciowego, pokarmowego, sercowo-naczyniowego, gruczotéw potowych, jak
i narzadéw wechu i wzroku, a ponadto wptywajgc na nastréj, funkcje poznawcze i postrzeganie swiata
przez pacjentéw. Ponadto, objawy te wykazujg zréznicowang odpowiedz na leczenie dopaminergiczne
(Chaudhuri & Schapira, 2009). Poniewaz tak wiele aspektéw codziennego funkcjonowania chorych na
PD jest zaburzonych przez wystepowanie objawéw pozaruchowych, obok objawdéw ruchowych
w istotny sposdb przyczyniajg sie one do pogorszenia ich jakosci zycia (Kurihara et al., 2020). Wybrane

objawy pozaruchowe przedstawiono na rycinie 1b.

Przebieg choroby Parkinsona

PD jest chorobg postepujgcg i o wieloletnim przebiegu (Maetzler et al., 2009; Kalia & Lang, 2015).
Wyrdzniono trzy gtéwne fazy rozwoju PD: faze przedkliniczng, podczas ktdrej nie obserwuje sie
zadnych objawodw, faze przedruchowg lub prodromalng, w ktdrej chorzy zaczynajg prezentowac
niektére objawy pozaruchowe, oraz faze ruchowag cechujgcg sie pojawieniem wyraznych,
postepujgcych zaburzen ruchowych oraz nasilaniem sie objawdw pozaruchowych (Stern et al., 2012;
Mahlknecht et al., 2015; Meles et al., 2021). Podczas fazy przedklinicznej zachodzg juz procesy
neurozwyrodnieniowe (Meles et al., 2021). W ujeciu innych autoréow PD ma natomiast dwie fazy:
przedruchowg (nazywang rowniez przedkliniczng) i ruchowa (Hawkes, 2008; Hawkes et al., 2010)
Niezaleznie od stosowanej konwencji i nazewnictwa faz rozwoju PD, podkresla sie znaczenie objawdw
pozaruchowych poprzedzajacych pojawienie sie charakterystycznych i wyraznych objawdéw ruchowych

prowadzacych do postawienia diagnozy PD.
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Wyniki metaanalizy przeprowadzonej przez Chen i wspétpracownikéow (2015) wskazujg, ze w fazie
prodromalnej PD najczesciej obserwowanymi objawami pozaruchowymi sg hiposmia, objawy depresji,
zaparcia, lek, zaburzenia zachowania podczas snu REM (ang. REM sleep behavior disorder, RBD)
i nadmierna sennos¢ w ciggu dnia. W innym badaniu przeprowadzonym na duzej liczbie uczestnikéw
zanotowano takze duzg czesto$¢ wystepowania zaburzen pamieci, slinotoku, nagtego parcia na mocz
i nokturii, bdlu, zespotu niespokojnych ndg i hipotonii ortostatycznej (Durcan et al., 2019). Zaden
z wymienionych objawdw nie wystgpit jednak w fazie prodromalnej w kohorcie badanych pacjentéw
z PD z czestoscig wiekszg niz 36%, co sugeruje duzg zmiennos$¢ osobniczg przebiegu tej fazy choroby.
Berg i wspotpracownicy (2021) zwrdcili uwage na zréznicowany przebieg tej fazy PD w poszczegdinych
podtypach PD na podstawie markeréw neuropatologicznych, neuroobrazowych, genetycznych
i objawdw klinicznych, wyrdzniajgc m.in. specyficzny podtyp pacjentdw z RBD. W ramach badania
,ONSET PD” zanotowano zrdznicowang czesto$¢ objawdw pozaruchowych w czasie wzgledem
pojawienia sie objawéw ruchowych — 10 lat i wiecej przed ich pojawieniem sie najczestsze byty:
dysfunkcje uktadu pokarmowego, zaburzenia snu i termoregulacji, bol w klatce piersiowej. Wczesniej
niz 2 lata przed pojawieniem sie objawow ruchowych natomiast: zaburzenia pamieci i uwagi oraz
anhedonia i apatia (Pont-Sunyer et al., 2015). Ponadto, niektdre badania sugerujg réwniez obecnos¢
w fazie prodromalnej PD wybranych objawéw ruchowych, takich jak: zaburzenia chodu, zaburzenia
posturalne, sztywnos¢ miesniowa i bradykinezja (Mahlknecht et al., 2015; Friederich et al., 2019).
Dtugos¢ fazy prodromalnej, w zaleznosci od zastosowanej metody (raportowanie pacjentow
0 poczatku objawdéw pozaruchowych, stwierdzenie objawéw w badaniu, badania neuropatologiczne,
neuroobrazowanie), szacuje sie na kilka do nawet kilkudziesieciu lat i jest to cecha zréznicowana takze
wzgledem wieku, ptci i podtypu choroby (Hawkes, 2008). Faza prodromalna PD ma zatem
niejednorodny przebieg u réznych grup chorych, jednak powszechnie wystepujg w niej objawy

pozaruchowe.

Faza ruchowa PD trwa od momentu pojawienia sie charakterystycznych dla PD objawéw ruchowych
i postawienia diagnozy do Smierci chorego. Podczas tej fazy objawy ruchowe i pozaruchowe nasilajg
sie w miare czasu trwania choroby, jednak ich rozwéj nie zawsze ma charakter liniowy (Maetzler et al.,
2009; Poonja et al., 2021). Przyktadem pokazujgcym zrdznicowanie dynamiki rozwoju objawoéw
ruchowych u pacjentdw jest badanie Poonja i wspotpracownikdw (2021), ktorzy zaobserwowali kilka
wzorcow zmian sprawnosci funkcji ruchowych u pacjentéw z PD: stabilny stan funkcji ruchowych przez
lata, ich liniowe pogarszanie sie, stabilny stan i szybkie pogarszanie sie oraz wystepowanie poprawy
i pogarszania sie w réznej sekwencji czasowej. W zaawansowanej fazie ruchowej czestymi objawami

pozaruchowymi sg hipotonia ortostatyczna, nietrzymanie moczu, otepienie, depresja, halucynacje,
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bdl, przewlekte zmeczenie, slinienie, zaburzenia przetykania, trudnosci z porozumiewaniem sie
i zaburzenia snu oraz dusznosci (Wenning et al., 1999; Hely et al., 2005; Higginson et al., 2012). Trzeba
jednak zaznaczyd, ze sg znaczne réznice w raportowanej czestosci wystepowania tych objawéw miedzy
badaniami, np. w Sydney Multicenter Study of Parkinson’s disease (Hely et al., 2005) hipotonia
ortostatyczna wystepowata u 35% a nietrzymanie moczu u 41% pacjentéw z PD, w pracy Wenninga
i wspotpracownikdw (Wenning et al.,, 1999), odpowiednio u 78% i 82% pacjentdw, natomiast
w badaniu Higginson i wspotpracownikéw (Higginson et al., 2012) nietrzymanie moczu zanotowano
u52% chorych. By¢é moze réznice te wynikajg z innej metodologii badania (uzycie réinych
kwestionariuszy, czasu obserwacji), innego rozktadu wieku i czasu trwania choroby, charakterystyki
badanej kohorty albo wielkosci préb, ktére byty mate: od 11 do 52 pacjentéw. Pogarszanie sie funkcji
ruchowych jest widoczne we wzroscie liczby punktéw uzyskiwanych w kwestionariuszu Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale 1l (UPDRS IIl) (Maetzler et al., 2009). Objawy ruchowe poczatkowo
jednostronne stajg sie dwustronne, pojawiajg sie zaburzenia postawy (Hoehn & Yahr, 1967). Poza
upadkami o raportowanej czestosci wystepowania u 36 (Higginson et al., 2012) do 81% pacjentéw z PD
(Hely et al., 2005), zanotowano takze duzy odsetek problemoéw z uzywaniem koriczyn gérnych i dolnych
(Higginson et al., 2012). Ponadto, wskutek difugotrwatego przyjmowania lekow, obserwuje sie
dyskinezy, fluktuacje ruchowe, zespdt zaburzen kontroli impulséw oraz rézne inne objawy moggace
wynikac takze z samej PD, w tym halucynacje i hipotonia ortostatyczna (Wilson & Smith, 1989; Bastide
et al., 2015; You et al., 2018). Wraz z postepem choroby zwieksza sie zatem stopien
niepetnosprawnosci chorych wskutek narastajgcych zaburzen ruchowych i pozaruchowych coraz
bardziej ograniczajgcych codzienne funkcjonowanie i, co za tym idzie, wzrasta poziom uzaleznienia
pacjentéw od opieki oséb drugich. Zaproponowana przez Hoehn i Yahra pieciostopniowa skala jest
szeroko stosowanym sposobem oceny stopnia zaawansowania rozwoju PD wzgledem objawoéw
ruchowych i stopnia samodzielnosci (Hoehn & Yahr, 1967; Goetz et al., 2004). Wieloletnie badanie
obserwacyjne Alves i wsp. (2005) pokazato, ze srednie roczne tempo postepowania PD wzgledem skali

objawdéw ruchowych UPDRS oraz skali Hoehn i Yahra wyniosto w obu przypadkach w przyblizeniu 3%.

Procesy neurozwyrodnieniowe w przebiegu choroby Parkinsona

Nazwa choroby pochodzi od nazwiska angielskiego lekarza Jamesa Parkinsona, ktéry w 1817 roku
w monografii ,An Essay on the Shaking Palsy” (Parkinson, 1817) opublikowat szczegétowy
i wieloaspektowy opis drzgczki poraznej, jak woéwczas nazywano PD, wraz ze scharakteryzowaniem
symptomatologii 6 chorych. Kluczowych odkry¢ na temat podtoza objawéw PD dokonali Paul Blocq

i Georges Marinesco, ktérzy opisali przypadek hemiparkinsonizmu u osoby z guzem umiejscowionym
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w okolicy istoty czarnej po stronie przeciwnej do strony obserwowanego drzenia (Blocq & Marinesco,
1893; Opris et al., 2017). Ta obserwacja zainspirowata Edouarda Brissauda do sformutowania hipotezy
o tym, ze u podtoza objawdw PD stojg uszkodzenia istoty czarnej (Brissaud, 1895; Parent & Parent,
2010). Dowoddéw na poparcie tej hipotezy dostarczyly badania neuropatologiczne prowadzone na
poczatku XX wieku przez Konstantina Trietiakowa, ktéry ponadto zanotowat obecnos¢ ciat Lewy’ego
(ztogéw biatkowych) w niektérych neuronach istoty zbitej oséb z PD (Trietiakow, 1919; Parent &
Parent, 2010). Oleh Horynkiewicz i Herbert Ehringer przeprowadzili badania nad poziomem
noradrenaliny i dopaminy w prazkowiu oséb zmartych ze zdiagnozowang PD —zanotowali wéwczas
spadek ilosci dopaminy w jadrze ogoniastym i skorupie w poréwnaniu do innych grup doswiadczalnych
(Hornykiewicz & Ehringer, 1960). Odkrycie to pozwolito lepiej pozna¢ podtoze objawdéw PD i opracowac

pierwsze skuteczne strategie ich leczenia.

Od czasu badan przeprowadzonych przez Lewy’ego, Trietiakowa oraz Hornykiewicza i Ehringera
zrozumienie patologii PD na poziomie komdrkowym, anatomicznym i funkcjonalnym ulegto duzym
zmianom. Obecnie spadek ilosci dopaminy w prazkowiu (Ryc. 1c), degeneracja neurondw istoty czarnej
czesci zbitej, oraz wystepowanie ciat oraz neurytéw Lewy’ego (Ryc. 1d) pozostajg cechami
charakterystycznymi dla PD i pomagajg potwierdzi¢ diagnoze tej choroby w badaniach
anatomopatologicznych. Jednakze, wieloletnie badania wskazujg na to, ze PD to choroba obejmujaca
wiele struktur uktadu nerwowego a procesy neurozwyrodnieniowe wykraczajg poza szlak

czarno-prazkowiowy czy nawet sam uktad dopaminergiczny.

Ciata oraz neuryty Lewy’ego to eozynofilowe ztogi biatkowo-lipidowe wystepujace na terenie
cytoplazmy somy neurondw (ciata Lewy’ego) oraz w aksonie (neuryty Lewy’ego) (Braak et al., 1999).
Ze wzgledu na budowe oraz lokalizacje ciat Lewy’ego wyrdzniono ich dwa rodzaje: znajdujgce sie m.in.
W pniu mdézgu okragte inkluzje z wyraznie zaznaczonym rdzeniem i okalajgcym go pierscieniem oraz
korowe ciata Lewy’ego, réwniez o kolistym ksztatcie, lecz o bardziej nieuporzadkowanej strukturze
(Fares et al., 2021). Dotychczas zidentyfikowano wiele elementéw sktadowych ciat i neurytéw
Lewy’ego. Ultrastrukturalne badania ciat i neurytéow Lewy’ego ujawnity, ze w inkluzje te zawierajg
mitochondria (o prawidtowej budowie, jak i dysmorficzne), struktury pecherzykowe (przypominajgce
lizosomy i autofagosomy), pecherzykowo-tubularne, filamentowe i btonowe, elementy cytoszkieletu
oraz ostonki mielinowej (Forno & Norville, 1976; Shahmoradian et al., 2019). Badania proteomiczne
i immunohistochemiczne zidentyfikowaty kilkaset biatek obecnych w ciatach i neurytach Lewy’ego,
wsrad nich ubikwityne, amyloid B A4, biatka cytoszkieletu (tau, tubuline, dyneine, neurofilamenty),
biatka zwigzane z synapsami (synpatotagmina), dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerynowego

(GAPDH) i cyklinozalezng kinaze 5 (Brion & Couck, 1995; Leverenz et al., 2007; Kanazawa et al., 2008).
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Jednakze, jednym z najpowszechniej badanych biatek wchodzacych w sktad ciat i neurytéw Lewy’ego
jest a-synukleina, ktérej obecnos¢ w tych strukturach odkryto w 1997 r. (Spillantini et al., 1997). W tym
samym roku ujawniono réwniez zwigzek jej mutacji z dziedziczng postacig PD (Polymeropoulos et al.,

1997).

Ciata i neuryty Lewy’ego stwierdza sie w badaniach sekcyjnych w réznych obszarach osrodkowego,
trzewnego i obwodowego uktadu nerwowego. Na podstawie wykonania barwien przeciwko
a-synukleinie w skrawkach pacjentow z PD Braak i wsp. (Braak et al., 2003, 2004, 2006) wysnuli
hipoteze o pojawianiu sie ztogdw tego biatka w okreslonej kolejnosci w uktadzie nerwowym, od
struktur bardziej obwodowych (opuszka wechowa, jagdro grzbietowe nerwu btednego) przez jadro
sinawe, jagdra szwu, istote czarng, jadro podstawne Meynerta, osiggajgc w koncowych stadiach
choroby kore nowa. Taka kolejnos¢ wystepowania zmian patologicznych miataby odzwierciedlaé
kolejnos¢ pojawiania sie poszczegélnych objawdéw PD: pozaruchowych, nastepnie ruchowych,
a w zaawansowanym stadium — silne zaburzenia poznawcze, otepienie. Chociaz hipoteza Braaka
pozostaje kontrowersyjna m.in. w kwestii sprawczosci ciat Lewy’ego wobec smierci komorki
i rozprzestrzeniania sie ich w sposdb prionopodobny, to jednak obrazuje ona potrzebe wyjasnienia
podtoza poszczegdlnych objawdw pozaruchowych PD (Wolters & Braak, 2006), ktére angazujg
struktury wydzielajgce rézne neuroprzekazniki. W PD bowiem obserwuje sie zwyrodnienie lub
zaburzenie funkgcji struktur zwigzanych z réznymi uktadami neuroprzekaznikéw poza dopaming, w tym
adrenergicznych, serotoninergicznych, cholinergicznych i histaminergicznych (Scatron et al., 1983;
Rinne et al., 2002; Bohnen et al., 2007; Rochester et al., 2012; Rylander, 2012; Buddhala et al., 2015;
Grosch et al., 2016; Nazmuddin et al., 2021; Zhou et al., 2021). W rozpatrywaniu patofizjologii
i etiopatogenezy objawéw pozaruchowych PD trzeba wiec wzig¢é pod uwage ztozong

anatomopatologie PD.

Réznorodnos¢ fenotypowa choroby Parkinsona

Na przebieg PD wptyw ma kilka czynnikdw. Jednym z nich jest pte¢ — u kobiet postep choroby jest
powolniejszy, a drzenie wystepuje czesciej niz u mezczyzn (Haaxma et al., 2007). Réine postaci
i podtypy choroby rowniez rdznig sie miedzy sobg w przebiegu i fenotypie. U wiekszosci pacjentéw
pierwsze objawy PD pojawiajg sie w pdznym wieku. Te posta¢ choroby nazywa sie PD o pdznym
poczatku (ang. late-onset PD), ktdra w zaleznosci od kryteriow wieku przyjetych przez réznych autoréw
rozpoczyna sie po 50., po 60. lub nawet po 70. roku zycia. Czes$¢ zachorowan ma jednak miejsce przed
41. rokiem zycia (wedtug innych kryteriéw: przed 55. rokiem zycia), a nawet ponizej 20. roku zycia

i wowczas okresla sie je odpowiednio mianem PD o wczesnym poczatku (early-onset PD) lub
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mtodziericzym PD (juvenile-onset PD; Camerucci et al., 2021; Mehanna & Jankovic, 2019), chociaz
zauwazono, ze obie postaci wczesnej PD sg do siebie mocno zblizone i mogg stanowi¢ jeden spdjny
fenotyp (Muthane et al., 1994). U pacjentéw o wczesnym poczgtku PD tempo progresji choroby jest
mniejsze, a funkcje poznawcze sg mniej zaburzone (Jankovic et al., 1990). Alves i wsp. (2005) réwniez
zanotowali wolniejszg progresje pogarszania sie objawdw ruchowych u oséb o miodszym wieku
pojawienia sie pierwszych objawdw, cho¢ autorzy nie rozrdzniali grup ze wzgledu na wiek poczatku

choroby.

Réznorodnosé fenotypowa PD wynika rdwniez z wptywu mutacji sprawczych lub zwiekszajacych ryzyko
PD. Mutacje takie mogg modyfikowa¢ tempo postepu PD oraz nasilenie poszczegdlnych objawdw.
Przyktadowo, w poréwnaniu do oséb z idiopatyczng formg PD, wolniejsze tempo postepu PD
zaobserwowano u 0séb z mutacjami PINK1 lub PRKN, a u nosicieli mutacji w GBA stwierdzono ciezsze
zaburzenia poznawcze, objawy neuropsychiatryczne i dysautonomie niz u pacjentdw z idiopatyczng
formag PD, (Kim & Alcalay, 2017; Mehanna & Jankovic, 2019). Rodzaj mutacji réwniez wptywa na
manifestacje choroby — fenotyp zwigzany z duplikacjag SNCA objawia sie podobnie do idiopatycznej
formy PD, tryplikacja tego genu skutkuje szybkim postepem choroby (Smieré nawet w ciggu 10 lat od
pierwszych objawow ruchowych PD) i ciezszym fenotypem oraz dodatkowymi objawami, np.

miokloniami (Chartier-Harlin et al., 2004; Kasten & Klein, 2013).

Liczni autorzy podejmujg sie réwniez klasyfikacji podtypdéw PD na podstawie wystepowania objawow
ruchowych i pozaruchowych PD (Thenganatt & Jankovic, 2014; Mu et al., 2017; Rodriguez-Sanchez et
al., 2021). Najwczesniej zidentyfikowanymi podtypami PD byty posta¢ z dominujgcym drzeniem
(ang. tremor-dominant) oraz postac z dominujgcymi zaburzeniami postawy i chodu (postural instability
and gait difficulty, PIGD), przy czym druga z grup charakteryzowata sie bardziej nasilonymi objawami

ruchowymi i poznawczymi (Jankovic et al., 1990).

Modele zwierzece choroby Parkinsona

Modele zwierzece choroby Parkinsona mozna podzieli€ na grup, biorgc pod uwage sposéb
indukowania mechanizméw prowadzgcych do uszkodzenia i/lub degeneracji neurondéw szlaku
czarno-prazkowiowego i rozwoju fenotypu parkinsonowskiego. Sg to: modele oparte o podania
neurotoksyn, modele genetycznej postaci PD, modele transgeniczne wykorzystujgce system Cre/loxP
do indukowania $mierci neuronéw DAT-pozytywnych oraz modele wywotywania a-synukleinopatii
poprzez domébzgowe podania wektoréw wirusowych ze zmutowanym genem SNCA lub preformowane

fibryle a-synukleiny. Poszczegdlne modele cechuje réwniez zréznicowana trafnos¢ konstruktu
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(tj. zwigzek modelu z czynnikami wywotujgcymi parkinsonizm lub PD), trafnos¢ fasadowa (np. ktére
cechy fenotypowe behawioralne i biochemiczne PD mozna u nich zaobserwowac), trafnosc
predykcyjna (jak dziatanie lekéw wptywa na model a jak na pacjentéw z PD), czas rozwoju fenotypu od
zastosowania czynnika wywotujgcego zmiany patologiczne do pojawienia sie pierwszych zaburzen
behawioralnych lub zmian biochemicznych) oraz wykorzystanie poszczegdlnych gatunkéw zwierzat.
Poza omawianymi ponizej modelami zwierzecymi, badania przedkliniczne nad PD prowadszi sie takze
z wykorzystaniem linii komdrkowych (Xicoy et al., 2017), indukowanych pluripotentnych komérek
macierzystych, organoidéw (Marotta et al., 2020), drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Delenclos et al.,
2019) oraz bezkregowcéw (Cooper & Van Raamsdonk, 2018; Xiong & Yu, 2018) i réznych gatunkow
kregowcow (Simola et al., 2007). W podrozdziale tym opisatam jednak tylko modele bazujgce na
gatunkach ssakéw, poniewaz w modelach tych obserwuje sie zaréwno zmiany w zachowaniu, jak

i w procesach biochemicznych, co byto réwniez przedmiotem moich badan.

Modele toksynowe sg najstarszymi zwierzecymi modelami PD (Tieu, 2011). Cechuje je wykorzystanie
substancji powodujgcych smier¢ neurondéw dopaminergicznych, a w niektérych przypadkach réwniez
noradrenergicznych i serotoninergicznych. Efekty behawioralne i biochemiczne uszkodzenia neuronéw
mozna zaobserwowaé¢ w stosunkowo krétkim czasie po podaniu tych substancji. Jednym
z najpowszechniej  stosowanych sposobéw na modelowanie PD jest zastosowanie
6-hydroksydopaminy (6-OHDA). Jest to neurotoksyna, ktdrej uzycie pozwolito na opracowanie
pierwszego modelu zwierzecego PD (Ungerstedt, 1968). 6-OHDA jest analogiem dopaminy
i noradrenaliny, ktérego transport do cytoplazmy neuronéw odbywa sie poprzez transportery dla
dopaminy (DAT) i dla noradrenaliny (NET) dzieki strukturalnemu podobienstwu do tych monoamin.
Mechanizm neurotoksycznego dziatania 6-OHDA opiera sie na generowaniu stresu oksydacyjnego
poprzez synteze reaktywnych form tlenu (H,0;, chinony) oraz hamowaniu kompleksu i taricucha
oddechowego, co prowadzi do uszkodzenia biatek, jadra komérkowego oraz funkcji mitochondriéw
(Simola et al., 2007). 6-OHDA nie przechodzi przez bariere krew-médzg, dlatego podaje sie ja
stereotaktycznie do prazkowia (Sellnow et al., 2020), istoty czarnej (Chiu et al., 2015) lub prazka
przysrodkowego przodomdzgowia (Radlicka et al, 2021) w celu wywotania fenotypu
parkinsonowskiego, a takze rzadziej w innych badaniach farmakologicznych do kory mézgu (Crofts et
al., 2001) lub opuszki wechowej (llkiw et al., 2019); najczesciej podaje sie jg szczurom, lecz stosowano
ja réwniez m.in. U myszy, kawii domowej i naczelnych (Simola et al., 2007). Stopien uszkodzenia szlaku
czarno-prazkowiowego zalezy od miejsca podania 6-OHDA (Bagga et al., 2015). Neurotoksyna ta jest
uzywana do uszkodzenia struktury po jednej stronie mdzgowia —wodwczas wywotuje sie tzw.

hemiparkinsonizm — lub obustronnie, co skutkuje ciezszym fenotypem.
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U zwierzat z hemiparkinsonizmem stopien spadku ilosci dopaminy w prazkowiu mozna oceni¢ po
zachowaniu sie zwierzecia w tescie rotacji wywofanych podaniem apomorfiny lub D-amfetaminy
(Ungerstedt, 1971; Hudson et al, 1993). 6-OHDA po podaniu do prazka przysrodkowego
przodomdzgowia powoduje drastyczny spadek poziomu dopaminy i noradrenaliny (zauwazalny nawet,
gdy chroni sie neurony noradrenergiczne uprzednim podaniem dezypraminy przed infuzjg 6-OHDA,)
w prazkowiu, istocie czarnej, hipokampie i korze przedczotowej oraz a w wyzszych dawkach — takze
serotoniny we wszystkich wymienionych strukturach poza istotg czarng (Kaminska et al., 2017).
U zwierzat po infuzjach 6-OHDA obserwuje sie uposledzenie rdézinych funkcji ruchowych
i pozaruchowych, w tym poznawczych i nastroju (Deumens et al., 2002; Westin et al., 2012; Carvalho

et al., 2013; Boix et al., 2015; Grospe et al., 2018).

Inng neurotoksyng szeroko stosowang do wywotania u zwierzat fenotypu PD jest
1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna (MPTP; Langston et al., 1984). MPTP stosuje sie
zazwyczaj u myszy lub naczelnych (Engeln et al., 2015). MPTP podaje sie obwodowo, nastepnie po
przekroczeniu bariery krew-mdzg zostaje ona przeksztatcona przez astrocyty w toksyczny metabolit,
1-metylol-4-fenylopirydyne (MPP+; Meredith & Rademacher, 2011). MPP+ dostaje sie do cytoplazmy
neurondéw dopaminergicznych przez DAT i wywotuje Smier¢ komarki poprzez zahamowanie aktywnosci
kompleksu i tancucha oddechowego oraz stymulacje syntezy reaktywnych form tlenu (Meredith &
Rademacher, 2011). Jej mechanizm dziatania jest zatem zblizony do 6-OHDA. Podania MPTP prowadzg
do powstania stanu zapalnego tkanki nerwowej (Lofrumento et al., 2010), co réwniez jest cechg PD
(Grotemeyer et al., 2022). Niektorzy autorzy zaobserwowali powstawanie w modelu MPTP agregatow
a-synukleiny (Kowall et al., 2000; Jethva et al., 2011), jednak nie jest to stata i catkowicie powtarzalna
cecha modelu (Halliday et al., 2009). Wystepowanie zaburzen ruchowych u myszy po podaniach MPTP
nie zawsze jest obserwowane (Meredith & Rademacher, 2011). U zwierzat po podaniach MPTP
natomiast notuje sie zaburzenia zachowania zblizone do objawdéw pozaruchowych PD, takich jak: RBD
(Verhave et al., 2011), zaburzenia pamieci (Ferro et al., 2005) i nadwrazliwos¢ na bdl (Park et al., 2015).
U makaka krabozernego z parkinsonizmem wywotanym MPTP po podaniach L-DOPA zaobserwowano
poprawe upos$ledzonych funkcji ruchowych, ale jednoczesnie pogorszenie funkcji poznawczych
(Schneider et al., 2013). W modelowaniu PD u ssakow uzywa sie ponadto pestycydéw (parakwatu,
parakwatu z manebem, rotenonu) oraz rzadziej m.in.: rezerpiny, haloperidolu, amfetamin,

pochodnych izochinoliny (Duty & Jenner, 2011; Tieu, 2011).

Odkrycie gendw sprawczych dla postaci dziedzicznej PD pozwolito wykorzystac te wiedze do zbadania
zachowan i zmian biochemicznych w modelach mysich i szczurzych z mutacjami lub uszkodzeniami

tychze gendéw. Jednak fenotyp tych modeli czesto mocno odbiega od PD. Przyktadowo, u myszy
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z wyftagczonymi genami Pink1, Dj-1, Prkn nie obserwuje sie uszkodzen ukfadu dopaminergicznego
(Magen & Chesselet, 2010). Podobnie, niektéore modele opierajgce sie na mutacjach Snca
wytepujacych u pacjentéw z PD nie wykazujg utraty neuronéw dopaminergicznych istoty czarnej lub
agregatéw a-synukleiny, jak réwniez duze jest zréznicowanie wyksztatcania sie zaburzen ruchowych

i pozaruchowych w czasie (Koprich et al., 2017).

W innym podejsciu do tworzenia modeli genetycznych wykorzystuje sie system Cre/loxP do
specyficznego wyciecia genu niezbednego do funkcjonowania komérki w komodrkach
dopaminergicznych (wyrazajgcych DAT), w konsekwencji wywotujac ich $mieré. Stosujgc dodatkowo
rekombinaze indukowang CreERT2 mozna zapoczatkowaé rozwdj fenotypu parkinsonowskiego
poprzez podania tamoksyfenu w dowolnym stadium rozwoju zwierzecia, np. u dorostych myszy,
minimalizujgc ryzyko ich przedwczesnej smierci, w przeciwienstwie do modeli z mutacjg obligatoryjna.
W tych modelach genetycznych obserwuje sie wydtuzony okres czasu (tygodnie) do rozwoju fenotypu,
ktory postepuje powoli, co w pewnym stopniu odzwierciedla dynamike postepowania PD u ludzi.
Konstrukty genetyczne uzywane do stworzenia takich modeli nie sg jednak powigzane ze znanymi
mutacjami sprawczymi u ludzi. Przyktadowym modelem skonstruowanym w ten sposdb jest mysz
MitoPark, ktérej genotyp (DAT¢; Tfam'**/®) powoduje uszkodzenie genu mitochondrialnego
czynnika transkrypcyjnego A, co prowadzi do niedoboru biatek faricucha oddechowego i smierci
neuronéw DAT-pozytywnych oraz spadku poziomu dopaminy w réznych strukturach mdzgowia
(prazkowie, pole brzuszne nakrywki, kora mézgu) i pogorszenia funkcji ruchowych (Ekstrand et al.,
2007). W modelu tym zaobserwowano powolny postep zmian patologicznych i dobra odpowiedz na
L-DOPA (Galter et al., 2010), oznaki zaburzen funkcji poznawczych (Li et al., 2013), rytmu
okotodobowego (Fifel & Cooper, 2014) oraz dyskinezy wywotane L-DOPA (Gellhaar et al., 2015).

Myszy Cox10/DAT-cre réwniez cechuje zaburzenie funkcjonowania taricucha oddechowego
w neuronach DAT-pozytywnych, osiggniete poprzez wyciecie genu Cox10 niezbednego do dojrzewania
jednej z podjednostek katalitycznych kompleksu IV tancucha oddechowego; szczep ten cechuje sie
obok spadku liczby neuronéw dopaminergiczny w istocie czarnej i obnizenia poziomu dopaminy
w prazkowiu uposledzeniem funkcji ruchowych i dobrg odpowiedzig na podania L-DOPA (Pinto et al.,

2016).

Inny szczep powstaty na bazie systemu Cre/loxP to Pitx3""/DATCER™2 \w ktérym podanie tamoksyfenu
indukuje wytgczenie genu Pitx3 potrzebnego do réznicowania sie neurondéw dopaminergicznych istoty
czarnej (Wang et al., 2021). W tym modelu fenotyp parkinsonowski rozwija sie przez wiele miesiecy.

Oile pierwsze oznaki uszkodzenia szlaku czarno-prazkowiowego zanotowano po 4 miesigcach od
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podan tamoksyfenu, to spadek liczby neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej byt znamienny
dopiero po 13 miesigcach, natomiast uposledzenie funkcji ruchowych byto widoczne w 9. miesigcu po

podaniach tamoksyfenu (Wang et al., 2021).

Inne modele stosowane w badaniach nad PD wykorzystujg wektory wirusowe do wprowadzenia do
istoty czarnej konstruktéw zmieniajgcych lokalnie ekspresje gendw (Koprich et al., 2017). Ponadto,
wykorzystuje sie takze domdzgowe podania preformowanych fibryli a-synukleiny (Fortuna et al.,

2017).

Transkryptomika w badaniach nad chorobg Parkinsona

Profilowanie ekspresji gendw w badaniach nad PD przeprowadza sie na réznych tkankach pobranych
od pacjentéw ze zdiagnozowang PD oraz na modelach zwierzecych i hodowlach komérkowych. Celem
takich badan jest najczesciej: zrozumienie molekularnego podtoza zmian patologicznych w PD
(Dumitriu et al., 2012, 2016; Lanoue et al., 2013), odkrycie biomarkeréw (pacjenci z PD; Arshad et al.,
2017; Jin et al., 2020; Santiago & Potashkin, 2015), zidentyfikowanie nieznanych dotychczas efektéw
leczenia (pacjenci z PD, hodowle, modele; Pan et al., 2005; Soreq et al., 2013; Taravini et al., 2016) lub
mechanizméw zwigzanych z powstawaniem i mozliwym leczeniem dyskinez spowodowanych
podaniami L-DOPA (modele; Charbonnier-Beaupel et al., 2015; Konradi et al., 2004; Smith et al., 2016).
Przez dziesieciolecia prowadzenia badan nad ekspresjg genéw w PD zmieniaty sie stosowane techniki
badawcze — od hybrydyzacji in situ, przez mikromacierze i qPCR do RNA-seq. Réznorodnosc
metodyczna tych badan (w tym réwniez rézne podania dawek L-DOPA w modelach zwierzecych), duze
zréznicowanie préob w doswiadczeniach z uzyciem tkanek pacjentéw i niewielka liczebnos$¢ grup
doswiadczalnych sprawiaja, ze poréwnanie ich wynikdéw jest utrudnione. Ich wyniki sg réwniez czesto
niespdjne (Borrageiro et al., 2018). Poréwnanie wynikow badan uzyskanych dzieki mikromacierzom
i RNA-seq moze by¢ czesSciowo utatwione dzieki analizom funkcjonalnym. Analizy te pokazujg
wzbogacenie list gendw o zmienionym poziomie ekspresji: w terminy ontologii genéw (ang. Gene
Ontology, GO; Ashburner et al., 2000; Carbon et al., 2021), wspdlne szlaki metaboliczne (np. KEGG:
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), oddziatywanie ich produktéw biatkowych (Protein-Protein
Interaction), czynniki regulacji ich transkrypcji (np. Seginspector) albo ich wspdlne funkcje.
Przyktadowo, w badaniach nad modelami zwierzecymi PD po podaniach L-DOPA bez negatywnych
efektow behawioralnych lub z dyskinezami dos$¢ powszechnie, acz nie uniwersalnie obserwuje sie
zmiany genow regulowanych aktywnoscig komorek nerwowych w przodomézgowiu (Ferrario et al.,
2004; Konradi et al., 2004; Charbonnier-Beaupel et al., 2015; Smith et al., 2016; Radlicka et al., 2021),

cho¢ wykazywane efekty wobec pojedynczych gendw s3 rdzne.
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W ostatnich latach pojawity sie nowe metody bazujgce na hybrydyzacji in situ i RNA-seq: RNAscope,
scRNA-seq i transkryptomika przestrzenna. Pozwalaja one na doktadng kwantyfikacje abundancji
transkryptéw i jednoczesnie na zlokalizowanie ich w okreslonym typie komdrek badz czesci tkanki. Ich
stosowanie pozwala zidentyfikowa¢ dotychczas nieznang heterogenicznos¢ populacji komérek i ich
role w patofizjologicznych procesach zwigzanych z PD (Aguila et al., 2021; Huang et al., 2022; Kamath
et al., 2022). Az do teraz metodyka transkryptomiki przestrzennej nie zostata jednak wykorzystana do

identyfikacji efektéw molekularnych lekéw przeciwparkinsonowskich.

CEL PRACY

Celem pracy byto zbadanie roli wydzielania dopaminy z neurondéw s$rédmédzgowia w rozwoju
wybranych pozaruchowych objawéw choroby Parkinsona. Jako gtéwny model badawczy wybratam
genetycznie modyfikowane myszy, u ktérych po osiggnieciu dorostosci indukcja mutacji powoduje
stopniowg i wybidrczg degeneracje neurondw dopaminergicznych w brzusznym srodmadzgowiu.
W oparciu o analize zachowan myszy z mutacjg podjetam prébe wskazania roli utraty neuronéw
dopaminergicznych w rozwoju zaburzen poznawczych, lekowych oraz zachowan mogacych swiadczy¢
0 anhedonii, a takze uposledzenia wechu. Zbadatam tez, w jaki sposéb podania L-DOPA wptynety na
fenotyp zachowan myszy. Koncowym etapem badan w modelu zwierzecych byto profilowanie ekspresji
gendw z wykorzystaniem transkryptomiki przestrzennej w przodomézgowiu. Analizy wskazaty na
niejednorodne efekty L-DOPA na transkrypcje w korze i zwojach podstawy mézgu, w tym obszarach
o prawdopodobnym znaczeniu dla zachowan podobnych do objawéw pozaruchowych. Wyniki badan
w modelu zwierzecym zestawiam z danymi pochodzgcymi z badan z udziatem pacjentéw cierpigcych
na chorobe Parkinsona, u ktdrych objawy pozaruchowe byty oceniane w trakcie przyjmowania lekéw
dopaminergicznych oraz po przerwaniu podawania lekéw. Podjetam tez prébe zbadania zmian
w ekspresji gendw w komodrkach krwi obwodowej, ktére mogtyby korelowac z nasileniem wybranych

objawéw pozaruchowych lub tez by¢ zalezne od stosowanej farmakoterapii.
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MATERIALY | METODY

Informacje dotyczgce odczynnikéw uzytych w doswiadczeniach sg zawarte w tabeli 1.

Tabela 1. Spis materiatow i odczynnikow wykorzystanych w doswiadczeniach przedstawionych

W rozprawie.

Nazwa

Nazwa modelu/
Numer katalogowy

Producent

ODCZYNNIKI | MATERIALY — transkryptomika i transkryptomika przestrzenna

RNA RNeasy Mini Kit (50)

PAXgene Blood miRNA Kit (50)

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Agilent High Sensitivity DNA Kit
Omniscript RT Kit (200)

Oligo(dT)12-18 primer

TagMan™ Universal PCR Master Mix
TagMan™ Gene Expression Assay (FAM)
XS (75 reactions/75 pL), inventoried
Multiplate™ 96-Well PCR Plates, low
profile, unskirted, clear

Microseal 'B' Adhesive Seals, Optical
Etylowy alkohol bezwodny 99,8% CZ.D.A.,
ODCZ. FP

2-Propanol

Trizma base

Hematoxylin solution according to Mayer

Eosin Y solution, aqueous

Bluing Buffer

Visium Spatial Gene Expression Slide &
Reagent Kit, 4 rxns

Visium Spatial Gene Expression Slide &
Reagent Kit, 16 rxns

Dual Index Kit TT Set A,

96 rxns

Visium Accessory Kit

Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated)
TE Buffer

SSC Buffer 20x Concentrate
2-Methylbutane

OCT EMBEDDING MATRIX
Peel-A-Way® Embedding Mold

74104
763134
5067-1511
5067-4626
205113
18418-012
4318157
4453320

MLL9601

MSB1001
396480111

19516-500ML
T1503-1KG
51275-100ML

HT110216-500ML

CS702
PN-1000187

PN-1000184

PN-1000215

PN-1000194
AM9938
12090015
S6639-1L
270342

KMA-0100-00A

18646A-1
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QIAGEN
PreAnalytiX

Agilent

Agilent

QIAGEN

Invitrogen

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Bio-Rad

Bio-Rad
POCh

Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Dako
10xGenomics

10xGenomics
10xGenomics

10xGenomics
Invitrogen
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
CellPath
Polysciences



Nazwa

KAPA Library Quantification Kit for
[llumina Platforms
KAPA SYBR FAST gqPCR Master Mix (2X)

SPRIselect Reagent Kit

Potassium Hydroxide Solution, 8M
Buffer EB

Kwas solny roztwdr mianowany 0,1M
(0,1N)

Kwas octowy

Metanol

Nazwa modelu/
Numer katalogowy
KK4824

KK4600

B23318
P4494-50ML
19086
PA-05-318965-4L

Producent

Kapa Biosystems
(Hoffmann-La Roche)
Kapa Biosystems
(Hoffmann-La Roche)
Beckman
Sigma-Aldrich
QIAGEN

Honeywell

POCh
POCh

ODCZYNNIKI | MATERIALY — barwienia immunofluorescencyjne

Anti-Tyrosine Hydroxylase Antibody
Rabbit Anti-Sheep IgG Antibody (H+L),
Fluorescein

Donkey anti-Sheep IgG (H+L) Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor 488

PBS (10x)

PBS (10X), pH 7.4

Triton X-100

Normal Swine Serum Blocking Solution
Thimerosal

Paraformaldehyde, granulated, 1 kg
Menzel Glaser, SuperFrost® Plus

AB1542
FI-6000

A-11015

42595.01
70011044
0694-1L
S-4000

LEKI | SUBSTANCJE PODAWANE ZWIERZETOM

Tamoksyfen
3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine - 298%
(TLC)

Chlorowodorek benserazydu

Peletki podskdrne do ciggtych podan
L-DOPA

Peletki podskdrne do ciggtych podan
placebo

Sél fizjologiczna

Emla krem lidokaina/prylokaina 25 mg/g +
25mg/gltuba30g

Jodyna roztwor na skére 3%

Histoacryl 0,5 ml

Saccharin sodium salt hydrate

T5648
D9628-5G

B7283-1G

C-503 L-DOPA 0.7mg/pellet
14 Day Release

C-111 Placebo for L-DOPA
(0.7mg/pellet) 14 Day
Release

15481
1050044
$1002-500G
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Sigma-Aldrich
Vector Laboratories

Invitrogen

Serva

Gibco

Amresco

Vector Laboratories

Thermo Scientific

Sigma (MERCK)
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Innovative Research
of America
Innovative Research
of America

Polpharma
AstraZeneca

Gemi
B Braun Surgical
Sigma



Badania z wykorzystaniem zwierzat
laboratoryjnych

Zwierzeta

Zwierzeta przebywaty w przezroczystych klatkach domowych z pleksiglasu (31,5 x 17 x 14 cm)
wystanych sciétkg osikowa i zawierajgcych obiekty stanowigce wzbogacenie srodowiska, w tym:
materiat gniazdowy, drewniane klocki, porcelanowe miski na pokarm i/lub schronienie. W kazdej klatce
domowej przebywato po 2-4 osobnikéw z jednego miotu, za wyjgtkiem testéw wymagajgcych
tymczasowego rozdzielenia myszy, ktére opisano w kolejnych podrozdziatach. W pomieszczeniach
bytowych utrzymywano temperature 22+2°C oraz wilgotnos¢ powietrza 55+10%. Cykl dobowy swiatto-
ciemnos$¢ trwat po 12 godzin, z wytgczeniem $wiatta o godzinie 18 lub 19 (czasu CET/CEST). Zwierzeta
miaty zapewniony staty i nieograniczony dostep do wody oraz do standardowej paszy dla gryzoni, za
wyjatkiem procedury wymagajgcej deprywacji pokarmowej (Test znajdywania zakopanego jedzenia).
Podczas wykonywania doswiadczen z udziatem zwierzat postepowano zgodnie z wytycznymi
odpowiednich przepisdw prawa polskiego i miedzynarodowego, w tym Ustawy z dnia 15 stycznia 2015
r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266) oraz
Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. W sprawie ochrony
zwierzat wykorzystywanych do celdw naukowych. Protokoty doswiadczen zostaty zatwierdzone przez
Il Lokalng Komisje Etyczng do spraw doswiadczen na zwierzetach w Krakowie (numery uchwat:
28/2019 z dnia 24 stycznia 2019 r., 197/2019 i 198/2019 z dnia 8 sierpnia 2019 r., 197/2021 z dnia 10
czerwca 2021 r.i92/2022 z dnia 7 kwietnia 2022 r.).

W badaniach wykorzystano transgeniczny szczep myszy TIF-IAPATC®ERT2 (Rieker et al., 2011)
charakteryzujacy sie indukowang, selektywng ablacjg genu TIF-1A w komdrkach wyrazajacych gen
transportera dopaminy DAT (Slc6a3). Mutacja ta oparta jest na systemie Cre/loxP (Sauer & Henderson,
1988; Gu et al., 1994; Tsien et al., 1996) i zastosowaniu rekombinazy CreERT2, ktdrej aktywnosé
indukowana jest poprzez podania tamoksyfenu (Feil et al., 1997). Enzym ten rozpoznaje dwie
sekwencje loxP umieszczone w sekwencji genu TIF-1A i na drodze rekombinacji usuwa fragment genu
zlokalizowany miedzy nimi. Biatko TIF-IA to zwierzecy homolog drozdzowego Rrn3p, oddziatuje
z polimerazg i RNA i jest niezbedne do przebiegu proceséw syntezy rRNA (Miller et al., 2001; Yuan et
al.,, 2002), natomiast jego brak prowadzi do zahamowania proceséw powstawania nowych
rybosomoéw, rozpadu jaderka i w konsekwencji do apoptozy komérki na drodze mechanizmu zaleznego
od biatka p53 (Yuan et al., 2005). U myszy TIF-IAPATCeERT2 ghserwuje sie postepujgca utrate neurondéw

dopaminergicznych srédmadzgowia, tj. populacji istoty czarnej czesci zbitej i pola brzusznego nakrywki,

28



poczawszy od 7. tygodnia po podaniach tamoksyfenu, natomiast od 13. tygodnia po podaniach
tamoksyfenu wyraznie pogarszajg sie ich zdolnos$ci ruchowe oceniane w tescie preta obrotowego
(Rieker etal., 2011; Kreiner et al., 2019). Podsumowanie proceséw prowadzgcych do Smierci neuronéw

DAT+ u myszy tego szczepu zaprezentowano na rycinie 2.

DLV Cre-ERT2

l transkrypcja, translacja

translokacja do jadra

rozpad jaderka,
[ -1AH
(e}~ TIF-1AH[)} $mier¢ komarki (
s

-—

—_— :

gep rRNA '
lox gl ¥\ lox
trafiskrypcja

Rycina 2. Schemat proceséw prowadzacych do indukowanej $mierci neuronéw DAT+ u myszy
TI F_IADATCreERTZ.

Myszy  TIF-IAPATCeERT2  hyby  hodowane  kongenicznie ze  szczepem  C57BL/6)  przez
dr. hab. Grzegorza Kreinera i mgr Monike Bagirniskg w Zwierzetarni Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja Polskiej Akademii Nauk. Myszy TIF-IAPATCreERT2 hyty wykorzystane w dwéch doswiadczeniach
behawioralnych. W doswiadczeniu i zbadano zachowanie samcéw i samic o genotypie zmutowanym
[Cre Tg/0; flox/flox] i kontrolnym [Cre Tg/0; wt/wt], [Cre Tg/0; flox/wt] i [Cre 0/0]. Indukcje translokacji
rekombinazy CreERT2 do jadra osiggnieto poprzez podania tamoksyfenu (Sigma, Niemcy)
dootrzewnowo zwierzetom w wieku 9-11 tygodni (Rieker et al., 2011; Kreiner et al., 2019).
W doswiadczeniu Il wykorzystano samce [Cre Tg/0] i [Cre 0/0], ktérym podania tamoksyfenu
wykonywano w wieku 12-14 tygodni. Tamoksyfen rozpuszczany byt w spozywczym oleju
stonecznikowym (20 mg/kg) i nastepnie przefiltrowywany przez filtr nitrocelulozowy o $rednicy
poréw 22 um. Tak przygotowang zawiesine podawano w dawce 2 mg/kg masy ciata w objetosci 5 pl/g
masy ciata raz dziennie przez 5 kolejnych dni. Doswiadczenie Il wykonano celem potwierdzenia czesci
wynikéw behawioralnych oraz ich rozszerzenia o badania zachowan lekowych i pamieci krétkotrwatej,

a takze sprawdzenie efektow L-DOPA na ekspresje gendw w przodomédzgowiu.
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Podania L-DOPA

Na poczatku 13. tygodnia po podaniach tamoksyfenu myszom w dos$wiadczeniu | zostaty wszczepione
podskdrnie w dolnej okolicy grzbietowej peletki z L-DOPA (dawka) lub placebo (Innovative Research of
America, Stany Zjednoczone), ktére uwalniaty lek przez 14 kolejnych dni. Zabieg polegat na rozcieciu
znieczulonych miejscowo (Emla, AstraZeneca, Wielka Brytania) powtok skérnych, umieszczeniu pod
nimi niewielkiej peletki przy pomocy pesety i zamknieciu rany klejem do tkanek (Histoacryl, B Braun
Surgical, Niemcy) i zostat wykonany przez dr tucje Kudte i mgr. tukasza Szumca. Po operacjach

podawano myszom namoczone jedzenie wprost na $cidtke, aby utatwic¢ zwierzetom pozywianie sie.

Myszy z doswiadczenia Il w 14. i 15. tygodniu po podaniach tamoksyfenu otrzymywaty przez
14 kolejnych dni dwa dootrzewnowe podania. Jedna grupa zwierzat otrzymywata chlorowodorek
benserazydu (Sigma) w dawce 5 mg/kg i objetosci 5 pl/g masy ciata i 30 minut pdzniej L-DOPA (Sigma)
w dawce 18 mg/kg i objetosci 10 pl/g masy ciata, druga natomiast dwa podania soli fizjologiczne;j
(Polpharma, Polska) w odstepie 30 minut i w objetosci odpowiednio 5 i 10 pl/g masy ciata. L-DOPA
i chlorowodorek benserazydu zostaty rozpuszczone w soli fizjologicznej, odpowiednio w stezeniu 1,8
mg/ml i 1 mg/ml, przy czym rozpuszczanie L-DOPA odbywato sie z uzyciem homogenizatora
ultradzwiekowego. Poczawszy od 13. lub 14. tygodnia po podaniach tamoksyfenu myszom

z zaawansowanym fenotypem podawano namoczong pasze na podfoge klatki.

Uktad doswiadczen behawioralnych

Badania zachowania zwierzat rozpoczety sie w 4. (doswiadczenie I) lub 7. tygodniu (doswiadczenie 1)
po zakonczeniu podan tamoksyfenu. Przez kolejne tygodnie myszy byty poddawane badaniom
behawioralnym oraz pomiarom masy ciata. Podsumowanie badan behawioralnych zamieszczono na
rycinie 3. Przeprowadzone testy miaty na celu ocene sprawnosci ruchowej myszy, ich funkcji
poznawczych i wykonawczych, umiejetnosci uczenia sie i pamieci, zdolnosci wechowych, lekliwosci
i preferencji picia stodkiej wody jako oznaki anhedonii. Doswiadczenia obejmowaty dwa okresy: okres
rozwoju fenotypu, podczas ktérego obserwowano rozwéj efektéw mutacji, oraz okres podan L-DOPA.
W doswiadczeniu i myszy byty poddane pierwszym procedurom w 25. dniu po podaniach tamoksyfenu,
a testy odbywaty sie tacznie przez 15 tygodni, jednak prezentowane w rozprawie wyniki obejmuja testy
przeprowadzane od 4. do 14. tygodnia po tamoksyfenie wtgcznie, tj., do czasu ostatniego dnia podan
L-DOPA. W doswiadczeniu Il myszy testowanie rozpoczeto sie w 45. dniu po podaniach tamoksyfenu
i trwato od 7. do konca 15. tygodnia. Rdznice miedzy doswiadczeniami dotyczyly ptci i wieku myszy
uzywanych w doswiadczeniach oraz wykonywanych testéw behawioralnych i punktéw czasowych

wykonywania tychze. Rdznica w ptci uzytych w obu doswiadczeniach zwierzat wynikata z koniecznosci
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zmniejszenia liczby zmiennych wptywajacych na zréznicowanie ekspresji genéw w doswiadczeniu Il
Inny wiek myszy zas podyktowany byt obserwacjami z doswiadczenia |, ze pierwsze wykrywalne zmiany
behawioralne u zwierzat z mutacjg obserwowane sg w pdzniejszych punktach czasowych. Ponadto, jak
wczesniej wspomniano, doswiadczenie Il stanowito rozszerzenie wynikdéw pierwszego z nich

o dodatkowe testy behawioralne.

a. Doswiadczenie | LDOPA

o . . . . . CatWalk

DATCreERT2 . . . . . test preferencji sacharyny
TlF'IA . . . . . . . . . . . test probabilistycznego przeuczania

4 5 6 7 8 910 111213 14
tydzien po podaniach tamoksyfenu

L-DOPA

o ® |® (@ cwar

TI F_lADATCreERTZ

7 8 910 111213 14 15
tydzien po podaniach tamoksyfenu

Rycina 3. Schemat doswiadczen behawioralnych wykonywanych z wykorzystaniem myszy
TIF-IAPATCreERT2 (3) w do$wiadczeniu | badano zachowanie samcéw i samic w odmiennych testach na
funkcje pozaruchowe. (b) w doswiadczeniu Il procedury wykonywano jedynie na samcach. Oba
doswiadczenia obejmowaty testowanie réznorodnych funkcji ruchowych i pozaruchowych oraz
14-dniowe podania L-DOPA.

Liczebnosci zwierzat wykorzystanych w kazdym z doswiadczen na poczatku ich przebiegu
przedstawiono w tabeli 2. Dane w tabeli uwzgledniajg takze osobniki, ktére nie uczestniczyty w dalszej
czesci doswiadczenia. Rzeczywista liczba myszy, ktdre uczestniczyty w poszczegdlnych procedurach,
byta odmienna od przedstawionej ze wzgledu na konieczno$¢ humanitarnego usmiercenia
pojedynczych osobnikéw lub ich padniecie. Ponadto, wskutek padniecia jednego z dwdch osobnikéw
z jednej klatki, jeden z mutantéw w doswiadczeniu Il byt jedyng myszg w klatce bytowej podczas dwdch
ostatnich tygodni wykonywania procedur. Tabela pokazuje zatem zblizong liczebnosé zwierzat

0 genotypie mutanta oraz kontrolnych na poczatku doswiadczen.
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Tabela 2. Liczebno$ci myszy wykorzystanych w doswiadczeniach.

Kohorta zwierzat Liczba mutantéw Liczba kontroli
Doswiadczenie | — samice 9 13
Doswiadczenie | — samce 10 12
Doswiadczenie Il - samce 13 17

Pomiary masy ciata

Podczas obu doswiadczen monitorowano mase ciata zwierzat w celu dobrania odpowiednich objetosci
podawanych substancji oraz oceny ich stanu zdrowia. Zwierzeta wazono pojedynczo, umieszczajac je
w naczyniach metalowych lub plastikowych. Pierwsze pomiary masy ciata wykonywano przez
podaniem rozpoczeciem podan tamoksyfenu. Nastepnie, w okresie rozwoju fenotypu i podczas
przyjmowania L-DOPA samce i samice z doswiadczenia | wazono przed lub po wykonywaniu procedur
behawioralnych (np. testu CatWalk) w odstepie 1-4 tygodni. W doswiadczeniu Il samce byty wazone
raz w tygodniu w okresie wykonywania testdw behawioralnych oraz codziennie podczas podan

L-DOPA.

Badanie sposobu poruszania sie przy uzyciu systemu CatWalk XT

Ocena poruszania sie byta przeprowadzona u samic i samcéw z doswiadczenia | (5., 7., 9., 11., 13., 15.
i 17. tydzien po podaniach tamoksyfenu) oraz u samcéw z doswiadczenia Il (11., 13. i 15. tydzien po
podaniach tamoksyfenu, godzine po otrzymaniu drugiego zastrzyku) przy pomocy urzgdzenia CatWalk
XT (Noldus, Holandia). Aparat CatWalk sktada sie ze szklanej ptytki (130 x 20 x 0,5 cm) podswietlonej
z boku na zielono, ktdra jest przykryta czarnymi sciankami tworzgcymi tunel i podswietlona od gory na
czerwono (Ryc. 4a). W ciemnosci zwierze swobodnie porusza sie w tunelu aparatu. Pod spodem ptytki
znajduje sie kamera, ktdra rejestruje przechodzenie zwierzecia po zdefiniowanym odcinku (Ryc. 4b).
Na nagraniach (Ryc. 4c) spdd tap w miejscu kontaktu z ptytka jest podswietlony na zielono. Nagrania
te byty tworzone i nastepnie analizowane w programie CatWalkXT v10.6, w ktérym przypisanie
odciskéw do poszczegdlnych tap odbywato sie automatycznie, lecz z korektg eksperymentatora. Na tej
podstawie program obliczat ponad 200 parametréw opisujacych predkosé ruchu, rozstaw fap i wielkos¢
ich odciskow, kolejnos¢ stawiania konczyn podczas poruszania sie i inne pokrewne pomiary. Podczas
kazdej sesji testowe] uzyskiwano 2-6 nagran przejs¢ myszy po tunelu od kazdego osobnika bez

zatrzymywania sie.
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Rycina 4. Zdjecia obrazujace dziatanie systemu CatWalk XT. (a) wyglad aparatu; (b) tunel, w ktérym
porusza sie mysz; (c) fragment klatki z nagrania z rozpoznanymi przez program odciskami tap: prawe;j
przedniej (RF) i tylnej (RH) oraz lewej tylnej (LH).

Test preta obrotowego ,rotarod”

Test byt wykonany na samcach z doswiadczenia Il (13. tydzien po podaniach tamoksyfenu). Wykonanie
testu miatfo na celu ocene koordynacji ruchowej zwierzat podczas poruszania sie na urzgdzeniu Rotarod
47600 v04 (UGO BASILE, Wtochy). Urzadzenie sktada sie z poziomo umieszczonego walca, ktory obraca
sie w jedng strone z zadang predkoscig i jest rozdzielony na 5 czesci, aby kilka myszy mogto
jednoczesnie uczestniczy¢ w tescie (Ryc. 5a). Procedura trwata dwa dni. Pierwszego dnia (trening)
myszy byly umieszczone na 5 minut na precie obracajacym sie ze statg predkoscig 6 obrotéw na minute
(ang. rotations per minute, rpm) przodem w kierunku przeciwnym do obrotu. Gdy mysz zmienita
kierunek poruszania, spadta lub pozostawata wczepiona do preta, eksperymentator ponownie
umieszczat jg na urzadzeniu we wtasciwy sposdb. Drugiego dnia podczas fazy testowej myszy byty
ponownie umieszczane na precie obracajgcym sie z predkoscig 6 rpm, a po 20 s od umieszczenia
ostatniej myszy w danej turze aparat zwiekszat predkos¢ z 6 do 40 rpm w ciggu 5 minut. Czas do upadku

oraz odpowiadajgca mu predkos¢ obrotu byty zapisywane przez eksperymentatora.
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Rycina 5. Zdjecia wybranych testéw behawioralnych przeprowadzanych na myszach TIF-JAPATCreERT2
(a) Samce podczas treningu na precie obrotowym. (b) Klatka Skinnera uzywana podczas testu
instrumentalnego poszukiwania wrazen — strzatki wskazujg otwory do odpowiedzi instrumentalne;.
(c) klatka z nagrania myszy podczas testu otwartego pola analizowanego w programie
EthoVision — czerwona linia reprezentuje droge pokonang przez mysz. (d) Obiekty wykorzystywane
w tescie rozpoznawania nowego obiektu oraz (e) klatka z nagrania tegoz testu przedstawiajgca mysz
eksplorujacy jeden z obiektow.

Test instrumentalnego poszukiwania wrazen

Test przeprowadzono na samcach w doswiadczeniu | (po 3 sesje testowe co 2 tygodnie od 6. do 16.
tygodnia po podaniach tamoksyfenu) i w doswiadczeniu Il (po 3 sesje testowe co 2 tygodnie od 8. do
14. tygodnia po podaniach tamoksyfenu, godzine po otrzymaniu ostatniego zastrzyku); przed fazg
testowg zwierzeta zostaty poddane treningowi, ktéry trwat przez 5 kolejnych dni (w 4. i 7. tygodniu po
podaniach tamoksyfenu odpowiednio w doswiadczeniu | i Il). W procedurze badano tendencje myszy
do poszukiwania wrazen, a takze ich funkcje wykonawcze, zdolnos¢ uczenia sie odruchu
instrumentalnego i pamiec (Olsen & Winder, 2009; Rodriguez Parkitna et al., 2013; Sikora et al., 2019).
W kazdej sesji myszy byty umieszczane pojedynczo na 1 godzine w klatkach Skinnera ENV-307W (Med
Associates, Stany Zjednoczone) umieszczonych w ttumigcych dZzwiek obudowach. W $srodku klatki byta
zapalona lampa i wtgczona wentylacja. Na jednej ze scianek klatki, okoto 2 cm nad jej podtoga,

rozmieszczone byty dwa otwory (Ryc. 5b). Umieszczenie pyszczka w jednym z nich (,,otwor aktywny”)
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byto sprzezone z prezentacjg bodZcéw, w drugim (,,otwdr nieaktywny”) —nie miato konsekwencji.
Podczas prezentacji bodzcéw lampka w klatce gasta, umieszczona nad otworem aktywnym dioda
migata z czestotliwoscig 0,625, 1,25, 2,5 lub 5 Hz i czasem trwania sygnatu 2, 4, 6 lub 8 s oraz rozlegat
sie monotonny dzwiek o czestotliwosci 2,9 kHz generowany przez modut ENV-323AW Sonalert. Przez
caty czas trwania doswiadczenia lokalizacja aktywnego otworu dla danej myszy pozostawata
niezmienna. Liczba wetknie¢ pyszczka do obu otworéw byta odczytywana i zapisywana przy pomocy

oprogramowania komputerowego MED-PC IV v4.2 (Med Associates).

Test otwartego pola

Test byt wykonany na myszach z doswiadczenia Il (14. tydzien po podaniach tamoksyfenu, godzine po
podaniu drugiego zastrzyku), a jego wykonanie stuzyto ocenie aktywnosci lokomotorycznej oraz
tendencji myszy do unikania otwartych przestrzenii poruszania sie przy scianach, jako mierze lekliwosci
(Simon et al., 1994; Gould, 2009). Myszy byty umieszczane pojedynczo na S$rodku nowej,
nieprzezroczystej klatki (53 x 32 x 19 cm) o natezeniu oswietlenia okoto 10-12 luksdw, na 10 minut. Ich
zachowanie byto nagrywane przez umieszczong okoto 1 m nad dnem klatki kamere (acA1300 — 60 gm,
Basler, Niemcy) przy pomocy oprogramowania EthoVision v11.5 (Noldus). Myszy przebywaty
w klatkach domowych w pokoju doswiadczalnym co najmniej przez 15 minut przed rozpoczeciem
testu. Po tescie byty umieszczane w oddzielnej klatce, dopdki ostatnia mysz z danej klatki domowej nie
zakonczyta testu. W pomieszczeniu doswiadczalnym panowat pétmrok i byt wigczony odbiornik
radiowy, aby zmniejszy¢ efekt hatasu otoczenia na zachowanie myszy. Na czas procedury
eksperymentator opuszczat pomieszczenie i zamykat drzwi. Nagrania byly analizowane za pomoca
oprogramowania EthoVision v15.0 (Ryc. 5c¢). Wyznaczono w nim $rodkowy obszar o wymiarach
41 x 21 cm w celu analizy tendencji do przebywania myszy w bliskim sasiedztwie $cianek klatki (do 5
cm). Program identyfikowat mysz na nagraniu poprzez automatyczne ustawienia (zakres wartosci
czerni: 48 lub 49 do 255). Analizie poddano wybrane parametry: catkowity dystans przebyty podczas

testu, Srednie przyspieszenie, czas przebywania wewnatrz obszaru srodkowego oraz poza nim.

Test rozpoznawania nowego obiektu

Test przeprowadzono na myszach w doswiadczeniu Il w 15. tygodniu po podaniach tamoksyfenu.
Celem wykonania go byto zbadanie pamieci krétkotrwatej myszy (Antunes & Biala, 2012) oraz pamieci
rozpoznawczej. Test przeprowadzono wedtug zmodyfikowanego protokotu opisanego przez Leger
i wsp. (2013). Procedura trwata 3 nastepujgce po sobie dni (101., 102. i 103. po przyjeciu ostatniej
dawki tamoksyfenu) i kazda z czesci rozpoczynata sie po godzinie od wykonania drugiego zastrzyku

(L-DOPA lub sél fizjologiczna). Pierwszego dnia — podczas fazy habituacji — myszy byty przyzwyczajane
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do nowej klatki testowej z przezroczystymi $ciankami (37 x 21 x 18,5 cm) bez Sciétki, w ktérej
przebywaty przez 5 minut kazda. Drugiego dnia przeprowadzono trening: do klatki wktadano dwa
identyczne obiekty, umieszczone przy rogach jednej ze Scianek klatki. Obiektami tymi byty: dwie butelki
do hodowli komérkowej (8 x 3,8 x 15,5 cm) wypetnione do okoto potowy wysokosci drobnym zwirem
lub dwie utozone z klockdw (Mega Bloks, Kanada) budowle przypominajgce butelki (6,2 x 3 x 15,5 cm;
obiekty przedstawia rycina 5d). Podczas treningu mysz przebywata w klatce z obiektami przez 10 minut.
Trzeciego dnia miat miejsce wiasciwy test, ktdry rowniez trwat 10 minut, a w klatce testowej znajdowat
sie jeden znany obiekt i jeden nieznany obiekt, tj. butelka ze zwirem i budowla z klockéw (Ryc. 3e).
Umiejscowienie nowego obiektu byto pseudolosowe i ustalone a priori przez eksperymentatora tak,
aby dla potowy myszy z danej grupy eksperymentalnej byt on umieszczony po lewej stronie. Kazdy
z etapdw procedury byt nagrywany przez umieszczong okoto 1 m nad dnem klatki kamere
(acA1300 — 60 gm, Basler) przy pomocy programu EthoVision v11.5 (Noldus). Czas eksploracji kazdego
z obiektéw byt wyznaczony podczas analizy nagran przy pomocy oprogramowania BORIS v7.13.6
(Friard & Gamba, 2016). Jako eksploracje obiektu traktowano zdarzenie, podczas ktérego nos myszy
byt skierowany w kierunku obiektu i znajdowat sie w jego bezposrednim sgsiedztwie a zachowanie
myszy wskazywato na zainteresowanie tym obiektem, a nie np. che¢ zbadania otoczenia. Wskaznik
rozpoznania nowego obiektu (ang. recognition index) zostat obliczony jako iloraz czasu spedzonego na
eksploracji nowego obiektu do catkowitego czasu spedzonego na eksploracji obu obiektéw (Antunes
& Biala, 2012) i wyrazony w procentach. Z analizy danych wykluczono zwierzeta, ktorych tgczny czas
eksploracji obu obiektéw byt mniejszy niz 5 s.

Kazdorazowo myszy byty umieszczane w klatkach domowych w pokoju eksperymentalnym co najmniej
14 minut przed rozpoczeciem procedury przez pierwsza z nich. W pokoju eksperymentalnym panowat
potmrok i byto wiaczone radio, aby zmniejszy¢ lekowe reakcje myszy spowodowang ewentualnym
hatasem w pokojach obok. Na czas procedury eksperymentator opuszczat pomieszczenie i zamykat

drzwi.

Test probabilistycznego przeuczania

Test byt wykonany na samicach w doswiadczeniu | i odbywat sie w klatce ze zautomatyzowanym
systemem obserwacji aktywnosci zwierzat IntelliCage (TSE Systems, Niemcy). W rogach przezroczystej
klatki o wymiarach 55 x 37,5 x 20,5 cm byty umieszczone narozniki z butelkami o pojemnosci 250 ml
oraz uktadem do detekcji zwierzat i regulowania dostepu do noskéw butelek. Dostep do noskdéw byt
zabezpieczony drzwiczkami i kontrolowany przez oprogramowanie odczytujgce obecnosé¢ myszy

w rogu. Detekcja myszy przez czujnik zamieszczony w narozniku odbywata sie dzieki transponderom
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RFID (UNO PICO ID, Animalab, Polska) umieszczonym podskdrnie w okolicy karku i topatek myszy.
Wszczepienie transponderdw odbyto sie w 4. tygodniu po podaniach tamoksyfenu i zostato
przeprowadzone przez mgr. tukasza Szumca. Po wszczepieniu transponderéw myszy zostaty
umieszczone w dwodch klatkach testowych (po 11 osobnikéw w kazdej), w ktérych przebywaty do
18. tygodnia po podaniach tamoksyfenu, do zakoriczenia doswiadczenia i byty wyjmowane jedynie do
przeprowadzenia innych procedur behawioralnych, pomiaréw masy ciata i operacji. Na podtodze klatki
znajdowata sie S$ciétka oraz cztery obiekty stuzgce jako schronienie; dostep do pokarmu byt

zapewniony, jak w klatce domowej, na pokrywie klatki.

woda
3
woda b fr—
9@ ;% | sacharyna0,1% | P=0,3 | ~
1 4
48 h
=
sacharyna 0,1% | P=0,3 woda
2
woda y.
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Rycina 6. Schemat przeprowadzenia testu probabilistycznego przeuczania w klatkach IntelliCage.
W kazdym z naroznikow klatki (1-4) umieszczone byty programowalne przedziaty regulujgce dostep do
noskéw dwadch butelek zawierajgcych wode (narozniki nr 1 i 3) lub roztwér sacharyny (2 i 4), ktérych
schemat pokazano w narozniku nr 2. Co 48 godzin w naroznikach nr 2 i 4 prawdopodobienstwo
otwarcia drzwiczek do butelek z sacharyng zmieniato sie 0,3 a 0,9, co wymuszato u myszy przeuczanie,
aby czesciej korzysta¢ z naroznika o P=0,9. Umiejscowienie butelek z woda i z sacharyng
w poszczegdlnych naroznikach pozostawato niezmienne a dostep do butelek z wodg byt zapewniony
stale.

Procedura sktadata sie z trzech etapéw. W etapie pierwszym (4 doby) myszy przyzwyczajano do
obecnosci w klatce i wchodzenia do naroznikéw w celu napicia sie. Wszystkie 8 butelek zawierato

wode. Mysz, ktdéra nie nauczyta sie korzysta¢ z naroznikdw w ciggu doby, zostata odrzucona
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z doswiadczenia. W etapie drugim (7 ddb) nastgpita adaptacja do obecnosci stodkiego napoju
i limitowania dostepu do niego. 4 butelki — po 2 w dwéch przeciwlegtych naroznikach — zawieraty 0,1%
(waga/obj.) roztwér sacharyny (Sigma). Dostep do wody pozostawat nieograniczony, natomiast dostep
do roztworu sacharyny byt blokowany w 10% prdbach wypicia (prawdopodobienstwo uzyskania
dostepu do noskdw butelki P =0,9). Co 2 doby zmieniata sie lokalizacja naroznikéw z butelkami
wypetnionymi roztworem sacharyny. W etapie trzecim, testowym, lokalizacja naroznikéw
zawierajgcych butelki z roztworem sacharyny pozostawata niezmienna, zmieniato sie natomiast
prawdopodobienstwo uzyskania dostepu do sacharyny w poszczegdlnych naroznikach (Ryc. 6). Jeden
z naroznikéw zapewniat dostep do noskdéw butelek z roztworem sacharyny z P =0,3, drugi z nich
zP =0,9. Zmiana nastepowata co 48 godzin o 1:00. Obecnos¢ myszy we wszystkich naroznikach
(,wizyty”), czas trwania wizyt, liczba liznie¢ noskdw butelek podczas picia byly odczytywane
i zapisywane przez wspomniane oprogramowanie. Dane te byty przetworzone do dalszych procedur
analitycznych przez skrypt w jezyku programowania R stworzony przez mgr Judyte Jabtoriskg

(https://github.com/jmjablons).

Test znajdywania zakopanego jedzenia

Test przeprowadzano na myszach z doswiadczenial (6.,9.,12. i 14. tydzien po podaniach tamoksyfenu)
wedtug protokotu opisanego przez Yang i Crawley (2009) z modyfikacjami. Celem wykonania testu byta
ocena wystepowania zaburzen zmystu wechu. Myszy byty umieszczane pojedynczo w duzej,
nieprzezroczystej klatce (53 x 32 x 19 cm) z warstwa $cidtki osikowej o grubosci 3 cm, ktora to klatke
mogty swobodnie eksplorowac przez 5 minut. Nastepnie byly przektadane na chwile do matej klatki,
podczas gdy eksperymentator umieszczat przy jednym z rogéw klatki pod $cidtka krakers Sunbites
(FritoLay, Polska) o masie okoto 2 g i smaku warzywnym. Pozycja krakersa byta dla kazdej myszy
zmieniana z kolejng sesjg, aby unikng¢ zapamietywania potozenia. Mysz byta nastepnie ponownie
umieszczana w klatce, w rogu naprzeciwlegtym do pozycji krakersa. Eksperymentator mierzyt czas do
rozpoczecia kopania w $cidtce w miejscu, gdzie ukryty byt krakers, oraz czas do pochwycenia krakersa,
tj. jego odkopania lub rozpoczecia spozycia. Przed kazdg sesjg krakersy byty wktadane do klatek
domowych myszy na dwa dni przed testem, a przed pierwszg sesjg na dwa i trzy dni przed. Na dobe

przed testem myszy byty pozbawione dostepu do karmy.

Test preferencji sacharyny

Test zostat przeprowadzony na samcach myszy z doswiadczenia | (6., 8., 10., 12. i 14. tydzien po
podaniach tamoksyfenu). Celem przeprowadzenia procedury byto wykrycie zachowan $swiadczacych

o anhedonii na podstawie braku preferencji smaku stodkiego (Papp et al., 1991). Samce byty
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umieszczane pojedynczo w niewielkich, przezroczystych klatkach (26 x 20 x 13,5 cm) ze $cidtkg
i pokarmem na 24 godziny. Myszy miaty swobodny dostep do picia dwdch roztwordw: wody oraz 0,1%
(wag./obj.) roztworu sacharyny (sél sodowa, Sigma), ktére umieszczone byty w pipetach miarowych
o objetosci 25 ml. Po 24 godzinach eksperymentator zapisywat zmiany w objetosci obu cieczy i na
podstawie tych pomiaréw obliczono objeto$¢ wypitych cieczy oraz preferencje sacharyny wyrazong
w procentach. Aby upewnic sie, ze pipety nie przeciekajg, 30 minut przed rozpoczeciem testu
pozostawiono je i odczytywano réznice w stosunku do poziomu wyjsciowego. Natomiast koricowe
pomiary réwne lub przekraczajgce wypicie 20 ml ktdrejkolwiek z cieczy zostaty odrzucone z analiz ze

wzgledu na prawdopodobny ubytek cieczy w wyniku przeciekania butelki.

Pobranie mozgowia i jego preparatyka

Myszy zostaty usmiercone poprzez dyslokacje kregdw szyjnych w 123. dniu (doswiadczenie 1) lub 107.
dniu po ostatniej dawce tamoksyfenu (doswiadczenie Il, godzine po otrzymaniu ostatniego zastrzyku
z L-DOPA lub solg fizjologiczng). Ich mdézgowia zostaty pobrane na lodzie i uzyte do dalszych analiz

zgodnie z metodyka doswiadczen lill.

Utrwalenie i skrawanie tkanki — doswiadczenie |

Mézgi myszy z doswiadczenia | zostaty utrwalone w 4% (wag./obj.) roztworze paraformaldehydu (Roth,
Niemcy) w 4°C przez dwie doby, a nastepnie umieszczone w 0,4% (wag./obj.) roztworze
paraformaldehydu. Po 55 dniach tkanke przechowywano w roztworze buforowanej fosforanem soli
fizjologicznej (PBS; Serva, Niemcy) z 0,05% (obj./obj.) tiomersalem (Sigma). Mdzgi byty ciete na skrawki
o grubosci 40 um z uzyciem wibratomu VT1200 (Leica, Niemcy), ktére umieszczano w studzienkach
ptytki 48-dotkowej wypetnionej 150 ul PBS lub PBS z tiomersalem i przechowywano w 4°C az do

wykonania procedury barwienia. Skrawki pobierano z trzech okolic mdzgowia, z przekroju
w ptaszczyznie czotowej: gtdwnej opuszki wechowej (Bregma ~ 4,28 do 3,92 mm?), prazkowia (Bregma

~ 1,54 do 0,14 mm) oraz srédmdzgowia (Bregma ~ -2,92 do -3,16 mm).

Zamrozenie tkanki — doswiadczenie Il

Mdzgi myszy z doswiadczenia Il po przeptukaniu w soli fizjologicznej i odsgczeniu przy pomocy recznika
papierowego byly umieszczane w foremkach do zatapiania tkanki typu Peel-A-Way (Polysciences)
i zatapiane w medium Optimal Cutting Temperature (OCT; Cell Path). Foremki byty umieszczane

w zlewce zawierajgcej izopentan (Sigma), znajdujgcej sie w naczyniu z ciektym azotem, dopdki OCT nie

! Koordynaty podano wedtug atlasu mézgu mysiego autorstwa G. Paxinosa i K. Franklina (2001).
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stawato sie biate, co $wiadczyto o jego zamrozeniu. Foremki umieszczano w pojemniku z suchym
lodem, a po zamrozeniu ostatniego mdzgu bloczki przektadano do probéwek typu Falcon o pojemnosci
50 ml. Mézgi przechowywano w temperaturze -80°C.

Bloczki byty krojone w ptaszczyznie czotowej przy uzyciu kriostatu CM 3050 S (Leica) z temperaturg
komory -20°Ci temperaturg obiektu ustawiong na -13°C na skrawki o grubosci 10 pl z trzech obszaréw:
Bregma ~ 1,18-1,98 mm z przeznaczeniem na przestrzenne profilowanie ekspresji, nastepne 15
skrawkow z obu pétkul mézgu lub 30 skrawkdéw z jednej z potkul z przeznaczeniem na ocene jakosci
RNA oraz 12 skrawkdéw z obszaru Bregma ~ 0,02 do 1,1 mm w celu ich wybarwienia na obecnos¢
hydroksylazy tyrozynowej. Tkanke i pobrane skrawki transportowano w pojemniku z suchym lodem.
Szkietka mikroskopowe, bloczki tkanki oraz probdéwki typu Eppendorf byty umieszczane w komorze
kriostatu co najmniej 30 minut przed rozpoczeciem krojenia w celu ustabilizowania ich temperatury

i unikniecia uszkodzen tkanki.

Barwienia immunofluorescencyjne na obecnos¢ hydroksylazy
tyrozynowej

W celu weryfikacji stopnia utraty neuronéw dopaminergicznych u myszy TIF-IAPATCeERT2 \wykonano
barwienia na obecnos¢ hydroksylazy tyrozynowej (TH) metodg immunofluorescencji w wybranych
strukturach mézgowia. Z uwagi na sposdb utrwalenia chemicznego lub zamrozenia tkanki procedury
te byty odmienne dla skrawkdéw pobranych w kazdym z doswiadczen, jednak uzyto w nich tych samych
przeciwciat pierwszorzedowych: Anti-Tyrosine Hydroxylase Antibody, Sigma-Aldrich, Stany
Zjednoczone, nr kat. AB1542. W doswiadczeniu i uzyto przeciwciat drugorzedowych skoniugowanych
z fluoresceing (Rabbit Anti-Sheep 1gG Antibody (H+L), Fluorescein, Vector Laboratories, nr kat. FI-
6000), natomiast w doswiadczeniu Il — skoniugowanych z barwnikiem Alexa 488 (Donkey anti-Sheep

IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 488, Invitrogen, nr kat. A-11015).

W doswiadczeniu | skrawki barwienie wykonano na skrawkach utrwalonych w paraformaldehydzie.
Procedure wykonano na podstawie opublikowanego wczesniej protokotu (Mustafa et al., 2021).
Utrwalone skrawki przeptukano w PBST (PBS z 0,2% (obj./obj.) Tritonem X-100 (Amresco, Stany
Zjednoczone), a nastepnie przez 30 minut blokowano w roztworze blokujgcym, na ktéry sktadata sie
5% (obj./obj.) surowica $winska (Vector Laboratories, Stany Zjednoczone) w PBST. Skrawki inkubowano
z roztworem przeciwciata pierwszorzedowego anty-TH (1:500 w roztworze blokujgcym) przez noc
w 4°C na kotysce laboratoryjnej. Drugiego dnia przeptukano je trzykrotnie roztworem PBST
i inkubowano z przeciwciatem drugorzedowym (1:100 w roztworze blokujgcym) przez godzine na

kotysce, chronigc przed swiattem. Skrawki nastepnie przeptukano PBST i PBS i zamknieto preparaty
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przy uzyciu medium VECTASHIELD® HardSet™ Antifade Mounting Medium z DAPI. Gotowe preparaty
przechowywano w 4°C w ciemnosci i obrazowano w ciggu 2 tygodni od wybarwienia przy pomocy
mikroskopu Leica DMi8 w konfiguracji konfokalnej z systemem TCS SP8 X (Leica Microsystems, Niemcy)
i obiektywami HC PL FLUOTAR 10x (0.30) i 40x (0.60) oraz przy uzyciu programu Leica Application Suite
X (Leica Microsystems). Wszystkie preparaty obrazowano przy jednakowych ustawieniach parametréw
mikroskopu a gotowe obrazy w kanale zielonym (fluoresceiny) zapisywano ze zmienionym

ustawieniem parametru gammaz 1 na0,3.

W doswiadczeniu Il procedura barwienia przeciwko TH zostata zmodyfikowana doswiadczalnie dla
skrawkéw mrozeniowych. Szkietka z zamrozonymi skrawkami zostaty przetransportowane z-80 °C
w pojemniku z suchym lodem i umieszczone w probdwce o pojemnosci 50 ml typu falkon z metanolem
cz.d.a. (POCh, Polska) w -20°C przez 30 min. Po utrwaleniu byty przeptukane lodowatym PBS
i permeabilizowane przez 15 minut w PBST (PBS z 0,2% (obj./obj.)) Tritonem X-100 na kotysce
laboratoryjnej w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym ptukaniu PBS przez 5 minut na kotysce
skrawki poddano blokowaniu przez 30 minut w temperaturze pokojowej na kotysce w roztworze
blokujacym, na ktory sktadata sie 5% (obj./obj.) surowica $wirniska (Vector Laboratories) w PBST.
Nastepnie szkietko umieszczono w kasetce Visium (10xGenomics), ktéra oddzielata od siebie skrawki.
Kazdy skrawek inkubowano z roztworem przeciwciata pierwszorzedowego anty-TH (1:200 w roztworze
blokujgcym) w 4°C na kotysce przez noc. Nastepnego dnia wyjeto szkietko z kasetki i przeptukano
dwukrotnie po 5 minut i jednokrotnie przez 15 minut w PBS na kotysce. Przeptukane szkietko
umieszczono ponownie w przeptukanej wodg kasetce. Skrawki inkubowano z roztworem przeciwciata
drugorzedowego (1:400 w roztworze blokujgcym) przez godzine w temperaturze pokojowej na
kotysce, chronigc przed swiattem. Po inkubacji szkietko wyjeto z kasetki, ptukano trzykrotnie po 5 minut
w PBS na kotysce. Po wyschnieciu skrawkow, preparat zamykano medium z DAPI Mounting Medium
With DAPI (Abcam, nr kat. ab104139) a krawedzie szkietka nakrywkowego obwiedziono lakierem do
paznokci, aby zabezpieczyé je przed przesunieciem lub wyptynieciem preparatu. Preparaty
obrazowano przy pomocy mikroskopu Leica DMi8 w konfiguracji fluorescencyjnej z lampg EL6000
i kostka filtrujgcg do jednoczesnego wzbudzenia i detekcji w pasmach dla DA/FTC/TXR oraz z uzyciem
obiektywu HC PL FLUOTAR 10x NA: 0.30 (DRY). Obrazy zapisywano dzieki kamerze DFC 7000 i przy
pomocy programu Leica Application Suite X v3.5.2.18963. Akwizycji obrazu dla kazdego ze skrawkow
dokonano przy jednakowych ustawieniach parametréw mikroskopu i kamery a gotowe obrazy

zawierajgce ztaczone kanaty eksportowano ze zmienionym ustawieniem parametru gammaz 1 na0,5.
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Profilowanie przestrzenne ekspresji genow myszy
metod3a transkryptomiki przestrzennej

Opis metodyki

Profilowanie przestrzenne ekspresji gendéw zostato wykonane na skrawkach przodomdzgowia
zwierzagt z doswiadczenia Il z wykorzystaniem techniki Visium (10xGenomics, Stany Zjednoczone).

Najwazniejsze etapy tej metodyki przedstawiono na rycinie 7.

SZ!<i_e“<0 1 h po ostatnim podaniu:
Visium Q pobranie mézgu,
zamrozenie
\)
D .’\
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! RNA-seq

Rycina 7. Schematyczne przedstawienie giéwnych etapéw metodyki Visium uzytej do profilowania
przestrzennego ekspresji gendw myszy z doswiadczenia Il. 1 h po ostatnich podaniach L-DOPA lub soli
fizjologicznej myszy byty usmiercone a ich mézgowia pobrano niezwtocznie i zamrozono. Skrawki
przodomodzgowia byty umieszczane na kwadratowych polach szkietek Visium zawierajgcych 4992
punkty o s$rednicy 55 um, z ktérych kazdy zawierat oligonukleotydowe startery wyrdzniajgce sie
charakterystyczng dla danego punktu sekwencjg znacznikowa (kolor czerwony) oraz fragment
unikatowego identyfikatora molekularnego (ang. Unique Molecular Identifier, UMI; kolor
pomaranczowy) znakujgcy indywidualny starter. Wybarwione hematoksyling i eozyng (H&E) skrawki
byty poddane nastepnie permeabilizacji, ktéra umozliwiata uwolnienie poli(A) mRNA z komédrek i jego
hybrydyzacje do starteréw na szkietku Visium. Na matrycy mRNA i starteréw przeprowadzano reakcje
odwrotnej transkrypcji. Gotowe biblioteki cDNA (na dole) zawierajgce fragment znacznikowy punktu
i UMI byty poddawane sekwencjonowaniu RNA.

Metoda ta opiera sie na uzyciu szkietek podstawowych, ktére posiadajg 4 pola o wymiarach
6,5 x 6,5 mm zawierajgce macierz 4992 punktow o Srednicy 55 um kazdy. Jeden punkt zawiera miliony
sekwencji oligonukleotydowych, ktére hybrydyzujg do 3’ kornicowe]j sekwencji poli(A) czgsteczek mRNA

w tkance skrawka natozonego na pole. Kazda z tych sekwencji, stuzgcych nastepnie jako starter do
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reakcji odwrotnej transkrypcji, zawiera fragment znacznikowy (ang. barcode) unikalny dla danego
punktu (16 nukleotydéw), ktéry staje sie czescig cDNA, a nastepnie biblioteki poddawanej
sekwencjonowaniu. Podczas analizy danych fragment znacznikowy odczytu pozwala zwizualizowaé
pochodzenie transkryptu z konkretnego punktu w tkance. 12-nukleotydowy fragment unikatowego
molekularnego identyfikatora (ang. Unique Molecular Identifier, UMI) umozliwia zidentyfikowane
indywidualnej czgsteczki mRNA, ktéra hybrydyzuje do tego startera.

Na procedure sktadajg sie kolejno: barwienie i obrazowanie skrawkdéw, permeabilizacja, synteza cDNA
i drugiej nici, jego amplifikacja, konstrukcja bibliotek, sekwencjonowanie, analiza i wizualizacja danych.
W procedurach postepowano wedtug protokotéw producenta: Visium Spatial Protocols — Tissue
Preparation Guide Rev. D, Methanol Fixation, H&E Staining & Imaging for Visium Spatial Protocol Rev.
C, Visium Spatial Gene Expression User Guide Rev.E. W niniejszym doswiadczeniu metodg
transkryptomiki przestrzennej zbadano 12 skrawkéw z uzyciem 3 szkietek Visium; kazdy skrawek
pochodzit od innego osobnika: 5 skrawkdw uzyskano od mutantow TIF-|APATCeERT2 ktére otrzymywaty
benserazyd i L-DOPA, 5 od mutantéw, ktére otrzymywaty podania soli fizjologicznej oraz 2 od zwierzat

kontrolnych traktowanych solg fizjologiczna.

Barwienie i obrazowanie skrawkow

Skrawki o grubosci 10 um zostaty utrwalone w metanolu (POCh) przez 30 minut w -20 °C a nastepnie
wybarwione hematoksyling i eozyng wedtug protokotu zatgczonego do zestawu odczynnikéw Visium.
Ich obrazowanie miato miejsce tuz po wybarwieniu i zostato wykonane przy pomocy mikroskopu Leica
DMi8 w konfiguracji jasnego pola i przy uzyciu programu Leica Application Suite X v3.5.2.18963. Kazdy
ze skrawkéw byt obrazowany oddzielne z uzyciem obiektywu HC PL FLUOTAR 10x NA: 0.30 (DRY)
i kamery DFC 7000 z nastepujgcymi ustawieniami: gtebia koloru 8 bit, rozdzielczo$¢ pojedynczej ramki
1920x1440 pikseli, gain 10, nasycenie koloru 22, intensywnos¢ 21, apertura 24, czas ekspozycji 4,5 ms.
Obrazy zachowane w formacie .tif zostaty nastepnie uzyte do okreslenia pola powierzchni macierzy
objetej tkankg w programie Loupe Browser v6.0 (10xGenomics) i wygenerowania plikdw .json

stuzgcych do dalszych analiz w faricuchu przetwarzania danych programu Space Ranger.

Synteza cDNA

Po obrazowaniu szkietko ze skrawkami zostato umieszczone w kasetce pozwalajacej na dodawanie
odczynnikéw oddzielnie na kazdy skrawek. Kolejne kroki procedury (inkubacja skrawkdéw, reakcje PCR)
zostaty przeprowadzone z uzyciem termocyklera T100 (Bio-Rad). Skrawki nastepnie poddano
permeabilizacji enzymatycznej przez 8 minut. Czas ten zostat dobrany doswiadczalnie na podstawie

wczesniej przeprowadzonej procedury optymalizacji (zestaw odczynnikéw Visium Spatial Tissue
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Optimization Reagents Kits), podczas ktdrej przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej sprawdza sie
intensywnos¢ i ostros¢ sygnatu z wyznakowanego fluorescencyjnie cDNA ze skrawkdéw poddanych
permeabilizacji przez rézng dtugosé czasu. Dzieki etapowi permeabilizacji bton komdérkowych mRNA
obecne w komérkach zostaje z nich uwolnione i moze dyfundowaé na szkietko Visium ze starterami.
Na matrycy czgsteczek mRNA uwolnionych z tkanki i zhybrydyzowanych do starteréw zsyntetyzowano
cDNA w temperaturze 53°C. W kolejnym etapie wykonano synteze drugiej nici w temperaturze 65°C,
po ktérej przeniesiono po 35 pl probek do 5 pl buforu Tris (1 M, pH 7,0) w probdwkach typu Eppendorf
wolnych od nukleaz i wymieszano przy pomocy wstrzgsarki. Nastepnie przeprowadzono reakcje gPCR
z uzyciem KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (Roche, Szwajcaria) i 1 pl roztworu cDNA w buforze. Linie
progowq ustalono, zgodnie z protokotem, na okoto 25% maksymalnej wartosci sygnatu fluorescenciji
na wykresie krzywej amplifikacji, tj. dla RFU (ang. Relative Fluroescence Units) wynoszgcego okoto 265
lub 300 w przypadku kazdego z 3 szkietek. Odczytano wartosci Cq odpowiadajgce linii progowej dla
kazdej prébki i na tej podstawie, zaokraglajac do liczb catkowitych, wyznaczono catkowitg liczbe cykli
amplifikacji cDNA w kolejnym kroku. Namnozone cDNA zostato oczyszczone ze zbednych sktadnikéw
roztworu przy pomocy paramagnetycznych kulek SPRIselect (Beckman Coulter, Stany Zjednoczone)
w stosunku 1:0,6 (objetos¢ mieszaniny kulek do objetosci probek po amplifikacji), separatora
magnetycznego i 80% (obj./obj.) roztworu etanolu. Oczyszczone prébki cDNA eluowano buforem
Buffer EB (QIAGEN). Uzyskano 40 ul prébek i wymieszano. 1 pl prébek zostat wykorzystany do oceny
jakosciowej i ilosSciowej cDNA z uzyciem aparatu Bioanalyzer 2100 i zestawu odczynnikéw High
Sensitivity DNA Kit (Agilent). Na podstawie odczytanego stezenia wagowo-objetosciowego obliczono

catkowitg ilos¢ uzyskanego cDNA.

Konstrukcja bibliotek i ich sekwencjonowanie

Nastepnego dnia po syntezie cDNA wykonano procedury stuzgce uzyskaniu petnych sekwencji bibliotek
kompatybilnych z sekwenatorami lllumina. Do kolejnych etapéw wykorzystano 25% catkowitej
objetosci uzyskanego cDNA, tj. 10 pl. Prébki zostaty poddane fragmentacji, naprawie koricéow i dodania
deoksyadenozyny na koncu 3’ (ang. A-tailing). Nastepnie, przy pomocy kulek SPRIselect i separatora
magnetycznego wykonano dwustronng selekcje rozmiaru czgsteczek, pozbywajgc sie
oligonukleotyddéw o zbyt duzej, a nastepnie zbyt matej dtugosci (stosunek SPRIselect odpowiednio 0,3x
i 0,8x). Uzyskano 50 pl roztworu wyselekcjonowanych czgsteczek w buforze EB. Nastepnie wykonano
ligacje adapterow i oczyszczenie prébek (stosunek objetosci kulek SPRIselect 0,8x), uzyskujgc 30 pl
probek rozpuszczonych w buforze EB. W kolejnym etapie przeprowadzono reakcje PCR z ligacjg
sekwencji indeksdw i5 i i7 do bibliotek. Pary indeksdw dobrano tak, aby byly unikalne dla kazdej

z prébek i pozwalaty na demultipleksowanie odczytdw RNA-seq, tj. przypisanie ich do konkretnej
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probki. Liczbe cykli wybrano na podstawie ilosci catkowitego uzyskanego cDNA. Po reakcji PCR
wykonano dwustronng selekcje rozmiaru czasteczek bibliotek (stosunek objetosci kulek SPRIselect 0,6x
i0,8x). Uzyskano 35 pl oczyszczonych bibliotek w buforze EB. Prébki przechowywano w -20°C.
Ponadto, ich alikwoty rozciennczono w stosunku 1:10 w buforze EB i 1 ul z kazdego uzyto do analizy
jakosciowej i iloSciowej z wykorzystaniem aparatu Bioanalyzer 2100 i zestawu odczynnikdw High
Sensitivity DNA Kit.

Ponadto, rozciericzen alikwotéw 1:10 uzyto jako wyjsciowych do przygotowania seryjnych rozciericzen
w wodzie dejonizowanej: 1:100, 1:10 000, 1:100 000 i 1:1 000 000. Sposrdéd nich trzy najwieksze
rozcieAczenia postuzyty takze do oceny iloSciowej czgsteczek bibliotek zawierajgcych petne sekwencje
adapterdéw P5 i P7 przy uzyciu zestawu odczynnikdw KAPA Library Quantification Kit lllumina Platforms
(Roche), ktérego uzycie opiera sie na reakcji qPCR. Reakcje wykonano zgodnie z protokotem firmy
10xGenomics dla zestawu odczynnikéw Visium. Kazde z rozciericzen zostato uzyte w tryplikacie. Linia
progowa zostata ustalona na poziomie ok. 25% maksymalnej wartosci fluorescencji w fazie wzrostu
wyktadniczego, tj. miedzy ok. 632 a 695 dla trzech reakcji wykonanych dla préobek z trzech szkietek
Visium. Wartosci Cq rézne o co najmniej 0,2 w tryplikatach byly odrzucane. Wartosci Cq nastepnie
usredniono i poréwnujgc ze Srednimi wartosciami dla standardéw wyznaczono Srednie stezenie kazdej
z bibliotek, zastosowawszy poprawke na S$rednig wielkos¢ fragmentdw czasteczek bibliotek

wyznaczong w analizie przy pomocy Bioanalyzera.

Sekwencjonowanie uzyskanych bibliotek zostato przeprowadzone przez firme CeGaT (Niemcy). Prébki
taczono w réwnej molarnosci i sekwencjonowano z uzyciem komory przeptywowej SP (biblioteki ze
szkietka 1) lub S1 (biblioteki ze szkietek 2 i 3) na urzadzeniu NovaSeq 6000 z zastosowaniem 100 cykli
i dtugoscia odczytow: Read 1: 28 pz, i7: 10 pz, i5: 10 pz, Read 2: 90 pz.

Izolacja RNA i jego analiza jakoSciowa

W celu oceny jakosci RNA obecnego w mdzgach myszy z doswiadczenia Il i przeznaczonych do badan
metoda transkryptomiki przestrzennej pozyskano dodatkowe skrawki. Z nich wyizolowano catkowite
RNA przy uzyciu zestawu odczynnikdw RNeasy Mini Kit (QIAGEN) oraz urzgdzenia do automatycznego
procesowania probek QlAcube (QIAGEN) z ustawionym programem ,,RNeasy Mini - Animal tissues and
cells - Standard” i objetoscig elucji probek 30 pl. 1 pl probek zostat uzyty do przeprowadzenia analizy

ilosciowej i jakosciowej przy pomocy Bioanalyzera 2100 i zestawu odczynnikdw RNA 6000 Nano Kit.
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Wstepna analiza danych

Dane RNA-seq otrzymano w postaci nieprzycietych, zdemultipleksowanych odczytow Read 1
(zawierajacych sekwencje znacznikowe identyfikujgce punkt na skrawku, unikalny identyfikator
molekularny transkryptu (ang. Unique Molecular Identifier, UMI)) oraz Read 2 (zawierajacych
fragmenty cDNA) w formacie .fastg. Wykonano sprawdzenie sum kontrolnych potwierdzajgcych
poprawny transfer plikdw, nastepnie sprawdzenie jakosci odczytéw z uzyciem programu fastQC
v0.11.8. Wstepng analize danych przeprowadzono z uzyciem tancucha przetwarzania danych
(ang. pipeline) programu Space Ranger v1.3.1. W pierwszym kroku analize wykonano oddzielnie dla
odczytéw kazdej biblioteki przy pomocy funkcji ,spaceranger count”. Funkcja ta tgczy odczyty Read 1
i Read 2 na podstawie wspdlnych identyfikatorow, przeprowadza dopasowanie i uliniowienie
(ang. alignment) fragmentéw cDNA w odczycie Read 2 do mysiego genomu referencyjnego mm10-
2020-A (GENCODE vM23/Ensembl 98), zliczanie fragmentédw znacznikowych i UMI, przypisywanie
transkryptéw do punktow w tkance na podstawie plikdw .json i .tif oraz analize skupief punktéw
wedtug poziomu abundancji transkryptow gendéw. Tak uzyskane dane wyjsciowe postuzyty do

kolejnych analiz.

Dopasowanie odczytow do nowej anotacji genomu

Dalsze analizy zostaty wykonane przez mgr. Mateusza Ziebe i dr. Marcina Piechote z Pracowni
Farmakogenomiki przy pomocy stworzonej przez nich metodyki analizy danych RNA-seq, stuzacej
ulepszeniu dopasowania odczytéw do genomu referencyjnego.

W pierwszym etapie uliniowione do genomu referencyjnego odczyty w formacie .bam (uzyskane przez
uzycie ,spaceranger count”) z kazdej z 12 prébek osobno zostaty ztgczone w 1 plik przy pomocy pakietu
samtools.  Nastepnie, plik ten zostat przeprocesowany przez algorytm  MACS3

(https://github.com/macs3-project/MACS). Jest to rozwigzanie pozwalajgce na dopasowanie

odczytéw RNA-seq do opisanych sekwencji genomu, definiujgc nagromadzenie odczytéw przy
okreslonych koordynatach genomu jako tzw. ,,piki”. Piki te pozwalajg na anotacje odczytéw RNA-seq
jako transkryptéw okreslonych gendéw Iub sekwencji dtugich powtérzen terminalnych
(ang. long terminal repeats, LTR) charakterystycznych dla retrotranspozonéw. Ponadto, metoda ta
pozwala na odfiltrowanie odczytéw, ktére sg uliniowione do pozycji w genomie o matej liczbie
przyporzadkowanych odczytéw. Odczyty zostaty wstepnie anotowane do sekwencji genowych lub LTR
w odlegtosci do 30 000 pz od odpowiadajgcego im piku w obu kierunkach nici. Ustalono réwniez nici

DNA (,,+” lub ,,-"), z ktdrych pochodzity anotowane odczyty RNA-seq.
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W drugim etapie poréwnano koordynaty pikéw do danych uzyskanych z sekwencjonowania RNA
dwoch prébek mysich (probki RNA uzyskane od myszy C57BL/6 z prazkowia samca i samicy) metoda
Nanopore (Oxford Nanopore Technologies). W tej metodzie sekwencjonowania uzyskuje sie dtugie
odczyty kazdego z transkryptéw, dzieki czemu mozliwe jest doktadniejsza identyfikacja izoform mRNA.

W ten sposdb wyeliminowano z dalszych analiz fragmenty o niepewnym dopasowaniu do genomu.

W trzecim etapie zastosowano filtrowanie pikow, postugujac sie nastepujgcymi kryteriami: amplituda
piku > 600, liczba zliczen odczytéow do piku > 1200, stosunek zliczen do amplitudy > 1,4,
wartosé score > 350 i summit.p.log > 35. Piki te anotowano do prawdopodobnej nici i genu lub LTR na
podstawie zgodnosci ich sekwencji z orientacjg nici, oraz odlegtosci od konca sekwencji genu, stosujac

tym razem jednostronny margines odlegtosci < 30 000 pz piku od sekwencji genowej.

Na podstawie tak przetworzonych i anotowanych pikdw utworzono nowy transkryptom referencyjny
przy pomocy funkcji ,spaceranger mkref” na podstawie danych przefiltrowanych w dwdch
poprzednich etapach i ponownie zastosowano funkcje ,,spaceranger count”. W wyniku tej operacji
uzyskano informacje o abundancji poszczegdlnych transkryptéw w kazdym z punktéow tkanki

wszystkich 12 skrawkoéw.

W kolejnym etapie przeprowadzono analize skupiert na danych pochodzacych ze wszystkich probek
przy pomocy pakietu Seurat v3 (https://satijalab.org/seurat/ ; Stuart et al., 2019) stosujgc metode
wyszukiwania wspoétdzielonych najblizszych sgsiadow (ang. shared nearest neighbor) przy wybranym
parametrze rozdzielczosci rodwnym 1, ktdry zapewnit uzyskanie optymalnej liczby klastréw tozsamej
z cytoarchitektoniczng charakterystyka przodomodzgowia. Uzyskane w ten sposéb dane zostaty
zwizualizowane w Srodowisku R przy pomocy funkcji UMAPPIot z pakietu Seurat oraz na skrawkach
z uzyciem funkcji zdefiniowanych przez Mateusza Ziebe i dr. Marcina Piechote. Przy pomocy pakietu
Seurat i funkcji FindAllMarkers réwniez wyznaczytam geny markerowe dla poszczegdlnych skupien

przy ustawieniach parametrow: min.pct = 0,1 i logfc.treshold = 0,5.

W ostatnim etapie dane zostaty znormalizowane i poddane analizom statystycznym, ktére opisano

ponizej.
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Analizy statystyczne

Wyniki badan behawioralnych i pomiaréw masy ciata analizowano w srodowisku R v4.1.2. Analize
danych pozyskanych z wiekszosci testow behawioralnych i pomiaréw masy ciata podzielono na dwa
okresy — okres rozwoju fenotypu, w ktérym oceniano wptyw mutacji na zachowanie zwierzat, oraz
okres podan L-DOPA, podczas ktérego sprawdzano, jakie efekty wywierajg zaréwno mutacja, jak
i podawanie tego leku. Dla obu okreséw wykonano oddzielne analizy. Testy: CatWalk,
probabilistycznego przeuczania w klatkach IntelliCage, instrumentalnego poszukiwania wrazen,
preferencji sacharyny u samcow, test znajdywania zakopanego jedzenia oraz pomiary masy ciata byty
analizowane w obu okresach. Ponadto, w analizach dla wspomnianych testow uwzgledniono efekt
czasu, wyrazony jako liczba tygodni po podaniach tamoksyfenu, z wyjgtkiem testu probabilistycznego
przeuczania, ktdrego wyniki analizowano innymi przedziatami czasu (ponizej). Testy preta obrotowego,
otwartego pola i rozpoznawania obiektu byly przeprowadzane jednorazowo i tylko w jednym

z okresow.

Ze wzgledu na specyfike testéw CatWalk i probabilistycznego przeuczania, dla wielowymiarowych
danych uzyskanych w tych procedurach zastosowano dodatkowo ich redukcje i usrednianie.

W tescie CatWalk w dalszych analizach uwzgledniono jedynie przejscia przez tunel aparatu z catkowita
liczbg wzorcow kolejnosci stawiania tap (parametr ,Number of Patterns”)>1. Na podstawie
wczesniejszych doniesien (wyniki wyszukiwania fraz: ,catwalk” i ,Parkinson*” w bazach PubMed
i Scopus [data dostepu: 5.04.2022 r.]) wybrano 19 parametrow, dla ktérych wykazano istotne réznice
pomiedzy zwierzetami kontrolnymi a mysimi lub szczurzymi modelami choroby Parkinsona. Wartosci
tych parametréw usredniono wzgledem tfap prawych i lewych (52 zmienne wynikowe), a nastepnie

poddano analizom statystycznym.

Sposrdd odczytéw uzyskanych w teécie probabilistycznego przeuczania wybrano zakres danych dla
procedury zmieniajgcego sie prawdopodobienstwa uzyskania sacharyny, nastepnie wykluczono
z analiz dane z okresdw, w ktérych wystepowaty problemy techniczne lub jedna z klatek byta wytgczona
(np. podczas testu CatWalk). Wartosci dla kazdego z 4 obliczanych parametréw (liczba wizyt, liczba
wyborow, preferencja rogu z P = 0,9 i preferencja sacharyny) zostata najpierw wyznaczona dla danego
dnia, a nastepnie zastosowano usrednienie ich wzgledem zakresow dni, tzw. , przedziatéw”. Zakres dni
oraz rzeczywista liczba dni uwzglednionych w kazdym z przedziatéw zostata podana w tabeli 3. Analizy

statystyczne zostaty prowadzone wedtug przedziatéw.
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Tabela 3. Zakresy dni zawartych w poszczegdélnych przedziatach w tescie probabilistycznego
przeuczania.

Numer Rzeczywista liczba Okres
Zakres dni od podania tamoksyfenu
przedziatu dni* doswiadczenia
1 38-47 10
2 48-60 13
Rozwdj fenotypu
3 61-73 10
4 74-86 12
5 88-99 12 Podania L-DOPA

*ze wzgledu na problemy techniczne rzeczywista liczba dni jest mniejsza niz wskazywatby na to zakres

dni w drugiej kolumnie tabeli

Wszystkie uzyskane dane zostaty sprawdzone pod wzgledem ich kompletnosci dla kazdego zwierzecia
idla kazdego punktu czasowego pomiaru. Osobniki, ktére dla danego okresu nie posiadaty
kompletnych danych, tj. co najmniej 1 pomiaru dla danego parametru w kazdym z punktéw czasowych
w danym przedziale lub tygodniu po podaniach tamoksyfenu, zostaly usuniete z analizy
przeprowadzanej dla tego parametru w tym okresie. W przypadku danych uzyskanych z testow
i pomiaréw masy ciata, ktére usredniano w danej jednostce czasu, do analiz wtgczono pomiary
z osobnikéw, ktére posiadaty co najmniej 50% liczby mozliwych pomiaréw w tej jednostce czasu. Z
analizy danych okresu podan L-DOPA w tescie probabilistycznego przeuczania odrzucono zwierzeta,
ktére miaty jedynie obserwacje z 2 lub 3 dni. Ponadto, z danych uzyskanych w doswiadczeniu Il
usunieto pomiary dla osobnika, ktéry posiadat cechy fenotypowe niezgodne z przewidywanymi wobec

jego genotypu i w duzym stopniu réznigce sie od cech innych osobnikdw o tym samym genotypie.

Analizy statystyczne majace na celu ustalenie znamiennosci genotypu na badane cechy fenotypowe
zostaty przeprowadzone dwojako. Dla danych uzyskanych z okresu rozwoju fenotypu zastosowano
dwuczynnikowg ANOVA z efektami mieszanymi i ich interakcjg (czynniki: genotyp, czas) oraz
W wariancie z powtarzanymi w czasie pomiarami —w przypadku procedur wykonywanych wielokrotnie
lub z wielokrotnym prébkowaniem danych. Dane uzyskane z procedur przeprowadzanych podczas
podan L-DOPA zostaty analizowane ANOVA dwuczynnikowg (czynniki: genotyp, lek) z analiza
interakcja. Uzyskane dane analizowano oddzielnie dla ptci i oddzielnie dla kazdego parametru
mierzonego w danej procedurze. Ponadto, zastosowano testy t-Studenta z poprawkg Benjamini-
Hochberga na wielokrotng liczbe poréwnan w celu identyfikacji réznic miedzy grupami w kazdym
punkcie czasowym. Poprawka zostata zastosowana na zestawach danych potgczonych z obu okreséw

dla kazdego z parametréw. Wartosci p < 0,05 (dla testéw t-Studenta — po zastosowaniu poprawki) byty
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uznawane za statystycznie istotne. Ponadto, poprawke te zastosowano réwniez wobec wszystkich
wynikéw tacznie dla parametréw badanych w tescie CatWalk dla kazdego okresu i dla kazdej kohorty

zwierzat oddzielnie.

Okreslenie efektow L-DOPA na ekspresje genow metoda
transkryptomiki przestrzennej

Statystycznie istotne efekty stosowania L-DOPA u mutantéw w kazdym z klastrow z osobna obliczono
przy pomocy testéw t-Studenta funkcjg t.test w srodowisku R. Za istotne statystycznie zmiany po
podaniach L-DOPA w kazdym z klastrow punktéw uznano geny, dla ktérych p < 0,05. Geny z istotnie
zmienionym poziomem ekspresji pod wptywem L-DOPA zostaty poddane analizie wzbogacenia
w kategorie ontologii gendw opisujgce przypisanie gendw do trzech kategorii: proceséw biologicznych,
struktur komorki i funkcji molekularnych przy uzyciu pakietu EnrichR (Kuleshov et al., 2016). Istotne
statystycznie byly kategorie z wartoscig p < 0,05. Wyznaczono réwniez spodziewany odsetek wynikéw

fatszywie dodatnich (ang. False Discovery Rate, FDR) metodg permutacji dla kazdego z klastrow.

Badania z udziatem ludzi

Charakterystyka badanej grupy

Do badania witgczono pacjentéw Oddziatu Klinicznego Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie z chorobg Parkinsona. Rozpoznanie choroby zostato postawione w oparciu o kryteria UK
Parkinson’s Disease Society Brain Bank Diagnostic Criteria (Gibb & Lees, 1988; Hughes et al., 1992). Byli
to chorzyz zaawansowang PD kwalifikowani do zabiegu wszczepienia domdzgowego elektrod do
gtebokiej stymulacji modzgu. U pacjentéw oceniano stopied nasilenia objawéw ruchowych
i pozaruchowych w okresie przyjmowania (,ON”2) i po odstawieniu (,OFF”!) lekéw
przeciwparkinsonowskich dziatajgcych na przekaznictwo dopaminergiczne. W obu punktach
czasowych pobrano takze krew zylng obwodowa. Czas pomiedzy punktami ,ON” i ,OFF” wynosit od 2
do 7 dni; podczas przeprowadzania badania pacjenci byli hospitalizowani. Wszyscy uczestnicy wyrazili
Swiadomg zgode na udziat w badaniu, co obok petnoletnosci, rozpoznania choroby Parkinsona
i kwalifikacji do zabiegu gtebokiej stymulacji mdzgu byto kryteriami witaczenia badania. Kryteria

wyltgczenia obejmowaty niespetnienie warunkéw wiaczenia oraz wycofanie zgody na udziat. Badanie

2 Stosowane w hiniejszej pracy okreslenia ,,ON” i ,OFF” nie odnoszg sie do opisu fluktuacji skutecznosci
stosowania L-DOPA u pacjentéw z chorobg Parkinsona, czyli tzw. okreséw wtgczenia (,ON”) i wytaczenia
(,OFF”).
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uzyskato pozytywng opinie Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagielloniskiego
(uchwata nr 1072.6120.39.28 z dnia 23 lutego 2018 r.). Podczas przeprowadzania eksperymentu, na
kazdym jego etapie przestrzegano przepiséw prawa krajowego i miedzynarodowego, regulujgcych
przeprowadzanie eksperymentdw medycznych, w tym zasad ochrony danych osobowych, a
w szczegdlnoséci  Deklaracji Helsinskiej Swiatowego Stowarzyszenia Lekarzy, Rozporzadzenia
Parlamentu Europejskiego i Rady 2016/679 z dn. 27.04.2016 r. ws. Ochrony oséb fizycznych w zwigzku
z przetwarzaniem danych osobowych i w sprawie swobodnego przeptywu takich danych oraz uchylenia
dyrektywy 95/46/WE (ogdlne rozporzadzenie o ochronie danych) i Ustawy z dn. 05.12.1996 r.
o zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz.U. 1997, poz. 152 z p6zn. zm., t.j. Dz.U. 2021, poz. 790).

W badaniu wzieto udziat 18 pacjentéw (5 kobiet i 13 mezczyzn). Petne dane kliniczne oraz pobrania
krwi w obu punktach zgromadzono dla 13 pacjentéw (4 kobiety i 9 mezczyzn) w wieku od 53 do 73 lat
(Srednia 63,77 + 1,62 lat) i to do tej grupy odnoszg sie przedstawione dalej wyniki. Kazda z badanych
0sOb przyjmowata codziennie co najmniej 2 rézne leki stosowane w leczeniu choroby Parkinsona
(L-DOPA, agonisci receptoréw dopaminergicznych, inhibitory katecholo-O-metylotransferazy,
inhibitory monoaminooksydazy B, amantadyna), w tym co najmniej 1 preparat z L-DOPA. Codziennie
przyjmowane dawki lekéw przeliczono na ekwiwalent dawki L-DOPA (ang. L-DOPA equivalent dose,
LED) wedtug Tomlison i wsp. (2010). Szczegétowe dane dotyczgce dawek lekdéw i wieku pojawienia sie
pierwszych objawow choroby przedstawiono w tabeli 4. Ponadto, niektérzy pacjenci byli leczeni
farmakologicznie na wspdtistniejgce choroby, w tym: lekami przeciwnadcisnieniowymi (5 o0sdb),
stosowanymi w fagodnym przeroscie gruczotu krokowego (2), statyng (2), lekami

przeciwcukrzycowymi (1), przeciwpadaczkowymi (1) i na nadczynnosé tarczycy (1).

Tabela 4. Charakterystyka grupy badanych pacjentéw (N = 13).
Srednia + SEM (zakres)

Wiek w dniu badania [lata] 63,77 + 1,62 (53-73)

Czas trwania choroby (od roku pojawienia sie
. o 9,69 + 1,11 (5-18)
pierwszych objawéw) [lata]

Dzienna sumaryczna LED [mg] 1150,82 + 107,47 (475-2410,63)

Wywiad lekarski, ocena funkcji ruchowych i pozaruchowych oraz

pobranie krwi

Wywiad lekarski oraz ocena funkcji ruchowych i pozaruchowych zostaty wykonane przed lekarzy

specjalistow neurologdéw, pracujgcych w Oddziale Klinicznym Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego
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dr n. med. Matgorzate Dec-Cwiek, drn. med. Karoline Porebskg oraz lek. Katarzyne Sawczyriska.
Do oceny wystepowania objawdw poszczegdlnych funkcji wykorzystano dziewieé narzedzi (tabela 5).

Od kazdego z pacjentéw pobrano krew z zyty tokciowej w objetosci 2,5 ml do probéwek PAXgene Blood
RNA Tubes (PAXgene) zgodnie z instrukcjg producenta. Po pobraniu krwi, zmieszaniu ze stabilizatorem

i inkubacji w temperaturze pokojowej probki byty przechowywane w -80°C do czasu izolacji RNA.

Tabela 5. Testy kwestionariuszowe uzyte do oceny funkcji ruchowych i pozaruchowych u pacjentéw.

Badane Petna angielska Skrot Polska nazwa Bibliografia
funkcje/objawy nazwa
kwestionariusza
apatia Apathy Evaluation  AES Skala oceny apatii (Marin et al., 1991)
Scale
funkcje Montreal Cognitive MoCA Montrealska skala (Gierus et al., 2015;
poznawcze Assessment oceny funkcji Magierska et al., 2012;
poznawczych Nasreddine et al.,
2005)
objawy Non-Motor NMSS Skala oceny (Chaudhuri et al.,
pozaruchowe Symptoms Scale pozaruchowych 2007)
for Parkinson's objawéw choroby
Disease Parkinsona
zaburzenia Neuropsychiatric NPI-Q Inwentarz- (Cummings et al.,
zachowania Inventory kwestionariusz 1994; Kaufer et al.,
i psychiczne Questionnaire neuropsychiatryczny  2000)
objawy Parkinson's Disease PDQ-8 Kwestionariusz (Peto et al., 1995,
ruchowe Questionnaire-8 choroby Parkinsona 1998)
i pozaruchowe
lek jako stan State-Trait Anxiety = STAI-X1 Inwentarz stanu
Inventory — state i cechy leku, czes¢ (spielberger et al,
X1: lek-stan , .
- - - 1983; Wrzesniewski et
lek jako cecha State-Trait Anxiety  STAI-X2 Inwentarz stanu al., 2002)
osobowosci Inventory — trait i cechy leku, czes¢ ’
X2: lek-cecha
funkcje Unified Parkinson’s UPDRS Il  Ujednolicona skala
ruchowe Disease Rating do oceny choroby
Scale, Part Il: Parkinsona, czes¢ Il
Motor Experiences ruchowe aspekty
of Daily Living codziennego (Fahn et al., 1987,
funkcjonowania Goetz et al., 2008)
funkcje Unified Parkinson’s UPDRS IIl  Ujednolicona skala
ruchowe Disease Rating do oceny choroby

Scale, Part Ill:
Motor Examination

Parkinsona, czesc lll:
objawy ruchowe
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Badanie ekspresji gendw we krwi obwodowej

pacjentow z chorobg Parkinsona

Izolacja catkowitego RNA

Izolacja catkowitego RNA z krwi obwodowej zostata wykonana przy uzyciu zestawu odczynnikéw
PAXgene Blood miRNA Kit (PAXgene) przez dr. Stawomira Gotde. Stezenie wyizolowanego RNA
zmierzono przy uzyciu spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop) a stopien jego degradacji oceniono za

pomocg aparatu Bioanalyzer 2100 i zestawu odczynnikdw RNA 6000 Nano Kit (Agilent).

Reakcja odwrotnej transkrypc;ji i iloSciowa reakcja tancuchowa

polimerazy

Do syntezy cDNA na matrycy wyizolowanego mRNA uzyto zestawu odczynnikdw Omniscript (QIAGEN)
i oligonukleotydowych starteréw Oligo(dT) 12-18 Primer (Invitrogen). Do reakcji odwrotnej
transkrypcji uzyto 600 ng RNA kazdej probki, rozcienczonej wodg wolng od nukleaz (QIAGEN). Gotowy
roztwor cDNA zostat rozcienczony dziesieciokrotnie wodg do iniekcji (Polpharma). Probki cDNA byty
nastepnie uzyte do ilosciowej reakcji fanncuchowej polimerazy (ang. quanitative Polymerase Chain
Reaction, gPCR). Reakcje qPCR wykonano z uzyciem sond molekularnych TagMan (Applied Biosystems;
tabela 6) i kompatybilnego z nimi TagMan Universal PCR Master Mix, zawierajgcego mieszanine
polimerazy, deoksynukleotydéw oraz odpowiednie bufory. Mieszanina reakcyjna, zawierajgca 9 pl
cDNA, 10 pl master mixu oraz 1 ul sondy TagMan, zostata poddana reakcji na termocyklerze C1000
z modutem optycznym CFX96 (BioRad) i nastepujgcymi parametrami:

a) Etapl: 50°C, 2 min,

b) Etap Il: 95°C, 10 min,

c) Etaplll: 95°C, 15,

d) Etap IV: 60°C, 1 min,

e) Powrdt do etapu lll; tgcznie wykonano 40 cykli.
Warto$¢ progowg stuzgcg do wyznaczenia wartosci Cq ustalono na 110 na podstawie najnizszej

wartosci obliczonej przez oprogramowanie (tj. okoto 111).
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Tabela 6. Charakterystyka sond molekularnych TagMan uzytych do oceny ilosciowej poziomu ekspresji
wybranych genéw we krwi pacjentéw z chorobga Parkinsona.

Symbol Identyfikator sondy = Wielkos¢ produktu [pz] Lokalizacja rozpoznawanej

genu sekwencji

CEBPA Hs00269972_s1 77 wewnatrz pojedynczego eksonu
DDIT4 Hs01111686_gl 68 eksony 2i3

EGR1 Hs00152928 _m1 72 eksony 1i2

FOS Hs04194186_s1 82 ekson 4

HPRT1 Hs02800695_m1 82 eksony 2i3

IFNGR1  Hs00988304 m1l 159 eksony 7 i 8 lub eksony 6i 7
KLF4 Hs00358836_m1 110 eksony 2i3

MMP9 Hs00234579_m1l 54 eksony 12 13

PER1 Hs00242988 m1l 66 eksony 21 22 lub eksony 22 i 23
SGK1 Hs00178612_m1 81 eksony 7i 8 lub eksony 89
SNCA Hs00240906_m1 62 eksony3i4

Wzgledng abundancje wybranych transkryptow obliczono poprzez odjecie wartosci Cq badanego genu
od wartosci Cq genu referencyjnego (HPRT1) tej samej probki (ACq), nastepnie wyznaczenie 22% oraz
koficowa normalizacje poprzez podzielenie kazdej wartosci 22% przez $rednig dla grupy referencyjnej,
ktérag byta grupa po odstawieniu leczenia farmakologicznego ,,OFF”. Wybdr genéw byt podyktowany
wczesniejszymi doniesieniami na temat wptywu L-DOPA na transkryptom mdzgowia w zwierzecych

modelach PD .

Analiza statystyczna danych kwestionariuszowych i poziomu
ekspresji genow we krwi ludzkiej

Dane uzyskane z testow kwestionariuszowych byly analizowane w srodowisku R. Efekt przyjmowania
leczenia na wyniki kazdego z testow kwestionariuszowych z osobna byt wyznaczony przy pomocy testu
t-Studenta. Efekty dawki przyjmowanych lekow dziatajgcych na przekaznictwo dopaminergiczne (jako
LED) i wieku pacjentéw na liczbe punktow uzyskiwanych w testach kwestionariuszowych zbadano
poprzez wykonanie analizy korelacji metoda Pearsona z poprawkag Benjamini-Hochberga wartosci p.
Wartosci p < 0,05 po zastosowaniu poprawki byty uznawane za statystycznie istotne.

Wptyw przyjmowania leczenia na znormalizowane wartosci 2°“ wybranych gendw zostat zmierzony

testem t-Studenta dla préb zaleznych.
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WYNIKI

Opis wynikéw zostat podzielony na dwie czesci. W czesci pierwszej znajduje sie oméwienie wynikdw

obu doswiadczen przeprowadzonych z wykorzystaniem myszy, w drugiej przedstawiono wyniki

badania z udziatem ludzi. Obie czesci w pierwszej kolejnosci odwotuja sie do zaobserwowanych zmian

dotyczacych zachowania i cech fenotypowych, w drugiej natomiast opisano wyniki profilowania

ekspresji gendéw.

Doswiadczenia przeprowadzane na zwierzetach

W celu utatwienia rozrdznienia okresled czasu i grup zwierzat stosowanych w ponizszej czesci

przedstawianych wynikéw, ponizej przedstawiam ich znaczenie:

a)

b)

d)

Okres — doswiadczenia behawioralne przeprowadzano w dwdch okresach czasu: w okresie
rozwoju fenotypu, w ktérym obserwowano efekty postepujgcej utraty neurondéw
dopaminergicznych po podaniach tamoksyfenu u zwierzat z mutacjg, oraz w okresie podan

L-DOPA, w ktérym przez 14 dni podawano myszom L-DOPA podskérnie lub dootrzewnowo;

Przedziat czasowy — w tescie probabilistycznego przeuczania analize danych podzielono na 5
przedziatéw o dtugosci od 10 do 13 dni: 4 pierwsze przedziaty obejmujg okres rozwoju

fenotypu a przedziat nr 5 to okres podan L-DOPA,;

Kohorta — myszy jednej pfci wykorzystane w danym doswiadczeniu; kohorty miedzy sobg
roézniag sie procedurami, ktére na nich wykonano, oraz punktami czasowymi ich wykonania.
Wyniki testéw behawioralnych zaprezentowano oddzielnie dla kazdej kohorty, lecz tacznie dla

obu okreséw;

Grupa doswiadczalna — w obrebie danej kohorty grupa zwierzat o danym genotypie, ktéra
otrzymywata w trakcie drugiego okresu podania L-DOPA lub placebo (doswiadczenie 1) albo

soli fizjologicznej (doswiadczenie I1).
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Wyniki dla poszczegélnych grup doswiadczalnych przedstawiono na wykresach osobno, wedtug
statego schematu kolorystycznego, w ktérym zwierzeta o genotypie kontrolnym sg oznaczone
kolorem szarym reprezentowane przez barwy szare a myszy TIF-IAPATC®ERT2 nr7e7 dwa kolory
wiasciwe dla danej kohorty. Kolory te przedstawiono na rycinie 8. Stupki lub punkty bez
wypetnienia przedstawione na wykresach dotyczg okresu rozwoju fenotypu a ich odpowiedniki

z wypetnionym kolorami srodkiem — okresu podan L-DOPA.
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Rycina 8. Schemat kolorystyczny stosowany na wykresach jako reprezentacja poszczegdlnych kohort
i grup doswiadczalnych.

Utrata neuronéw dopaminergicznych u myszy TIF-|APATCreERT2

Myszy TIF-IAPATC®ERT2 charakteryzujg sie postepujaca degeneracjg komérek, w ktdrych zachodzi
ekspresja DAT. Dane literaturowe wskazujg, ze u myszy tego szczepu istotny spadek liczebnosci
neurondéw dopaminergicznych majacych ciata komérkowe zlokalizowane w s$rédmdzgowiu jest
obserwowany po 7 lub 10 tygodniach od indukcji efektéw mutacji poprzez podania tamoksyfenu
i zwieksza sie w ciggu kolejnych tygodni (Rieker et al., 2011; Kreiner et al., 2019). W przeprowadzonych
przeze mnie doswiadczeniach wykonatam barwienia technikg immunofluorescencji z przeciwciatami
skierowanymi przeciwko TH, aby jakosciowo potwierdzi¢ efekty fenotypu u mutantéw i zweryfikowac
efekty mutacji. Biatko TH obecne jest bowiem w ciatach, aksonach i dendrytach neuronéw
wydzielajgcych katecholaminy: dopamine i noradrenaline (Pickel et al., 1975), a w obszarach,
w ktérych wystepuje tylko jedna z tych populacji, stuzy jako ich biatko markerowe. TH uzywana jest
powszechnie w badaniach z wykorzystaniem zwierzecych modeli choroby Parkinsona do oceny

liczebnosci i zageszczenia neurondw dopaminergicznych i ich projekcji (Liu et al., 2017; Lu et al., 2018).
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Rycina 9. Obrazy mikroskopowe przedstawiajace wyniki barwienia immunofluorescencyjnego
skrawkéw mézgowia myszy TIF-IAPATCeERT2 7 doswiadczenia | na obecno$é hydroksylazy tyrozynowej
w celu weryfikacji efektéw mutacji. Barwienia wykonano na skrawkach przodomodzgowia (a-b),
Srodmodzgowia (c-d) oraz gtéwnej opuszki wechowej (e-h). Legenda: ACBc — czes¢ srodkowa jadra
potlezacego przegrody, ACBsh —czesé przysrodkowa jadra potlezacego przegrody, CP — prazkowie
grzbietowe, gl —wartwa ktebuszkowa gtédwnej opuszki wechowej, OT — guzek wechowy, SNc — czes$¢
zbita istoty czarnej, VTA —pole bruszne nakrywki. Poziome linie odpowiadajg dtugosci 1 mm na
zdjeciach a-f lub 100 pm na zdjeciach g-h. Obrazy g i h stanowig powiekszenie fragmentéw
zaznaczonych odpowiednio na obrazach ei f.

W doswiadczeniu | myszy —samce i samice — zostaty usmiercone na poczatku 18. tygodnia po
zakonczeniu podan tamoksyfenu. Wybarwiono skrawki tkanki reprezentujgce trzy rejony mdzgowia:
przodomézgowie (Ryc. 9a-b), srédmdzgowie (Ryc. 9c-d) oraz opuszke wechowa (Ryc. 9e-h). Sygnat
fluorescencji Swiadczacy o obecnosci biatka TH w tkance byt intensywny w grzbietowym prazkowiu,
jadrze potlezgcym przegrody oraz guzku wechowym myszy kontrolnych w poréwnaniu do otaczajgcych
je struktur (Ryc. 9a). U mutantéw sygnat ten byt nizszy, bliski poziomu tta (Ryc. 9b), co sugeruje

mniejszg gestosc zakonczen nerwowych neurondw wydzielajgcych dopamine w tych strukturach.
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Obszary te s3 unerwiane przez neurony majgce swe ciata w sSrédmédzgowiu, nalezgce do populacji czesci
zbitej istoty czarnej i pola brzusznego nakrywki. U zwierzat kontrolnych zaobserwowano liczne komarki
TH+ w Srédmdzgowiu (Ryc. 9c¢), natomiast u mutantéw widoczne byty jedynie nieliczne wybarwione
komérki (Ryc. 9d). W trzeciej z badanych struktur, opuszce wechowej, nie zanotowano widocznych
roznic w sygnale fluorescencji zwigzanej z obecnoscia TH miedzy zwierzetami o odmiennych
genotypach (Ryc. 9e-f). Populacja neuronéw dopaminergicznych warstwy ktebuszkowej byta liczna

u kontroli, jak i mutantéw (Ryc. 9g-h).

W doswiadczeniu Il samce zostaty usmiercone w ostatnim dniu 15. tygodnia od tygodnia podawania
tamoksyfenu. W przodomdzgowiu myszy kontrolnych (Ryc. 10) zaobserwowano, podobnie jak
w doswiadczeniu I, intensywny sygnat fluorescencji swiadczacy o obecnosci TH w prazkowiu i guzku
wechowym (prébka 8) oraz jadrze potlezgcym przegrody (préobka 9). Natomiast u mutantéw z obu grup
doswiadczalnych (pozostate probki) sygnat byt ten wyraznie stabszy, u pojedynczych osobnikéw
zlokalizowany zwtaszcza w brzusznej czesci jadra potlezgcego (Ryc. 10). U jednej z myszy o genotypie
mutanta zanotowano wysoki sygnat fluorescencji zwigzany z obecnoscig TH w prazkowiu grzbietowym,
jadrze potlezacym przegrody i guzku wechowym (nr 6 na Ryc. 10). Wyniki tego osobnika w tescie preta
obrotowego oraz jego masa ciata byty réwniez odstajgce od pozostatych mutantéw, dlatego mysz ta

zostata odrzucona z dalszych analiz behawioralnych.

58



mutanty + L-DOPA
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Rycina 10. Obrazy mikroskopowe przedstawiajace sygnat immunofluorescencji pochodzacy od
hydroksylazy tyrozynowej (TH) i DAPI w przodomézgowiu myszy TIF-IAPAT®ERT2 7 dodwiadczenia I
wykonane w celu weryfikacji efektéw mutacji. Skrawki pochodzg od wszystkich osobnikéw (1-12), od
ktérych pobrano prébki przeznaczone na profilowanie przestrzenne ekspresji gendéw pod wptywem
L-DOPA. Legenda: ACB — jadro pétlezgce przegrody, CP — prgzkowie grzbietowe, OT — guzek wechowy,
TH — hydroksylaza tyrozynowa.

Przedstawione obserwacje pozwalajg stwierdzi¢, ze po 15-18 tygodniach od rozpoczecia podawania

tamoksyfenu u myszy TIF-|APATCreERT2

nastgpit wyrazny spadek liczby neuronéw dopaminergicznych
srodmodzgowia i ich projekcji do przodomdzgowia, natomiast populacje neuronéw wydzielajgcych
dopamine w opuszce wechowej nie zostaty u nich w widoczny sposdb uszkodzone. Badania
histologiczne potwierdzajg wiec skuteczno$¢ zastosowanego systemu Cre-loxP w wywotaniu
uszkodzen komorek dopaminergicznych Srédmadzgowia i ich zakoriczen nerwowych w szlakach czarno-

prazkowiowym i mezolimbicznym. Ponadto, na podstawie uzyskanych wynikéw jedno ze zwierzat

zostato wykluczone z dalszych analiz behawioralnych.

Zmiany masy ciata spowodowane postepujaca utratg neuronow
dopaminergicznych

U pacjentdw z chorobg Parkinsona czesto obserwuje sie postepujgcg utrate masy ciata (Chen et al.,
2003). W kazdym z doswiadczen czestotliwo$s¢ pomiaréw wagi byta dostosowana byta do planu

prowadzonych testow, przez co ich czestosé i odstepy czasowe od indukcji mutacji réznig sie.
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Rycina 11. Wyniki pomiarow masy ciata samcow myszy z doswiadczenia I. Punkty reprezentuja
srednig wartos¢ dla kazdej grupy w danym punkcie czasowym, linie symbolizujg SEM. Liczebnosci
grup wynosity kolejno: tygodnie 1-12: kontrole: 11, mutanty: 9, tydzien 14 (od lewej do prawej): 6, 5,
3i 5 osobnikéw.
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U samcoéw z doswiadczenia | mutacja powodowata istotny spadek masy ciata w czasie (dwuczynnikowa
ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: genotyp: F113 =7,026, p = 0,0163; genotyp x
tygodnie: Fsq0=2,56, p=0,0326; Ryc. 11). Samce posiadajgce mutacje przecietnie wazylty wtym
okresie doswiadczenia (Srednia + SEM) 25,8 + 0,298 g, podczas gdy samce kontrolne byty o okoto 1,5 g
ciezsze ( 27,3 £ 0,266 g). Nalezy przy tym zaznaczyé, ze wraz z uptywem czasu masa ciata wszystkich
osobnikéw tej kohorty ulegata zmianom (Fs 9 =87,08, p < 0,0001). Ponadto, jeszcze przed podaniem
tamoksyfenu waga samcéw z mutacjg (Srednia +SEM: 22,6 + 0,504 g) byta niisza niz zwierzat
kontrolnych

(23,6 + 0,380 g), jednak rdznica ta nie byta znamienna (test t-Studenta z poprawka Benjamini-
Hochberga: p =0,189).

W pdzniejszym okresie podczas przyjmowania L-DOPA genotyp samcéw réwniez istotnie wptywat na
ich wage (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F115 = 6,115, p = 0,0259). Natomiast podania
L-DOPA (F115=0,021, p=0,8858) ani interakcja leku z genotypem zwierzat (lek: Fi:5=0,012,
p =0,9138) nie wywieraty znamiennych efektdw. W okresie przyjmowania leku srednia masa ciata
mutantéw wyniosta ($rednia + SEM) 26,8 + 0,386 g, natomiast u zwierzat kontrolnych byta nieco

wieksza: 28,5 + 0,454 g (Ryc. 11). Rdznica ta byta istotna statystycznie (test t Welcha: p = 0,013).
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Rycina 12. Wyniki pomiaréw masy ciata samic myszy z doswiadczenia I. Punkty reprezentujg srednig
wartos¢ dla kazdej grupy w danym punkcie czasowym, linie symbolizuja SEM. Liczebnosci grup
wynosity kolejno: tygodnie 1-11: kontrole: 12, mutanty: 9, tygodnie 13-14 (od lewej do prawej): 5,7, 5
i 3 osobniki.
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U samic z doswiadczenia | w trakcie rozwoju fenotypu ich genotyp nie wptynat istotnie na mase ciata
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F110=3,32, p=0,0842,
rycina 12). Masa ciata samic obu grup zmieniata sie z czasem (Fss; =128.663 , p < 0,0001), jednak
Interakcja genotypu z uptywajagcym czasem nie miata istotnego wplywu na mase ciata samic
(F357=1.773, p = 0.163). Tym niemniej, samice o genotypie mutanta wazyty Srednio w okresie rozwoju
fenotypu nieco mniej (Srednia + SEM: 20,7 £ 0,352 g) niz samice kontrolne (21,8 £ 0,222 g). Rdznica ta
byta istotna statystycznie (test t Welcha: p =0,011). Znamienne efekty genotypu zaobserwowano
u samic natomiast w okresie przyjmowania leku (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji:
F116 =9,077, p = 0,00826), kiedy stopien uszkodzenia uktadu dopaminergicznego byt znaczny. Samice
z mutacjg wazyty wowczas Srednio 19,6 + 1,25 g, a kontrolne: 22,9 *+ 0,485g (Ryc. 12). Natomiast
podania L-DOPA nie wptynety istotnie na mase ciata samic (F1,16 =2,847, p = 0,11094), chociaz osobniki
traktowane L-DOPA wazyly przecietnie wiecej niz myszy, ktére otrzymywaty placebo (Ryc. 12). Rdznice
te, cho¢ nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej (test t-Studenta z poprawky Benjamini-
Hochberga: p = 0,085), byty najbardziej zauwazalne wsréd samic z mutacjg (Srednia £ SEM: mutanty +
placebo: 18,6 + 1,12 g, mutanty + L-DOPA: 21,9 + 0,474 g). Nie wykazano takze znamiennego efektu

interakcji genotypu samic i podawanej im substancji na ich mase ciata (F1,16 = 1,808, p = 0,19749).
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Rycina 13. Wyniki pomiaréw masy ciata samcéw myszy z doswiadczenia Il. Punkty reprezentuja
srednig wartosc dla kazdej grupy w danym punkcie czasowym, linie symbolizujg SEM. Liczebnosci
grup wynosity kolejno: tygodnie 0-14 (przed przyjeciem pierwszej dawki L-DOPA): kontrole: 15,
mutanty: 9, tygodnie 14-15 w okresie przyjmowania L-DOPA (od lewej do prawej): 7, 7, 5 i 4 osobniki.
* p < 0,05 w stosunku do zwierzat o genotypie kontrolnym w tescie t-Studenta z poprawka Benjamini-
Hochberga.

Samce z mutacjg z doswiadczenia Il rGwniez cechowaty sie mniejszg masg ciata od kontroli (Ryc. 13).

Znamienne efekty genotypu wzgledem wagi zwierzat zaobserwowano w okresie rozwoju fenotypu
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(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: genotyp: Fi2=4,55,
p = 0,0443). Masa ciata zwierzat zmieniatfa sie wraz z uptywem czasu (Fs,176 =46,77, p < 0,0001). Samce
obu genotypdw wykazywaty tendencje do zwiekszania swojej masy ciata wraz z kolejnymi pomiarami,
jednak w 12. tygodniu po podaniach tamoksyfenu zaobserwowano jej spadek u samcéw z mutacjg
(Ryc. 13). Na odmienng dynamike zmian masy ciata miedzy grupami wskazuje znamienny efekt
interakcji genotypu i liczby tygodni, jakie minety od indukcji mutacji (Fs176= 10,46, p < 0,0001). Réznica
miedzy genotypami byta znamienna w 14. tygodniu po podaniach tamoksyfenu, tuz przed przyjeciem
pierwszej dawki L-DOPA (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga: p = 0,03). W okresie
rozwoju fenotypu samce z mutacjg wazyty przecietnie ($rednia + SEM) 27,8 + 0,298 g a samce kontrolne
29,7 +0,253 g.

Efekt genotypu byt takze istotny w okresie przyjmowania L-DOPA (dwuczynnikowa ANOVA z efektami
interakcji: F1,10=13,823, p =0,00146; Ryc. 10). Podczas przyjmowania L-DOPA $rednia masa ciata
samcOw z mutacjg wyniosta ($Srednia +SEM) 27,8+ 0,939 g a samcow o genotypie kontrolnym
przecietnie az o 4,1 g wiecej, tj. 31,9 £ 0,655 g. Natomiast podania L-DOPA nie wywarty istotnego
wplywu na mase ciata mutantéw ani kontroli (F1,10 =0,867, p =0,36359), podobnie jak interakcja

genotypu i przyjmowanej substancji (F1,10 =0,704, p = 0,41195).

We wszystkich trzech badanych kohortach myszy TIF-IAPATCERT2 charakteryzowaly sie nizszg masa ciata
w stosunku do zwierzat o genotypie kontrolnym, ktére to rdinice zaczety by¢ zauwazalne
w pézniejszych sesjach pomiarowych, a wiec przy wiekszym stopniu utraty neuronéw
dopaminergicznych. L-DOPA nie wptywata w istotnym stopniu na wage zwierzat, bez wzgledu na ptec
myszy lub sposéb podan (doswiadczenie |—uwalnianie podskérne, doswiadczenie Il —iniekcje

dootrzewnowe).

Ocena rozwoju zaburzen ruchowych u myszy

Zaburzenia w poruszaniu sie, sztywno$¢ miesniowa, problemy z inicjacjg wykonania ruchéw, ich
precyzjg, spowolnienie ruchowe, zaburzenia posturalne nalezg do charakterystycznych ruchowych
objawéw choroby Parkinsona. Wynikajg one gtéwnie z obumierania neuronéw czesci zbitej istoty
czarnej a ich wystgpienie Swiadczy o znacznym stopniu uszkodzenia tej struktury, jak réwniez
unerwienia prazkowia, ktére to zmiany narastajg wraz z czasem trwania choroby (Fearnley & Lees,
1991; Shuang et al., 1997; Cheng et al., 2010; Kordower et al., 2013). W wykonanych doswiadczeniach
obserwacja zachowan myszy zwigzanych z ich poruszaniem sie postuzyta jako behawioralny wyznacznik
stopnia rozwoju fenotypu parkinsonowskiego. Wykorzystano trzy testy pozwalajace na ocene funkcji

ruchowych u myszy TIF-IAPATCreERT2: oyctem CatWalk mierzacy parametry opisujgce chdd; test preta
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obrotowego pozwalajgcy na ocene koordynacji ruchu myszy w wymuszonych warunkach; test
otwartego pola, podczas ktérego mysz swobodnie eksploruje klatke i mozna oceni¢ pokonang przez
nig odlegtos¢, predkosc lub preferencje poruszania sie przy Sciankach klatki $wiadczgcg dodatkowo
o nasileniu zachowan lekowych.

Przy pomocy systemu CatWalk XT oceniono parametry opisujgce stawianie tap podczas chodu u trzech
kohort myszy: samic (Ryc. 14) i samcéw (Ryc. 15) w doswiadczeniu | oraz samcéw w doswiadczeniu Il
(Ryc. 16). Test przeprowadzano w odstepie 2 tygodni, tym samym monitorujgc rozwéj fenotypu
ruchowego. Dodatkowo, u zwierzat z doswiadczenia | testowanie rozpoczeto na wczesnym etapie
rozwoju fenotypu parkinsonowskiego u mutantéw. W celu lepszego zrozumienia znaczenia
poszczegblnych parametréw mierzonych w tescie wyjasniam, ze cykl chodu odnosi sie do wszystkich
etapow chodu od momentu kontaktu danej tapy z podtozem do ponownego jej zetkniecia z nim. Sam
chéd obejmuje faze podporu oraz faze przenoszenia fapy. Mierzone przez system CatWalk parametry
chodu dotyczg zdarzed nastepujgcych podczas obu faz chodu, w tym rdéinych wartosci
charakteryzujgcych pole powierzchni tapy majace stycznosé z podtozem podczas podporu, rozstawu
tap, dtugosci krokéw i kadencji (ich liczby na jednostke czasu), predkosci ruchu, czasu trwania cyklu
chodu oraz poszczegdlnych faz chodu, pozycji tap tozstronnych wobec siebie podczas chodu (kolejnosci
ich stawiania), sprzezenia ruchu poszczegélnych tap w czasie i ich sekwencji stawiania. Nazwy badanych
parametréw zostaty przeze mnie przettumaczone na jezyk polski, jednak przy omawianiu wynikéw
podaje réwniez ich oryginalne, angielskie brzmienie pochodzace z oprogramowania CatWalk. Aby
utatwic interpretacje przedstawionych wynikow wzgledem parametrow chodu mierzonych w tescie,
opis najwazniejszych elementdw charakteryzujgcych etapy chodu oraz przyktadowe parametry
powigzane z nimi mierzone przez system CatWalk XT zamiescitam w tabeli 7.

Tabela 7. Opis wybranych elementow etapow chodu i przyktadowe parametry mierzone przez
system CatWalk.

Nazwa polska Ooi Przyktad parametru
(Nazwa angielska) pis [jednostki pomiaru]
Podpodr Faza chodu, podczas ktérej Dtugos¢ trwania fazy podporu
(Stand or Stance) stopa/tapa pozostaje tylnych fap [s]
w kontakcie z podtozem.
Przenoszenie Faza chodu, podczas ktérej Dtugos¢ trwania fazy
(Swing) stopa/tapa nie styka sie przenoszenia tylnych tap [s]
z podtozem.
Cykl chodu Czas pomiedzy kontaktem Dtugos¢ trwania cyklu chodu
(Step cycle) stopy/tapy z podtozem przednich tap [s]
a ponownym zetknieciem sie
tej samej stopy/tapy
z podtozem; jest to czas rowny
sumie czasu trwania faz
podporu i przenoszenia.
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Nazwa polska
(Nazwa angielska)

Opis

Przyktad parametru
[jednostki pomiaru]

Rozstaw tap
(Base of support)

Srednia odlegto$é pomiedzy
dwiema tapami przednimi lub
tylnymi.

Rozstaw tylnych tap [cm]

Kadencja
(Cadence)

Liczba krokdéw na sekunde
w pojedynczym przejsciu.

Kadencja
[liczba na s]

Sprzezenie ruchu dwéch tap
(Couplings)

Zaleznos$¢ czasowa postawienia
dwéch tap na podtozu podczas
jednego cyklu chodu; odnosi
sie do momentu, w ktérym
druga tapa dotyka podtoza
wzgledem czasu postawienia
pierwszej z fap.

Sprzezenie ruchu dwéch tap:
RF -> LF [%]

Sekwencja stawiania tap
(Step sequence)

Kolejnos$¢ stawiania 4 tap po
kolei. W systemie CatWalk
sklasyfikowano 6 wzorcow,
opisanych literami:

AA: RF* ->RH -> LF -> LH
AB: LF ->RH ->RF-> LH

CA: RF->LF->RH->LH

CB: LF->RF->LH->RH

RA: RF -> LF->LH->RH

RB: LF -> RF->RH -> LH

AA i AB to wzorce
naprzemienne (ang. alternate),
CA i CB — krzyzowe (cruciate),
natomiast RA i RB — obrotowe
(rotate)

Sekwencja stawiania tap AA
[% wszystkich sekwencji
w trakcie przejscia]

Maksymalny kontakt
(Max contact)

Czas od poczatku przejscia,
w ktdrym najwieksza
powierzchnia tapy dotyka
podtoza.

Maksymalne pole powierzchni
kontaktu tap tylnych

z podtozem

[wartosc¢ intensywnosci koloru
pikseli od 0 do 255]

Pozycja tap
(Print positions)

Odlegtos¢ miedzy tapami po tej
samej stronie ciata mierzona,
gdy przednia fapa zostata
potozona wczesniej niz tylna

w ciggu jednego cyklu chodu.

Pozycja prawych tap [cm]

*LF — lewa przednia tapa
LH — lewa tylna tapa
RF — prawa przednia tapa

RH — prawa tylna tapa
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Mutacja prowadzaca do utraty neurondw dopaminergicznych wywierata odmienny wptyw na
obserwowane w tescie parametry chodu w kazdej z kohort, dlatego wyniki te oméwiono oddzielnie.
Ze wzgledu na obszernosé¢ uzyskanych wynikdw, w pracy zaprezentowano wykresy jedynie dla
wybranych parametrow chodu. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw testu dla wszystkich grup
przedstawiono w tabelach 8-10 oddzielnie dla kazdej kohorty, skupiajgc sie na zmiennych, na ktére
wplyw miata mutacja, interakcja mutacji z L-DOPA lub z czasem, jaki uptynat od podan tamoksyfenu,
lub tez sama L-DOPA.

Tabela 8. Parametry chodu samic z doswiadczenia I, na ktére istotny wptyw miata mutacja i/lub jej

interakcja z L-DOPA albo jej interakcja z czasem, jaki mingt od podan tamoksyfenu, lub tez sama
L-DOPA.

Badany parametr = Czynnik/Interakcja Wartos¢ p* Wartosé p Okres
po poprawce**  doswiadczenia

Kolejnos¢ stawiania genotyp x tygodnie 0,01096 0,10542 Rozwdj fenotypu
lewych tap

Sekwencja stawiania genotyp x tygodnie 0,01149 0,10542 Rozwdj fenotypu
tap ,,CA” (RF -> LF ->

RH -> LH)

Sprzezenie ruchu genotyp x tygodnie 0,03796 0,22779 Rozwdj fenotypu
dwadch tap: LF -> RH

Sprzezenie ruchu genotyp 0,03565 0,22243 Rozwdj fenotypu
dwoch tap: LH -> LF

Sprzezenie ruchu genotyp x tygodnie 0,02676 0,18153 Rozwdj fenotypu
dwoch tap: LH -> RH

Srednia dtugos¢ genotyp 0,03045 0,19795 Rozwdj fenotypu

trwania pierwszej
fazy podporu na obu
przednich tapach
Sekwencja stawiania genotyp 0,04030 0,90899 Podania L-DOPA
tap ,AB” (LF -> RH ->
RF -> LH)
Sprzezenie ruchu genotyp < 0,00001 0,00017 Podania L-DOPA
dwadch tap: RF*** ->
RH
Sprzezenie ruchu genotyp 0,00008 0,00604 Podania L-DOPA
dwadch tap: RH -> RF
Srednia dtugos¢ genotyp 0,03552 0,90899 Podania L-DOPA
trwania fazy podporu
na jednej tapie
przedniej
*dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami (okres rozwoju fenotypu) lub

dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji (okres podan L-DOPA)
**poprawka Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan
*** oznaczenie tap: LF — lewa przednia, LH — lewa tylna, RF — prawa przednia, RH — prawa tylna
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W okresie rozwoju fenotypu u samic z doswiadczenia | zaobserwowano istotny wptyw genotypu na
dwa parametry opisujgce chéd (tabela 8): na sprzezenie ruchu dwdch tap: LH -> LF (dwuczynnikowa
ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F116 =5,263586, p = 0,03565; Ryc. 14a) oraz
na dtugosé trwania pierwszej faze podporu na obu przednich fapach (dwuczynnikowa ANOVA
z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: Fi16=5,6357267, p =0,03045). Pierwszy z tych
parametréw charakteryzuje czasowy zwigzek potozenia lewej tylnej i nastepnie lewej przedniej tapy w
cyklu chodu (ang. Couplings) i opisuje stopien synchronizacji ruchu dwdch tap (Kloos et al., 2005). Drugi
natomiast odnosi sie do czasu, w ktdrym obie przednie tapy myszy sg w kontakcie z podtozem po raz
pierwszy w trakcie cyklu chodu (ang. Initial Dual Stance). W okresie rozwoju fenotypu sprzezenie ruchu
tap LH -> LF u samic o genotypie mutanta byto Srednio nieco wieksze (Srednia + SEM: 52,2 + 1,07 %) niz
u samic kontrolnych (48,5 + 1 %). Srednia dtugos¢ pierwszej fazy podporu na obu przednich tapach byta
jednak krétsza u samic z mutacjg (0,0350 + 0,00593 s) niz u samic kontrolnych (0,0516 + 0,00618 s).
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w obu przypadkach réznice te sg stosunkowo niewielkie a po zastosowaniu
poprawki na liczbe porédwnan efekt genotypu nie byt dla tych zmiennych istotny statystycznie
(tabela 8). Dla 4 zmiennych zaobserwowano wptyw interakcji genotypu oraz uptywu czasu od indukcji
efektdow mutacji (tabela 8), jednak po zastosowaniu poprawki Benjamini-Hochberga na liczbe

poréwnan wptyw ten nie byt istotny (p > 0,05).

a. b.
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Rycina 14. Wybrane parametry chodu samic myszy z doswiadczenia | zmierzone w systemie CatWalk.
(a) Sprzezenie ruchu dwdch tap: LH -> LF. (b) Sprzezenie ruchu dwdch tap: RH -> RF. Stupki reprezentujg
$rednig wartos¢ dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM a punkty to wartosci uzyskane przez
pojedyncze osobniki. Liczebnosci grup wynosity kolejno: tygodnie 5-11: kontrole: 12, mutanty: 6,
tydzien 13 (od lewej do prawej): 5, 7, 3 i 3 osobniki. # p < 0,05 w stosunku do grupy mutantéow po
traktowaniu L-DOPA oraz $ p < 0,05 w stosunku do grupy mutantéw otrzymujacych placebo w tescie
t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga.

W okresie podan L-DOPA u samic zaobserwowano natomiast znamienny wptyw genotypu na cztery
parametry: sprzezenie ruchu dwdch tap: RH -> RF (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji:

F1,14=30,312, p=0,00008; Ryc. 14b), sprzezenie ruchu dwdch tap: RF -> RH (Fi14=66,724,
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p < 0,00001), srednig dtugos¢ trwania fazy podporu na jednej tapie przedniej (F1,14 = 5,413, p = 0,0355)
oraz na sekwencje stawiania tap ,,AB” (LF -> RH -> RF -> LH; Fy, 14 = 5,107, p = 0,0403). Istotny efekt
mutacji na sprzezenie ruchu tap prawych w obu konfiguracjach (RH -> RF oraz RF -> RH) byt nadal
obecny po zastosowaniu poprawki na liczbe poréwnan (tabela 8). W przypadku sprzezenia ruchu tap
RH -> RF w 13. tygodniu po podaniach tamoksyfenu samice z mutacjg miaty wiekszg wartos¢ tej
zmiennej (Srednia + SEM: 61,4 + 1,24 %) niz osobniki kontrolne (47,0 + 1,59 %), natomiast dla
parametru uwzgledniajgcego odwrotng kolejno$é stawiania tap, tj. RF -> RH, réznica miata odwrotny
kierunek (37,1 + 0,402 % dla samic z genotypem mutanta i 49,9 + 1,02 % dla samic kontrolnych). Dla
obu zmiennych zaobserwowano istotne rdznice miedzy s$rednimi wartosciami dla grup
doswiadczalnych kontrolnych i grup mutantéw w okresie podan L-DOPA (testy t-Studenta z poprawka
Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan dla sprzezenia RH -> RF: kontrole + placebo vs. mutanty +
placebo: p = 0,03, kontrole + placebo vs. mutanty L-DOPA: p = 0,00414, kontrole + L-DOPA vs. mutanty
+ placebo: p = 0,03, kontrole + L-DOPA vs. mutanty + L-DOPA: p = 0,00414). Co wazne, nie stwierdzono
znamiennego wptywu podan L-DOPA ani wptywu interakcji podan leku z genotypem na Zzadne

parametry chodu u samic.

U samcow z doswiadczenia | w okresie rozwoju fenotypu zaobserwowano znamienny wptyw mutacji
na 4 parametry chodu (tabela 9): sprzezenie ruchu dwdch tap: RH -> LF (dwuczynnikowa ANOVA
z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F116 = 16,73, p = 0,000855; Ryc. 15a), rozstaw tylnych
tap (ang. Base of Support; F117=4,972, p = 0,03952), Srednie maksymalne pole powierzchni kontaktu
tap tylnych z podtozem (ang. Max Contact Area; F1,17 =5,995, p = 0,0255) oraz Srednia wielkos$¢ odcisku
tylnej tapy (ang. Print Area; Fi117=5,276, p=0,0346). Trzy ostatnie parametry opisujg sposéb
rozktadania ciezaru na tylne korczyny. Sposréd 4 zmiennych, po zastosowaniu poprawki Benjamini-
Hochberga na liczbe poréwnan, istotny efekt genotypu zanotowano jedynie dla sprzezenia ruchu
dwoch tap: RH -> LF (p = 0,00719; Ryc. 15a). U samcow z mutacjg zanotowano w tym okresie mniejsza
wartosc¢ tego parametru (Srednia = SEM: 72,4 + 3,38 %) niz u samcéw o genotypie kontrolnym (87,9 +
2,08 %). W 5. tygodniu po podaniach tamoksyfenu rdéznica miedzy genotypami byta istotna
statystycznie (test t-Studenta z poprawkg Benjamini-Hochberga: p =0,00143). Moze to swiadczyc
0 zaburzonej synchronizacji ruchu miedzy koriczynami.

Dla tego parametru zanotowano rowniez statystycznie istotny efekt interakcji genotypu i liczby

tygodni, ktdre minety od podania tamoksyfenu (Fs4s=3,161, p = 0,0329).
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Tabela 9. Parametry chodu samcéw z doswiadczenia I, na ktére istotny wptyw miata mutacja i/lub
jej interakcja z L-DOPA albo jej interakcja z czasem, jaki mingt od podan tamoksyfenu, lub tez sama

L-DOPA.

Badany parametr

Czynnik/
Interakcja

Wartosc p*

Wartos¢ p po
poprawce **

Okres
doswiadczenia

Rozstaw tylnych tap

Sprzezenie ruchu
dwoch tap: LH -> RH
Sprzezenie ruchu
dwéch tap: RH -> LF
Sprzezenie ruchu
dwdch tap: RH -> LF
Srednia wielko$¢
odcisku tylnej tapy
Srednie maksymalne
pole powierzchni
kontaktu tap tylnych
z podtozem

Rozstaw przednich
tap

Rozstaw przednich
tap

Sprzezenie ruchu
dwadch tap: LF -> RF
Sprzezenie ruchu
dwdch fap: LF -> RH
Srednia maksymalna
intensywnos¢ koloru
pikseli odcisku tylnej
tapy

Srednia wielko$¢
odcisku tylnej tapy
Srednia wielko$¢
odcisku tylnej tapy
Srednie maksymalne
pole powierzchni
kontaktu tap tylnych
z podtozem

Srednie maksymalne
pole powierzchni
kontaktu tap tylnych
z podtozem

Srednie maksymalne
pole powierzchni
kontaktu tap tylnych
z podtozem
Wielkos¢ odcisku
tylnej tapy

*dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami (okres rozwoju fenotypu) lub

genotyp
genotyp x tygodnie

genotyp

genotyp x tygodnie
genotyp

genotyp

genotyp x lek

genotyp

genotyp x lek

genotyp

genotyp x lek

genotyp x lek

genotyp

lek

genotyp x lek

genotyp

lek

0,03952
0,01260

0,00085

0,03294

0,03460

0,02549

0,00156

0,02200

0,01515

0,01223

0,00851

0,01305

0,01958

0,00333

0,00601

0,03495

0,00081

0,17617
0,08544

0,00719

0,16059

0,16355

0,14192

0,12198

0,34315

0,29539

0,29076

0,26546

0,29076

0,33936

0,17328

0,23420

0,49571

0,12198

dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji (okres podan L-DOPA)

**poprawka Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan

Rozwdj fenotypu

Rozwdj fenotypu
Rozwdj fenotypu
Rozwdj fenotypu
Rozwdj fenotypu

Rozwdj fenotypu

Podania L-DOPA
Podania L-DOPA
Podania L-DOPA
Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

Podania L-DOPA

*** oznaczenie tap: LF — lewa przednia, LH — lewa tylna, RF — prawa przednia, RH — prawa tylna
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Na rycinie wida¢ jednak, ze dla zwierzat obu genotypdw Srednie wartosci fluktuowaty miedzy sesjami
testowymi i nie zanotowano wyraznej tendencji do zmian w czasie. Ponadto, efekt interakcji wobec tej
miary nie byt istotny po zastosowaniu poprawki (p =0,16059). Interakcja ta okazata sie réwniez

nieistotna wobec sprzezenia ruchu dwéch tap: LH -> RH po zastosowaniu poprawki (p = 0,08544).
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Sprzezenie ruchu dwéch tap: RH -> LF [%]

Srednia wielko$¢ odcisku tylnej fapy [em 2]

Rycina 15. Wybrane parametry chodu samcéw myszy z doswiadczenia | zmierzone w systemie
CatWalk. (a) Sprzezenie ruchu dwdch fap: RH -> LF. (b) Wielkos¢ odcisku tylnej fapy. Stupki reprezentujg
Srednig warto$¢ dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM, a punkty to wartosci uzyskane przez
pojedyncze osobniki. Liczebnosci grup wynosity kolejno: tygodnie 5-11: kontrole: 11, mutanty: 7 (a)
albo 8 (b), tydzien 13 (od lewej do prawej): 6, 5, 4 i 5 osobnikéw. * p < 0,05 w stosunku do grupy
kontroli oraz $ p < 0,05 w stosunku do grupy mutantéw otrzymujgcych placebo w tescie t-Studenta
z poprawka Benjamini-Hochberga.

W okresie przyjmowania L-DOPA u samcéw z doswiadczenia | zaobserwowano istotny wptyw genotypu
zwierzat na 4 zmienne ruchowe: Srednig wielko$¢ odcisku tylnej tapy (dwuczynnikowa ANOVA
z efektem interakcji: F1,16=6,729, p =0,019578; Ryc. 15b), srednie maksymalne pole powierzchni
kontaktu tap tylnych z podtozem (Fi,16=5,309, p =0,03495), rozstaw przednich tap (Fi,16 = 6,434,
p = 0,022) oraz sprzezenie ruchu dwéch tap: LF -> RH (F1,16 = 7,974, p = 0,0122). Dla trzech sposréd tych
parametréw zanotowano rowniez znamienne efekty interakcji genotypu z otrzymywang substancja:
dla sredniej wielkosci odcisku tylnej tapy (F1,16 = 7,797, p = 0,013047), dla sredniego maksymalnego
pola powierzchni kontaktu tap tylnych z podtozem (Fi16=10,016, p =0,00601) oraz dla rozstawu
przednich tap (F1,16 = 14,460, p = 0,00156). Ponadto, interakcja obu czynnikdow miata istotny wptyw na
sprzezenie ruchu tap: LF -> RF (F1,16 = 7,397, p = 0,0151) i na Srednig maksymalng intensywnos¢ koloru
pikseli odcisku tylnej tapy (F1,16 = 8,990, p = 0,00851). Sam rodzaj podawane] substancji wptynat na
Srednig wielkos¢ odcisku tylnej tapy (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: Fi,16 =16,954,
p = 0,000806; Ryc.15 b) oraz na Srednie maksymalne pole powierzchni kontaktu tap tylnych z podtozem

(F1,16 =11,864, p = 0,00333). Sredni odcisk tapy samcéw o genotypie mutanta traktowanych placebo
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byt mniejszy (Srednia + SEM: 0,159 + 0,00998) niz odciski samcow kontrolnych (placebo: 0,215 *
0,0120, L-DOPA: 0,230 + 0,00544), a takze te samcow otrzymujgcych L-DOPA (0,228 + 0,00720). Moze
to swiadczy¢ o pewnym normalizujgcym fenotyp ruchowy efekcie L-DOPA u mutantéw. Jednakze, po
zastosowaniu poprawki Benjamini-Hochberga genotyp, lek ani ich interakcja nie osiggnety poziomu
istotnosci statystycznej wzgledem wptywu na ktérykolwiek z parametréw chodu w tej kohorcie

(tabela 9).

W trzeciej badanej kohorcie, u samcéw z doswiadczenia Il, w okresie rozwoju fenotypu wykazano
istotne dziatanie genotypu wzgledem 10 parametrow chodu (tabela 10), w tym rozstawu przednich tap
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F121=9,795, p = 0,00506),
Sredniego maksymalnego pola powierzchni kontaktu fap przednich zpodtozem (Fi2:=5,09,
p = 0,0349), sprzezenia ruchu dwéch tap: RF -> RH (F121=6,122, p = 0,022) i sekwencji stawiania tap
»AA” (RF -> RH -> LF -> LH; F121=10,32, p = 0,00419). Obserwowane réznice miedzy zwierzetami o
odmiennych genotypach byty jednak niewielkie. Przyktadowo, rozstaw przednich tap zwierzat z
mutacjg byt srednio tylko 0 0,11 cm wiekszy niz u myszy kontrolnych ($rednia £ SEM: mutanty: 1,46 +
0,0283 cm, kontrole: 1,35 + 0,0272 cm), a $rednie maksymalne pole powierzchni kontaktu tap
przednich z podtozem mniejsze o 0,046 cm? (mutanty: 0,302 + 0,0163 cm?, kontrole: 0,348 + 0,00908

cm?).

Tabela 10. Parametry chodu samcéw z doswiadczenia I, na ktére istotny wptyw miata mutacja i/lub
jej interakcja z L-DOPA albo jej interakcja z czasem, jaki mingt od podan tamoksyfenu, lub tez sama
L-DOPA.

Pozycja prawych genotyp 0,01885 0,24174 Rozwdj fenotypu
tap
Rozstaw przednich | genotyp 0,00506 0,12695 Rozwdj fenotypu
tap
Sekwencja genotyp 0,00419 0,12695 Rozwdj fenotypu

stawiania fap ,AA”
(RF->RH -> LF ->
LH)

Sekwencja genotyp 0,02521 0,26219 Rozwdj fenotypu
stawiania tap ,AB”
(LF -> RH -> RF ->
LH)

Sprzezenie ruchu genotyp 0,04986 0,38891 Rozwdj fenotypu
dwdch tap: LF -> LH
Sprzezenie ruchu genotyp 0,02197 0,24479 Rozwdj fenotypu
dwadch tap: RF ->
RH
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Sprzezenie ruchu
dwadch tap: RH ->
RF

genotyp

0,00950

0,16459

Rozwdj fenotypu

Srednia dtugo$é
trwania fazy
przenoszenia
tylnych fap

genotyp x tygodnie

0,03727

0,34203

Rozwdj fenotypu

Srednia
intensywnos¢
koloru pikseli
odcisku tylnej tapy

genotyp

0,01200

0,17016

Rozwdj fenotypu

Srednie
maksymalne pole
powierzchni
kontaktu tap
przednich

z podtozem

genotyp

0,03486

0,33986

Rozwdj fenotypu

Dtugosé kroku —
tapy przednie

genotyp

0,02339

0,29259

Podania L-DOPA

Dtugosé
kroku — tapy tylne

genotyp

0,03047

0,33950

Podania L-DOPA

Kadencja

genotyp x lek

0,00629

0,19628

Podania L-DOPA

Pozycja lewych fap

genotyp x lek

0,04860

0,44596

Podania L-DOPA

Rozstaw tylnych
tap

genotyp x lek

0,01971

0,29259

Podania L-DOPA

Sprzezenie ruchu
dwadch fap: LH -> LF

genotyp

0,03965

0,41241

Podania L-DOPA

Sprzezenie ruchu
dwadch tap: RF ->
RH

genotyp

0,02101

0,29259

Podania L-DOPA

Srednia dtugo$¢
trwania cyklu
chodu przednich
tap

genotyp x lek

0,00437

0,17028

Podania L-DOPA

Srednia dtugo$é
trwania cyklu
chodu tylnych tap

genotyp x lek

0,02438

0,29259

Podania L-DOPA

Srednia dtugo$é
trwania fazy
podporu na jednej
fapie przedniej

genotyp x lek

0,00815

0,21197

Podania L-DOPA

Srednia dtugo$é
trwania fazy
podporu na jednej
tapie tylnej

genotyp x lek

0,01385

0,29259

Podania L-DOPA

Srednia dtugo$é
trwania fazy
podporu na tapach
przednich

genotyp x lek

0,00240

0,15949

Podania L-DOPA

Srednia dtugo$¢
trwania fazy
przenoszenia
przednich tap

genotyp x lek

0,02095

0,29259

Podania L-DOPA
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Srednia dtugo$¢ genotyp x lek 0,02122 0,29259 Podania L-DOPA
trwania fazy
przenoszenia
tylnych tap
Srednia dtugo$é genotyp x lek 0,00283 0,15949 Podania L-DOPA
trwania ostatniej
fazy podporu na
obu przednich
tapach
Srednia dtugos¢ genotyp x lek 0,00307 0,15949 Podania L-DOPA
trwania pierwszej
fazy podporu na
obu przednich
tapach
Srednia predkos¢ genotyp x lek 0,04797 0,44596 Podania L-DOPA
przejscia
*dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami (okres rozwoju fenotypu) lub
dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji (okres podan L-DOPA)

**poprawka Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan

*** oznaczenie tap: LF — lewa przednia, LH — lewa tylna, RF — prawa przednia, RH — prawa tylna

Interakcja genotypu i czasu, jaki uptynat od podan tamoksyfenu, miata istotny efekt na jedna
zmienng — $rednig dtugosé trwania fazy przenoszenia tylnych tap (ang. Swing; F121 =4,945, p = 0,0373;
Ryc. 16a). Nie zanotowano jednak znamiennych réznic miedzy pomiarami uzyskanymi dla zwierzat
o genotypie mutanta ani kontrolnych miedzy sesjami testowymi (Ryc. 16a; test t-Studenta z poprawka
Benjamini-Hochberga). Trzeba jednak zaznaczy¢, ze po zastosowaniu poprawki na liczbe poréwnan ani
genotyp, ani jego interakcja z czasem, jaki uptynat od indukcji efektéw mutacji, nie miaty znamiennego

wplywu na zaden parametr chodu w tej kohorcie.

W okresie przyjmowania L-DOPA u samcéw myszy z doswiadczenia Il zaobserwowano, ze genotyp
wptywat istotnie na sprzezenie ruchu dwaéch tap: LH -> LF (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakgji:
F1,10 = 4,880, p = 0,0397), sprzezenie ruchu dwdch fap: RF -> RH (F1,16 = 6,331, p=0,.021), na dtugos¢
kroku tap przednich (Fy19=6,078, p=0,0234), a takze tylnych (Fi10=>5,467, p=0,0305).
Interakcja genotypu z przyjmowang substancjg (L-DOPA lub solg fizjologiczng) miata znamienny efekt

wobec az 13 zmiennych opisujgcych parametry chodu.
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Rycina 16. Wybrane parametry chodu samcéw myszy z doswiadczenia Il zmierzone w systemie
CatWalk. (a) Srednia dtugo$¢ trwania fazy przenoszenia tylnych fap. (b) Srednia dtugo$¢ trwania cyklu
chodu przednich tap. Stupki reprezentujg srednig warto$¢ dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM,
a punkty to wartosci uzyskane przez pojedyncze osobniki. Liczebnosci grup wynosity kolejno: tygodnie
11-13: kontrole: 14, mutanty: 9, tydzien 15 (od lewej do prawej): 7, 7, 5 i 4 osobniki. # p < 0,05
w stosunku do grupy mutantéw po traktowaniu L-DOPA w tescie t-Studenta z poprawkag Benjamini-
Hochberga.

Wsrédd nich wymieni¢ mozna m.in. Srednig dtugo$¢ trwania fazy przenoszenia tylnych tap
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,19=6,308, p =0,0212; Ryc. 16a), srednig dtugosc
trwania cyklu chodu przednich tap (Fi,19=10,460, p = 0,00437; Ryc. 16b), kadencje (Fi15=19,430,
p = 0,00629), rozstaw tylnych tap (Fi19=6,484, p=0,0197) i pozycje lewych tap (Fi19=4,441,
p = 0,0486). Na wykresach dla $redniej dtugosci trwania fazy przenoszenia tylnych tap (Ryc. 16a)
i Sredniej dtugosci trwania cyklu chodu przednich tap (Ryc. 16b) wida¢ tendencje do obnizania wartosci
obu miar przez L-DOPA u myszy z mutacjg do poziomu bliskiego wartosci Sredniej dla zwierzat
kontrolnych traktowanych solg fizjologiczng. W przypadku pierwszej zmiennej wykazano ponadto
znamienng rdznice miedzy dwoma grupami doswiadczalnymi otrzymujgcymi L-DOPA (test t-Studenta
z poprawka Benjamini-Hochberga: p = 0,032). Zastosowanie poprawki Benjamini-Hochberga wobec
wynikéw analiz wariancji nie doprowadzito jednak do identyfikacji zadnych znamiennych efektow

genotypu, L-DOPA ani interakcji obu czynnikow .
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Podsumowujac wyniki badania zaburzen ruchowych przy pomocy systemu CatWalk u wszystkich trzech
kohort myszy, mozna wyciggna¢ nastepujgce wnioski. Po pierwsze, wykazano wptyw utraty neuronéw
dopaminergicznych na wiele réznorodnych parametréw chodu, w tym na dtugosé kroku, rozktadanie
ciezaru ciata na tapy (rozstaw tap, wielkos¢ odcisku tap, maksymalne pole powierzchni kontaktu tap
z podtozem) i koordynacje ruchu poszczegélnych konczyn (sprzezenie ruchu dwdch tap, sekwencja
stawiania tap). Obserwowane rdéznice miedzy osobnikami z mutacjg a myszami kontrolnymi byty
zazwyczaj niewielkie i w przewazajgcej czesci charakterystyczne dla danej kohorty zwierzat, tj. wyniki
nie byty spdjne miedzy kohortami i doswiadczeniami. Po drugie, postepowanie efektéw mutacji
prowadzito do rozwoju zmian w chodzie myszy TIF-IAPATCeERT2 zidentyfikowanych w péZniejszych
sesjach testowych, co byto zauwazalne w przypadku parametréw, dla ktérych wptyw genotypu
wykazano dopiero w fazie stosowania L-DOPA (np. dtugos¢ kroku u samcéw z doswiadczenia Il).
Podobne obserwacje poczyniono dla zmiennych, dla ktérych zanotowano znamienng interakcje
genotypu z liczbg tygodni po podaniach tamoksyfenu, jednakze wzgledem nich nie zanotowano
wyraznego trendu do obnizania sie ani podwyzszania wartosci w czasie, a jedynie fluktuacje miedzy
sesjami (np. sprzezenie ruchu dwdch tap: RH -> LF u samcéw z doswiadczenia l), réznice w czasie, ktore

ADPATCreERT2 \ykazano dla

nie byty statystycznie istotne. Po trzecie, wptyw L-DOPA na chdd myszy TIF-I
réoznorodnych parametréw, w tym wzgledem wielkosci odcisku tylnej fapy u samcéw z doswiadczenia I.
L-DOPA nie poprawiata jednak wszystkich parametréw uposledzonych przez utrate neurondw
dopaminergicznych (np. sprzezenie ruchu dwdch fap: RH -> RF u samic). Po czwarte, wiekszos¢
znamiennych zaobserwowanych efektéw genotypu, L-DOPA, interakcji genotypu z czasem lub
z L-DOPA przestawata by¢ istotna po zastosowaniu poprawki Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan
wzgledem wartosci p. Poprawka ta byta potrzebna ze wzgledu na duzg liczbe wynikdw uzyskanych w tej
czesci badan, a wiec zeby wyeliminowac btedy i rodzaju. Po jej zastosowaniu zidentyfikowano jedynie
trzy znamienne wyniki, ktére stanowity wptyw genotypu na trzy sprzezenia ruchu dwéch fap u samic

i samcow z doswiadczenia |.
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Rycina 17. Wynik testu preta obrotowego przeprowadzonego na samcach z doswiadczenia Il w 13.
tygodniu po podaniach tamoksyfenu. Jako miare koordynacji ruchowej, wytrzymatosci i umiejetnosci
zachowania rdwnowagi zastosowano czas do upadku myszy z preta. Stupki reprezentujg srednig
wartos¢ dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM, a punkty to wartosci uzyskane przez pojedyncze
osobniki. Liczebnosci grup wynosity: kontrole: 15, myszy z mutacjg: 9. * p < 0,05 w stosunku do zwierzat
o genotypie kontrolnym w tescie t-Studenta.

O ile test CatWalk pozwolit wykry¢ jedynie niewielkie réznice w sposobie poruszania sie myszy
TIF-IAPATCreERT2 tost preta obrotowego pozwolit wykryé duze rdznice w takich funkcjach ruchowych, jak
wytrzymatos$é, koordynacja, umiejetnosé zachowania rownowagi w warunkach przyspieszenia. Wyniki
testu ujawnity znaczace réznice w czasie pozostawania na obracajgcym sie precie do momentu upadku
miedzy samcami o genotypie zmutowanym a zwierzetami kontrolnymi w doswiadczeniu Il (Ryc. 17)
w 13. tygodniu po podaniach tamoksyfenu, a wiec przy znacznym stopniu utraty neurondéw
dopaminergicznych (Rieker et al., 2011). Myszy o genotypie mutanta utrzymywaty sie na precie sSrednio
niecate 37 s (Srednia £ SEM: 36,8 + 8,65 s), podczas gdy myszy kontrolne ponad 3 razy dtuzej (140 +
13,9 s). Rdznice miedzy grupami byly statystycznie istotne (test t-Studenta: p < 0,0001). W tescie tym
wykazano tym samym istnienie zaburzeri ruchowych u myszy TIF-IAPATCreERT2 13 tygodniu po

podaniach tamoksyfenu.

Badanie aktywnosci ruchowej i lekliwosci myszy w tescie otwartego
pola

W tescie otwartego pola sprawdzono aktywnos$¢ podczas swobodnej eksploracji klatki przez mysz.
W ten sposdb oceniono jej zdolnosci ruchowe oraz lekliwos¢ —jako silniejszg tendencje do

przebywania w bliskiej odlegtosci od $cianek klatki. W doswiadczeniu Il analizom poddano trzy
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parametry: catkowity przebyty przez mysz dystans, $rednig predkos¢ poruszania sie oraz procent czasu
spedzonego w odlegtosci nie wiekszej niz 5 cm od Scianek klatki (Ryc. 18). W ten sposdb zbadano
zachowanie zwigzane z objawami choroby Parkinsona — spowolnieniem ruchowym oraz zaburzeniami

lekowymi, ktdre to zaburzenia wystepujg ze Srednig czestoscig 31% u chorych (Broen et al., 2016).

Genotyp myszy nie miat istotnego wptywu na catkowity dystans pokonany przez nie w tescie
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,10 = 0,250, p = 0,623; Ryc. 18a). Nie zaobserwowano
takze znamiennego wptywu podan L-DOPA na ruchliwo$é¢ myszy (F110=2,071, p=0,166). Na
zachowanie to znamienny wptyw miata jednak interakcja obu zmiennych (F119=6,989, p =0,016).
Myszy o genotypie mutanta traktowane L-DOPA srednio pokonaty najwiekszy dystans w trakcie
trwania testu ($Srednia = SEM: 4326 + 1768 cm), jednak nalezy zaznaczyé, ze grupa ta byta mato liczna
(N =4)ijeden z osobnikow pokonat szczegdlnie duzy dystans. Roznice miedzy grupami nie byty jednak

znamienne (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga:).

Analogiczne obserwacje poczyniono dla sredniej predkosci poruszania sie myszy w tescie (Ryc. 18b).
Przy braku istotnych efektéw genotypu (dwuczynnikowa ANOVA z efektami interakcji: F1,10 = 0,253,
p=0,621) i podan L-DOPA (Fy15=2,085, p=0,1651), interakcja obu czynnikdw okazata sie miec
znamienny wptyw na srednig predkos¢ poruszania sie myszy (Fi,10=7,012, p =0,0159). Zwierzeta
o genotypie mutanta wykazaty najwiekszg srednig predkos¢ poruszania sie (Srednia = SEM: 7,22 +
2,95 cm), jednak rdéznice miedzy grupami doswiadczalnymi nie byly znamienne (test t-Studenta

z poprawka Benjamini-Hochberga.

a. b. C

8000 15 . 100 Legenda:

kontrole + sol
B kontrole + L-DOPA
B mutanty + sél
[l mutanty + L-DOPA

6000 s # # #

10

4000 504 -------- L.

Srednia predkosé [em/s)

2000 : I - 55 18
0 - 0 - 0
Rycina 18. Wyniki przeprowadzenia testu otwartego na samcach z doswiadczenia Il. W tescie

zbadano (a) catkowity pokonany dystans w czasie 10 minut trwania testu, (b) $rednig predkos¢
poruszania sie myszy oraz (c) czas spedzony w poblizu $cianek klatki. Stupki reprezentujg $rednig

Catkowity pokonany dystans [cm]
Czas spedzony przy Sciankach klatki [%]
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wartosé dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM, a punkty to wartosci uzyskane przez pojedyncze
osobniki. Liczebnosci grup wynosity kolejno (od lewej do prawej): 7, 7, 5 i 4 osobniki. # p < 0,05
w stosunku do grupy mutantéw po traktowaniu L-DOPA w tescie t-Studenta z poprawka Benjamini-
Hochberga.

Mutanty otrzymujgce L-DOPA cechowat rowniez najwiekszy odsetek czasu spedzonego w poblizu
Scianek klatki (Srednia + SEM: 61.5 + 5.33 %; Ryc. 18c), co moze $wiadczy¢ o nasilonej lekliwosci tej
grupy zwierzat. Réznice te byty istotne statystycznie wzgledem kazdej z pozostatych grup (testy t-
Studenta z poprawkg Benjamini-Hochberga: p = 0,028 dla poréwnania grupy mutantéw traktowanych
L-DOPA z kazdg z pozostatych grup). Rowniez dla tej zmiennej wykazano istotny wptyw interakgji
genotypu i L-DOPA (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,10 =7,113, p = 0,0152), przy braku
znamiennego wptywu samego genotypu (Fi110=1,038, p=0,3210) lub samych podan L-DOPA
(F1,19 =3,129, p = 0,0930).

Podsumowujac, dla obu badanych zmiennych mierzacych cechy poruszania sie myszy — catkowitego
pokonanego dystansu oraz sredniej predkosci poruszania sie — wykazano znamienne efekty interakcji
genotypu oraz podawanej substancji. Mutanty otrzymujgce L-DOPA wykazywaty sie sSrednio
najwiekszymi wartosciami obu miar, jednakze rdéinice miedzy kazdg z grup nie byly znamienne
statystycznie. Grupa ta charakteryzowata sie rdwniez nasilong lekliwoscig w tescie, spedzajgc wiekszy

odsetek czasu trwania testu przy sciankach klatki.

Instrumentalne poszukiwanie wrazen

Test instrumentalnego poszukiwania wrazen zostat wykonany na samcach z obu doswiadczen i miat na
celu ocene zdolnosci wykonawczych, poznawczych, uczenia sie i poszukiwania wrazen. Choc
u pacjentdw z chorobg Parkinsona tendencja do poszukiwania wrazen jest mato poznana, wedtug
jednego z doniesienn wykazujg oni ostabiong tendencje do ich poszukiwania (Evans et al., 2006).
Zaburzenia wykonawcze i poznawcze nalezg natomiast do powszechnych objawdéw pozaruchowych tej

choroby (Aarsland et al., 2010).
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Rycina 19. Wyniki przeprowadzenia testu badajgcego instrumentalne poszukiwanie wrazen
u samcow z doswiadczenia I. (a) Liczba odpowiedzi nagradzanych prezentacjg bodzcéw. (b) Liczba
odpowiedzi nienagradzanych. Punkty reprezentujg Srednig wartos¢ dla kazdej grupy w danym
tygodniu, linie symbolizujg SEM. Liczebnosci grup wynosity kolejno: tygodnie 4-12: kontrole: 11,
mutanty: 9, tydzien 14 (od lewej do prawej): 6, 5, 3 i 5 osobnikow.

W okresie rozwoju fenotypu samce z mutacjg z doswiadczenia | wykonywaty przecietnie wiecej
odpowiedzi nagradzanych prezentacjg bodzcéw (srednia + SEM: 81,2 + 10,7) w danej sesji testowej niz
osobniki kontrolne (52,6 * 6,88; Ryc. 19a). Moze to sugerowac wieksze zainteresowanie prezentacjg
bodZcéw u samcédw TIF-IAPATCreERT2 ich wiekszg aktywnoscig lub ciekawoscig. Jednakze, analiza
statystyczna nie wykazata istotnego wptywu genotypu na liczbe odpowiedzi nagradzanych
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: Fi13=1,747, p =0,203).
Zaobserwowano natomiast znamienny wptyw czasu (F4,7,=21,51, p < 0,0001) oraz interakcji genotypu
i czasu (F4,72=3,46, p =0,0121) na ten parametr, co $wiadczy o odmiennej dynamice zachowania obu
grup zwierzat w kolejnych sesjach testowych. Do okoto 10. tygodnia po podaniach tamoksyfenu
obserwowano stopniowe zwiekszanie sie liczby wykonywanych odpowiedzi nagradzanych, potem
natomiast niewielkg tendencje do zmniejszenia, ale réznice miedzy wartosciami uzyskiwanymi przez
zwierzeta o danym genotypie w poszczegdlnych tygodniach nie byty istotne statystycznie (test t-
Studenta z poprawkg Benjamini-Hochberga).

W okresie przyjmowania L-DOPA genotyp rowniez nie wptynat na liczbe wykonywanych odpowiedzi
nagradzanych w tescie w stopniu znamiennym statystycznie (Fi15=1,260, p =0,279). Rowniez
podawana substancja (F1,1s =0,128, p = 0,726), ani interakcja obu czynnikéw (F1,15 =0,006, p = 0,938)

nie réznicowaty zwierzat pod wzgledem tego zachowania.
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Samce obu grup wykonywaty zdecydowanie mniej odpowiedzi niezwigzanych z prezentacjy bodzcéw
(Ryc. 19b) niz nagradzanych, co byto widoczne juz na etapie treningu. W okresie rozwoju fenotypu
samce z mutacjami wykonywaty ich srednio (Srednia + SEM) 4,78 + 0,422 w danej sesji testowej, a wiec
podobnie niewiele, co samce kontrolne: 5,64 + 0,524. Sugeruje to, ze obie grupy zwierzat szybko
nauczyty sie, ktéry otwér powigzany jest ze zmianami w Srodowisku i wykazywaty wobec niego
preferencje. Genotyp zwierzat (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi
pomiarami: Fi,13=0,579, p =0,457) nie wplywat na liczbe odpowiedzi nienagradzanych. Ich liczba
réwniez nie zmieniata sie istotnie w czasie (F472=0,650, p=0,628) i pozostawata na zblizonym
poziomie w obu grupach samcéw, bez istotnego wptywu interakcji genotypu i czasu (Fs72=1,891,
p =0,121). W okresie przyjmowania L-DOPA obecno$¢ mutacji (dwuczynnikowa ANOVA z efektem
interakcji: F1,15=0,938, p=0,348), stosowanie leku (Fi15=1,535, p=0,234) ani interakcja obu
czynnikdéw (F115=0,058, p=0,814) nie mialy znamiennego efektu na liczbe odpowiedzi

nienagradzanych.
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Rycina 20. Wyniki przeprowadzenia testu badajacego instrumentalne poszukiwanie wrazen
u samcow z doswiadczenia Il. (a) Liczba odpowiedzi nagradzanych prezentacjg bodzcow. (b) Liczba
odpowiedzi nienagradzanych. Punkty reprezentujg Srednig warto$¢ dla kazdej grupy w danym
tygodniu, linie symbolizujg SEM. Liczebnosci grup wynosity kolejno: tygodnie 7-12: kontrole:15 ,
mutanty:9, tydzien 14 (od lewej do prawej): 7, 7, 5 i 4 osobniki.

W doswiadczeniu Il w okresie rozwoju fenotypu samce z mutacjg wykonywaty wyraznie wiecej
odpowiedzi nagradzanych (Srednia + SEM: 69,8 + 9,23; Ryc. 20a) w sesji testowe] niz samce kontrolne
(23,9 + 3,22). Analiza ujawnita znamienny efekt mutacji wzgledem tego zachowania (dwuczynnikowa

ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F12, = 11,18, p = 0,00294). Zaobserwowano
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takze istotny wptyw czasu (Fse=10,526, p < 0,00001) i interakcji obu czynnikéw (Fs3es= 6,703,
p =0,000512). O ile u samcédw kontrolnych poziom zainteresowania otworem aktywnym pozostawat
na wzglednie podobnym poziomie w czasie, u samcéw o genotypie mutanta zanotowano tendencje
wzrostowa liczby odpowiedzi nagradzanych do 10. tygodnia po podaniach tamoksyfenu, a nastepnie
zmniejszenie tej liczby. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze réznice wzgledem tego parametru miedzy sesjami
pomiarowymi nie byty istotne (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga).

Liczba odpowiedzi nagradzanych spadta w pdzniejszych tygodniach na tyle, ze w okresie podan L-DOPA
genotyp nie miat juz istotnego efektu wzgledem tego zachowania (dwuczynnikowa ANOVA z efektem
interakcji: F119=1,137, p =0,2996; Ryc. 20a). Jednoczesnie zanotowano znamienny wptyw interakcji
genotypu i podan L-DOPA (F119=5,214, p =0,0341): samce z mutacjg po traktowaniu L-DOPA
wykonywaty $rednio najwiecej odpowiedzi nagradzanych w tym okresie, a samce kontrolne po
podaniach L-DOPA — najmniej. Sama L-DOPA nie wykazata jednak znamiennego efektu na badane
zachowanie (F119=0,328, p = 0,5736) a rdznice miedzy 4 grupami doswiadczalnymi w tym okresie nie

byty istotne statystycznie (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga).

Obserwacje z doswiadczenia | wzgledem mniejszej liczby odpowiedzi nienagradzanych niz
nagradzanych potwierdzono takze w doswiadczeniu Il u zwierzat o obu genotypach (Ryc. 20b).
W okresie rozwoju fenotypu samce o genotypie mutanta wykonywaty srednio wiecej odpowiedzi
nienagradzanych (Srednia + SEM: 8,25 + 1,04) niz myszy kontrolne (4,80 + 0,665). Genotyp nie miat
jednak wzgledem tego zachowania znamiennego wptywu (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji
i powtarzanymi pomiarami: F1, = 3,083, p = 0,093). Liczba odpowiedzi nienagradzanych pozostawata
zblizona w czasie (tygodnie: F3 66 = 1,009, p = 0,394) u zwierzat obu grup, bez istotnego efektu interakcji
(genotyp x tygodnie: Fses = 0,346, p =0,792). W okresie podan L-DOPA zaobserwowano natomiast
znamienny efekt genotypu na liczbe nienagradzanych odpowiedzi (dwuczynnikowa ANOVA z efektem
interakcji: F1,10 =4,845, p = 0,0403). Zwierzeta z mutacjg ponownie wykazywaty Srednio wiecej tych
odpowiedzi (Srednia £ SEM: 8,15 + 2,61) niz kontrole (3,19 * 0,734), jak zaprezentowano na rycinie
20b. Nadal jednak wartosci te byty duzo mniejsze niz liczba odpowiedzi nagradzanych, co swiadczy o
rozréznianiu obu otwordéw i preferowaniu wykonywaniu odpowiedzi wzgledem otworu aktywnego.
Przyjmowana substancja (Fi110=0,002, p=0,963) ani interakcji obu czynnikow (F110=2,130,

p = 0,1607) nie wptynety ta to zachowanie w stopniu istotnym statystycznie.

W tescie instrumentalnego poszukiwania wrazen zaobserwowano, Zze myszy z postepujgcy utratg
neurondéw dopaminergicznych majg nasilong tendencje do poszukiwania wrazen, ktéra byta widoczna
w zachowaniu zwierzat jako wieksza liczba wykonywanych odpowiedzi instrumentalnych zwigzanych

z prezentacjg bodzcéw wzrokowych i stuchowych. Obserwacja ta by¢ moze swiadczy o nadwrazliwosci
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na nagrode myszy TIF-IAPATCeERT2 \Myszy obu genotypdw poprawnie nauczyly sie rozrdzniaé oba otwory
w klatce Skinnera w przeprowadzonej procedurze i wykonywaty wiecej odpowiedzi nagradzanych niz
nienagradzanych. Sugeruje to brak zaburzen w uczeniu sie odruchéw instrumentalnych u myszy
TIF-IAPATCeERT2 Nje zidentyfikowano réwniez oznak zaburzen funkcji wykonawczych, np. catkowitego
zaprzestania wykonywania odpowiedzi instrumentalnych lub wykonywania podobnej liczby
odpowiedzi na obu otworach klatki. Trzeba jednak zaznaczyé¢, ze pojedyncze osobniki obu genotypéw
nie wykonywaty odpowiedzi instrumentalnych lub wykonywaty je sporadycznie, tj. srednio < 2
odpowiedzi nagradzanych lub nienagradzanych w sesji. U samcédw z mutacjg obserwowano stopniowy
wzrost liczby nagradzanych odpowiedzi w tescie do okoto 10. tygodnia po podaniach tamoksyfenu,
a nastepnie tendencje spadkowg, co by¢ moze wynika z ostabienia zwierzat, bedacego skutkiem
znacznego stopnia zmniejszenia sie liczby neurondéw dopaminergicznych, znajdujacego potwierdzenie
takze w zmianach masy ciata zwierzat. Poczatkowy wzrost i pdzniejszy spadek aktywnosci myszy
TIF-IAPATCreERT2 \y wykonywaniu odpowiedzi instrumentalnych zanotowany w obu kohortach moze
rowniez sSwiadczy¢ o wyksztatceniu sie mechanizméw kompensujgcych do pewnego stopnia Smierc
neurondéw dopaminergicznych. W jednej z badanych kohort zanotowano ponadto efekty dziatania

L-DOPA na myszy z mutacjg nasilajgce zachowanie eksploracyjne wzgledem obu otworéw w klatce.

Pamiec krotkotrwata i eksploracja obiektow w klatce

Zaburzenia pamieci krétkotrwatej obserwuje sie juz u nowo zdiagnozowanych pacjentéw z choroba
Parkinsona, ktérych poprawe uzyskuje sie po podaniach L-DOPA (Marini et al., 2003). Test
rozpoznawania nowego obiektu postuzyt jako narzedzie oceny proceséw poznawczych u myszy:
pamieci rozpoznawczej i krétkotrwatej. Na procedure sktadajg sie trzy etapy — habituacja, trening
i test. Podczas fazy testu myszy mogty dokonywaé eksploracji jednego obiektu poznanego podczas
etapu treningu dzien wczeéniej oraz jednego nowego obiektu. Spodziewanym zachowaniem zwierzat
jest wieksze zainteresowanie nowym obiektem i poswiecenie wiekszej ilosci czasu na jego eksploracje
niz znajomego obiektu, a wiec wskaznik rozpoznania nowego obiektu powinien wynosi¢ ponad 50%.
Ma to Swiadczy¢ o przechowywaniu w pamieci informacji o starym obiekcie i o zdolnosci do
rozpoznania zmiany w srodowisku. Procedure wykonano na samcach z doswiadczenia Il w 15. tygodniu
po podaniach tamoksyfenu, a wiec przy spodziewanym znacznym stopniu utraty neurondw
dopaminergicznych u mutantéw. W przeprowadzonym przeze mnie tescie zaobserwowatam duze
rozbieznosci w zdolnosci do rozpoznania nowego obiektu wewnatrz grup doswiadczalnych (Ryc. 21).
W kazdej z grup od 1 do 3 osobnikdw uzyskato wartosé¢ wskaznika rozpoznania nowego obiektu ponizej
50%, a wiec myszom tym nie udato sie prawidtowo rozpoznaé zmiany w Srodowisku lub tez nie

wykazywaty one nasilonego zachowania eksploracyjnego wobec nowego obiektu.
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Analiza statystyczna nie ujawnita istotnego wptywu genotypu (dwuczynnikowa ANOVA: F;17 = 0,265,
p =0,613), leku (F1,17 =0,257, p = 0,619) ani interakcji obu czynnikdéw (F1,17 = 1,545, p = 0,231). Ponadto,
nie zaobserwowano rdznic miedzy grupami doswiadczalnymi w tescie t-Studenta (p po poprawce

Benjamini-Hochberga > 0,05).
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Rycina 21. Wynik przeprowadzenia testu rozpoznawania nowego obiektu na samcach
z doswiadczenia Il. Jako miare preferencji eksploracji nowego obiektu i pamieci krotkotrwatej
zastosowano wskaznik rozpoznania nowego obiektu, wyrazony jako procent czasu spedzonego na
badaniu nowego obiektu wobec catkowitego czasu eksploracji obu obiektéw podczas testu w czasie 10
minut. Stupki reprezentuja srednig warto$¢ dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM, a punkty to
wartosci uzyskane przez pojedyncze osobniki. Liczebnosci grup wynosity kolejno (od lewej do prawej):
7,7, 34 osobniki.

Utrata neurondw dopaminergicznych ani stosowanie L-DOPA nie wptynety zatem na preferencje
eksploracji nowego obiektu. Poniewaz jednak we wszystkich grupach zaobserwowano osobniki
o matym zainteresowaniu nowym obiektem, wnioskowanie o braku zaburzen pamieci kréotkotrwatej

lub innych proceséw poznawczych nalezy przyjmowac ostroznie.

Ocena wrazliwosci powonienia

Zaburzenia odczuwania i rozrdzniania zapachu w postaci hiposmii lub anosmii dotyczg wiekszosci
pacjentow z chorobg Parkinsona (Haehner et al., 2009) i nalezg one do objawéw pojawiajgcych sie
jeszcze w fazie prodromalnej choroby (Ross et al., 2008; Roos et al., 2022). Procesy odczuwania
i rozrézniania zapachow sg regulowane przez przekaznictwo dopaminergiczne (Hsia et al., 1999;
Escanilla et al., 2009). Aby zbada¢, czy u myszy TIF-IAPATC®ERT2 \yra7 7 postepowaniem efektéw mutacji
rowijajg sie zaburzenia wechu, przeprowadzono test znajdywania zakopanego jedzenia. Zastosowano

dwie miary zachowania zwierzat w tescie: czas do rozpoczecia kopania przy wtasciwym narozniku (przy
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ktédrym pod scidtkg ukryty byt krakers) oraz czas do pozyskania krakersa, tzn. jego odkopania lub
rozpoczecia jedzenia.

Pierwszy z dwéch parametréw miat poméc ocenié¢ wrazliwos¢ powonienia z mozliwie najmniejszym
wptywem funkcji ruchowych. Jak wynika z przeprowadzonej analizy (Ryc. 22a), genotyp zwierzat

APATCreERT2 nie miat statystycznie istotnego wptywu na czas rozpoczecia

w okresie rozwoju fenotypu TIF-I
kopania w miejscu, gdzie zakopany byt krakers (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji
i powtarzanymi pomiarami: Fy,17 = 0,338, p = 0,569). Wraz z kolejnymi sesjami testowymi myszy coraz
szybciej odnajdywaty wiasciwe miejsce (F232=5,87, p=0,006; Ryc. 22a). Stwierdzono rdéwniez
statystycznie istotny efekt interakcji czynnikéw genotypu i czasu (F234 = 3,887, p =0,03017) w tym
okresie. W 14. tygodniu od podan tamoksyfenu zbadano réwniez efekty podan L-DOPA. W tym okresie
genotyp zwierzat rowniez nie miat istotnego wptywu na czas odnalezienia miejsca zakopania krakersa
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: Fi15=0,267, p =0,613), podobnie jak stosowanie
L-DOPA (F115 =0,259, p = 0,618). Interakcja obu zmiennych takze nie wykazata istotnego efektu na
badany parametr (F1,15 = 0,284, p = 0,602). Ponadto, nie zanotowano istotnych réznic miedzy srednimi
wartosciami uzyskanymi dla poszczegélnych grup w réznych punktach czasowych (test t-Studenta
z poprawka Benjamini-Hochberga; Ryc. 22a).

Drugi z badanych parametréw — czas do pozyskania krakersa — zostat przeanalizowany w analogiczny
sposéb do pierwszego (Ryc. 22b). W okresie rozwoju fenotypu genotyp nie wptynat znamiennie na czas
pozyskania krakersa (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami:
F118=0,281, p=0,602). Z czasem jednak myszy coraz szybciej pozyskiwaty krakersa (F;3s= 10,85,
p = 0,000205; Ryc. 22b). Wptyw interakcji obu czynnikéw nie byt istotny statystycznie (Fy36 = 2,169,
p =0,129). W okresie przyjmowania L-DOPA nie zaobserwowano znamiennych efektéw ani genotypu
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakc;ji: F1,15 = 0,788, p = 0,389), ani L-DOPA

(F1,15 = 0,947, p=0,346), ani tez interakcji obu czynnikéw (F1,15 = 1,759, p = 0,205). Rdznice miedzy
grupami w réznych punktach czasowych nie byty znamienne (test t-Studenta z poprawka Benjamini-

Hochberga; Ryc. 22b).
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Rycina 22. Wyniki testow znajdywania zakopanego jedzenia oraz preferencji sacharyny na samcach
z doswiadczenia I. (a) Czas do rozpoczecia kopania przy dobrym narozniku oraz (b) czas do pozyskania
krakersa to dwie miary, jakimi postugiwano sie przy badaniu wrazliwosci powonienia u myszy w tescie
znajdywania zakopanego jedzenia. (c) Preferencja spozycia sacharyny wyrazona jako frakcja spozytej
objetosci 0,1% (waga/obj.) roztworu sacharyny wobec sumarycznej objetosci spozytej wody i roztworu
sacharyny byta metodg oceny zachowan moggacych swiadczy¢ o anhedonii u myszy. Stupki reprezentujg
Srednig warto$¢ dla kazdej grupy, linie symbolizujg SEM, a punkty to wartosci uzyskane przez
pojedyncze osobniki. Liczebnosci grup wynosity kolejno: (a) tygodnie 6-12: kontrole: 11, mutanty:8,
tydzien 14 (od lewej do prawej): 6, 5, 3 i 5 osobnikéw; (b) tygodnie 6-12: kontrole: 11, mutanty: 9,
tydzien 14 (od lewej do prawej): 6, 5, 3 i 5 osobnikéw; (c) tygodnie 5-11: kontrole: 10, mutanty: 7,
tydzien 13 (od lewej do prawej): 6, 5, 3 i 5 osobnikow.

W tescie znajdywania zakopanego jedzenia nie zaobserwowano zatem istotnych réznic we wrazliwosci

powonienia miedzy myszami z postepujgcg utratg neurondow dopaminergicznych a zwierzetami

85



o genotypie kontrolnym. Stosowanie L-DOPA réwniez nie wptyneto znamiennie na obserwowane
w tescie zachowanie myszy. Myszy obu genotypdw z czasem uczyty sie szybciej odnajdywac
i odkopywac krakers, pomimo umieszczania go podczas kazdej sesji testowej w innym miejscu w klatce,
chociaz réznice miedzy sesjami byty wieksze dla myszy o genotypie kontrolnym, co potwierdza
znamienna interakcja czynnikéw genotypu i czasu wzgledem czasu do rozpoczecia kopania we
wiasciwym miejscu. Mimo to, myszy obu genotypdw w kazdym punkcie czasowym uzyskiwaty podobny

czas do znalezienia i pozyskania krakersa.

Preferencja sacharyny u samcow

Anhedonia, czyli niezdolno$¢ odczuwania przyjemnosci, jest rozpoznawana z rding czestoscig
u pacjentdw z chorobg Parkinsona (Loas et al., 2012), w niektdrych badaniach dotykajgc nawet 40%
(Lemke et al., 2005) lub wiecej pacjentéw z PD (lsella et al., 2003). Jedng z metod stuzacych do
wykrywania zachowan moggcych swiadczy¢ o anhedonii u gryzoni laboratoryjnych jest test preferencji
spozycia stodkich napojéw (Papp et al., 1991). W doswiadczeniu | zastosowatam test preferencji
sacharyny, stodzika pozbawionego wartosci odzywczych, aby zbada¢ zachowania moggce swiadczy¢
o anhedonii u samcéw i samic TIF-IAPATCEERTZ -y samcdw test byt wykonywany co dwa tygodnie,
natomiast u samic spozycie sacharyny i wody byto monitorowane w sposob cigglty w klatkach
IntelliCage — wyniki te przedstawiono w kolejnym podrozdziale.

U samcdw nie zaobserwowatam réznic miedzy grupami doswiadczalnymi w preferencji sacharyny (test
t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga). Myszy obu genotypow wykazywaty podobnie wysoka
Srednig preferencje spozycia roztworu stodzika (Ryc. 22c), ktéra przekraczata 0,5, choé zdarzato sie, ze
u pojedynczych osobnikéw preferencja ta byta ponizej 0,5. W okresie rozwoju fenotypu nie
zanotowano istotnego wptywu efektu genotypu (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji
i powtarzanymi pomiarami: Fy,15 = 1,29, p = 0,274), uptywu czasu (Fs 45 = 0,465, p = 0,708) ani interakcji
obu czynnikéw (F34s = 1,159, p = 0,336) na preferencje sacharyny. W okresie przyjmowania L-DOPA
rowniez nie zaobserwowano statystycznie znamiennego wptywu mutacji (dwuczynnikowa ANOVA
z efektem interakcji: Fi15=0,250, p=0,625). Przyjmowanie L-DOPA réowniez nie wptyneto na
preferencje sacharyny (F115s = 0,206, p = 0,657), podobnie jak interakcja obu czynnikéw (F115 = 0,051,
p = 0,824). Samce TIF-IAPATC®ERT2 hie miaty obnizonej preferencji spozycia stodkiej sacharyny, wiec nie

zaobserwowano w tym tescie zachowan mogacych swiadczy¢ o anhedonii.
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Zachowanie samic myszy w tescie probabilistycznego przeuczania

Celem wykonania procedury bylo kompleksowe badanie aktywnosci zwierzat, ich funkcji
wykonawczych, motywacji, zdolnosci uczenia sie oraz preferencji sacharyny. Procedura zostafa
przeprowadzona wedtug protokotu opublikowanego we wczesniejszej(Jabtoriska et al., 2021).
Zaburzenia poznawcze i wykonawcze to czeste objawy pozaruchowe choroby Parkinsona (Aarsland et
al., 2010; Wang et al., 2014). U pacjentéw obserwuje sie zaburzenia w obszarze réznych domen
poznawczych, w tym pamieci i uwagi (Aarsland et al., 2010), co ujawnia sie poprzez pogorszone wyniki
w zadaniach wymagajgcych uzycia specyficznych operacji umystowych, w tym probabilistycznego
przeuczania (Peterson et al., 2009). Co wiecej, stosowanie L-DOPA pogarszato wykonywanie zadania
polegajgcego na przeuczaniu u pacjentéw (Graef et al., 2010). Podczas testu probabilistycznego
przeuczania badano zachowanie samic z doswiadczenia | w klatkach IntelliCage. Zastosowano cztery
miary pozwalajgce na ocene aktywnosci (liczba wizyt we wszystkich naroznikach klatki, liczba wizyt
trwajagcych > 2s w naroznikach oferujgcych roztwér sacharyny, zdolnosci uczenia sie/przeuczania
(preferencja naroznika z wyiszym prawdopodobienstwem uzyskania roztworu sacharyny) i ich
preferencje spozycia sacharyny (Ryc. 23). Poniewaz doswiadczenie trwato wiele tygodni, uzyskane
dane analizowano w przedziatach czasowych: czterech podczas okresu rozwoju fenotypu oraz jednego

podczas 2-tygodniowego przyjmowania L-DOPA.

Samice z mutacjg wykonywaty $rednio niemal 35 wiecej wizyt w danym przedziale czasowym we
wszystkich naroznikach niz samice kontrolne przez caty okres rozwoju fenotypu (Ryc. 23a).
Przeprowadzona analiza wskazata na statystycznie istotny wptyw genotypu na liczbe wizyt
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F119=11,21, p =0,00338)
oraz znamienne efekty przedziatu czasowego (Fss7 =6,240, p =0,000972). Efekt interakcji obu

czynnikdéw nie wptywat istotnie na liczbe wizyt (F3s7 =2,712, p = 0,053352).
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Rycina 23. Wyniki badania zachowania samic z doswiadczenia | w tescie probabilistycznego
przeuczania przeprowadzanym w klatkach IntelliCage. (a) Liczba wizyt we wszystkich naroznikach
w przedziatach czasowych. (b) Liczba wybordw, czyli wizyty dtuzsze niz 2 s w naroznikach oferujacych
dostep do 0,1% (waga/obj.) roztworu sacharyny. (c) Preferencja odwiedzania naroznika oferujgcego
sacharyne z wiekszym prawdopodobienstwem jej uzyskania (P = 0,9) wyrazona jako utamek wszystkich
wizyt w dwdch naroznikach oferujgcych roztwér sacharyny (P =0,9 i P =0,3). (d) Preferencja spozycia
sacharyny wyrazona jako frakcja liznie¢ noskéw butelek z 0,1% (waga/obj.) roztworem sacharyny
wobec sumarycznej liczby liznie¢ noskdw wszystkich butelek. Miary przedstawione w a-c oceniaty
aktywnos¢, funkcje poznawcze i zdolnos$¢ probabilistycznego przeuczania u myszy TIF-IADATCreERT2,
natomiast preferencja sacharyny postuzyta do oceny zachowan moggacych swiadczy¢ o anhedonii. Duze
punkty (a-b) oraz stupki (c-d) reprezentujg srednig wartos¢ dla kazdej grupy w danym przedziale
czasowym, linie symbolizujg SEM, a mate punkty (c-d) to wartosci uzyskane przez pojedyncze osobniki.
Liczebnosci grup wynosity kolejno: przedziaty 1-4: kontrole: 12, mutanty: 9, przedziat 5 (od lewej do
prawej): 4, 7, 4 i 3 osobniki. * p < 0,05 w stosunku do zwierzat o genotypie kontrolnym w tescie t-
Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga.

W okresie przyjmowania L-DOPA, czyli w przedziale czasowym nr 5, genotyp zwierzat nie wptynat

istotnie na liczbe wizyt (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,14 = 1,982, p = 0,181). Réwniez

88



przyjmowanie L-DOPA nie wywarto istotnego efektu na obserwowane zachowanie (Fi14= 2,050,
p = 0,174), podobnie jak interakcja obu czynnikdéw (F1,14 = 0,173, p = 0,684). Rdznice miedzy srednimi
wartosciami uzyskanymi dla poszczegélnych grup w réznych przedziatach czasowych nie byty istotne

(test t-Studenta z poprawkg Benjamini-Hochberga).

Jesli zawezié obszar analizy aktywnosci samic w klatkach IntelliCage do ponad dwusekundowych wizyt
jedynie w naroznikach oferujgcych roztwér sacharyny (Ryc. 23b), to zanotowano, ze podczas okresu
rozwoju fenotypu samice o genotypie mutanta réwniez dokonywaty wiecej takich wyboréw
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: Fy 19 = 16,04, p = 0,000757).
Zanotowano réwniez znamienny efekt przedziatu czasowego (Fss7 = 4,019, p = 0,0116), lecz interakcja
obu czynnikéw nie wptywata istotnie na liczbe wyboréw (F3s; =1,897, p = 0,1403). Analogicznie do
analiz wykonanych dla liczby wizyt, w okresie przyjmowania L-DOPA ani genotyp zwierzat
(dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,14 = 0,033, p = 0,859), ani podawanie leku (F1,14=1,3,
p =0,273) nie wywarty istotnego wptywu na liczbe wyboréw. Interakcja obu czynnikéw byta
nieznamienna  (F112=1,750, p=0,207). Statystycznie istotne rdzinice miedzy grupami
w poszczegdlnych punktach czasowych zaobserwowano miedzy myszami o genotypie zmutowanymi
i kontrolnym w przedziatach czasowych nr 2, 3 i 4 (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga:

wartosci p odpowiednio: 0,015, 0,01 i 0,0167).

Trzecig zbadang miarg zachowania w tescie probabilistycznego przeuczania byta preferencja
naroznikow oferujgcych roztwor sacharyny o wyzszym prawdopodobienstwie uzyskania go (P =0,9).
Umiejscowienie tego naroznika zmieniato sie co 48 godzin, wymuszajac rozpoznanie nowej reguty
przez kazdego osobnika i zmiane strategii. W okresie rozwoju fenotypu samice obu genotypdéw
wykazywaty podobnie wysoka preferencje naroznika P = 0,9 (Ryc. 23c), ktéry odwiedzaty czesciej niz
ten z P=0,3 w okresie rozwoju fenotypu nie zaobserwowano istotnego wptywu genotypu na te
preferencje (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji i powtarzanymi pomiarami: F1,19=0,413,
p =0,528). Preferencja ta zmieniata sie istotnie miedzy czterema przedziatami (Fss7=7,275,
p =0,000325), natomiast interakcja nie miata znamiennego wptywu na te miare (Fss7=2,119,
p =0,107860). W okresie przyjmowania L-DOPA analiza wskazata istotny efekt genotypu wobec
preferencji naroznika z wyzszym prawdopodobieristwem uzyskania dostepu do butelek z roztworem
sacharyny (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,14 =4,690, p = 0,0481). Preferencja ta byta
Srednio nieco wyzsza u samic z mutacjami (Srednia £ SEM: 0,627 + 0,0453) niz u samic o genotypie
kontrolnym (0,581 * 0.0408). Jednakze, stosowanie L-DOPA (F114=0,437, p =0,5195) ani interakcja

genotypu i podawanej substancji nie wykazaly znamiennego wptywu na badang preferencje
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(F1,14=0,878, p=0,3645). Ponadto, analizy nie wskazaty na istotne réznice miedzy grupami
w poszczegdlnych przedziatach czasowych (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga).

APATCreERT2 r dwniez zbadano preferencje spozycia

Podobnie jak u samcéw z doswiadczenia |, u samic TIF-I
roztworu sacharyny w celu zidentyfikowania zachowan mogacych swiadczy¢ o anhedonii. Samice obu
genotypdéw wykazywaty preferencje spozycia roztworu stodzika (Ryc. 23d). Nalezy przy tym zaznaczy¢,
ze osobniki o genotypie mutanta cechowaty sie podwyzszong preferencjg (Srednia + SEM: 0,867 +
0,0264) w stosunku do myszy o genotypie kontrolnym (0,669 *+ 0,0378). Znamienny wptyw genotypu
na badang miare potwierdzita analiza statystyczna (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji
i powtarzanymi pomiarami: Fi,19=4,557, p =0,046). Preferencja ta nie zmieniata sie znamiennie
miedzy przedziatami czasu (Fss7 =1,648, p = 0,1884). Interakcja obu czynnikéw réwniez nie wptyneta
na preferencje spozycia sacharyny w okresie rozwoju fenotypu, cho¢ zanotowano tendencje
(F357=2,689, p =0,0548). W okresie przyjmowania leku genotyp nie wptynat istotnie na preferencje
spozycia sacharyny (dwuczynnikowa ANOVA z efektem interakcji: F1,14 = 0,261, p = 0,617). Stosowanie
L-DOPA takze nie miato znamiennych efektéw na te miare (Fi,14=0,588, p=0,456). Jednakze,
interakcja obu czynnikdw miata istotny wptyw na preferencje spozycia sacharyny (Fi14= 7,505,
p =0,016); $rednio najwiekszg preferencje wykazywaty osobniki z mutacjg traktowane placebo
(Srednia £ SEM: 0,913 + 0,0536) oraz osobniki o genotypie kontrolnym traktowane L-DOPA (0,871 +
0,0294). Trzeba jednak zaznaczyé, ze rdinice miedzy grupami w poszczegdlnych przedziatach
czasowych nie byly znamienne (test t-Studenta z poprawka Benjamini-Hochberga) a kazda grupa

doswiadczalna charakteryzowata sie preferencjg spozycia roztworu sacharyny.

Podsumowujac, w tescie probabilistycznego przeuczania zanotowano szereg zmian w zachowaniu
samic z postepujgcg utratg neurondéw dopaminergicznych. Samice te wykonywaty srednio wiecej wizyt
we wszystkich naroznikach, jak i wiecej wybordéw niz samice o genotypie kontrolnym w okresie rozwoju
fenotypu. Swiadczy to o ich zwiekszonej aktywnosci i byé moze silnej motywacji do poszukiwania
nagrod, wrazen lub zwiekszonym pragnieniu. W okresie przyjmowania leku, a wiec przy znacznym
stopniu utraty neuronéw dopaminergicznych srddmadzgowia, efekt genotypu na te aktywnos¢ zanikat.
Samice-mutanty wykazywaty podobnie wysokg preferencje odwiedzania naroznika z wiekszym
prawdopodobienstwem uzyskania roztworu sacharyny, co samice o genotypie kontrolnym, chociaz
w okresie przyjmowania L-DOPA zanotowano istotny wptyw genotypu mutantéw na podwyzszenie tej
preferencji. Obserwacje te sugerujg, ze utrata neuronéw dopaminergicznych nie wptyneta u myszy
TIF-IAPATCreERTZ g yposledzenie funkcji poznawczych ani tez nie zaburzyta proceséw uczenia sie

ADATCreERTZ

i probabilistycznego przeuczania. Samice TIF-I nie wykazywaty oznak anhedonii podczas

testu; przeciwnie, zaobserwowano wyzszg preferencje spozycia sacharyny niz u zwierzat kontrolnych.
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Podania L-DOPA nie wptynety znamiennie na obserwowane zachowania u mutantéw, cho¢ nalezy
zauwazyé, ze preferencja sacharyny byfa nieco nizsza u samic TIF-IAPATC®ERT2 ktdrym podawano L-DOPA

niz u tych, ktére otrzymywaty placebo, co jednak nie $wiadczy o anhedonii.

Reasumujac badania behawioralne, wykonano dwa doswiadczenia na myszach TIF-]ADATCreERT2
zpostepujacy utratg neurondw dopaminergicznych. Podsumowanie wynikéw badan behawioralnych
i przeprowadzonych pomiaréw masy ciata przedstawiono w tabeli 11. W przeprowadzonych
procedurach histologicznych potwierdzono zmniejszenie immunoreaktywnosci hydroksylazy
tyrozynowej w $rédmadzgowiu oraz prazkowiu grzbietowym zwierzat z mutacjg. Dodatkowo, zanik
neuronéw dopaminergicznych wptynat na obnizenie masy ciata myszy w bardziej zaawansowanym
etapie rozwoju efektdw mutacji. Szczep ten charakteryzowat sie zaburzeniami funkcji ruchowych, ktére
byty wyraznie zauwazalne w tescie preta obrotowego i, w duzo bardziej umiarkowanym stopniu,

ADATCreERTZ nie

w tescie oceniajgcym parametry chodu przy uzyciu sytemu CatWalk. Myszy TIF-I
wykazywaty w testach zachowan mogacych swiadczy¢ o uposledzeniu wechu lub anhedonii. Nie
zaobserwowano takze u nich zaburzen uczenia sie i przeuczania, zapamietywania, odtwarzania
zapamietanych informacji w procedurach polegajgcych na pamieci krétkotrwatej ani dtugotrwate;j,
uposledzenia funkcji wykonawczych. Zwierzeta z uszkodzeniami uktadu dopaminowego cechowato
natomiast zintensyfikowanie zachowan zwigzanych z poszukiwaniem wrazen, uzyskaniem napoju
stodkiego lub wody, co moze swiadczy¢ o nasilonym dziataniu ukierunkowanym na réznego rodzaju
nagrode. Ponadto, u mutantéw traktowanych L-DOPA zanotowano zwiekszong lekliwos¢, a takze
zwiekszong aktywnos$¢ ruchowa. U zwierzat z mutacjg zanotowano réwniez czesciowy wptyw L-DOPA
na poprawe niektérych cech chodu, na zwiekszenie liczby odpowiedzi instrumentalnych nagradzanych

i nienagradzanych w tescie instrumentalnego poszukiwania wrazen, a takze na niewielkie zmniejszenie

preferencji spozycia sacharyny.

Tabela 11. Podsumowanie wynikéw badan behawioralnych wykonanych na myszach TIF-JAPATCreERT2

Nazwa procedury Badane cechy Wptyw mutacji Wptyw L-DOPA
fenotypowe
Wazenie Zmiany masy ciata Tak — obnizenie masy Nie
ciata
Test CatWalk Parametry chodu Niewielki, jedynie na Jedynie na pojedyncze
niektore parametry parametry, ale nieistotny

statystycznie po zastosowaniu
poprawki na liczbe poréwnan

Test preta Koordynacja ruchowa, Tak — krotszy czas Nie badano
obrotowego wytrzymatosé,
zachowanie rownowagi
Test otwartego pola Aktywnos¢ ruchowa, Interakcja z efektami Tak —u mutantow
predkos¢ poruszania sie | L-DOPA zwiekszenie aktywnosci

ruchowej i Sredniej predkosci
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Nazwa procedury

Badane cechy
fenotypowe

Wptyw mutacji

Wptyw L-DOPA

Test otwartego pola

Lekliwos¢

Interakcja z efektami
L-DOPA

Tak — u mutantéw zwiekszona

lekliwos$¢

Test
instrumentalnego
poszukiwania wrazen

Tendencja do
poszukiwania wrazen

Tak — nasilona
tendencja do
poszukiwania wrazen
(ale znamienny efekt
mutacji jedyniew 1z 2

Czesciowy, w 1 z 2 badanych

kohort

u mutantéw — zwiekszenie

liczby odpowiedzi
instrumentalnych obu

probabilistycznego
przeuczania

eksploracyjne

wizyt i wyboréw

kohort) rodzajow

Test Funkcje wykonawcze, Nie Nie
instrumentalnego uczenie sie, pamieé
poszukiwania wrazen
Test rozpoznawania Pamiec krétkotrwata, Nie Nie
nowego obiektu zachowania

eksploracyjne
Test znajdywania Wrazliwos¢ powonienia Nie Nie
zakopanego jedzenia
Test preferencji Anhedonia (samce) Nie Nie
sacharyny
Test Pamie¢, uczenie sie, Nie Nie
probabilistycznego przeuczanie
przeuczania
Test Aktywnos¢, zachowania | Tak — wieksza liczba Nie

Test
probabilistycznego
przeuczania — badanie
preferencji sacharyny

Anhedonia (samice)

Brak oznak anhedonii,
ale zwiekszona
preferencja spozycia
sacharyny

Tak — u mutantéw niewielkie
zmniejszenie preferencji, ale

brak oznak anhedonii

Profilowanie przestrzenne ekspresji genow pod
wpitywem L-DOPA

Charakterystyka uzyskanych probek

Profilowanie przestrzenne ekspresji gendw u myszy TIF-IAPATCreERT2 706tato wykonane w celu
identyfikacji jakosciowej i ilosSciowej wptywu L-DOPA na transkryptom komdrek w poszczegdlnych
obszarach anatomicznych lub funkcjonalnych przodomdézgowia. Nasza wczesniejsza praca wskazywata
na dziatanie L-DOPA na kore czotowg w szczurzym modelu hemiparkinsonizmu (Radlicka et al., 2021)
wzgledem rdéznych populacji neurondw, gleju i komoérek srédbtonka naczyn krwionosnych. Liczne
publikacje innych autoréw opisywaty rowniez efekty leku na prazkowie grzbietowe (Konradi et al.,
2004; Heiman et al., 2014; Charbonnier-Beaupel et al., 2015; Smith et al., 2016). Jednak wptyw tego
leku na ekspresje gendw w poszczegdlnych obszarach przodomdézgowia z doktadnoscig do warstw kory
mazgowej lub poszczegdlnych czesci wyodrebnionych w badaniach anatomicznych byt dotychczas

nieznany. Poznanie molekularnych mechanizméw dziatania L-DOPA w poszczegdlnych obszarach
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przodomdzgowia w zwierzecych modelach choroby Parkinsona jest istotne z kilku powoddéw. Po
pierwsze, aby moéc lepiej zrozumieé podtoze leczniczego i ubocznego dziatania L-DOPA wzgledem
objawéw ruchowych i pozaruchowych. Po drugie, aby zidentyfikowac¢ dotychczas nieznane populacje
komérek podlegajgce zmianom funkcjonalnym pod wptywem L-DOPA w mdzgu ze zmniejszong iloscig
uwalnianej dopaminy, ktére mogg powodowac powstawanie pozaruchowych objawéw choroby lub
utrudniac ich leczenie. Po trzecie, aby lepiej zrozumieé role przekaznictwa dopaminergicznego i jego
wptywu na zachowanie. Dlatego tez przestrzenne profilowane ekspresji gendw zostato uzyte jako

ADATCreERTZ

narzedzie badania zmian molekularnych w przodomézgowiu myszy TIF-I pod wpltywem

L-DOPA.

W wyniku zastosowania metodyki Visium uzyskano 12 bibliotek cDNA, ktdre zostaty poddane RNA-seq:
5 bibliotek pochodzgcych od mutantéw po traktowaniu solg fizjologiczng, 4 biblioteki od mutantéw,
ktére otrzymywaty L-DOPA, 2 biblioteki pochodzace od myszy kontrolnych po podaniach soli
fizjologicznych (jako dodatkowe prébki poprawiajgce klastrowanie wynikéw) oraz 1 biblioteka od
zwierzecia traktowanego L-DOPA o niejasnym fenotypie niezgodnym z genotypem. Ostatnia biblioteka
byta poczatkowo zaklasyfikowana jako pochodzgca od myszy z mutacjg, na co wskazywaty wyniki
genotypowania, jednakze wyniki barwienia immunofluorescencyjnego na obecnosé TH w prazkowiu,
jak i masa ciata zwierzecia oraz dane uzyskane w tescie preta obrotowego sugerowaty, ze zwierze to
posiada cechy fenotypowe charakterystyczne dla myszy kontrolnych.

Biblioteki uzyskano ze skrawkow tkanki z jednej z potkul mézgu, za wyjatkiem prébek 10 i 11, ktére ze
wzgleddw technicznych (pekniety bloczek tkanki) zawieraty znaczng czes$¢ przekroju drugiej potkuli.
Parametry uzyskanych bibliotek przedstawiono w tabeli 12. Prébki rdznity sie miedzy sobg liczba
punktéw obejmujgcych skrawek (od 36 do 67% pokrycia pola), z ktérych kazdy miat Srednice 55 pum,
ilosScig cDNA uzyskang $rednio z punktu (od 95,38 do 307,88 pg) i srednim stezeniem uzyskanych
bibliotek (miedzy 23,19 a 80,46 nM), natomiast Srednia wielko$¢ fragmentow bibliotek byta zblizona
(miedzy 407 a 438 pz). Wielkosc ta jest bliska do spodziewanej Sredniej wielkosci fragmentéw bibliotek

podanej przez producenta, tj. 450 pz.
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Tabela 12. Parametry cDNA i bibliotek uzyskanych z doswiadczenia Il.

. ] Liczba
. Srednia < . .
Catkowita o . < . Srednia punktow na
Grupa o es ilos¢ Srednie . ”
Numer R ilos¢ .. wielkos¢ tkance
L doswiadczalna cDNA na stezenie .
probki (genotyp, lek) uzyskanego unkt bibliotek [nM] fragmentow (procent
g P, cDNA [ng] p[ 1 bibliotek [pz] pokrycia
PE pola)
1 , mutant, 289,41 148,49 33,64 407 1949 (39%)
sol fizjologiczna
mutant, 0
2 L-DOPA 335,89 187,02 39,36 447 1796 (36%)
mutant, 0
3 L-DOPA 356,87 164,91 59,58 438 2164 (43%)
4 , mutant, 381,12 161,70 31,32 418 2357 (47%)
sol fizjologiczna
5 , mutant, 184,86 95,83 30,75 422 1929 (39%)
sol fizjologiczna
mutant
6 o fenotypie 719,2 307,88 72,71 410 2336 (47%)
kontroli,
L-DOPA
mutant, 0
7 L-DOPA 399,37 218,23 65,76 436,5 1830 (37%)
8  kontrola, 661,05 261,59 80,46 407 2527 (51%)
sol fizjologiczna
9  kontrola, 424,91 233,60 29,82 429 1819 (36%)
sol fizjologiczna
10 _ mutant, 709,23 212,98 34,26 417 3330 (67%)
sol fizjologiczna
11 . Mutant, 616,45 206,24 25,45 405,5 2989 (60%)
sol fizjologiczna
mutant, 0
12 L-DOPA 507,61 193,60 23,19 419,5 2622 (53%)

Biblioteki zostaty nastepnie poddane sekwencjonowaniu przez firme zewnetrzng na sekwenatorze
Illumina NovaSeq 6000. Parametry RNA-seq zostaty dobrane wedtug zalecen producenta odczynnikéw
i przy zatozeniu 50% pokrycia pola przez skrawek, aby uzyskaé co najmniej 125 milionéw sparowanych
odczytéw, czyli 250 milionéw catkowitych odczytéw. Srednio z kazdej biblioteki uzyskano
w przyblizeniu 224 milionéw catkowitych odczytéw, co przedktadato sie na Srednio okoto 92 322
catkowitych odczytow lub 46 161 sparowanych odczytéw na punkt objety skrawkiem. Jest to wiec
nieco mniej niz sugerowana przez producenta wartosé, tj. 50 000 sparowanych odczytéw na punkt
objety skrawkiem. Podsumowujgc, uzyskane probki cDNA oraz biblioteki cechowata duza
réoznorodnos¢ stezenia uzyskanego materiatu, co czesciowo wynika z odmiennego stopnia pokrycia

pola szkietka Visium przez skrawek. Biblioteki charakteryzowaty sie wtasciwym rozmiar fragmentow a
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z kazdej z prébek uzyskano zadowalajacg ilos¢ zsekwencjonowanych danych, choé nieco mniejszg niz

spodziewana.

Identyfikacja transkryptow i analiza skupien

Pierwsza analiza odczytéw RNA-seq w funkcji spaceranger count umozliwita wygenerowanie plikdw
.bam oraz potgczenie danych transkryptomicznych z rozmieszczeniem punktéw szkietka pokrytych
przez skrawek. Po jej zastosowaniu z uzyciem genomu referencyjnego mm10-2020-A
zidentyfikowano tgcznie 24 209 unikalnych gendw odpowiadajacych 24 224 identyfikatorom
Ensembl. W tej wersji genomu catkowita liczba sekwencji genowych wynosita 55 335

(https://www.gencodegenes.org/mouse/stats M23.html; data dostepu: 01.07.2022 r.). Program

MACS3 zidentyfikowat z odczytow RNA-seq tacznie 230773 pikdw. Podczas kolejnych etapow
udoskonalania referencyjnego genomu —filtrowania wedtug zgodnosci z przewidywang nicig,
wielko$cig parametréw, dopasowaniem do odczytédw uzyskanych w metodzie Nanopore® — odrzucono
tacznie 215 747 z nich, a 15 026 pikdéw odpowiadajgcych 10 503 genom i tyluz identyfikatorom Ensembl
zostato wiaczonych do nowego pakietu referencyjnego. Zostat on uzyty przy ponownym
przeprowadzeniu analizy tgczgcej odczyty RNA-seq z potozeniem punktow objetych skrawkiem. Nowy
pakiet referencyjny dla transkryptomu myszy byt oparty na wczesniej zidentyfikowanych odczytach,
dlatego odczyty RNA-seq przypisano do takiej samej liczby pikéw i gendw, co zawarta w referencji.
Wiekszos$¢ wczesniejszych odczytéw zostata zatem odrzucona, co zapewnito jednak przypisanie

odczytéw do genomu z wiekszg doktadnoscia i wyzszym prawdopodobienstwem zgodnosci.

Tak przygotowane dane postuzyty do wykonania analizy skupien. Jej celem byta z jednej strony
integracja profili transkrypcyjnych pochodzacych z punktéw objetych skrawkami z 12 mdzgdw myszy
TIF-IAPATCreERT2 7 drugiej znalezienie podobiedstw i réznic miedzy profilami transkrypcyjnymi punktéw
w taki sposdb, aby ich skupienia odzwierciedlaty réznorodnos¢ strukturalng przodomézgowia dorostej
myszy. Analize skupien przeprowadzono dla rdinych ustawien parametru rozdzielczosci
(ang. resolution), co prowadzito do uzyskania odmiennej liczby skupien, zwanych rowniez klastrami.
Przy zadanej wartosci rozdzielczosci rownej 1 uzyskano 25 klastréw, numerowanych od 0 do 24,
w kolejnosci od skupienia, ktére zawierato najwiecej punktéw. Liczba punktéw w poszczegdlnych
klastrach wynosita od 2490 do 218 (Ryc. 24), a wiec $rednio od 207,5 do 18,17 w przeliczeniu na
skrawek. Dla ufatwienia interpretacji graficznej rozmieszczenia punktéw przypisanych do

poszczegdlnych klastréw oraz ich identyfikacji na rycinach zastosowano kod kolorystyczny.

3 Szczegdtowy opis metodyki zwigzanej z wykorzystaniem techniki Nanopore do poprawy referencyjnego
genomu znajduje sie w pracy magisterskiej mgr Magdaleny Chrészcz (Chrdszcz, 2022).
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Rycina 24. Liczba punktow przypisanych do poszczegdélnych klastrow w 12 skrawkach tacznie na
podstawie podobienstwa ich profili transkrypcyjnych w wyniku przeprowadzenia analizy skupien.

25 klastréw punktéw cechowato rozmieszczenie charakterystyczne dla wystepujacych w mysim
przodomodzgowiu struktur: jgder podstawy, warstw i obszaréw kory mézgowej wydzielonych na
podstawie ich funkcji oraz istoty biatej, komdr bocznych i opon mdézgowo-rdzeniowych i innych
obszarow (Ryc. 25). Znaczacg zgodnos$é rozmieszczenia punktéw przypisanych do poszczegdlnych
skupien z anatomig ilustruje rycina 25a-c na jednym z reprezentacyjnych skrawkéw wybarwionych
hematoksyling i eozyng (a), punktami zaklasyfikowanymi do poszczegdlnych klastréw na tym skrawku
(b) oraz na schemacie anatomicznym opartym na atlasie referencyjnym mysiego mdzgu Instytutu
Allena dla Nauk o Modzgu (c; (Allen Institute for Brain Science)). Przyktadowo, najliczniej
reprezentowany klaster #0 obejmuje grzbietowe prazkowie, klaster #33 — jadro potlezgce przegrody,
klaster #7 —opony mdzgowo-rdzeniowe, klaster #15 —istote biatg w kleszczach przednich spoidta
wielkiego oraz w spoidle przednim. Nalezy przy tym podkresli¢ doktadnos¢ przypisania punktéw do

poszczegdlnych warstw kory, a takze wydzielenie jako osobnych klastréw warstw kory gruszkowatej
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oraz obszaru agranularnego kory wyspy. Dodatkowo, to samo zgodne z aktualng wiedzg anatomiczng
rozmieszczenie klastréw byto obecne we wszystkich badanych prébkach, z zachowaniem rdznic
wynikajgcych z pochodzenia skrawka w ptaszczyznie czotowej wzgledem odlegtosci od punktu Bregma
(Ryc. 25d, prébka nr 1). We wspomnianej prébce nr 1 nie stwierdzono punktéw zaklasyfikowanych do
klastrow #0, #3, #21, #24 i #11, odpowiadajgce strukturom prazkowia grzbietowego, jadra pétlezgcego
przegrody i guzka wechowego. Obserwacja ta jest spdjna z lokalizacjg prazkowia grzbietowego i jadra

potlezgcego w moézgowiu myszy (Paxinos & Franklin, 2001), jednakze wedtug odpowiadajgcego temu

skrawkowi schematu (Bregma ~ 1,98 mm) powinien on zawieraé réwniez punkty przypisane do klastra

opisujgcego guzek wechowy, tj. #11.

d.

[
3
3

mutanty + sl fizjol. Q_

mutanty + L-DOPA
niepewny genotyp

Rycina 25. Rozmieszczenie punktow przypisanych do poszczegolnych klastréw oraz jego zgodnos¢
zanatomia przodomdzgowia myszy. (a) Zdjecie mikroskopowe jednego ze skrawkéw
przodomozgowia poddanego analizie transkryptomicznej — prébka nr 5. (b) Klastry i ich rozmieszczenie
na skrawku z punktu a. (c) Schemat anatomii przodomdzgowia myszy stworzony na podstawie ryciny
z atlasu referencyjnego mysiego modzgu Instytutu Allena dla Nauk o Modzgu odpowiadajgcego
skrawkowi na rycinie a. Poszczegdlne obszary anatomiczne zostaty wyznakowane kolorami zgodnymi
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z przewidywanym klastrem, ktory je obejmuje. Legenda do schematu: 1, 2, ... 6b — numery warstw
poszczegdlnych struktur, ACAd — przednia czes¢ kory zakretu obreczy — cze$¢ grzbietowa, ACB — jadro
potlezagce przegrody, aco—spoidto przednie, Ald—agranularna kora wyspy —czes¢ grzbietowa ,
Alv —agranularna kora wyspy —cze$é¢ brzuszna, CLA - przedmurze , CP - prazkowie grzbietowe
(jadro ogoniaste + skorupa), CTX—-kora mdzgu, ec—torebka zewnetrzna, EPd-—jadro
wewnatrzgruszkowate — czes¢  grzbietowa, fa—spoidto wielkie —kleszcze przednie, GU —kora
smakowa, ILA — kora $rédlimbiczna, isl — wyspy Calleji, lot — droga wechowa boczna, LSr — jgdro boczne
przegrody — cze$¢ dziobowa, MOp — pierwszorzedowa kora ruchowa, MOs —dodatkowa kora
ruchowa, NDB-—jadra prazka przekatnego, OT-guzek wechowy, PIR—kora gruszkowata,
PL—kora  przedlimbiczna, = SH —jadro przegrodowo-hipokampalne, = Sl—istota  bezimienna,
SSp — pierwszorzedowa kora somatosensoryczna, TTd — prazek podtuzny boczny — czes¢ grzbietowa,
VL — komora boczna mézgu. (d) Rozmieszczenie punktéw przypisanych do poszczegdlnych klastrow na
wszystkich skrawkach z doswiadczenia Il, z ktérych skonstruowano biblioteki. Ryciny rozmieszczono
wedtug genotypu myszy i otrzymywanej przez nie substancji. Ponizej kazdego schematu umieszczono
odpowiadajgcy mu numer proébki.

Zaklasyfikowanie punktéw do poszczegdlnych klastréw i ich poréwnanie z atlasami mdzgowia myszy
ujawnito réwniez heterogennosc¢ niektérych ze struktur. Na rejon prazkowia grzbietowego sktadajg sie
punkty z klastra #0, stanowigce wiekszos¢ jego pola powierzchni na schematach, oraz najmniej liczny
klaster #24, ktérego pojedyncze punkty sg rozmieszczone nierdwnomiernie w obrebie tej struktury.
Klaster #24 mozna zinterpretowac jako oddzielne profile transkrypcyjne np. striosomow lub wtékien
przechodzacych przez te strukture. Na obszarze jagdra potlezgcego zaobserwowano oprocz klastra #3
rowniez bocznie zlokalizowany, niewielki i zwarty obszar punktdw przypisanych do klastra #21.
Rozmieszczenie niektdrych punktow np. z klastrow #21 i #11 nie pokrywa sie doktadnie z granicami
struktur, ale ich obecnos¢ jest obserwowana wsréd wiekszosci probek w tych samych rejonach, co by¢
moze ujawnia nieznang dotychczas heterogennos¢ struktur jader podstawy i guzka wechowego. Innym
przyktadem swiadczacym o réznicach miedzy schematami anatomicznymi a wynikiem analizy skupien
jest obecnos$¢ dwdch oddzielnych klastréw obejmujgcych obszar kory gruszkowatej (#12 i #20), przy
czym struktura ta posiada 3 warstwy. Na schematach rozmieszczenia klastréw (Ryc. 25d) oba skupienia
obejmujg podobnie wielki obszar; klaster #20 obejmuje najbardziej zewnetrzng warstwe 1
(molekularng) oraz czesc 2 (piramidowa) a klaster #12 cze$¢ 2 i 3 (polimorficzng). Poza tym, pojedyncze
punkty przypisane do danego klastra majg nietypowe rozmieszczenie na niektérych skrawkach, co jest
prawdopodobnie artefaktem. Nalezy jednak podkresli¢ fakt, ze przypisanie punktéw na podstawie ich
transkryptomu do klastrow byto nienadzorowane, bez zaktadania a priori ich doktadnosci podziatu
anatomicznego. Po weryfikacji wynikéw analizy skupien dla réznych wartosci parametru rozdzielczosci
wybrano opcje najbardziej optymalng, w ktérej liczba klastrow zapewniata z jednej strony
wystarczajgco szczegdtowy obraz rozmieszczenia klastrow na skrawku, z drugiej nie miata cech

nadmiernego dopasowania.
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Wysoka skutecznosé przeprowadzonej konstrukcji bibliotek, a takze poprawnos¢ analizy skupien
potwierdza réwniez fakt, ze przedstawienie kazdego z profili transkrypcyjnych punktéw przypisanych
do poszczegdlnych klastrow na tzw. wykresie UMAP (ang. Uniform Manifold Approximation and
Projection) ujawnia ich duze podobienstwo w obrebie skupien reprezentujgcych zblizone funkcjonalnie
i anatomicznie struktury (Ryc. 26a). Wykres UMAP stanowi sposdb przedstawienia wielowymiarowych
danych na ptaszczyznie, a im wieksze podobiedstwo miedzy punktami wzgledem wielu cech
(wymiaréw), tym blizsze ich rozmieszczenie na tym wykresie. Podobienstwo miedzy klastrami
dodatkowo zobrazowano wykresami UMAP przedstawiajgcymi poziom ekspresji wybranych genéw
markerowych populacji komérek przodomdzgowia. Znajdujace sie po lewej stronie wykresu na
rycinie 26 a klastry #0, #21, #24, #3 i #11 odnoszg sie odpowiednio do rejondw prazkowia
grzbietowego, jagdra potlezgcego i guzka wechowego. Punkty nalezgce do tych klastréw posiadajg
relatywnie wysoki poziom ekspresji 20 wspdlnych gendéw markerowych, w tym Penk (genu
proenkefaliny; ryc. 26b), Drd1 (genu receptora dopaminy D1) i Rgs9 (genu regulatora sciezki
sygnatowej mediowane] przez biatko G 9). Klastry #13, #15 i #22 (Srodek wykresu UMAP) obejmuja
punkty znajdujgce sie w obrebie istoty biatej, komory bocznej i w s3siedztwie spoidta wielkiego
a wspdlnych gendw markerowych jest 72, przy czym wiele z nich jest specyficznie wyrazanych
w komoérkach glejowych: m.in. Mog (glikoproteina mieliny oligodendrocytéw; ryc. 26¢) i Oligl
(oligodendrocytarny czynnik transkrypcyjny 1). Swiadczy to o wysokim udziale oligodendrogleju
w populacjach komodrek z punktéw zaklasyfikowanych do tych klastrow. Dalej, gendéw
charakterystycznych wytacznie dla klastra #7 (kolor czarny po prawej stronie) zlokalizowanego na
obwodzie pétkuli mdézgu jest #129, miedzy innymi geny kodujace podjednostki kolagenu, w tym Col6al,
oraz podjednostki hemoglobiny alfa 1 i2: Hba-al i Hba-a2 (ryc. 26d), co wyrdznia ten klaster pod
wzgledem znaczacej obecnosci komdrek tkanki tgcznej i komorek krwi i sugeruje, ze klaster ten moze

obejmowac opony mdézgowo-rdzeniowe.
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Rycina 26. Przedstawienie podobienstwa profili transkrypcyjnych punktéw zaklasyfikowanych do
poszczegdblnych klastrow na wykresach UMAP. Jeden punkt na wykresie odpowiada jednemu
punktowi pochodzgcemu z jednej sposrdd 12 prébek. Bliskosé punktéw na wykresie odzwierciedla ich
zblizony profil transkrypcyjny. (a) Kolory punktéw i ich numery odpowiadajg klastrom, do ktdérych
zostaty przyporzadkowane. (b)—(d) Poziom ekspresji wybranych genéw markerowych dla
poszczegdlnych populacji — kolor czerwony wskazuje na duzg abundancje transkryptow danego genu.
Penk (b) jest genem o wysokim poziomie ekspresji w klastrach #0, #3, #11, #21 i #24 obejmujgcych
rejony prazkowia grzbietowego, jadra potlezgcego przegrody i guzka wechowego. (c) Mog jest
specyficznie wyrazany w oligodendrocytach; jest on markerem klastrow #13, #15 i #22,
prawdopodobnie wzbogaconych o obecnos¢ tych komérek glejowych. (d) Hba-a2 to jeden z gendéw
specyficznie wyrazanych w klastrze #7.

Podsumowujgc, w wyniku konstrukcji bibliotek, ich sekwencjonowania oraz dalszych analiz
prowadzacych do uzyskania skupien punktéw o zblizonych profilach transkrypcyjnych uzyskano
25 klastrow, ktérych rozmieszczenie na wszystkich uzyskanych skrawkach jest w duzej mierze zgodne
z anatomig przodomézgowia myszy. Tak sklastrowane profile transkrypcyjne punktéw tkanki pozwolity

na wykonanie dalszych analiz statystycznych uwzgledniajgcych ich pochodzenie anatomiczne.

Wptyw L-DOPA na ekspresje gendw w poszczegolnych strukturach
przodomadzgowia

W celu identyfikacji efektéw L-DOPA na transkryptom populacji komodrek nalezacych do
poszczegdlnych struktur przodomdzgowia myszy TIF-IAPATCERT2 _ zdefiniowanych w do$wiadczeniu
jako klastry —wykonano testy t-Studenta wzgledem stosowanej substancji. Analizom poddano
5 prébek mutantéw traktowanych solg fizjologicznych oraz 4 prébki mutantow traktowanych L-DOPA.
Przed wykonaniem analiz statystycznych dane zostaty dodatkowo poddane normalizacji, aby zapewnié

porownywalnos$é¢ wynikdw miedzy probkami. W wyniku przeprowadzonej normalizacji do analiz
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wptywu L-DOPA na ekspresje gendw zostato witgczonych 11 737 pikéw odpowiadajgcych 9 871 genom,
ktdrych transkrypty byty wykryte we wszystkich prébkach, poza genem Is/1, ktérego ekspresji nie

zaobserwowano w prdobce 1, tj. zorientowanej najdalej od punktu Bregma.

Klastry
a. b. lElE=lﬂl@llllElllllﬂ

= Arc

— Bhlhe40

— Btbd2

= C1gb

— Chst2

. . |- Dusp1

|- Dusp14

- Fgrl

[ | O - Egrd (@)

- Ina g

. 0 s 2

- Lgi3

1,5 L Mog
| - Nrdal

1,0 = Perl

|- Resp18

— Slc3a2

05 - Stxbp6

— Tsc22d3

0 - Ubls

log2(krotnosc zmiany)

Rycina 27. Wyniki profilowania przestrzennego ekspresji genéw pod wptywem L-DOPA u mutantow
TIF-IAPATCreERT2 5 dodwiadczenia Il. (a) Schemat lokalizacji klastréw, w ktérych zanotowano znamienne
zmiany ekspresji genéw po podaniach L-DOPA. (b) Mapa cieplna prezentuje istotne statystycznie
zmiany w ekspresji genow (oS y) w poszczegdlnych klastrach (oS x). Poziom zmian wyrazono jako Sredni
log2 krotnosci zmiany poziomu ekspresji w prébkach pochodzacych od myszy traktowanych L-DOPA
wzgledem poziomu w prébkach pobranych od myszy, ktérym podawano sél fizjologiczng. Wartos¢ 0
na skali (kolor jasnoszary) oznacza brak statystycznie znamiennych zmian po podaniu L-DOPA.

Dla kazdego z klastrow przeprowadzono nastepnie osobng analize efektéw podania leku. Statystycznie
istotny wptyw podan L-DOPA na abundancje transkryptow u mutantéw byt ograniczony do wybranych
struktur. tacznie zidentyfikowano 20 gendw, ktdrych poziom ekspresji zmieniat sie pod wptywem
podan L-DOPA w stopniu istotnym statystycznie (test t-Studenta; p < 0,05). Zmiany w ekspresji genow
pod wptywem L-DOPA cechowata wysoka specyficzno$¢ wobec populacji struktur przodomdézgowia
(Ryc. 27a). Geny, ktérych poziom ekspresji zmieniat sie pod wptywem L-DOPA u samcdw TIF-|APATCreERT2
w poszczegdlnych klastrach przedstawiono na rycinie 27b.

Statystycznie istotne obnizenie lub podwyzszenie abundancji transkryptéw stwierdzono w punktach
nalezgcych do 15 klastrow (Ryc. 27). L-DOPA znamiennie wptyneta na transkryptom klastrow

obejmujgcych rdézne obszary przodomadzgowia (Ryc. 27a: prazkowie grzbietowe (klastry #0, #21), jadro

potlezgce przegrody (#3), przedmurze i jadro wewnatrzgruszkowate (#8), komore boczng ze strefa
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okotokomorowg (#22), oraz poszczegdlne strefy kory: warstwy 2/3 (#4, #5), 5 (#2, #9), 4 (#19), 6a (#6),
6b (#13), czesci kory smakowe] (#23) i kory gruszkowatej (#12). Efekty L-DOPA zanotowano zatem
w duzej czesci kory mdzgowej (oprécz warstwy 1 — klaster #1, warstw 6a i 6b kory smakowej - #16,
czeSci warstw 2/3 - #14 i warstwy molekularnej kory gruszkowatej — #20), a takze w niektérych
strukturach podkorowych i w klastrze obejmujagcym komore boczng mdézgu. L-DOPA nie wptyneta
natomiast istotnie na transkryptom czesci prazkowia grzbietowego (#24), jadra bocznego przegrody
(#17), jadra prazka przekatnego i istoty bezimiennej (#10), wzgdrka wechowego i bocznej czesci jadra
potlezgcego przegrody (#11), gtebszych warstw grzbietowej czesci prazka podtuznego bocznego (#18),
atakie spoidet (#15) i komodrek wchodzacych w sktad klastra opon modzgowo-
rdzeniowych/powierzchni mézgowia (#7). Dziatanie molekularne L-DOPA w czasie 1 godziny po

podaniu w przodomdzgowiu myszy TIF-JAPATCreERT2

cechuje zatem jednoczes$nie wysoka specyficznosc
przestrzenna odpowiedzi, tj. ograniczenie do okreslonych warstw lub czesci kory mdzgu, prazkowia
grzbietowego, jadra poétlezgcego przegrody, jak i oddziatywanie na wiele obszaréw anatomicznych
przodomdzgowia, réznigcych sie funkcjonalnie i strukturalnie. Ten swoisty ,odcisk molekularny”
L-DOPA sugeruje, ze jej efekty fizjologiczne i mogg dotyczy¢ réznorodnych funkcji i zachowan, w tym

ruchowych i poznawczych, w tym proceséw wykonawczych i motywacyjnych.

Najwiecej istotnych statystycznie zmian w ekspresji genéw zanotowano w klastrze nr 5 (kolor
ciemnozielony na schemacie), obejmujgcym obszar warstwy 2/3 kory mézgu (Ryc. 25), w ktérym
7 gendw miato zmieniong abundancje transkryptéw (Ryc. 27b). Liczne zmiany transkryptomiczne
zaobserwowano takze w sgsiednim klastrze nr 4 (kolor jasnozielony) oraz w prazkowiu grzbietowym
(klaster #0, kolor czerwony)— w kazdym zidentyfikowano 6 gendéw ze zmieniong abundancja
transkryptéw. Efekty L-DOPA wzgledem abundancji transkryptéw pojedynczych genédw zanotowano

w jadrze potlezacym przegrody (#3) i niektérych warstwach i czesciach kory (#9, 12, 13).

Wszystkie geny, ktérych poziom ekspresji ulegt zmianie po podaniach L-DOPA, nalezg do gendw
kodujgcych biatka. S3 one zaangazowane w rdéznorodne funkcje w organizmie, np. mechanizmy
plastycznosci synaptycznej (Arc) (Korb & Finkbeiner, 2011), tworzenie ostonki mielinowej (Mog) (Solly
et al., 1996), regulacje rytmdéw okotodobowych (Per1) (Liu & Chu, 2013) i egzocytoze (Stxbp6) (Scales
et al., 2002). Wsréd gendw podlegajgcych zmianom ekspresji wskutek podan L-DOPA znajduje sie 6
gendw regulowanych aktywnoscig neuronalng komoérek, ktore zostaty wczesniej zidentyfikowane jako
geny wczesnej odpowiedzi komérkowej: Arc, Duspl, Egrl, Egrd, Junb i Nr4al (Crosby et al., 1991; Chan
et al., 1993; Molnar et al., 1994; Pelto-Huikko et al., 1995; Horita et al., 2010; Minatohara et al., 2016).
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W celu zidentyfikowania, czy geny, ktérych poziom ekspres;ji ulegt zmianie po L-DOPA, majg wspdlne
funkcje fizjologiczne wykonano analize wzbogacenia zestawu tych genéw w kategorie ontologii GO.
Pozwala ona na pordwnanie danego zestawu gendw z listami tych, ktére sg zwigzane z konkretnymi
procesami biologicznymi, funkcjami molekularnymi oraz lokalizacjg biatek w komodrce. Analiza ta
ujawnita, ze wsrdd gendéw podlegajgcych zmianom ekspresji po podaniach L-DOPA s3 geny
zaangazowane w 4 procesy biologiczne: zwigzane z funkcjami zegara biologicznego (Per1, Bhlhe40) lub
Sciezkami sygnatowymi, w ktérych uczestniczg biatka MAPK (Perl, Dusp1). Ponadto, zidentyfikowano
28 kategorii ontologicznych opisujgcych funkcje molekularne gendéw, ktérych abundancja
transkryptéw ulegta zmianie po podaniach L-DOPA, jednak wiekszos¢ z tych kategorii miata przypisane
w ten sposéb jedynie 1 lub 2 geny. Statystycznie istotne wzbogacenie w kategorie funkcji
molekularnych wykazano dla 10 gendw: Stxbo6, Dusp1, Egrl, Egrd, Junb, Nrd4al, Chst2, Slc3a2, Bhlhe40
oraz Perl. Wiekszos$¢ wynikowych kategorii GO dla funkcji molekularnych byta powigzana z wigzaniem
biatek do DNA i procesami transkrypcji oraz jej regulacja (geny: Egrl, Egrd, Nrdal, Junb, Perl i Bhlhe40)
albo aktywnoscig transporteréw (Slc3a2) lub fosfataz zwigzanych ze szlakiem kinaz MAPK (Dusp1).
Ponadto, wsrdd wynikéw tych znalazty sie pojedyncze kategorie dla aktywnosci sulfotransferazy
(Chst2) lub heterodimeryzacji biatek (Nr4al, Bhlhe40), wigzanie sie do receptora glikokortykoidowego
(Nrdal) i adhezja miedzy komdrkami przy udziale kadheryn (Stxbp6). Szczegétowe wyniki analiz GO dla
funkcji molekularnych gendw przedstawiono w tabeli 13 dla kategorii, w ktérych licznos$¢ gendw z nimi
zwigzanych wynosita co najmniej 4. Zadna kategoria z klasy ontologii GO zwigzanych ze strukturami
komarki nie miata statystycznie istotnego wzbogacenia w liste gendw, ktérych poziom ekspresji zmienit
sie po L-DOPA w niniejszym doswiadczeniu. Wyniki analizy ontologii GO nalezy jednak interpretowac
ostroznie, gdyz geny, ktérych poziom ekspresji zmieniat sie po podaniach L-DOPA, charakteryzowaty
sie réznorodng specyficznoscig anatomiczng zmian abundancji transkryptéw (Ryc. 27). Niektére geny,
w tym kilka gendw regulowanych aktywnoscia komoérek, miaty zmieniony poziom ekspresji w kilku

klastrach, natomiast dla 13 genéw zanotowano zmiany abundancji mRNA w 1 klastrze.
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Tabela 13. Wyniki analizy wzbogacenia listy genéw regulowanych przez L-DOPA w kategorie
ontologii genéw GO.

Kategorie Wartos¢ p po | Geny
poprawce na

liczbe poréwnan

wigzanie do specyficznej sekwencji dwuniciowego | 0,003 Egrl, Nrdal, Perl,
DNA Egr4, Bhlhe40, Junb
sequence-specific double-stranded DNA binding
(G0:1990837)

wigzanie do dwuniciowego DNA 0,007 Egrl, Nrdal, Egrd,
double-stranded DNA binding (GO:0003690) Bhlhe40, Junb
wigzanie do specyficznej sekwencji DNA 0,007 Egrl, Nr4al, Egr4,
sequence-specific DNA binding (GO:0043565) Bhlhe40, Junb
wigzanie do specyficznej sekwencji DNA —regionu | 0,007 Egrl, Nr4al, Perl,
cis-regulatorowego polimerazy Il RNA Egrd, Bhlhe40, Junb

RNA polymerase Il cis-regulatory region sequence-

specific DNA binding (GO:0000978)

wigzanie do specyficznej sekwencji DNA —regionu | 0,007 Egrl, Nr4al, Perl,
cis-regulatorowego polimerazy Il RNA Egr4, Bhlhe40, Junb
cis-regulatory region sequence-specific DNA binding

(GO:0000987)

wigzanie do specyficznej sekwencji DNA —regionu | 0,014 Egrl, Nr4al, Perl,
regulatorowego polimerazy Il RNA Egr4, Bhlhe40, Junb
RNA polymerase |l transcription regulatory region

sequence-specific DNA binding (GO:0000977)

wigzanie do DNA 0,029 Egrl, Nr4al, Egr4,
DNA binding (GO:0003677) Junb

Roznice w poziomie ekspresji Nr4al zanotowano w najliczniejszej liczbie klastréow, tj. w 8:
w grzbietowych  warstwach  kory, w korze gruszkowatej, w przedmurzu i jadrze
wewnatrzgruszkowatym oraz w prazkowiu grzbietowym (Ryc. 28). Zblizony wzorzec zmian ekspresji
miat Junb (Ryc. 27 i 28), natomiast ekspresja Arc i Dusp1 byta podwyzszona w grzbietowych warstwach
kory. Egr4d miat zwiekszony poziom ekspresji w jednym klastrze korowym oraz w prazkowiu
grzbietowym, dla Egrl natomiast wykazano zmiany abundancji w warstwie 6b kory mézgowej. L-DOPA

zatem indukowata ekspresje gendw regulowanych aktywnoscia komodrek nerwowych gtédwnie
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w grzbietowych warstwach kory oraz w prazkowiu grzbietowym. Podobny wzorzec zmian ekspresji
miat tez Per1 (Ryc. 28), a w prazkowiu grzbietowym zanotowano takze podwyzszony poziom Dusp14
oraz Ina. Genem, ktdry charakteryzowat sie relatywnie duzym rozpowszechnieniem zmian w 4
klastrach, byt Ubl5, ktérego biatkowy produkt prawdopodobnie jest zaangazowany w procesy
odpowiedzi komorki na stres i mechanizmy naprawy DNA (da Costa & Schmidt, 2020; Chanarat, 2021).
Poziom ekspresji Ubl5 byt podwyziszony w niektérych warstwach kory oraz w jgdrze podtlezgcym
przegrody (Ryc. 28). W klastrze #5 w warstwach 2/3 kory poza genami wczesnej odpowiedzi
komodrkowej, Perl i Ubl5 zaobserwowano takze podwyzszony poziom ekspresji Btbd2 i Respl8.
Ponadto, w mato licznym klastrze #23 warstw 2/3 kory smakowej, wraz z Arc zwiekszyt sie poziom
ekspresji Chst2 i Stxbp6. W klastrze obejmujgcym komore boczng zaobserwowano podwyzszenie
poziomu Mog oraz Lgi3, a wiec odpowiednio genu markerowego oligodendrocytow(Scolding et al.,
1989) oraz genu biatka zaangazowanego w procesy endocytozy (Okabayashi & Kimura, 2008). Zmiany
w poziomie ekspresji C1gb, innego genu charakterystycznego dla innego typu komdrek — mikrogleju

i komérek uktadu odpornosciowego — zaobserwowano w klastrze #21 wraz z Slc3a2 i Tsc22d3.
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Arc

Dusp1

Egrd

Junb

Nrdal

Perl

ubl5

1
znormalizowana 5o

liczba odczytéw oM

*w ktorych poziom ekspresji genu zmienit sie w stopniu istotnym statystycznie

Rycina 28. Poziom ekspresji wybranych genéw, ktérych poziom ekspresji ulegt zmianie po podaniach
L-DOPA u myszy TIF-IAPATCeERT2 hokazany na reprezentatywnych skrawkach z obu poréwnywanych
grup wraz z zaznaczeniem na schemacie klastréw, w ktérych zaobserwowano statystycznie istotne
réznice.

Nalezy podkresli¢, ze obserwowane zmiany w ekspresji, jak i ich rozpieto$¢ nie sg duze. Najmniejsza

zaobserwowana zmiana abundancji transkryptéw na poziomie istotnosci statystycznej na skali
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logarytmicznej wyniosta w przyblizeniu 0,51, a najwieksza: 1,38 (Egr4 w prazkowiu
grzbietowym — klaster #0), co odpowiednio przedktada sie na wzrost 0 42% i 160% tej abundancji po
zastosowaniu L-DOPA wzgledem efektéw podan soli fizjologicznej. Jednoczesnie, nie zanotowano
wptywu L-DOPA na obnizenie poziomu ekspresji gendéw, co byé moze wynika ze sposobu
przeprowadzenia analiz i odciecia transkryptéow o zbyt matej liczbie odczytdw lub normalizac;ji

wynikow.

Wykonanie profilowania przestrzennego ekspresji gendéw pod wptywem L-DOPA u myszy
transgenicznych z postepujgcg utratg neurondw dopaminergicznych pozwolito na identyfikacje
struktur przodomdzgowia, na ktére oddziatuje tenze lek. Dzieki zastosowaniu wieloetapowego
przygotowania transkryptomu referencyjnego i nienadzorowanej analizy skupien w mysim
przodomédzgowiu wykryto 25 klastrow profili transkrypcyjnych, ktére z duzg doktadnoscia
odzwierciedlajg przestrzenng lokalizacje obszaréw anatomicznych tej czesci mdzgowia oraz ich
ztozonos¢ strukturalng. Zastosowanie tejze metody pozwolito na zidentyfikowanie 15 klastrow,
w ktérych L-DOPA wptyneta istotnie na ekspresje gendw. Efekty leku zaobserwowano w prazkowiu
grzbietowym i jadrze pétlezgcym przegrody, w wybranych obszarach kory mdzgu oraz w przedmurzu
i jgdrze wewnatrzgruszkowatym, a takze w komorze bocznej. L-DOPA spowodowata podwyziszenie
poziomu ekspresji 20 gendw, w tym gendw regulowanych przez aktywnos¢ komdrek neuronalnych,
gendéw zaangazowanych w regulacje rytméw okotodobowych i procesy egzocytozy oraz regulacji
odpowiedzi komodrki na stres. Podwyzszenie abundancji transkryptéw byto ograniczone do
poszczegdlnych klastréw. Powyzisze wyniki pokazujg, ze L-DOPA wptywa na transkryptom wielu
obszaréw przodomdzgowia w mdzgowiu pozbawionym dopaminy w sposéb wysoce specyficzny wobec

lokalizacji przestrzennej, a jej dziatanie wykracza poza wptyw na szlak czarno-prazkowiowy.

Badania z udziatem ludzi

Efekty przyjmowania L-DOPA i lekow przeciwparkinsonowskich na
objawy ruchowe i pozaruchowe choroby Parkinsona

Celem badania byto zbadanie wptywu odstawienia lekéw dopaminergicznych na nasilenie objawéw
pozaruchowych i ruchowych PD oraz na ekspresje wybranych genéw we krwi obwodowej pacjentéow
ze zdiagnozowang i leczong PD. Wszyscy badani pacjenci byli powyzej 50. roku zycia i przecietnie
chorowali od blisko 10 lat, przy czym czas od momentu pojawienia sie pierwszych objawdéw ruchowych
choroby do udziatu w badaniu wyniést od 5 do 18 lat, a wiec stopien zaawansowania PD

u poszczegdlnych pacjentéw mogt byé zrdéinicowany. Jednakie, kazdy z pacjentéw posiadat
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zaawansowang PD, o czym swiadczy ich uczestniczenie w kwalifikacji do operacji wszczepienia systemu

do gtebokiej stymulacji mézgu.

Pacjenci z chorobg Parkinsona zostali poddani ocenie funkcji ruchowych i pozaruchowych przy uzyciu
badan kwestionariuszowych w dwéch punktach czasowych: w trakcie przyjmowania lekéw (,,ON”) i po
ich odstawieniu (,OFF”). Odsetek pacjentéw, u ktérych przyjmowanie lekédw dziatajgcych na
przekaznictwo dopaminergiczne poprawito wyniki uzyskane w poszczegdlnych testach, byt bardzo
zroznicowany w zaleznosci od funkcji i objawdw mierzonych w poszczegélnych narzedziach
kwestionariuszowych. Odstawienie lekéw dopaminergicznych skutkowato pogorszeniem objawdw
ruchowych u wszystkich pacjentéw (tabela 14). 92% (12 z 13) pacjentéw rowniez wykazato pogorszenie
w punkcie ,,OFF” w tescie MoCA na zdolnosci poznawcze. Korzystny wptyw lekéw dziatajgcych na
przekaznictwo dopaminergiczne zaobserwowano u wiekszosci pacjentéw wzgledem funkcji
mierzonych w obu czesciach kwestionariusza STAI, tj. leku, oraz w tescie PDQ-8 oceniajgcym rdzne
aspekty PD (odpowiednio: 77, 69 i 54% pacjentow wykazato poprawe w wymienionych testach).
U mniej niz potowy badanych (46%) w punkcie ,,ON” zanotowano poprawe w pomiarach objawdéw
pozaruchowych NMSS lub w kwestionariuszu neuropsychiatrycznym NPI-Q, a u mniej niz %
zastosowanie leku wptyneto pozytywnie na objawy apatii (AES). Zatem odpowiedZ pacjentéw na
stosowane leczenie dopaminergiczne wzgledem objawdéw pozaruchowych byta mocno zréznicowana,
natomiast funkcje ruchowe wszystkich pacjentéw ulegaty poprawie po wiaczeniu ponownie tychze

lekdéw.

W celu identyfikacji statystycznie znamiennych efektéw stosowania lekéw dziatajacych na
przekaznictwo dopaminergiczne na wyniki uzyskiwane w poszczegdlnych testach zastosowano testy t-
Studenta dla préb zaleznych z zastosowanie poprawki Benjamini-Hochberga. Wyniki wskazaty na trzy
znamienne efekty lekow (tabela 14). Odstawienie lekéw przeciwparkinsonowskich wzmacniajgcych
przekaznictwo dopaminergiczne znamiennie zwiekszyto $rednig liczbe punktéw uzyskiwanych
w testach UPDRS czesci Il i Ill (obie wartosci p < 0,001 po zastosowaniu poprawki Benjamini-
Hochberga):z 6,38 na 21,7 nai 22,7 na 55,4 na punktéw, co $wiadczyto o mniejszym nasileniu objawow
ruchowych przy stosowaniu leczenia.

Odstawienie lekow przeciwparkinsonowskich istotnie wptyneto réwniez na zmniejszenie Sredniej liczby
punktow uzyskiwanych w tescie MoCA oceniajgcym zdolnosci poznawcze (p = 0,00414 po poprawce
BH). Ponadto, przyjmowanie tych lekow réwniez w sposéb znamienny zwiekszyto srednig liczbe
punktow uzyskiwanych w kwestionariuszu STAI w czesci X1 z 31,8 na 40,2, co oznacza zwiekszenie
poczucia leku jako stanu. Jednakze, po zastosowaniu poprawki na liczbe porédwnan zanotowano

jedynie tendencje do podwyzszania leku przez odstawienie lekéw dopaminergicznych (p = 0,0673).
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Odstawienie lekéw przeciwparkinsonowskich nie miato natomiast istotnego wptywu na cechy i funkcje
mierzone w pozostatych testach, tj. leku jako cechy, apatii i innych objawdéw pozaruchowych

mierzonych w pozostatych narzedziach kwestionariuszowych.

Tabela 14. Wplyw przyjmowania leczenia na liczbe punktéw uzyskiwanych przez pacjentéw
w badaniach kwestionariuszowych

Sumaryczna liczba

Wartosé p dla

efektu U ilu pacjentéw

Nazwa kwestionariusza* ) przyjmowania zaobserwowano
i stan przyjmowania uzys’kanytl:h punktow: leczenia** poprawe
leczenia Srednia £ SEM (w nawiasie w stanie ,,ON”
(2akres) wartosci po (%)
poprawce BH)

AES OFF 28,6 + 1,38 (19-35) 0,967

AES ON 28,7 +1,99 (22-49) (0,967) 23

MoCA OFF 18,9 + 1,28 (10-26) 1,3 x 10

MoCA ON 21,4 +1,55 (11-29) (0,004) >

NMSS OFF 56,5 + 13,1 (11-180) 0,897

NMSS ON 58,5 + 12,2 (2-155) (0,967) 0

NPI-Q OFF 14,8 + 5,77 (0-77) 0,794

NPI-Q ON 16,5 + 6,66 (0-74) (0,967) e

PDQ-8 OFF 18,9 + 1,92 (9-31) 0,519

PDQ-8 ON 17,3 42,12 (8-31) (0,934) >

STAI-X1 OFF 40,2 * 2,96 (26-55) 0,03

STAI-X1 ON 31,8 2,47 (20-52) (0,067) 7

STAI-X2 OFF 40 £ 2,59 (25-56) 0,918

STAI-X2 ON 39,8 + 2,96 (23-56) (0,967) *

UPDRS Il OFF 21,7 + 2,63 (7-41) 2,39 x 10°

UPDRS Il ON 6,38 + 1,25 (0-13) (1,08 x 107) 100

UPDRS Ill OFF 55,4 + 3,08 (42-87) 1,35 x 107

UPDRS Ill ON 22,7 +1,37 (13-29) (1,22 x 10°) 100

*AES — Skala Oceny Apatii

MoCA — Montrealska skala oceny funkcji poznawczych

NMSS — Skala oceny pozaruchowych objawéw choroby Parkinsona

NPI-Q — Inwentarz-Kwestionariusz Neuropsychiatryczny
STAI — Inwentarz Stany i Cechy Leku (X1: lek-stan, X2: lek-cecha)

UPDRS — Ujednolicona Skala do Oceny Choroby Parkinsona
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** test t-Studenta dla préb zaleznych z poprawka Benjamini-Hochberga wartosci p na liczbe
powtdrzen

Wyniki uzyskiwane przez pacjentéw w poszczegdlnych testach skorelowano réwniez z dawka
przyjmowanych lekéw dziatajgcych wzmacniajgco na przekaznictwo dopaminergiczne, wyrazong jako
ekwiwalent dawki L-DOPA (LED) oraz danymi dotyczacymi ich wieku, wieku wystgpienia pierwszych
objawdw i czasu trwania choroby. Zanotowano 47 istotnych korelacji miedzy zmiennymi, przy p < 0,05
odpowiadajgcemu |R| > 0,55 (Ryc. 29). Jednakze, po zastosowaniu poprawki Benjamini-Hochberga
kryteria znamiennosci spetnito 10 korelacji przy |R| > 0,79 (tabela 15), przy czym wszystkie te

zaleznosci byty korelacjami dodatnimi.

%
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UPDRS-II ON -0.68-0.56
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Rycina 29. Wykres korelacji miedzy liczba punktéw uzyskiwanych przez pacjentow w poszczegdlinych
testach, dawka przyjmowanych lekdw oraz wiekiem wystgpienia pierwszych objawow choroby.
Kolory oraz wielko$¢ két wskazujg na warto$é R Pearsona. Zaprezentowano jedynie kotka prezentujace
statystycznie istotne korelacje (p < 0.05), jednak przed zastosowaniem poprawki.
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Dawka przyjmowanych lekéw dziatajgcych na przekaznictwo dopaminergiczne wyrazona jako LED nie
wykazata znamiennej korelacji z ktérymkolwiek z wynikéow testu, podobnie jak zmienne zwigzane
z wiekiem pacjentéw. Ws$réd korelacji miedzy wynikami testow zaobserwowano jednak kilka
prawidtowosci. Po pierwsze, liczba uzyskanych punktow w skali apatii AES korelowata z innymi skalami
oceniajgcymi objawy pozaruchowe: NMSS, NPI-Q i STAI-X1 w trakcie przyjmowania leczenia oraz ze
skalami STAI-X1 i STAI-X2 po odstawieniu lekéw przeciwparkinsonowskich. Punkty uzyskane w skalach
NMSS i STAI-X2 podczas farmakoterapii takze wykazaty korelacje. Ponadto, wyniki uzyskane w testach
kwestionariuszowych funkcji pozaruchowych NMSS i zaburzen zachowania NPI-Q wykazywaty miedzy
sobg korelacje, zaréwno wobec liczby punktéw uzyskanych w stanie ,,ON” i, OFF”. Wyniki uzyskane
przez pacjentow w tescie oceny zdolnosci poznawczych MoCA byty zblizone do siebie w obu punktach
czasowych, dlatego tez wykazywaty miedzy sobg silng korelacje (R > 0,93). Oceny funkcji ruchowych

w czesciach I1i lll UPDRS byty rowniez skorelowane dla obserwacji poczynionych po odstawieniu lekéw.

Tabela 15. Znamienne korelacje miedzy liczbg punktéw uzyskanych w poszczegdlnych testach
kwestionariuszowych.

Wspotczynnik
Zmienne korelujgce Wartos¢ p** | Wartosc p po poprawce***
korelacji R

AES* ON NMSS ON 0,821 5,83 x 10% 0,024
AES ON NPI-Q ON 0,853 2,1x10* 0,012
MoCA OFF MoCA ON 0,930 4,09 x 10°® 0,001
NMSS OFF NPI-Q OFF 0,856 1,87 x 10* 0,012
NMSS ON NPI-Q ON 0,853 2,08 x 10* 0,012
STAI-X1 OFF AES OFF 0,812 7,41 x10% 0,024
STAI-X1 ON AES ON 0,808 8,41 x10% 0,024
STAI-X2 OFF AES OFF 0,796 1,14 x 103 0,026
STAI-X2 ON NMSS ON 0,799 1,04 x 10’3 0,026
UPDRS Il OFF | UPDRS Ill OFF 0,818 6,33 x10% 0,024

*AES — Skala oceny apatii

MoCA — Montrealska skala oceny funkcji poznawczych

NMSS — Skala oceny pozaruchowych objawéw choroby Parkinsona
NPI-Q — Inwentarz-kwestionariusz neuropsychiatryczny

STAI — Inwentarz stany i cechy leku (x1: lek-stan, x2: lek-cecha)
UPDRS — Ujednolicona skala do oceny choroby Parkinsona
**korelacja Pearsona

***poprawka Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan
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Z powyzszych obserwacji wynika, ze objawy pozaruchowe oceniane w skalach apatii (AES), zaburzen
zachowania (NPI-Q), leku (STAI) oraz NMSS wykazujg pewien zwigzek, tworzgc spdjny zespoét objawow,
ktére s3 w podobnym stopniu obecne u pacjentdw. Sugeruje to zatem, ze nasilenie lub wystepowanie
poszczegoblnych dysfunkcji pozaruchowych mierzonych w tych testach moze by¢ ze sobg powigzane.
Natomiast wyniki uzyskiwane w testach mierzacych nasilenie objawéw pozaruchowych i ruchowych
nie byty ze sobg istotnie skorelowane. Ponadto, biorgc pod uwage silny i znamienny efekt podawania
lekéw dopaminergicznych na poprawe funkcji ruchowych w UPDRS-II i-lll oraz brak lub niewielki
wptyw na objawy pozaruchowe, mozina spekulowa¢, ze udziat komponenty dopaminergicznej
w powstawaniu i leczeniu objawdéw jest wiekszy w przypadku objawdéw ruchowych, anizeli
pozaruchowych. Nalezy jednak zaznaczyé, ze w badaniu uczestniczyta matfa liczba osdéb, co
w potgczeniu z duzg zmiennoscig osobniczg (np. LED, czas trwania choroby, schorzenia wspétistniejace)

mogto wptyngé na wyniki analiz statystycznych.

Wptyw przyjmowania lekdw dopaminergicznych na poziom
ekspresji wybranych genéw we krwi pacjentéow

W kolejnym kroku sprawdzitam, czy ekspresja gendw we krwi zylnej pacjentdw zmienia sie pod
wptywem zastosowania lekéw dziatajgcych na przekaznictwo dopaminergiczne. Wéwczas byé moze
udatoby sie powigzaé poziom ekspresji gendw we krwi z nasileniem objawéw pozaruchowych badz
ruchowych w kontekscie odpowiedzi na leczenie dopaminergiczne. W tym celu wykonatam oznaczenie
abundancji wybranych transkryptéw metodg qPCR. W doswiadczeniu uzyto sond molekularnych
TagMan pozwalajgcych na detekcje mRNA 10 gendw. 7 gendéw wybrano ze wspomnianego wyzej
badania wtasnego z zastosowania L-DOPA w szczurzym modelu hemiparkinsonizmu i analizy
transkryptomu kory czotowej (CEBPA, DDIT4, IFNGR1, KLF4, MMP9, PER1 iSGK1), kierujac sie
specyficznoscig komérkowg wyrazania tych gendow w korze czotowej (Radlicka et al., 2021). Dwa
kolejne geny nalezg do grupy regulowanych przez aktywnos$¢ komérek (FOS, EGR1) i wykazano zmiany
abundancji ich transkryptéw w prazkowiu u zwierzecych modeli parkinsonizmu po podaniach L-DOPA
(Ebihara et al., 2011; Smith et al., 2016). Zmierzono réwniez poziom mRNA genu SNCA, ktérego
mutacje sg jedng z przyczyn dziedzicznej formy choroby Parkinsona (Blauwendraat et al., 2020),
a zmiany poziomu ekspresji we krwi sg charakterystyczne dla poszczegdlnych synukleinopatii, tj.

otepienia z ciatami Lewy’ego i choroby Parkinsona (Marsal-Garcia et al., 2021).
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Rycina 30. Wzgledny poziom ekspresji wybranych genéw we krwi pacjentéw z choroba Parkinsona
przy odstawieniu lekéw przeciwparkinsonowskich (,,OFF”) i podczas ich przyjmowania (,,ON”)
uzyskany metoda qPCR. Na osi x zaprezentowano wyniki dla kazdego z badanych genéw w obu
punktach czasowych prezentuje jeden z gendw. Liczebnos¢ grup wynosita 13 w obu punktach
czasowych dla pomiaréw abundancji transkryptéw kazdego z gendw.

llos¢ mMRNA PER1 byta w wiekszosci probek ponizej poziomu detekcji przy zastosowanych parametrach
reakcji, dlatego nie wykonano dalszych analiz wzgledem tego genu. Dla pozostatych 9 gendw
wyznaczono wzgledny poziom transkryptdw w odniesieniu do genu referencyjnego HPRTI
i znormalizowano wzgledem wartosci w punkcie czasowym ,, OFF”. Na rycinie 30 zaprezentowano
$redni wzgledny poziom znormalizowanej ekspresji w obu punktach czasowych dla CEBPA, DDIT4,
EGR1, FOS, IFNGR1, KLF4, MMP9, SGK1 oraz SNCA. Réznice w Srednim poziomie ekspresji tych gendw
miedzy okresem zazywania lekéw a ich odstawieniem byly niewielkie: najwiekszy $redni wzrost
ekspresji po przyjmowaniu lekdow zanotowano dla genu SNCA (wzgledny Sredni poziom ekspresji: 1,11),
natomiast najwiekszy spadek w przypadku genu FOS (ok. 0,68). Jednakze, dla zadnego z gendw nie
zaobserwowatam znamiennych zmian w abundancji transkryptéw po podaniach ww. lekow (test t-
Studenta dla préb zaleznych z poprawka Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan; tabela 16).
Poniewaz abundancja transkryptéw badanych gendw nie ulegata zmianie ze wzgledu na
wtgczenie/wytgczenie leczenia dopaminergicznego, nie przeprowadzitam testéw pozwalajgcych na

powigzanie efektéw molekularnych leczenia i jego wptywu na nasilenie objawdéw pozaruchowych.
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Tabela 16. Wyniki analizy statystycznej poréwnania poziomu ekspresji wybranych genéw we krwi
pacjentéw z PD po odstawieniu lekéw oddziatujacych na przekaznictwo dopaminergiczne (,,OFF”)
oraz podczas przyjmowania ich (,,ON”).

Gen Warto$¢  Wartosé p Liczba pacjentéw, u ktérych

p* po wzgledny poziom ekspresji
poprawce** genu podwyiszyt sie
w punkcie ,,ON”

CEBPA 0,798 0,992 8
DDIT4 0,429 0,992 5
EGR1 0,598 0,992 5
FOS 0,106 0,954 2
IFNGR1 0,992 0,992 6
KLF4 0,911 0,992 6
MMP9 0,828 0,992 9
SGK1 0,963 0,992 6
SNCA 0,767 0,992 5

* test t-Studenta dla proéb zaleznych
** poprawka Benjamini-Hochberga na liczbe poréwnan

Co wiecej, jak zaprezentowano na rycinie 30, nie zanotowano zadne] tendencji do zwiekszenia lub
zmniejszenia abundancji mRNA gendéw pod wptywem przyjmowania leczenia ukierunkowanego na
wzmochienie przekaznictwa dopaminergicznego. Zaobserwowatam takie duzg rozbieznosé
w uzyskanych wynikach na poziomie pojedynczych pacjentéw (tabela 16); u niektérych oséb w fazie
»ON” wzgledny poziom ekspresji danego genu byt wyzszy, u innych —nizszy niz w fazie , OFF”.
W niniejszym doswiadczeniu nie wykazano wiec zwigzku miedzy stosowaniem leczenia a poziomem

ekspresji wymienionych gendw we krwi pacjentéw z chorobg Parkinsona.

Leki oddziatujgce na przekaznictwo dopaminergiczne u 13 pacjentéow z zaawansowang PD wptywaty
u nich na duzg poprawe funkcji ruchowych, jednak w bardzo niewielkim zakresie wptynety na
zaburzenia pozaruchowe, czego efekt byt zauwazalny jednie w tescie oceniajgcym zdolnosci
poznawcze oraz w mniejszym stopniu w ocenie odczuwania leku. Stosowanie tych lekéw nie wptyneto
na poziom ekspresji wybranych genéw we krwi pacjentéw, w tym réwniez w przypadku genu SNCA

o duzym znaczeniu diagnostycznym i klinicznym PD.

114



DYSKUSJA

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen potwierdzajg zréznicowany udziat uktadu
dopaminergicznego w powstawaniu i leczeniu poszczegdlnych objawdw pozaruchowych PD. Myszy
z postepujacg utratg neuronéw dopaminergicznych charakteryzowaty sie gorszg wytrzymatoscia
w tescie preta obrotowego i zmianami chodu. Mialy one takze mniejsza mase ciata niz zwierzeta
kontrolne, co ujawnito sie w zaawansowanym stadium rozwoju fenotypu. U myszy TIF-IAPATCTeERT2 pje
stwierdzono zaburzen wechu ani zachowania swiadczgcego o anhedonii. Nie wystepowaty u nich takze
zaburzenia pamieci, uczenia opartego o instrumentalne wykonywanie zadan, ani przeuczania.
Zaobserwowano natomiast, ze zwierzeta z postepujacg utratg neurondw dopaminergicznych
wykazywaty wiekszg aktywnos¢ wobec pozyskiwania nagrdd, jednak w bardziej zaawansowanym

stadiach rozwoju fenotypu aktywnosc¢ ta byta podobna w obu grupach.

Podania L-DOPA wptynety na pojedyncze parametry chodu w poszczegdlnych kohortach myszy, jednak
efekty leku nie byty statystycznie znamienne po zastosowaniu poprawki na liczbe poréwnan. Choc
sama mutacja nie wptyneta na aktywnosé lokomotoryczng, $rednig predko$é poruszania sie, ani
lekliwos¢ w tescie otwartego pola, to podania L-DOPA podnosity wartosé¢ wszystkich trzech
parametréw w tej grupie myszy. L-DOPA obnizyta réwniez nieco preferencje spozycia sacharyny
u samic z mutacjg w poréwnaniu do pozostatych grup, jednak preferencja ta nadal byta wysoka.
W grupie badanych pacjentéw z PD odstawienie lekdw dopaminergicznych pogorszyto wyniki
uzyskiwane w badaniach kwestionariuszowych oceniajgcych funkcje ruchowe oraz poznawcze. Nie
wplyneto  natomiast istotnie na odczuwanie leku, apatie, wystepowanie zaburzen
neuropsychiatrycznych, ani na wyniki uzyskiwane w wielowymiarowych testach objawéw NMSS

(pozaruchowe) i PDQ-8 (ruchowe i pozaruchowe).

Fenotyp parkinsonowski i objawy pozaruchowe u myszy szczepu
TI F_lADATCreERTZ

Barwienia immunofluorescencyjne na obecno$¢ TH potwierdzity utrate komdrek dopaminergicznych
w wybranych obszarach mdzgowia. W obu doswiadczeniach zaobserwowano wyrazne obnizenie
sygnatu TH w prazkowiu grzbietowym u myszy TIF-IAPATCeERT2 6 sygerowato znaczny zanik aksonéw
neurondéw dopaminergicznych istoty czarnej czesci zbitej wysytajgcych swoje projekcje w szlaku

czarno-prazkowiowym. W doswiadczeniu | ponadto zanotowano mniejsze zageszczenie ciat komodrek
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TH-pozytywnych w istocie czarnej i polu brzusznym nakrywki, co dodatkowo potwierdza skutecznosé
mutacji wzgledem spowodowania utraty neuronéw dopaminergicznych $rédmdzgowia. Spadek
sygnatu TH w prazkowiu grzbietowym oraz w obu wymienionych strukturach srédmézgowia widoczny
w przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeniach w 15. i w 18. tygodniu po indukcji mutacji u myszy
TIF-IAPATCeERT2 jact 7o0dny z wezesniejszymi doniesieniami, w ktdrych pokazano zmniejszenie ilosci TH
w strukturach tych w 7., 10. lub 13. tygodniu po podaniach tamoksyfenu w tym szczepie (Rieker et al.,

2011; Kreiner et al., 2019).

W swoich badaniach nie przeprowadzitam jednakze analiz stereologicznych, ktére pozwolityby na
ilosciowq analize poziomu TH na skrawkach i okreslenie stopnia utraty neurondw TH-pozytywnych
w srédmozgowiu lub ich zakonczen w przodomdzgowiu. Z tego powodu niemozliwym jest doktadne
poréwnanie tempa obumierania neuronéw DAT-pozytywnych z innymi publikacjami. Nalezy jednak
zauwazyé, ze tempo to jest nieco inne w obu wczesniejszych pracach: w publikacji z 2011 roku
zanotowano istotne zmniejszenie liczby komérek TH+ w istocie czarnej juz w 7. tygodniu od podan
tamoksyfenu (Rieker et al., 2011), natomiast w pdzniejszej w kolejnym punkcie czasowym,
w 10. tygodniu od podan tamoksyfenu. Stopien zaburzenia przekaznictwa dopaminergicznego i tempo
rozwoju fenotypu mogg zatem rézni¢ sie miedzy kohortami. Niemniej jednak wyrazne obnizenie
sygnatu TH w prazkowiu grzbietowym u mutantéw w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych byto przeze
mnie obserwowane na wszystkich wybarwionych skrawkach, poza przypadkiem jednego mutanta,
ktory posiadat rowniez inne cechy fenotypowe bliskie zwierzetom kontrolnym. Sugeruje to wysokga
skutecznos$¢ indukcji mutacji i jej efektywnos¢ wzgledem uszkodzenia szlaku czarno-prazkowiowego
u badanych myszy. Ponadto, badania wskazujg, ze objawy ruchowe PD u ludzi pojawiajg sie, gdy spadek
liczby zakonczen nerwowych istoty czarnej w skorupie osigga co najmniej 50% (Kordower et al., 2013)

a utrata komérek dopaminergicznych istoty czarnej ok. 30% (Cheng et al., 2010).

Poza barwieniami na obecno$é TH w mézgu, fenotyp parkinsonowski u mutantéw TIF-IAPATCeERT2 706t at
potwierdzony takze wynikami testow behawioralnych. Samce z postepujacg utratg neurondw
dopaminergicznych z doswiadczenia Il miaty pogorszong sprawno$¢ ruchowg, tj. zdolnos¢ do
utrzymania sie na biezni w tescie preta obrotowego wymagajgcg zachowania réwnowagi
i przyspieszenia kroku, w 13. tygodniu po indukcji mutacji. Test ten stuzy powszechnie do oceny
obecnosci zaburzen ruchowych w mysich modelach PD (Rial et al., 2014; Park et al., 2015; Kao et al.,
2020). Uzyskany wynik w tym punkcie czasowym jest zgodny z wcze$niejszymi pracami z uzyciem tego
modelu (Rieker et al., 2011; Kreiner et al., 2019). Sposrdd testéw mierzgcych sprawnos¢ ruchowg
zwierzat to wiasnie wynik uzyskany tg metodg pokazat najwieksze réznice miedzy myszami z mutacjg

a osobnikami kontrolnymi.
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W tescie otwartego pola sam genotyp nie wptynat ani na srednig predkosé, ani na aktywnosc
lokomotoryczng; zanotowano jednak istotng interakcje genotypu oraz podan L-DOPA. Rdznice miedzy
grupami nie byly statystycznie istotne, co tgcznie sugeruje brak wyraznych efektéw mutacji w tym
tescie, pomimo wykonania go na etapie zaawansowanego rozwoju fenotypu, tj. w 14. tygodniu po
podaniach tamoksyfenu. U myszy MitoPark, réwniez z postepujgcg utratg neurondéw DAT-
pozytywnych, w podobnym okresie rozwoju fenotypu zanotowano obnizenie aktywnosci
lokomotorycznej (catkowity pokonany dystans w tescie), jednak test ten trwat 30 minut (Kao et al.,
2020). Brak rdznic w tym parametrze zanotowano w mysim modelu MPTP (Park et al., 2015), gdy test
ten trwat 5 minut, oraz w mysim modelu genetycznej PD Pink1 -/- w czasie 30 minut obserwacji, jednak
w badaniu tym sama mutacja nie obnizyta sygnatu TH w prazkowiu ani istocie czarnej (Matheoud et
al., 2019). W trwajacym 5 minut wariancie testu zaobserwowano odmienne wyniki w 3 szczurzych
modelach: obnizenie aktywnosci lokomotorycznej u zwierzat z nadekspresjg a-synukleiny i w grupie
z podang wyzszg dawkag 6-OHDA (8 ug) oraz brak rdznic ze szczurami kontrolnymi w grupie z nizszg
dawkg 6-OHDA (6 pg) i w modelu parakwatowym (Campos et al., 2013). Jednoczes$nie wykazano
statystycznie istotne uposledzenie funkcji ruchowych w tescie preta obrotowego we wszystkich
modelach szczurzych (Campos et al., 2013) i w wymienionych badaniach z uzyciem MPTP (Park et al.,
2015) i w modelu MitoPark (Kao et al., 2020). Obserwacje te $wiadczg o tym, ze obnizenie aktywnosci
lokomotorycznej nie zawsze jest obecne w zwierzecych modelach PD, pomimo uposledzenia

motorycznego stwierdzonego w tescie preta obrotowego.

Trzeci zastosowany przeze mnie test pozwalat sledzi¢ rozwdj zmian funkcji ruchowych w czasie.
Metoda CatWalk opiera sie na precyzyjnych pomiarach wielu parametréw, dlatego wybratam jg, aby
moc zidentyfikowa¢ nawet bardzo niewielkie réznice w sposobie poruszania sie miedzy myszami
TIF-IAPATCreERT2 5 kontrolnymi. Test CatWalk jest czesto wykorzystywany w badaniach na mysich
i szczurzych modelach PD, zaréwno neurochemicznych, jak i genetycznych (Timotius et al., 2019).
Wsrdd czesto stwierdzanych rdznic miedzy osobnikami o fenotypie PD a kontrolnymi sg: wydtuzony
czas fazy podporu, fazy przenoszenia i diuiszy czas trwania cyklu chodu, mniejsza predkosc
przenoszenia tap, mniejsza dtugos$¢ krokéw, mniejsza kadencja oraz mniejszy obszar kontaktu tap
z podtozem (Chuang et al., 2010, 2017; Vandeputte et al., 2010; Baiguera et al., 2012; Wang et al.,
2012; Westin et al., 2012; Feng et al., 2014; Wen et al., 2015; Kordys et al., 2017; Xiao et al., 2017;
Tsang et al., 2019; Zheng et al., 2019). Przeglad literatury sugeruje jednakze wystepowanie pewnych
rozbieznosci miedzy doniesieniami. Na przyktad, wielkos$¢ rozstawu tap przednich byta raportowana
jako zmniejszona (Westin et al., 2012; Janickova et al., 2017) lub zwiekszona (Baiguera et al., 2012)

u osobnikéw o fenotypie PD. Rozstaw tap tylnych byt u tych zwierzat obserwowany zazwyczaj jako
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zwiekszony (Chuang et al., 2010, 2017; Baiguera et al., 2012; Wang et al., 2012; Wen et al., 2015; Zhou
et al., 2015; Xiao et al., 2017), natomiast w modelu VAChTEn1-Cre-flox/flox byt mniejszy (Janickova et
al.,, 2017). Czesciowe zrdznicowanie wynikdw testu CatWalk u zwierzecych modeli PD miedzy
publikacjami wynika m.in.: z odmiennej charakterystyki poszczegdlnych modeli (stopien uszkodzenia
szlaku czarno-prazkowiowego i innych struktur), metodyki (np. punktéw czasowych przeprowadzania
sesji testowych, kryteriow przejs¢ uwzglednionych w analizie) oraz wybiérczosci badanych
parametréw. Ponadto, wartosci uzyskiwane w tescie CatWalk sg réwniez uzaleznione od wagi, ptci,

wieku i tta genetycznego (Pitzer et al., 2021).

W przeprowadzonych przeze mnie doswiadczeniach w tescie CatWalk zanotowatam rozbieznosci
miedzy badanymi kohortami wzgledem wptywu utraty neuronéw dopaminergicznych na chéd myszy.
Mogg one czesciowo wynikac ze wspomnianego wptywu ptci na wyniki tego testu (Pitzer et al., 2021).
Zwazywszy na duzg liczbe analizowanych parametréw, zastosowatam poprawke na liczbe poréwnan,
aby zminimalizowac liczbe wynikdw obcigzonych btedem i rodzaju. W ten sposéb uzyskatam niewiele
wynikéw istotnych statystycznie, w tym zadnego dla samcéw z doswiadczenia Il. Efekty mutacji byty
znamienne tgcznie dla 3 parametréw: u samic z doswiadczenia | dla sprzezenia ruchu dwdch fap RH ->
RF (wieksza wartos¢ dla mutantow) i RF -> RH (mniejsza) w okresie podan L-DOPA oraz u samcéw
z doswiadczenia dla tego samego parametru dla tap RH -> LF w okresie rozwoju fenotypu.
W przypadku samic by¢ moze obserwacje te $wiadczg o zaburzonej koordynacji stawiania tap u myszy
TIF-IAPATCreERTZ 5 7wiekszonym czasie podporu na przednich fapach, co mogtoby takze sugerowaé ich
ostabione podparcie na tylnych tapach. Za t3 interpretacja przemawia s$rednio wieksza wartosc
analogicznego parametru dla tap LH -> LF u mutantéw w okresie rozwoju genotypu. Mnogosé wynikéw
Swiadczacych o efektach genotypu lub interakcji genotypu i czasu w réznych kohortach (z pominieciem
poprawki) na sprzezenie ruchu okreslonych tap przednich i tylnych, ale réwniez wzgledem sekwencji
stawiania tap sugeruje, ze koordynacja rozmieszczenia fap podczas chodu jest zmieniona u mutantow,
co moze by¢ oznaka uposledzenia funkcji ruchowych. Zmienne te s rzadko raportowane w badaniach
nad modelami PD (Timotius et al., 2019). Vlamings i wsp. (2007) zbadali wptyw dwustronnego podania
6-OHDA na udziat krzyzowych i naprzemiennych sekwencji stawiania krokdéw i nie znalezli réznic
miedzy grupg 6-OHDA a zwierzetami kontrolnymi. W mysim modelu Pinkl -/- zanotowano
uposledzong koordynacje ruchu tap w jednej zmiennej sprzezenia ruchu dwdch tap i w 4 zmiennych
zblizonych miarg do sprzezenia ruchu — dyspersji faz dla par konczyn przeciw- i tozstronnych (Glasl et
al., 2012), cho¢ model ten nie charakteryzuje sie uszkodzeniem przekaznictwa dopaminergicznego.
U pacjentéw z PD zaburzenia koordynacji ruchu konczyn dolnych i gérnych podczas chodzenia oraz
wykonywania czynnosci wymagajgcych zaangazowania przynajmniej dwdch konczyn sg powszechnie

obserwowane (Lazarus & Stelmach, 1992; Verschueren et al., 1997; Roemmich et al., 2013), a ich
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obecnos$¢ jest powigzana z bradykinezjg i sztywnoscia miesniowg (Winogrodzka et al.,, 2005).
Stosowanie L-DOPA u pacjentéw z PD poprawia ich koordynacje ruchowg (Carpinella et al., 2007; Son
et al., 2021). U badanych przeze mnie myszy TIF-IAPATCeERT2 750bserwowano pojedynczy przypadek
znamiennej interakcji genotypu ze stosowaniem L-DOPA dla sprzezenia ruchu dwdch tap: LF -> RF

u samcéw z doswiadczenia |, a wynik ten nie spetnit kryterium znamiennosci p < 0,05 po poprawce.

U samcéw o genotypie mutanta zanotowano zwiekszony rozstaw przednich fap oraz zmniejszony
rozstaw tylnych fap (bez uwzglednienia poprawki), co moze sSwiadczy¢ o oparciu wiekszej czesci ciezaru
ciata na przednich konczynach i odcigzeniu tylnych przez te myszy. Obserwacje te sg odmienne od
wiekszosci raportowanych zmian w modelach PD z uszkodzeniem ukfadu dopaminergicznego.
Ponadto, u samcéw TIF-IAPATC®ERTZ zanotowano znamienny efekt leczenia L-DOPA wzgledem
normalizacji rozstawu fap, co sugeruje silng komponente dopaminergiczng tych zmian. Kierunek
obserwowanych réznic w tych parametrach byt ten sam w obu kohortach samcéw, jednakze
poszczegdlne wyniki wskazujgce na ich istotnos¢ byty odmienne, np. w okresie rozwoju genotypu
w kohorecie i zanotowano efekt genotypu dla tylnych fap, a dla kohorty Il — dla przednich. Nalezy jednak
zauwazyc¢, ze efekty te byly znamienne bez uwzglednienia poprawki na liczbe poréwnan. U chorych
z PD odpowiednikiem rozstawu fap stosowanym w badaniach moze by¢ szerokos¢ kroku, ktdra srednio
jest wieksza niz u oséb zdrowych (Bovonsunthonchai et al., 2014). Chdd charakterystyczny dla PD
cechuje ponadto m.in.: krétsza dtugosc¢ kroku, festynacja (skracanie dtugosci kroku wraz ze wzrostem
kadencji), mniejsza szybkos¢ poruszania sie, wydtuzony czas cyklu chodu i czasu trwania fazy podparcia
(Rehman et al., 2019). Ponadto, u pacjentéw z PD wystepuje pochylenie ciata do przodu i zwigzane
z nim oparcie wiekszej masy ciata na palcach stép niz u zdrowych oséb (Nieuwboer et al., 1999).
U myszy TIF-IAPATCERT2 73 notowatam oznaki wptywu genotypu oraz interakcji genotypu i podar L-DOPA
wzgledem dtugosci kroku, dtugosci fazy podparcia oraz parametréw opisujgcych pole powierzchni
stopy z podfozem. Jednakze, obserwowane efekty nie zawsze wskazywaty jednorodny kierunek zmian
miedzy sesjami pomiarowymi. Pomimo tego, ze zaobserwowatam rdznice w sposobie poruszania sie
myszy z postepujacg utratg neurondw dopaminergicznych, to nalezy jednak zauwazy¢, ze obserwacje
te nie powtarzaty sie w poszczegdlnych kohortach myszy i wiekszo$¢ zanotowanych zmian nie byta
znamienna po zastosowaniu poprawki na liczbe poréwnan. Zatem wptyw mutacji u myszy
TIF-IAPATCreERTZ n g \wystepowanie zaburzeh chodu charakterystycznych dla PD byt niewielki. Podobne
whioski mozna wysnu¢ wzgledem wptywu podan L-DOPA na chéd. Jednakze, badania przeprowadzone
na pacjentach z PD pokazujg ograniczong skutecznos¢ L-DOPA wzgledem poprawienia wybranych
parametréw chodu (np. wydtuzenie kroku), a wyniki uzyskiwane w tych badaniach sg czesto niespdjne
(Ferrandez & Blin, 1991; Sethi, 2008; Mirelman et al., 2019; Wilson et al., 2020). Zestawienie moich

wynikéw oraz obserwacji poczynionych u pacjentéw z PD sugeruje zatem niewielki udziat dysfunkgji
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uktadu dopaminergicznego w zaburzeniach chodu. Doniesienia wskazujg na istotny udziat dysfunkcji
innych uktadéw w zaburzeniach chodu, w tym cholinergicznego (Rochester et al., 2012; Lau et al., 2015;
Janickova et al., 2017). Rozbieznosci miedzy moim wynikami a badaniami z uzyciem innych modeli
moze wynikac¢ z réznic w charakterystyce biochemicznych zmian miedzy modelami. Wyniki testu

CatWalk nie zaprzeczajg jednak fenotypowi parkinsonowskiemu u myszy TIF-|APATCreERT2,

Kolejng cecha unikalng dla zwierzat z mutacjg TIF-IAPATC®ERT2 hyta mniejsza masa ciata. WyraZzne rdznice
pojawiaty sie w pdzniejszych punktach czasowych we wszystkich trzech kohortach, choé u samic
dopiero byty znamienne w okresie podan L-DOPA. Mniejszg mase ciata obserwuje sie tez w innym
modelach PD, w tym u myszy MitoPark (Galter et al., 2010) i myszy po podaniach 6-OHDA (Masini et
al.,, 2021). Nizsza masa ciata jest typowa dla pacjentow PD i wynika ona ze zwiekszonego
zapotrzebowania energetycznego chorych, a réznice w masie ciata zaczynajg pojawia¢ sie w fazie
przedruchowej (Chen et al.,, 2003). Regulacja zachowan zwigzanych z odczuwaniem gtodu
i pozywaniem sie jest zalezna od interakcji wielu struktur i uktadéw osrodkowych, w tym angazujgcych
przekaznictwo oreksynergiczne i dopaminergiczne (Volkow et al., 2011; Kistner et al., 2014). Utrata
neurondw oreksynergicznych jest obecna w patologii PD (Fronczek et al., 2007), co moze wskazywac
na czesciowe zrédto utraty wagi u pacjentéw. Rola dopaminy w regulacji pozywania sie zostata
wykazana u ludzi (Volkow et al., 2003), jak i u myszy (Szczypka et al., 1999). U myszy niesyntezujacych
dopaminy juz jednokrotne podanie L-DOPA prowadzito do krétkotrwatego zwiekszenia aktywnosci
iilosci zjadanego pokarmu do optymalnych wartosci przy podniesieniu poziomu dopaminy
w prazkowiu do 9% tego u myszy typu dzikiego (Szczypka et al., 1999). W przeprowadzonych przeze
mnie doswiadczeniach w zadnej z badanych kohort myszy TIF-IAPATC®ERT2 chroniczne podania L-DOPA
nie miaty wptywu na zmiany masy ciata zwierzat, bez wzgledu na droge podania leku, tj. ciggte
uwalnianie podskdrne czy tez iniekcje doodtrzewnowe. U chorych na PD obserwuje sie natomiast, ze
samo stosowanie L-DOPA w tej grupie moze przyczyniac sie do utraty wagi, cho¢ podeszty wiek réwniez
odgrywa role w tym procesie (Vardi et al., 1976; Palhagen et al., 2005). Biorgc pod uwage powyzsze
obserwacje, mozna wnioskowac, ze utrata neuronéw dopaminergicznych czeSciowo przyczynia sie do
spadku masy ciata w przebiegu PD, co by¢ moze wynika z ostabienia chorych, zmniejszenia ich
aktywnosci ruchowej, ale z drugiej strony rowniez moze by¢ zwigzane z nieprawidiowym
funkcjonowaniem uktadu pokarmowego (Kistner et al., 2014). Potrzebne s3 jednak dalsze badania, aby
wyjasni¢ podobne efekty obnizenia poziomu dopaminy w modelach zwierzecych i podann L-DOPA
u pacjentdw na mase ciata w przebiegu PD, a wiec dziatania przeciwstawnego wzgledem poziomu

dopaminy.
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Podsumowujac, zaréwno barwienia immunofluorescencyjne na obecnos¢ TH w neuronach szlaku
czarno-prazkowiowego oraz badania behawioralne funkcji ruchowych potwierdzity fenotyp
parkinsonowski u myszy TIF-IAPATCeERT2 - Myszy  te maja  zmniejszong liczbe neuronéw
dopaminergicznych srédmodzgowia. Uszkodzenie przekaznictwa dopaminergicznego byto zwigzane
z czesciowym uposledzeniem funkcji ruchowych u tych myszy oraz z obnizong masg ich ciata.
Stosowanie L-DOPA czesciowo wptyneto na poprawe funkcji ruchowych. Warto ponadto zaznaczy¢, ze
wyniki prowadzonych w kilku punktach czasowych pomiaréw masy ciata oraz parametréw chodu
w tescie CatWalk potwierdzajg stopniowy rozwéj fenotypu parkinsonowskiego, ktéra to dynamika jest
bliska tej u 0s6b chorych na PD. Szczep TIF-IAPATCeERT2 stanowi zatem dobry model do badania wptywu

utraty neurondw dopaminergicznych na podtoze objawdéw pozaruchowych PD.

Udziat dysfunkcji uktadu dopaminergicznego w powstawaniu objawdw pozaruchowych PD jest
zréznicowany, na co wskazuje ograniczona skutecznos¢ lekow dopaminergicznych wzgledem wielu
z nich (Chaudhuri & Schapira, 2009). Zidentyfikowanie stopnia wptywu komponenty dopaminergicznej
na wystepowanie poszczegdlnych objawdw pozaruchowych PD pozwoli na lepsze poznanie
etiopatogenezy choroby, a takze pomoze opracowac skuteczne strategie ich leczenia. Jest to jednak
o tyle ztozona kwestia, ze procesy fizjologiczne uposledzone w przebiegu PD s3g regulowane czesto
przez wiele uktadéw neuroprzekaznikowych, jak w przypadku objawéw neuropsychiatrycznych.
Stosowanie w badaniach modeli zwierzecych ukierunkowanych na uszkodzenie pojedynczych uktadéw

ADATCreERTZ

neuroprzekaznikow, jak TIF-| , pozwala na Sledzenie wptywu dysfunkcji wybranego uktadu

neuroprzekaznikdw na zachowanie i zmiany biochemiczne zwierzat.

Zbadanie wptywu utraty neuronéw dopaminergicznych na funkcje poznawcze i wykonawcze u myszy
byto jednym z gtéwnych celdw badan behawioralnych. Zastosowano trzy testy pozwalajgce na ocene
réznych funkcji poznawczych i wykonawczych: zdolnosci uczenia sie instrumentalnego i przeuczania,
pamieci krotkotrwatej, rozpoznawczej i diugotrwatej (w testach przeprowadzanych przez wiele

tygodni), wrazliwosci na nagrode i tendencji do poszukiwania bodzcow.

U myszy TIF-IAPATC®ERT2 wie za0bserwowano wptywu utraty neurondw dopaminergicznych na pamieé
krdtkotrwatg i rozpoznawczg w tescie rozpoznawania nowego obiektu. Co wiecej, podania L-DOPA ani
interakcja obu czynnikdw réwniez nie wykazaty istotnego efektu na zachowanie zwierzat w tym tescie.
Trzeba jednak zaznaczyé, ze grupy doswiadczalne mutantéw cechowata mata liczebno$¢ (odpowiednio
3 i4 osobniki w grupie mutantdw traktowanych solg fizjologiczng i L-DOPA) a pojedyncze osobniki
w kazdej z grup doswiadczalnych nie wykazaty preferencji zainteresowania nowym obiektem, tj.

wspotczynnik rozpoznania nowego obiektu < 50%. Moze to sugerowad nieprawidtowe wykonanie testu
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lub tez duzg zmiennos¢ zachowan eksploracyjnych wewnatrz grup doswiadczalnych. Test
rozpoznawania nowego obiektu wymaga: nabycia informacji (ang. acquisition), ich konsolidacji
(consolidation), odpamietania (retrieval) i uaktualnienia (update) w kolejnych fazach wykonania
zadania. Wykonanie tego testu angazuje przekaznictwo dopaminergiczne  uktadu
mezokortykolimbicznego; jest ono niezbedne zwfaszcza dla zajscia proceséw konsolidacji
i ,odpamietania” (Osorio-Gomez et al., 2022). Sugeruje to, ze w momencie przeprowadzenia badania
uktad ten nie byt na tyle uszkodzony, zeby objawito sie to uposledzeniem wykonania testu. Zaburzenia
w wykonaniu tego testu zaobserwowano w szczurzym modelu 6-OHDA; byly one odwracane po
jednorazowym, ale nie chronicznym podaniu L-DOPA (Loiodice et al., 2019).

Zaburzenia pamieci krotkotrwatej byty wielokrotnie obserwowane u pacjentéw z chorobg Parkinsona.
U nowo zdiagnozowanych pacjentéw Marini i wsp. (2003) zanotowali zwiekszony efekt pierwszerstwa
i obnizony efekt swiezosci podczas zapamietywania nowych informacji. Po roku stosowania L-DOPA
u tych pacjentéw ich wyniki nie rdznity sie na tle populacji referencyjnej, co mogtoby sugerowad
poprawe pamieci po L-DOPA. Nalezy jednak przy tym zaznaczy¢, ze zaobserwowane deficyty pamieci
krotkotrwatej sg niewielkie a stosowanie L-DOPA nie prowadzito do duzych zmian w funkcjach
poznawczych u tych pacjentéw. W zadaniu oceniajgcych pamieé krétkotrwatg pacjenci z idiopatyczng
postacia PD nie wykazywali rdinic ze wzgledu na odstawienie lub stosowanie lekéw
dopaminergicznych (Degos et al., 2018). W jeszcze innym doniesieniu pacjenci po odstawieniu lekéw
dopaminergicznych wykazywali sie lepszym wykonaniem zadania wymagajgcego uzycia pamieci
krotkotrwatej niz przy stosowaniu leczenia, ale takze lepiej niz osoby zdrowe (Fallon et al., 2019).
Ponadto, Flowers i wsp. (1984) zanotowali brak zaburzen pamieci rozpoznawczej u pacjentéw. tacznie,
powyzsze informacje sugerujg potrzebe wykonania dalszych badan nad rolg zaburzen transmisji
dopaminergicznej i stosowania L-DOPA wobec zadan wymagajacych zaangazowania pamieci

krétkotrwatej i rozpoznawczej.

Oprocz braku zaburzen pamieci krétkotrwatej, myszy z utrata neurondw dopaminergicznych nie
wykazywaty réwniez zachowan $wiadczacych o uposledzeniu pamieci dtugotrwatej, uczenia
instrumentalnego ani przeuczania. U pacjentdow z PD zaobserwowano jednak zaburzone przeuczanie.
Timmer i wsp. (2017) zanotowali zaburzone przeuczanie w zadaniu ze zmiennym wskazaniem nagrody
i kary, jednak tylko u pacjentdw z objawami depresji, a stosowanie leczenia dopaminergicznego nie
wptyneto na ich wyniki w tescie. Cools i wsp. zanotowali natomiast poprawe (2007) lub pogorszenie
(2001) w wykonywaniu zadan zaleznych od przeuczania po podaniu pacjentom L-DOPA. W nowszym
z doswiadczen poprawa przeuczania byta zwigzana z dziataniem leku w jadrze pétlezgcym przegrody.
Badania na zwierzetach pokazaty, ze w proces przeuczania sg zaangazowane: kora okotoczodotowa,

prazkowie grzbietowe oraz ciato migdatowate (Bissonette & Powell, 2012). Poniewaz u myszy
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TIF-IAPATCreERT2 \wystepuje spadek unerwienia dopaminergicznego prazkowia grzbietowego, mozna by
sie spodziewaé, ze u samic o genotypie mutanta pod koniec doswiadczenia zaobserwujemy zaburzenia
przeuczania, na ktdre bedzie miata wptyw L-DOPA. Nie zaobserwowano jednak efektéw genotypu ani
leku na preferencje naroznika P=0,9, ktéra byta wyzsza ni¢ 50% przez caty okres trwania doswiadczenia.
By¢ moze wptyw na to miat kontekst spoteczny (Kiryk et al., 2011) i myszy z mutacjg podazaty za
myszami kontrolnymi, zwitaszcza, ze w pdzniejszym okresie obserwacji zmniejszyta sie aktywnos¢
mutantéw wobec wizyt i wyboréw w tescie. Potrzebne sg dalsze badania w celu wyjasnienia tych

obserwacji.

W procesy przetwarzania nagrdéd zaangazowane sg populacje neurondw dopaminergicznych, jak
i serotoninergicznych (Bari et al., 2010; Kranz et al., 2010; Beierholm et al., 2013; Lammel et al., 2014).
Wyniki naszych badan pokazujg, ze sama utrata neuronéw dopaminergicznych prowadzi do
nadwrazliwosci na nagrode u myszy obu ptci i wynikajacej z niej zwiekszonej aktywnosci w zadaniach
instrumentalnych na wczesnych etapach utraty neuronéw dopaminergicznych. W uzytym modelu
utrata neuronéw dopaminergicznych wystepuje zaréwno w istocie czarnej, jak i polu brzusznym
nakrywki (Rieker et al., 2011; Kreiner et al., 2019), jednak znamienny poziom utraty neuronéw w polu
brzusznym nakrywki zaobserwowano nie wczesniej niz w 10. tygodniu. Poniewaz zaobserwowana
nadwrazliwos$¢ na nagrode miata charakter przejSciowy i zaczynata ulega¢ zmniejszeniu do poziomu
poréwnywalnego ze zwierzetami kontrolnymi po uptywie ok. 10 tygodni od indukcji mutacji, mozna
przypuszczaé, ze duzg role w nadwrazliwosci myszy na nagrode odgrywa utrata neurondéw istoty
czarnej. Réwniez u pacjentdw z PD stwierdza sie zaburzone procesowanie nagrody. Pacjenci PD nie
wykazujg zmian w aktywnosci kory ruchowej przy zadaniu zwigzanym z nagroda, co jednak ulega
zmianie po podaniu pramipeksolu, lecz nie L-DOPA (Kapogiannis et al., 2011). Nadwrazliwos$¢ na
nagrode jest natomiast obecna u pacjentéw z PD, ktérzy majg objawy zespotu zaburzen kontroli
impulsdw; byta ona obecna po odstawieniu lekéw dopaminergicznych, natomiast podczas ich
przyjmowania ich wrazliwo$¢ na nagrode byta podobnie wysoka, co u pacjentédw bez tych zaburzen
(Drew et al., 2020). Badania u zdrowych oséb wskazuja, ze nadwrazliwos¢ na nagrode jest komponentg
impulsywnosci (Jauregi et al., 2018), natomiast badania z udziatem pacjentéw z PD demonstrujg
istotne znaczenie komponenty dopaminergicznej na wystepowanie tej nadwrazliwosci. Co istotne
w kontekscie moich wynikdw, zespdt zaburzen kontroli impulsdw rozwija sie u pacjentéw z PD wskutek
przyjmowania agonistow receptoréw dopaminowych (Weintraub & Nirenberg, 2012). PrzejSciowa
nadwrazliwo$é na nagrode u myszy TIF-IAPATC®ERT2 st wiec w sprzecznosci z obserwacjami pacjentéw
z PD. By¢ moze u myszy tych przejSciowo wystepujg mechanizmy kompensujgce utrate neurondéw

dopaminergicznych istoty czarnej, jednak wymaga to potwierdzenia doswiadczalnego.
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Nasilone przejéciowo instrumentalne poszukiwanie wrazen samcéw TIF-IAPATCEERT2 stoi w opozycji do
obserwacji poczynionych u pacjentéw z PD, ktérzy mieli zmniejszong tendencje do takiego zachowania
(Evans et al., 2006). Nalezy jednak podkresli¢ tymczasowe nasilenie tej tendencji u myszy, jak
i odmienng metodologie badania tej cechy u ludzi i zwierzat. Nasilona tendencja do poszukiwania
wrazen jest silnie powigzana z przekaznictwem dopaminergicznym; zaréwno w badaniach
z wykorzystaniem zwierzat, jak i u ludzi zwiekszone poszukiwanie wrazen jest zwigzane
z nadwrazliwoscig na psychostymulanty, natomiast u zwierzat o zwiekszonym nasileniu tej cechy
obserwuje sie zmniejszong liczbe receptorow D2 w prazkowiu (Norbury & Husain, 2015). tacznie,
wyniki te mogg sugerowaé, ze u myszy TIF-IAPATC®ERT2 \yystepuje przej$ciowe zmniejszenie ekspresji
receptorow D2, jednakze wymagane jest potwierdzenie histologiczne tej hipotezy. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze zwiekszone poszukiwanie wrazen u myszy tych wynika ze zmian w przekaZnictwie
dopaminergicznym i jest zwigzane ze spadkiem poziomu dopaminy w prazkowiu i Smiercig komérek

w istocie czarnej (Rieker et al., 2011).

Zaburzenia wechu byty wykazywane w badaniach z wykorzystaniem réznych zwierzecych modeli PD
(McDowell & Chesselet, 2012), a badania z udziatem ludzi sugerujg ztozone ich podtoze, z wptywem
dysfunkcji takze innych neuroprzekaznikéow niz dopamina (Doty, 2012). W wykonanych przeze mnie
barwieniach nie zanotowatam widocznych oznak zmian liczebnosci komérek TH-pozytywnych
w opuszce, jednak nie zostaty wykonane badania stereologiczne. Badania na zwierzecych toksynowych
modelach PD demonstruja, ze uszkodzenie neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej prowadzi
do zaburzen wechu, ale w opuszce — do jego poprawy (Huisman et al., 2004; Kurtenbach et al., 2013;
likiw et al., 2019; Zhang et al., 2019). Obustronne podanie preformowanych fibryli a-synukleiny do
opuszki wechowej myszy spowodowato pogorszenie ich wrazliwosci wechowej w tescie
rozpoznawania zapachdéw, jednak nie zaobserwowano u nich zaburzen wechu w tescie zakopanego
peletu (Johnson et al., 2020). W wykonanym przeze mnie doswiadczeniu sprawdzitam wrazliwos¢
wechu myszy jedynie przy pomocy testu zakopanego jedzenia, zatem nie moge w petni wykluczy¢
mozliwosci, iz pewne aspekty funkcjonowania zmystu powonienia, jak rozréznianie zapachéw, mogg
byé zaburzone u myszy TIF-IAPATCeERT2 Nje miaty one jednak zaburzonej recepciji lokalizacji zapachu
krakersa i pozyskiwaty go w czasie zblizonym do osobnikéw kontrolnych. W mysim modelu MPTP
zaobserwowano dtuzszy czas do znalezienia przysmaku w tescie zakopanego jedzenia przy
jednoczesnym zachowaniu aktywnosci ruchowej zblizonej do osobnikéw kontrolnych (Kurtenbach et
al., 2013), co by sugerowato, ze u myszy TIF-IAPATC®ERT2 r8\wnijez powinnam zaobserwowad pogorszone
znajdywanie krakersa. Z drugiej jednak strony, u myszy Pink -/- pogorszenie rozrdzniania zapachow

byto zwigzane ze zmniejszeniem ilosci komodrek serotoninergicznych w opuszce wechowej (Glasl et al.,
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2012). Potrzebne sg zatem dalsze badania wyjasniajgce podfoze neurobiologiczne poszczegdlnych

sktadowych zaburzen wechu (rozréznianie zapachdéw versus identyfikowanie nasilenia zapachu).

Brak oznak anhedonii mierzony poprzez wyzszg niz 50% preferencje spozycia sacharyny wzgledem
spozycia wody byt wykazany w dtugotrwatych badaniach u samic i samcow TIF-IAPATCTeERT2 | Njje
wykazywat on zmian podobnych do tych obserwowanych w aktywnosci zwierzat w testach
wymagajacych odpowiedzi instrumentalnych (czyli najpierw wzrostu, potem spadku, wraz ze Smiercig
neurondéw dopaminergicznych $srédmozgowia). Obserwacje te sugerujg brak wpltywu postepujacej
utraty neurondéw dopaminergicznych na zachowania moggce swiadczy¢ o anhedonii. Zachowania
Swiadczace o obnizonym nastroju, w tym obnizenie spozycia stodkich roztwordw, obserwowano
jednak w innych modelach zwierzecych PD. W szczurzym modelu 6-OHDA zanotowano obnizong
preferencje spozycia roztworu sacharozy, ktéra zostata podwyzszona wskutek podan L-DOPA (Carvalho
et al., 2013). Rowniez w modelu MPTP zaobserwowano obnizong preferencje spozycia roztworu
sacharozy, co autorzy powigzali z obnizonym poziomem ekspresji receptora 5-HT,s na astrocytach
(Zhang et al., 2015). W przypadku modelu 6-OHDA réwniez nie mozna catkowicie wykluczy¢ wptywu
uktadu serotoninergicznego na obserwowane zmiany, cho¢ podana dawka neurotoksyny byta nizsza
niz ta, dla ktdrej opisywano obnizenie poziomu tego neuroprzekaznika w wiekszosci badanych struktur
(Kaminska et al., 2017). Z drugiej jednak strony, podkresla sie istotng role przekaznictwa
dopaminergicznego w powstawaniu anhedonii (Gorwood, 2008), przez co moje wyniki zdajg sie by¢
sprzeczne z danymi literaturowymi. Byé moze ma to podtoze w zwiekszonej wrazliwosci na nagrode,
ktéra maskuje w pewien sposdb zachowania moggce swiadczyé o anhedonii, jednak wrazliwos$¢ ta
maleje w pdzniejszych tygodniach rozwoju fenotypu PD. Ponadto, literatura sugeruje odwrotng
zalezno$¢: przeuczania sie zaleznego od nagrody od wystepowania objawow depresji w PD (Timmer et

al., 2017). Potrzebne s3 dalsze badania, aby wyjasni¢ niespdjnosci tych wynikéw.

Wptyw L-DOPA na ekspresje gendw w przodomdzgowiu u myszy
szczepu TIF-]APATCreERT2

Stosowanie L-DOPA u myszy z postepujacg utratg neurondw dopaminergicznych wptyneto na
podwyzszenie poziomu ekspresji 20 gendw w wybranych strukturach przodomdzgowia myszy. Przy
pomocy nienadzorowanej analizy skupien zidentyfikowano zmiany na obszarze prazkowia
grzbietowego, jadra potlezgcego przegrody, przedmurza i jgdra wewnatrzgruszkowatego, komory
bocznej, grzbietowe]j kory maézgu (warstwy 2/3 do 6b), czesci kory smakowej oraz kory gruszkowate;.
Zestaw genow, na ktérych ekspresje wptyneta L-DOPA, byt wzbogacony w geny zwigzane

z mechanizmami regulacji transkrypcji (m.in. Egr1, Nrd4al, Junb), a ponadto zaangazowane w procesy
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zegara biologicznego (Per1, Bhlhe40) oraz Sciezki sygnatowe, w ktdrych uczestniczg biatka MAPK (Per1,
Dusp1). Inne sposrdd tych gendw sg powigzane m.in. z endocytozg (Lgi3), naprawg DNA (Ubl5),
plastycznoscig synaptyczng (Arc) i transportem przez btone komérkowsa (S/c3a2). L-DOPA indukowata
ekspresje gendéw regulowanych aktywnoscig komdrek nerwowych gtéwnie w grzbietowych warstwach
kory oraz w prazkowiu grzbietowym. Wzorzec zmian ekspresji genéw wywotanych wielokrotnymi
podaniami L-DOPA w przodomdzgowiu myszy TIF-IAPATCeERT2 gygeryje wptyw tego leku na struktury

zaangazowane w regulacje funkcji ruchowych, motywacje, funkcje wykonawcze i odczuwania zapachu.

Wptyw L-DOPA na wzmocnienie ekspresji gendw implikowanych w tak wielu funkcjach komérkowych
sugeruje, ze jej efekty wobec procesdw w przodomodzgowiu sg bardzo szerokie i wieloaspektowe.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w wiekszosci przypadkdw zwigzane z dang funkcjg geny regulowane przez
L-DOPA byty pojedyncze i rozpatrywanie wptywu L-DOPA na szereg procesow na podstawie efektow
wobec transkryptéw jednego genu jest zbyt duzg generalizacjg. Z drugiej strony, nie mozna wykluczyé,
ze cze$é gendw regulowanych przez L-DOPA zostata odrzucona z wynikéw wskutek rygorystycznych,
ztozonych krokéw analizy odczytéow. Wsréd tych operacji byto zastosowanie poprawki FDR na duzg
liczbe poréwnan, ktdra ze wzgledu na specyfike metodyki i duzg liczbe odczytéw prawdopodobnie
doprowadzito do odrzucenia wielu wynikéw. Zwiekszenie préby by¢ moze pozwolitoby na identyfikacje

wiekszej liczby transkryptow, na ktérych abundancje miata wptyw L-DOPA.

W niniejszym doswiadczeniu zanotowano, ze L-DOPA stymulowata ekspresje kilku gendéw zwigzanych
z regulacja transkrypcji (Egrl, Egrd, Junb i in.), co moze oznaczaé, ze posrednio L-DOPA wptywa na
jeszcze wiecej transkryptow i proceséw w komdrce. Zmiany te zbadano tylko w jednym punkcie
czasowym: w chronicznym rezimie podan, 1 godzine po ostatniej dawce. Charbonnieur-Beaupel i wsp.
(2015) obserwowali efekty jednorazowego podania L-DOPA na transkryptom prazkowia szczurzego po
odnerwieniu 6-OHDA w 3 punktach czasowych: po 1, 3 i 6 godzinach od podania. Zanotowali oni kilka
wzorcéw zmian ekspresji gendw w czasie. Po 1 godzinie swoéj najwiekszy (lecz krétkotrwaty) poziom
ekspresji osiggneto wiele gendw regulowanych aktywnoscig komérek, w tym: Egr4, Perl, Duspl, Junb
i Arc. Sugeruje to duze podobienstwo wynikdw tego doswiadczenia z naszymi wynikami, choc¢ ekspresja
Dusp1 i Arc byta w moim doswiadczeniu podniesiona po podaniach leku nie w prazkowiu, a w klastrach
korowych. W kolejnych godzinach zanotowano kolejno zmiany w genach powigzanych (GO) m.in. z
dtugotrwatym ostabieniem synaptycznym, nastepnie — aktywnoscig regulatorowg fosfataz, natomiast
wsrad gendw, ktdrych poziom ekspresji stopniowo wzrastat lub spadat przez 5 godzin byty te
zaangazowane w transmisje synaptyczng i regulacje plastycznosci synaptycznej. Zestawienie wynikéw
obu badan pozwala na wysnucie wnioskdw, ze podania L-DOPA w pierwszej kolejnosci aktywujg w

przodomodzgowiu (lub bardziej szczegdétowo: w prazkowiu) ekspresje gendw zwigzanych z regulacja
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transkrypcji, a molekularne skutki jej dziatania sg zauwazalne co najmniej przez kilka kolejnych godzin.
Geny nalezgce do grupy gendw regulowanych aktywnoscia komdrek nerwowych (inaczej: geny
wczesnej odpowiedzi komdrkowej) miaty zmieniong abundancje transkryptéw po podaniach L-DOPA w
wielu innych opisywanych badaniach przodomézgowia w zwierzecych modelach PD (Konradi et al.,

2004; Ebihara et al., 2011; Smith et al., 2016).

Réwniez w naszym wczes$niejszym doswiadczeniu w korze czotowej szczura z hemiparkinsonizmem po
6-OHDA zanotowalismy wptyw chronicznych podarn L-DOPA na ekspresje gendw regulowanych
aktywnoscig komérki metodg znajdywania sieci genow wspotregulowanych (Radlicka et al., 2021).
Jednakze, wsrdd gendw wspdlnych z tym doswiadczeniem, ktérych poziom ekspresji byt znamiennie
podwyzszony, byt jedynie Perl. Réznice te mogg wynikaé z innej dawki L-DOPA, czasu usmiercenia
zwierzat od podania ostatniej dawki lub doktadnosci anatomicznej badania transkryptomu miedzy
transkryptomika przestrzenng a RNA-seq catego wycinka tkanki. U myszy TIF-IAPATCeERT2 ek spresja tego
genu byta podwyiszona po podaniach L-DOPA w prazkowiu oraz warstwie 2/3 kory grzbietowe;j.
W szczurzym modelu dyskinez po L-DOPA zanotowano natomiast obnizenie poziomu ekspresji Perl
w prazkowiu (Smith et al.,, 2016). Co istotne, jest to gen zaangazowany w regulacje cyklow
okotodobowych. Badania wykonane z udziatem pacjentéw z PD wskazujg zmiany poziomu ekspresji
niektérych gendw zwigzanych z cyklami okotodobowymi, tj. BMAL1 (Cai et al., 2010), lub ich metylacji
—NPAS2 (Lin et al., 2012), lecz nie PER1. Mozna by zatem przypuszczaé, ze to L-DOPA wptywa na zmiany
jego ekspresji, zaktdcajgc tym samym rytmy okotodobowe pacjentow. Jednakze, inne doniesienia nie
wskazujg na takg interpretacje: L-DOPA ma poprawiac (Yang et al., 2021) lub pogarsza¢ (Li et al., 2017)
regulacje zegara biologicznego u szczurdw z uszkodzeniami po podaniach 6-OHDA, ale w zadnym z tych
badan nie mierzono ekspresji Per1, tylko innych gendw z nim powigzanych funkcjonalnie (Bmal1, Clock,
Per2). Drugim genem zwigzanym z regulacjg rytméw okotodobowych, ktérego poziom ekspresji zmienit
sie po podaniach L-DOPA u myszy TIF-IAPATCeERT2 byt Bhlhe40, jednak trudno rozpatrywaé tacznie ich
role (pomimo wspdlnego terminu GO), gdyz jego ekspresja byta zmieniona w innej warstwie kory, niz

w przypadku Perl.

Wsrdd gendw, ktorych ekspresje promowata L-DOPA w mysim modelu PD, mozna doszukac sie tych
o potencjalnym znaczeniu w mechanizmach zwigzanych z rozwojem tej choroby. Ub/5 jest jednym
z gendw zaangazowanych w mitochondrialng odpowiedz na nieprawidtowo zwiniete biatka; po
traktowaniu komoérek linii SH-SY5Y MPTP zanotowano czasowy wzrost ekspresji gendw zwigzanych
ztym procesem, w tym samego UBL5 (Hu et al., 2021). Autorzy wskazali na neuroprotekcyjne
wiasciwosci aktywacji tego procesu, co posrednio tez moze wskazywaé na takiez dziatanie Ub/5. By¢

moze swiadczy to o tym, ze L-DOPA wykazuje pewne witasciwosci neuroprotekcyjne w PD. Jednakze,
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sugestie te nalezy traktowac bardzo ostroznie. Trzeba pamieta¢ o tym, ze w uzytym przeze mnie
modelu nie zanotowano zaburzen zwijania sie biatek ani tez ich patologicznego agregowania; nie byt
to model a-synukleinopatii ani powstaty z uzyciem MPTP. Ponadto, potencjalne wtasciwosci
neuroprotekcyjne lub spowalniajgce rozwdj choroby (Fahn et al., 2004; Verschuur et al., 2019) nie s3
jednoznacznie wykazywane w literaturze, a wrecz istniejg badania demonstrujgce jej mozliwe dziatanie
neurotoksyczne (Borah & Mohanakumar, 2007; Bhattacharjee et al., 2016). Przyktady UbI5 i Perl

pokazujg trudnosci w szerszej interpretacji wynikéw wptywu L-DOPA na pojedyncze geny.

Wazne zagadnienie wzgledem wynikdéw niniejszych doswiadczen stanowi powigzanie danych
transkryptomicznych z obserwowanymi u myszy zmianami zachowania pod wptywem L-DOPA.
Interpretacje przedstawionych wynikéw profilowania ekspresji wzgledem objawéw pozaruchowych
utatwitoby skorelowanie ich ze zmianami zachowania zwierzat. Jedng z metod stosowang do
powigzania cech fenotypowych z wynikami wysokoprzepustowych metod badania transkryptomu, jest
metoda WGCNA (Langfelder & Horvath, 2008). Jednakze, zastosowanie analizy korelacji jak i WGCNA
w przypadku niniejszego doswiadczenia jest ograniczone niska liczebnoscig grup doswiadczalnych. Aby
mac wnioskowac o zaleznosciach zmian ekspresji gendw i zachowania pod wptywem L-DOPA w modelu

PD, trzeba by wiec zwiekszy¢ probe.

Warto zatem rozwazy¢ efekty podan L-DOPA wzgledem poszczegdlnych obszaréw przodomadzgowia.
W przypadku zastosowanej metody nienadzorowanego analizy skupien do rozdziatu profili
transkrypcyjnych pojedynczych punktéw na klastry osiggnelismy wynik o bardzo duzym odwzorowaniu
szczeg6tow i podobieistw anatomii przodomdzgowia myszy, o czym $wiadczy m.in. zréznicowanie
poziomu ekspresji gendw markerowych w poszczegdlnych klastrach. Jest to wynik duzo lepszy niz na
znalezionym przyktadzie w literaturze — na skrawku ludzkiej kory przedczotowej (Maynard et al., 2021),
na co byé moze ma wptyw zastosowana metodyka analiz, odrzucajgca duzo transkryptéw o niskim
poziomie transkrypcji. Mozna zatem z dos$¢ duzg pewnoscig opisywac anatomiczne aspekty rdznic
w ekspresji wzgledem zidentyfikowanych klastrow.

Badania wptywu L-DOPA lub substancji o dziataniu dopaminergicznym na transkryptom modzgowia
skupiaty sie dotychczas gtéwnie na wybranych strukturach, zwtaszcza na prazkowiu, ktore jest bogato
unerwione przez projekcje dopaminergiczne ze srddmodzgowia. Bardziej rozszerzone wzgledem
struktur badania transkryptomiczne lub proteomiczne pozwalaty na wizualizacje efektow tych
substancji na skrawkach, jednak bedac opartymi o uzywanie sond lub przeciwciat byty wybidrcze
wzgledem otrzymanych wynikow i doktadnosci kwantyfikacji sygnatu (Berke et al., 1998; Svenningsson
et al., 2000; Ebihara et al., 2011; Bastide et al., 2014). Sposrdd tych prac, najblizsza efektom mojej jest

autorstwa Berke i wsp. (Berke et al., 1998). Na szczurzym modelu hemiparkinsonizmu wywotanego
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6-OHDA zaprezentowano efekty dziatania agonisty receptoréw typu D1, SKF38393. Zaobserwowane
zmiany dotyczyty indukcji ekspresji poszczegélnych gendw wczesnej odpowiedzi komdrkowej (m.in.
Egrl, Junb, Arc, Nrdal, Jund, Fosb) w prazkowiu i korze moézgowe]. Pokazane w publikacji skrawki
pochodzg z obszardw zlokalizowanych bardziej doogonowe niz badane przeze mnie, a w pofaczeniu
z inng doktadnoscig wykazywanych zmian i punktem czasowym szczegétowe poréwnanie wynikdéw obu
doswiadczen jest niemozliwe. Chciatabym jednak podkresli¢, ze w obu pracach wykazano wptyw lekéw
dopaminergicznych na rézne obszary i warstwy kory mdézgowej oraz na prazkowie w zwierzecych
modelach PD, choé¢ wizualnie mozna dostrzec pewne réznice. Przyktadowo, SKF38393 indukowat
ekspresje Arc w podobnie duzym stopniu w prazkowiu grzbietowym i brzusznym oraz w wielu
warstwach kory mdézgowej, natomiast w naszym badaniu wptyw L-DOPA na ekspresje tego genu byt

istotny jedynie w wybranych warstwach kory grzbietowej (2/3, 5, 6a).

Badania neuroobrazowe u pacjentéw z PD demonstrujg wptyw podan L-DOPA na zmieniong aktywno$é
i potgczenia réinych obszaréw przodomdzgowia, w tym na pierwszorzedowa i dodatkowag kore
ruchowg oraz na lewg kore przedczotowg (Buhmann et al., 2003; Orcioli-Silva et al., 2020; Shen et al.,
2020). W przeprowadzonym doswiadczeniu nie mogtam oceni¢ efektéw leku wzgledem tych
poszczegdlnych domen funkcjonalnych grzbietowej kory, poniewaz klastrowanie ujawnito wieksze
podobienstwo profili transkrypcyjnych w warstwach kory. Nalezy jednak zauwazy¢, ze efekt L-DOPA
wzgledem klastréow obecnych na terenie mysiej kory przedczotowej (Laubach et al., 2018), tj. #1, #9
i #14 byt znikomy i ograniczony do podwyzszonej ekspresji Ubl5 w klastrze #9. Niemniej jednak, moje
wyniki pokazuja, ze L-DOPA wptywa funkcjonalnie na komdrki w réznych obszarach przodomdzgowia,
zaangazowanych w procesy poznawcze, motywacyjne i przetwarzanie nagrody, wechowe, jak i funkcje
ruchowe, co pokazuje, ze lek ten wptywa na obszary regulujace funkcje zaburzone w PD. Ponadto,
badanie to prezentuje réwniez, ze L-DOPA wptywa na procesy molekularne na obszarach, ktére majg
niewielkie lub nie majg wcale unerwienia dopaminergicznego, np. jadro zewnatrzgruszkowate i kora
gruszkowata (Berger et al., 1976, 1991). Stanowi to przestanke do dalszego badania molekularnych

efektow farmakologii L-DOPA w mdzgowiu o cechach PD.

Przeprowadzone doswiadczenie pokazato przydatnos¢ metody transkryptomiki przestrzennej
w badaniach neurofarmakologicznych i nad schorzeniami uktadu nerwowego. Wadg tej techniki jest
to, ze jej rozdzielczos¢ nie jest bliska wielkosci pojedynczej komédrki, co powoduje, ze na profil
transkrypcyjny pojedynczego punktu sktadajg sie transkryptomy kilku komorek, czesto réznego typu,
np. neurony o odmiennym fenotypie, oligodendrocyty i astrocyty. Utrudnia to doktadniejszg
interpretacje zmian ekspresji gendw, jednakze na tle RNA-seq catych fragmentéw technika ta ujawnia

nieznang dotychczas heterogenicznosé tkanki w odpowiedzi na rézne bodzce. Ponadto, metodyka ta
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jest kosztowna na tle ,zwyktego” RNA-seq, co limituje liczebnosé prébek uzywanych
w doswiadczeniach i zwieksza tzw. efekt ,batchu”. Mimo tych wad metodycznych, uzycie
transkryptomiki przestrzennej pozwolito na zidentyfikowanie nowych mechanizméw komérkowych
zwigzanych m.in.: z chorobg Alzheimera (Chen et al., 2020), stwardnieniem zanikowym bocznym
(Maniatis et al.,, 2019) i stwardnieniem rozsianym (Kaufmann et al.,, 2022). Wyniki naszego
doswiadczenia pozwolity po raz pierwszy zidentyfikowaé wptyw L-DOPA wzgledem poszczegdlnych

struktur przodomdézgowia mysiego modelu PD z zastosowaniem transkryptomiki przestrzennej.

Wptyw odstawienia lekow dopaminergicznych na objawy choroby
Parkinsona i zmiany w ekspresji gendw we krwi

Wyniki doswiadczenia profilowania przestrzennego przodomézgowia myszy TIF-IAPATCreERTZ hg
podaniach L-DOPA oraz wyniki badania efektéw leczenia dopaminergicznego na abundancje
wybranych transkryptéw we krwi pacjentéw prowadzg do odmiennych wnioskéw. Podczas gdy
w pierwszym przypadku odpowiedz na leczenie dopaminergiczne poprzez indukcje zmian ekspresji
gendw byta wyrazna, we krwi pacjentéw nie zaobserwowano takich efektéw. Przyjmowanie lub
odstawienie lekéw dopaminergicznych u pacjentéw z PD nie wptywato na poziom ekspresji badanych
gendw w ich krwi. Leki te nie miaty zatem wplywu na abundancje niektérych transkryptéw
implikowanych w PD (SNCA, SGK1), genéw regulowanych aktywnoscig komérek nerwowych (EGR1,
FOS) ani o wysokiej specyficznosci dla réznych populacji komérek krwi i $rédbtonka naczyn
krwionosnych (CEBPA, DDIT4, IFNGR1, KFL4, MMP9). By¢ moze zatem leczenie dopaminergiczne
u pacjentdw z zaawansowang PD nie wptywa na transkryptom komadrek krwi. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze brak rdéznic miedzy punktami czasowymi moze wynika¢ z matej liczebnosci proby i duzego jej
zrdznicowania, w tym dawki przyjmowanych lekéw i chordb wspétistniejgcych. Ponadto, badanie

skupito sie wybidrczo na niewielkiej liczbie transkryptéw.

Poréwnanie wynikdéw obu przeprowadzonych doswiadczen jest trudne z kilku powoddw. Po pierwsze,
badania dotyczyty dwdch odmiennych tkanek. Efekty podan L-DOPA na rézne struktury moézgowia
w tym samym modelu PD mogg by¢ wysoce odmienne, co sugeruje, ze poréwnywanie profili ekspres;ji
gendw miedzy mdézgowiem a komdrkami krwi moze nie by¢ jednoznacznie interpretowalne. Z drugiej
strony, rézni badacze podejmowali sie poréwnania transkryptoméw réznych struktur mdzgowia
i komérek krwi obwodowej. Opisywano niskie lub umiarkowane podobiefstwo zmian
transkryptomicznych poszczegdélnych gendw miedzy komodrkami krwi a réznymi strukturami
mozgowia, w tym kory przedczotowej i podwzgdrza (Sullivan et al., 2006; Ferguson et al., 2022), lecz

réowniez duzg zgodnos$¢ miedzy sieciami gendw lub powigzanymi z genami $ciezkami molekularnymi
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zmienionymi w obu rodzajach prébek pod wptywem chronicznej okresowej ekspozycji na etanol
(Ferguson et al., 2022) lub w przebiegu chordb neurodegeneracyjnych (lturria-Medina et al., 2020). Po
drugie, istotnym czynnikiem jest rdznica gatunkowa i wynikajgce z niej réznice w mechanizmach
kompensacyjnych (Kreiner, 2015), jak i tempo postepowania $mierci neuronéw dopaminergicznych
wynikajgca z drastycznie odmiennej dtugosci zycia. Po trzecie, nalezy wzig¢ pod uwage metodologiczne
ograniczenia badania z udziatem ludzi, do ktérych nalezy przede wszystkim niska liczebnos¢ préby oraz
wybidrczosé wzgledem analizowanych transkryptéw. Biorgc pod uwage duze zmiany fenotypowe
u pacjentdw pod wptywem leczenia dopaminergicznego i mnogos¢ doniesien na temat zmian
transkryptomicznych pod wptywem L-DOPA w zwierzecych modelach PD, nie mozna catkowicie

wykluczyé, ze leki dopaminergiczne wptywajg na transkryptom komadrek krwi u chorych na PD.

Co istotne, komérki jednojadrzaste krwi obwodowej, w tym limfocyty T i B, posiadajg receptory
dopaminy typu D1 i D2 (Penedo et al., 2021; Wysokinski et al., 2021; Wieber et al., 2022), jak réwniez
dopamina jest syntezowana przez limfocyty (Bergquist et al., 1994; Buttarelli et al., 2011). Wykazano
role dopaminy w regulacji fizjologii i rdznicowania limfocytéw T (Buttarelli et al., 2011),
zaobserwowano takze, ze podania L-DOPA promowaty proliferacje tych komérek u myszy (Carr et al.,
2003). W badaniu Barbanti i wsp. (1999) u pacjentéw z PD zanotowano wieksze zageszczenie
receptorow typu D1 i D2 na limfocytach krwi obwodowej, ktére zostato zmniejszone do poziomu
kontrolnego po podaniach L-DOPA lub bromokryptyny. Ponadto, L-DOPA lub agonisty receptoréw
wplywajg takze na proteom limfocytéw T u pacjentéw z PD (Alberio et al., 2012). Doniesienia te
sugerujg wspodlnie, ze stosowanie leczenia dopaminergicznego u chorych na PD wptywa na komorki
krwi obwodowej, dlatego mozna by oczekiwaé, ze uda sie zaobserwowac réwniez zmiany w ekspresji
gendw pod ich wptywem. W przeprowadzonym doswiadczeniu nie zaobserwowatam jednak rdznic
w fazie ,ON” i ,,OFF” wzgledem ekspresji badanych gendw: SNCA, SGK1, FOS, EGR1, MMPS, CEBPA,
DDIT4, KLF4 i IFNGR1 we krwi.

Sposrdd wszystkich badanych gendw, najbardziej spodziewatam sie zanotowaé wptyw leczenia
dopaminergicznego na poziom ekspresji SNCA. Catkowity poziom ekspresji mMRNA SNCA we krwi we
wczesnym stadium PD jest obnizony u 0séb z PD w poréwnaniu do oséb zdrowych (Locascio et al.,
2015), natomiast poziom biatka a-synukleiny w komdrkach jednojgdrzastych krwi obwodowej jest
podwyzszony (Kim et al.,, 2004). Badania Marsal-Garcii i wsp. (2021) pokazaty ponadto, ze réine
izoformy mRNA tego genu majg odmienne kierunki zmian abundancji w korze skroniowej i krwi,
a dodatkowo mogg zmienia¢ sie z wiekiem. Sprzeczne sg doniesienia na temat ilosci a-synukleiny
w osoczu pacjentdw z PD w poréwnaniu do oséb zdrowych (Henchcliffe, 2014); raportowane jest

zmniejszenie poziomu catkowitej a-synukleiny (Gorostidi et al., 2012), jednak nie u nosicieli mutacji
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w genie LRRK2, brak réznic (Shi et al., 2010) oraz jej podwyzszenie (Lee et al., 2006). Badania na
zwierzecych modelach PD demonstrujg wptyw L-DOPA na zmniejszenie agregacji a-synukleiny w polu
CA1 hipokampa, korze skroniowej i skorupie (Deffains et al., 2021) oraz na zmniejszenie akumulacji
fosforylowanej a-synukleiny w istocie czarnej (Shimozawa et al., 2019). Rowniez we krwi pacjentow
z PD zaobserwowano skutki dziatania L-DOPA wzgledem a-synukleiny: lek ten podnidst poziom
metylacji genu SNCA, ktéry u pacjentéw z PD byt hipometylowany (Schmitt et al., 2015). W swojej pracy
Duraniwsp. (2010) zanotowali podwyzszenie poziomu a-synukleiny w osoczu nowo zdiagnozowanych,
nieleczonych pacjentéw z PD w poréwnaniu do oséb zdrowych, natomiast poziom ten nie byt istotnie
odmienny w poréwnaniu do pacjentéw z bardziej zaawansowang chorobg i przyjmujgcych leki
dopaminergiczne. Dane literaturowe wskazujg, ze L-DOPA moze wptywaé na ekspresje a-synukleiny
u chorych z PD lub modelach zwierzecych w réznych frakcjach krwi i w moézgu. Z drugiej strony, zmiany
w poziomie ekspresji mogg by¢ ograniczone do pojedynczych izoform, a brak zaobserwowanego
wptywu lekéw dopaminergicznych na poziom ekspresji SNCA moze wynika¢ z zastosowania sondy
TagMan komplementarnej do wszystkich wariantdw transkrypcyjnych, a nie specyficznej wobec
wybranych izoform. Co wiecej, dtugos¢ trwania choroby i jej zréznicowanie w prdbie rowniez mogty
mie¢ wpltyw na ekspresje poszczegélnych izoform, ktdrych abundancja maleje z rozwojem PD. By¢
moze role w uzyskanym wyniku odgrywa réwniez genotyp badanej grupy oraz réznice w dawkach

przyjmowanych lekéw dopaminergicznych.

Inne geny, ktérych poziom ekspresji zmierzytam we krwi pacjentéw, zostaty wybrane do doswiadczenia
na podstawie danych literaturowych. Duza cze$¢ doniesien o wptywie lekéw dopaminergicznych
stosowanych w terapii PD na transkryptom mdzgowia to prace wykonane na myszach i szczurach
z uszkodzeniami ukfadu dopaminergicznego spowodowanymi podaniami 6-OHDA. W pracach tych
wsrdd gendw podlegajgcych zmianom pod wptywem L-DOPA powtarzajg sie geny regulowane
aktywnoscig komérek nerwowych, w tym: Fos i Egrl. Nasilenie lub ostabienie ekspresji Fos wskutek
podan L-DOPA zanotowano po uszkodzonej stronie w prazkowiu, jadrze pétlezagcym przegrody, korze
zakretu obreczy, jadrze migdatowatym podstawnym bocznym i jadrze niskowzgdérzowym (Morelli et
al., 1993; Kashihara et al., 1995; Soghomonian, 2006; Ebihara et al., 2011; Charbonnier-Beaupel et al.,
2015; Smith et al.,, 2016). Natomiast w przypadku Egrl analogiczne zmiany zaobserwowano
w prazkowiu, jadrze poétlezagcym przegrody, pierwszorzedowej korze ruchowej oraz czesci
siateczkowatej istoty czarnej (Bastide et al., 2015; Charbonnier-Beaupel et al., 2015; Smith et al., 2016).
Pozostate geny zostaty wybrane z mojej wczesniejszej pracy, rowniez wykonanej na modelu 6-OHDA.
Wptyw L-DOPA na ekspresje gendw wykazatam dla 48 gendéw (Radlicka et al., 2021), w tym dla Sgk1,
Ddit4, Kilf4, Cebpa, Mmp9 i Ifngrl, natomiast ich wybdr do sprawdzenia w doswiadczeniu byt

podyktowany ich zréznicowang frekwencjg ekspresji w poszczegdlnych typach komdérek mdzgu (Allen
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Brain Institute, 2018), co mozna czesciowo interpretowac jako specyficznosé ekspresji w stosunku do
typu komodrek. Brak wptywu leczenia dopaminergicznego na abundancje transkryptéw powyzszych
8 gendw we krwi pacjentdw z PD mozna ponownie ttumaczy¢ zbyt matg préba, nie zarejestrowaniem
zmian na poziomie pojedynczych izoform i zréznicowaniem grupy badanej. Co wiecej, wptyw L-DOPA

na ekspresje tych genéw moze by¢ ograniczony wytgcznie do wybranych struktur mézgowia.

Na podstawie wykonanego doswiadczenia nie mozna uznac poziomu ekspresji SNCA, FOS, EGR1, SGK1,
DDIT4, KLF4, CEBPA, MMP9, ani IFNGR1 we krwi za markery stosowania i wptywu leczenia
dopaminergicznego PD na objawy tej choroby. Jednakze, aby mdéc zweryfikowac i uzupetni¢ wyniki
doswiadczenia, nalezatoby zastosowa¢ wysoko przepustowg metode ilosciowej analizy
transkryptomicznej lub proteomicznej, lub tez zwiekszyé prébe, rozszerzyé liste badanych gendéw, czy
tez ograniczy¢ analizy do specyficznych populacji komorek krwi. Tak wykonane badanie pozwolitoby
lepiej pozna¢ molekularne skutki odstawienia i diugotrwatego stosowania lekdw dopaminergicznych
w terapii PD, jak rowniez mogtoby pozwoli¢ zbada¢ korelacje miedzy efektami tych lekow wzgledem
objawéw pozaruchowych i ruchowych oraz zmianami transkryptomu lub proteomu krwi. Ponadto,
wyniki te miatyby potencjalne znaczenie w poszukiwaniu nie tylko molekularnego podtoza

poszczegdlnych objawéw PD, lecz rdwniez ich biomarkerdow.

Odstawienie lekéw dopaminergicznych miato wptyw na pogorszenie funkcji ruchowych (UPDRS-II oraz
-11), poznawczych (MoCA) oraz w niewielkim stopniu zwiekszyto odczuwanie leku (STAI-X1). Swiadczy
to o terapeutycznym wptywie leczenia dopaminergicznego na poprawe tych funkcji u chorych na
zaawansowang PD. Na zaburzenia funkcji poznawczych i wykonawczych duzy wptyw ma przekaznictwo
dopaminergiczne i cholinergiczne (Calabresi et al., 2006). Uwaza sie, ze na wczesnych etapach rozwoju
PD obserwowane sg zaburzenia funkcji poznawczych zwigzane z utratg neuronéw dopaminergicznych,
natomiast w zaawansowanym stadium przewage w obrazie klinicznym nabierajg objawy otepienia
zwigzanego z uszkodzeniami struktur cholinergicznych (Kehagia et al., 2010; Stuart et al., 2020). Wyniki
naszego doswiadczenia sugerujg, ze nawet w zaawansowanym PD dysfunkcje poznawcze moga ulegac
czesciowej poprawie po zastosowaniu terapii dopaminergicznej. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wiekszosc¢
uczestnikéw badania nie miata oznak otepienia, a jedynie tagodnych zaburzen funkcji poznawczych.
Nie wykazano wptywu komponenty dopaminergicznej na wyniki pozostatych testéw, co z jednej strony
moze sugerowac niewielki jej udziat wzgledem wystepowania apatii i zaburzen zachowania, a z drugiej
trzeba zauwazy¢, ze kwestionariusze wielowymiarowe (NMSS, PDQ-8) ze wzgledu na swojg specyfike
oceniajg nasilenie réoznorodnych objawdw pozaruchowych, zatem wyodrebnienie wptywu odstawienia
lekéw dopaminergicznych na ich poszczegdlne sktadowe wymagatoby podzielenia wynikéw wzgledem

pytan kwestionariuszy.
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Przeprowadzone badania wykazaty zrdznicowang role przekaznictwa dopaminergicznego
w powstawaniu i nasileniu objawéw pozaruchowych PD. Znaczenie komponenty dopaminergicznej
w mechanizmach zwigzanych z zaburzeniami funkcji poznawczych pokazaty na dwojaki sposéb wyniki
doswiadczen z wykorzystaniem mysiego modelu choroby, jak i z udziatem pacjentéw z zaawansowang
PD. Postepujaca utrata neurondw dopaminergicznych wywotata przejsciowo wzmocnienie zachowan
nastawionych na nagrode u myszy, natomiast u pacjentow zaobserwowano pogorszenie funkcji
poznawczych po odstawieniu lekdw dopaminergicznych. Pierwsza z tych obserwacji sugeruje istnienie
mechanizméw kompensacyjnych wobec utraty neurondéw szlaku czarno-prazkowiowego, ktére byé
moze w stadium zaawansowanych zmian zwyrodnieniowych przestajg by¢ efektywne lub zostajg
przewazone przez utrate kolejnych populacji neuronéw, tj. pole brzuszne nakrywki. Druga z obserwaciji
wskazuje natomiast, ze nawet w zaawansowanym stadium PD u pacjentow przyjmujacych przez wiele
lat L-DOPA, objawy poznawcze wcigz mogg miec¢ znaczgcyg komponente dopaminergiczng, nie tylko
cholinergiczng. Brak oznak uposledzenia procesdéw pamieciowych i uczenia sie u myszy z uszkodzonym
uktadem dopaminergicznym byt sprzeczny danymi literaturowymi, co moze réwniez sugerowac
istnienie  mechanizméw kompensacyjnych, ktére w skali czasowej doswiadczen zachowaty
skutecznosé. By¢ moze wskazuje rowniez na to, ze do wyksztatcenia sie tych zaburzen niezbedne jest
uszkodzenie lub dysfunkcja innych uktadéw neuroprzekaznikdw badz odmiennych mechanizmodw.
L-DOPA nie wptyneta na procesy poznawcze myszy z utratg neuronéw dopaminergicznych, co by¢ moze
wynika ze zbyt pdznego ich wiaczenia, tj. po okresie nadwrazliwosci na nagrode. Masa ciata zwierzat
z utratg neurondw dopaminergicznych ulegta zmniejszeniu w zaawansowanym stadium rozwoju
fenotypu, co jednak nie wynikato z zaburzen wechu ani anhedonii mogacych zmniejszy¢ przyjmowanie
pokarmu, a leczenie L-DOPA jej nie poprawito. Sugeruje to ztozone podtoze mechanizméw moggcych
lezeé u podstaw utraty masy ciata tych myszy. Ponadto, prawdopodobne ostabienie myszy-mutantéw
zwigzane z utratg ich masy ciata byé moze ttumaczy obnizenie sie aktywnosci samic i samcéw
w zadaniach instrumentalnych w na etapie bardziej zaawansowanego deficytu dopaminy.

Leki dopaminergiczne miaty odmienny wptyw na zachowania lekowe w wykonanych doswiadczeniach:
w mysim modelu PD L-DOPA powodowata ich nasilenie, natomiast u pacjentow leki te wykazywaty
tendencje do ich tagodzenia leku jako stanu — lek ten ulegat nasileniu po ich odstawieniu. Te
rozbieznosci mogg wynika¢ z odmiennych metodologii obu doswiadczen lub z odmiennego spektrum
dziatania L-DOPA w mdzgowiu pacjentéw z zaawansowanymi procesami uszkodzen wielu uktadéw

przekaznikdw anizeli u myszy TIF-|APATCreERT2,

Anhedonia i apatia to dwa zaburzenia nastroju, ktére obserwuje sie w PD. Majg one zwigzek

z obnizeniem nastroju i wystepujg w przebiegu epizodéw depresji. Tak w badaniach na mysim modelu,
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jak i u pacjentéw z PD nie zaobserwowano istotnego wptywu komponenty dopaminergicznej na te
objawy. Podobnie, wiekszo$¢ pozostatych badanych cech fenotypowych w doswiadczeniach (wech,
uczenie sie, pamiec¢ u myszy; zaburzenia zachowania, lek jako cecha, wielowymiarowa ocena funkcji
pozaruchowych u ludzi) nie wykazata zmian wzgledem dysfunkcji i leczenia dopaminergicznego.
Znaczenie w ich powstawaniu mogg mie¢ zatem przynajmniej czesciowo inne uktady
neuroprzekaznikdw. Nie mozna jednak wykluczyé, ze wptyw na te wyniki miata niska liczebnos¢

badanych grup.

Profilowanie przestrzenne ekspresji genéw w mysim modelu PD L-DOPA wptywa na procesy
komodrkowe nie tylko w prazkowiu, jgdrze pédtlezacym i specyficznych warstwach grzbietowej kory
czotowej, lecz takze w przedmurzu i jadrze wewnagtrzgruszkowatym i czesciach kory
somatosensorycznej oraz gruszkowatej. U zwierzat z postepujgca utratg neurondw dopaminergicznych
L-DOPA stymulowata podwyzszenie ekspresji gendw regulowanych aktywnoscig komérek nerwowych
i zaangazowanych w regulacje rytmu okotodobowego, proceséw transportu i wydzielania
zewnatrzkomorkowego i innych. Wysoce specyficzne dziatanie L-DOPA wzgledem struktur
anatomicznych mdzgu i poszczegdlnych gendw pokazato nowe efekty dziatania tego leku wobec
obszaréw zaangazowanych w powstawanie ruchowych i pozaruchowych objawéw PD, w tym proceséw
wykonawczych i motywacyjnych. Wykazanie dziatania L-DOPA na procesy molekularne w obszarach
przodomdzgowia zwigzanych z regulacjg funkcji poznawczych, wykonawczych i ruchowych PD moze
pomadc znalezé nowe strategie ich leczenia. Potwierdzitam wptyw L-DOPA na wzmocnienie transkrypcji
gendéw regulowanych aktywnoscig komadrek nerwowych w korze madzgu i grzbietowym prazkowiu.
Geny te powinny zatem znalez¢ sie w centrum poszukiwania nowych terapii objawdéw pozaruchowych
PD, jak i dyskinez wywotywanych dtugotrwatym stosowaniem tego leku. Odstawienie leczenia
dopaminergicznego u pacjentdow nie spowodowato istotnych zmian w ekspresji wybranych genéw we
krwi. Jednakze, zwiekszenie préby oraz zastosowanie innej metody mogtoby doprowadzi¢ do
identyfikacji transkryptow zmieniajgcych swojg ekspresje w zaleznosci od stosowania terapii
dopaminergicznej. W ten sposdéb mozna by wykry¢ transkrypty o znaczeniu markerowym wobec

poprawy lub pogorszenia sie objawdw u pacjentow.

Celem przedstawionych w rozprawie badan byto wyizolowanie efektéw przekaznictwa
dopaminergicznego na powstawanie i leczenie objawdw pozaruchowych PD. Nalezy jednak mie¢ na
wzgledzie, ze utrata neuronéw dopaminergicznych prowadzi do zmian funkcjonowania wielu obszaréw
mozgowia. Przyktadowo, podania L-DOPA na pdiniejszych etapach choroby, gdy uktad
dopaminergiczny jest bardzo uszkodzony, prowadzg do produkcji dopaminy przez neurony

serotoninergiczne, spadku produkcji serotoniny i zmniejszenia ciat neurondéw w grzbietowym jadrze
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szwu (de Deurwaerdere et al, 2017). W modelach selektywnych uszkodzen struktur
dopaminergicznych warto by zatem zbadad takze ich wptyw na inne ukfady neuroprzekaznikéw.
Ponadto, rozpatrujgc zaburzenia tak ztozonych funkcji, jak szeroko pojete funkcje poznawcze, powinno
sie wzig¢ pod uwage zwyrodnienie obszarow poza szlakami dopaminergicznymi i ich interakcje.
W przebiegu PD obserwuje sie m.in. obnizenie ilosci dopaminy oraz noradrenaliny w przedmurzu,
ktdre jest zaangazowane w regulacje funkcji ruchowych i pozaruchowych PD (Sitte et al., 2017). Zatem
uzycie w badaniach nad PD modeli selektywnych i postepujgcych zaktdcen przekaznictwa
dopaminergicznego oraz adrenergicznego, serotoninergicznego lub cholinergicznego pozwolitoby
z jednej strony na ulepszenie trafnosci fasadowej modelu, z drugiej — na poznanie wptywu interakcji

obu uktadéw neuroprzekaznikowych na powstawanie wybranych objawéw pozaruchowych PD.
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WNIOSKI

Wykonane przeze mnie badania wskazujg na dalszg potrzebe badania udziatu komponenty
dopaminergicznej w postawaniu objawdw pozaruchowych PD. Doswiadczenia z wykorzystaniem
mysiego modelu tej choroby zademonstrowaty, ze na wczesnych etapach utraty neurondw
dopaminergicznych wystepuje zwiekszenie wrazliwosci na nagrode. Wykazatam takze, ze podania
L-DOPA w tymze modelu mogg nasila¢ zachowania lekowe. Uszkodzenie uktadu dopaminergicznego
nie doprowadzity do uposledzenia uczenia sie, proceséw pamieciowych, wechu ani zachowan
Swiadczacych o anhedonii. Odstawienie lekdw dopaminergicznych u pacjentéw z zaawansowang PD
nie wptyneto na wiekszos¢ objawéw pozaruchowych, w tym na apatie i zaburzenia zachowania. Po raz
pierwszy zaprezentowatam efekty podan L-DOPA na ekspresje gendw w przodomdzgowiu mysiego
modelu PD metodg transkryptomiki przestrzennej. Wyniki tego doswiadczenia pokazujg, ze lek
wywotuje zmiany molekularne w poszczegdlnych obszarach kory mdézgu i jgder podstawy, co moze by¢
zwigzane z efektami terapeutycznymi i pomdc znalezé nowe punkty uchwytu dla nowych lekéw
dziatajagcych wybidrczo wobec danej grupy objawdéw pozaruchowych PD. Efekty odstawienia lekéw
dopaminergicznych u pacjentéw sugeruja, ze w zaawansowanym stadium PD wzmacnianie
przekaznictwa dopaminergicznego nadal odgrywa waznga role w leczeniu zaburzen poznawczych oraz
lekowych. Badania ekspresji wybranych genéw we krwi tych pacjentéw nie doprowadzity do
zidentyfikowania markeréw dziatania lekéw dopaminergicznych wobec objawdw pozaruchowych,
jednak metoda wysokoprzepustowej analizy transkryptomicznej mogtaby poméc takowe znaleZé.

Aby lepiej pozna¢ podtoze molekularne objawdw pozaruchowych PD potrzebne s3g dalsze szeroko
zakrojone badania z udziatem pacjentéw i modeli zwierzecych. Wykorzystanie modeli taczacych
postepujgcy utrate neuronéw dopaminergicznych oraz noradrenergicznych, serotoninergicznych lub
cholinergicznych mogtoby poméc rozszerzyé wyniki przeprowadzonych badan. Wazne jest
zapewnienie duzej préby w badaniach z udziatem pacjentdw, jak i tych z wykorzystaniem zwierzat, aby
zniwelowaé efekty zmiennosci osobniczej i zwiekszy¢ poréwnywalnosé wynikow z innymi
doniesieniami. Stworzenie jednolitego modelu etiopatogenezy poszczegdlnych objawdw
pozaruchowych PD pozwolitoby na znalezienie skutecznych i bezpiecznych terapii, poprawiajgc tym
samym jakos¢ zycia pacjentéw. Dlatego wazne jest kontynuowanie badan na réinych modelach
zwierzecych oraz z udziatem pacjentéw PD i z zastosowaniem nowatorskich, wieloprzepustowych

technik, tgczac je z obserwacjami zachowania.
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