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ZWIERZĘTA TRANSGENICZNE I ICH ZASTOSOWANIE  
W BADANIU CHOROBY PARKINSONA

Barbara Kosmowska (Kraków)

 Streszczenie 

Choroba Parkinsona (PD) to obecnie jedna z najczęściej występujących chorób neurodegeneracyjnych, do-
tykająca osoby starsze między 55 a 70 rokiem życia. Do wystąpienia objawów choroby dochodzi na skutek 
postępującej degeneracji neuronów dopaminergicznych części zbitej istoty czarnej, a co za tym idzie, silnego 
spadku poziomu dopaminy (DA) w prążkowiu, gdzie dochodzą zakończenia szlaku czarno-prążkowiowego. 
Badania mające na celu poznanie patomechanizmu choroby i opracowanie skuteczniejszej terapii PD przepro-
wadza się przy użyciu modeli zwierzęcych. Do modelowania PD powszechnie wykorzystuje się neurotoksyny 
(np. 6-OHDA czy MPTP), zdolne do selektywnego uszkadzania neuronów DA. Coraz częściej używa się rów-
nież modeli genetycznych, czyli zwierząt transgenicznych, których materiał genetyczny został odpowiednio 
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zmodyfikowany. Zwierzęta te otrzymuje się przy pomocy różnych metod, takich jak: mikroiniekcja DNA do 
przedjądrza zygoty, modyfikacja pierwotnych komórek zarodkowych, klonowanie somatyczne czy infekcja 
wirusowa, a wybór techniki zależy przede wszystkim od oczekiwanego rodzaju modyfikacji. Transgeniczne 
modele PD odnoszą się przede wszystkim do genetycznych (rodzinnych) form choroby, które dotyczą ok. 10% 
przypadków, a podstawą do opracowania linii transgenicznych były zaobserwowane u pacjentów specyficz-
ne mutacje w obrębie różnych genów, m.in. genu kodującego białko α-synukleinę oraz białko parkinę, genu 
LRKK2 czy PINK1. Mimo że do tej pory modele te nie przyczyniły się znacząco do opracowania skutecznej 
terapii PD, wydają się być niezwykle interesujące i obiecujące. Być może dzięki dalszej optymalizacji, pew-
nego dnia pozwolą odkryć lek, umożliwiający zahamowanie lub chociażby spowolnienie rozwoju choroby.

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is one of the most common neurodegenerative diseases which affects elderly 
people mainly between the ages of 55 and 70. The main cause of the disease’s symptoms is a progressive 
degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra (pars compacta) and, in consequence, a strong 
decrease of dopamine level in the striatum where the terminals of the nigrostriatal fibers are located. Most stud-
ies aimed at understanding the pathomechanism of the disease and developing an effective therapy are carried 
out using different animal models. Neurotoxins (e.g. 6-OHDA and MPTP) which are widely used to model 
PD are capable of selective death of dopaminergic neurons. Nowadays, the genetic models are used more and 
more frequently as an alternative to classic neurotoxin models. Genetic models are transgenic animals whose 
genetic material has been modified. They are obtained using different methods, such as: microinjection of DNA 
into the pronucleus of the zygote, modification of embryonic stem cells, somatic cloning or viral infection. The 
choice of the technology primarily depends on a nature of the expected modification. The transgenic models of 
PD are mainly related to a genetic (familiar) form of the disease, which concerns approximately 10% of cases. 
The starting point to produce the transgenic lines are specific mutations (in various genes, such as: α-synuclein, 
parkin, LRKK2, PINK1) occurring in patients. The genetic models have not significantly contributed to the de-
velopment of an effective therapy for PD so far. Even though, they seem to be very interesting and promising. 
Perhaps in the near future, through further optimization, they will allow scientists to discover a drug enabling 
suppression or at least slowing of the disease.

Choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s Disease, PD) 
to obecnie jedna z najczęściej występujących chorób 
neurodegeneracyjnych, czyli takich, w których prze-
biegu dochodzi do postępującego procesu zwyrodnie-
nia komórek nerwowych. PD w 70% przypadków roz-
poczyna się między 55. a 70. rokiem życia i występuje 
z podobną częstością u mężczyzn i kobiet. Im wyższa 
grupa wiekowa, tym objawy pojawiają się częściej.  
Z powodu ogólnego wydłużania się długości życia lu-
dzi na całym świecie, przewiduje się, że liczba przy-
padków choroby będzie dalej rosła. PD może również 
wystąpić u osób młodszych – u 5–10% pacjentów 
pierwsze objawy obserwuje się jeszcze przed 40. rokiem 
życia. Przypuszcza  się, że  w  Polsce  ok.  80  tys. osób 
cierpi na PD, nie przeprowadzono jednak dokładnych 
analiz epidemiologicznych. Nazwa choroby pochodzi 
od nazwiska londyńskiego lekarza Jamesa Parkinsona, 
który w 1817 roku jako pierwszy rozpoznał i opisał ob-
jawy tego schorzenia. U osoby dotkniętej PD dochodzi 
do charakterystycznych zmian neurodegeneracyjnych, 
zwłaszcza w części zbitej istoty czarnej (SNc). Neurony 

SNc wytwarzają neuroprzekaźnik dopaminę (DA), 
która transportowana jest aksonami do prążkowia (tzw. 
szlak czarno-prążkowiowy) i tam uwalniana z zakoń-
czeń nerwowych, dlatego też konsekwencją zaniku 
tych neuronów jest silny spadek poziomu DA zarówno 
w SNc, jak i w prążkowiu (nawet do 90%). Postępują-
ca utrata unerwienia dopaminergicznego prowadzi do 
wystąpienia charakterystycznych objawów ruchowych 
choroby, takich jak spowolnienie ruchowe, drżenie 
spoczynkowe, sztywność mięśniowa czy zaburzenia 
postawy [8]. W obrazie histopatologicznym obser-
wuje się obecność cytoplazmatycznych wtrętów we-
wnątrzkomórkowych, tzw. ciał Lewy’ego (LBs), któ-
rych głównym składnikiem jest białko α-synukleina 
[14–15]. Mimo że przyczyna rozwoju choroby do dziś 
nie została w pełni poznana, obecny stan wiedzy wska-
zuje, że rozwój PD warunkowany jest zarówno przez 
czynniki genetyczne, jak i środowiskowe.

Do tej pory nie opracowano skutecznej terapii far-
makologicznej, która umożliwiałaby całkowite zaha-
mowanie lub spowolnienie dalszego rozwoju choroby. 
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W związku z tym stosuje się leczenie objawowe, 
obejmujące podawanie leków (najczęściej L-DOPA 
lub związków o charakterze agonistów receptorów 
DA) rekompensujących deficyty DA w mózgu cho-
rego. W sytuacji, kiedy leczenie farmakologiczne 
okazuje się niewystarczające, wykonuje się również 
zabiegi chirurgiczne, takie jak stereotaktyczne uszko-
dzenie określonych struktur jąder podkorowych lub 
głęboka stymulacja mózgu poprzez implantację urzą-
dzenia zwanego rozrusznikiem mózgu [8]. Zabiegi 
te niwelują większość objawów ruchowych choroby, 
choć po dłuższym stosowaniu pojawiają się objawy 
uboczne. 

Warto zauważyć, że postęp w poszukiwaniu sku-
tecznych metod leczenia PD jest w dużym stopniu 
ograniczony przez brak modelu badawczego, który 
dobrze odzwierciedlałby zarówno postępującą w móz- 
gu neurodegenerację, jak i zaburzenia behawioralne 
charakterystyczne dla PD. Większość badań opie-
ra się na modelach zwierzęcych, u których objawy 
chorobowe wywołuje się poprzez podanie wybranej 
neurotoksyny domózgowo (np. 6-OHDA u szczu-
rów) do SNc lub innych struktur na przebiegu szlaku 
czarno-prążkowiowego lub obwodowo (np. MPTP  
u myszy oraz małp). Chociaż neurotoksyczne modele 
wydają się być najlepsze, jeśli chodzi o badanie de-
generacji szlaku czarno-prążkowiowego, to zmiany 
obserwowane w obrębie mózgu częściowo różnią się 
od tych występujących u pacjentów. W wyniku poda-
nia neurotoksyny dochodzi do bardzo szybkich zmian 
neurodegeneracyjnych (kilka dni), podczas gdy u lu-
dzi choroba rozwija się latami. Co więcej, uszkodze-
nie obejmuje przede wszystkim, jeśli nie wyłącznie, 
neurony DA. Natomiast u pacjentów, chociaż główną 
rolę w patogenezie PD rzeczywiście przypisuje się 
zaburzeniom w układzie dopaminergicznym, zwy-
rodnienia neuronalne obejmują również włókna cho-
linergiczne, noradrenergiczne oraz serotoninergiczne. 
Ponadto u zwierząt traktowanych różnymi neurotok-
synami w większości przypadków nie obserwuje się 
charakterystycznych LBs, a występujące u nich za-
burzenia behawioralne nie zawsze są typowe. Mimo 
że modele neurotoksyczne niewątpliwie pozwoliły 
na uzyskanie szeregu cennych informacji na temat 
potencjalnych terapii PD, nie odzwierciedlają one 
pełnego spektrum zmian neuropatologicznych i be-
hawioralnych towarzyszących tej chorobie [15]. 

Większość przypadków PD to tzw. forma samo-
istna (idiopatyczna), a ok. 10% stanowią formy ro-
dzinne, uwarunkowane genetycznie, wśród których 
wyróżnia się:
•	 młodzieńczą PD – dotyka osoby poniżej 20. roku 

życia, 

•	 PD o wczesnym początku – dotyczy osób poni-
żej 40. roku życia,

•	 PD o późnym początku – pojawiająca się u osób 
powyżej 70. roku życia. 

Na podstawie badań bliźniąt oraz rodzin, w któ-
rych na PD cierpiało kilka osób, zidentyfikowano 
wiele genów związanych z  występowaniem choroby, 
ale wykazano, że tylko mutacje 5 głównych genów 
stanowią czynnik sprawczy rodzinnych postaci PD. 
Są to mutacje dziedziczone w sposób autosomalny 
recesywny bądź dominujący. Do tych pierwszych na-
leżą mutacje w genie kodującym parkinę, białko DJ-1 
oraz PINK1, zaś do tych drugich – mutacje w genie 
kodującym α-synukleinę czy LRKK2. Identyfikacja 
związanych z rozwojem PD genów oraz zachodzą-
cych w nich mutacji pozwoliła na opracowanie mo-
deli genetycznych (czyli zwierząt transgenicznych), 
jako alternatywy dla klasycznych modeli neurotok-
sycznych [3]. 

Co to są zwierzęta transgeniczne?

Zwierzęta transgeniczne to takie, których materiał 
genetyczny został odpowiednio zmodyfikowany przy 
użyciu technik inżynierii genetycznej w celu uzyska-
nia odpowiedniego efektu fenotypowego. Zwierzę-
ta te wykorzystuje się m.in. do modelowania wielu 
ludzkich chorób, takich jak cukrzyca, choroby serca, 
choroba Alzheimera czy Parkinsona, a także do ba-
dania otyłości, zaburzeń lękowych czy nadużywania 
substancji psychoaktywnych. Dzięki, temu, że mode-
le te pozwalają na badanie procesów chorobowych in 
vivo, odgrywają niezwykle ważną rolę w poszukiwa-
niu i opracowywaniu nowych leków.

Modyfikacje prowadzące do uzyskania zwierząt 
transgenicznych mogą polegać zarówno na integracji 
obcego fragmentu DNA do genomu zwierzęcia, jak  
i na manipulacjach w obrębie endogennego materia-
łu genetycznego [13]. Wyróżnia się trzy podstawowe 
strategie otrzymywania zwierzą transgenicznych: 

(1) wprowadzenie do genomu zwierzęcia obcego 
DNA i przypadkowa integracja tego transgenu w ge-
nomie, 

(2) inaktywacja na poziomie DNA określone-
go genu, co prowadzi do uzyskania zwierząt typu 
„knock-out”, oraz 

(3) celowe wprowadzenie transgenu w wybra-
ne locus, prowadzące do otrzymania zwierząt typu 
„knock-in” [1]. Oprócz wymienionych, istnieją rów-
nież inne, nieco bardziej wyrafinowane metody, m.in. 
takie jak produkcja zwierząt typu „knock-down” cha-
rakteryzujących się obniżoną ekspresją danego genu.
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Klasyczne metody otrzymywania zwierząt trans-
genicznych

Istnieją cztery główne metody otrzymywania 
zwierząt transgenicznych. Jedną z najczęściej stoso-
wanych, głównie ze względu na swoją niezawodność, 
jest metoda mikroiniekcji DNA do przedjądrza za-
płodnionej komórki jajowej (Ryc. 1B), wykorzysty-
wana przede wszystkim wtedy, gdy celem jest uzy-
skanie ekspresji nowo wprowadzonej do genomu 
informacji genetycznej [12]. W metodzie tej odpo-
wiednio przygotowany konstrukt DNA, składający 
się z transgenu wraz z sekwencjami pomocniczymi, 
wprowadzony zostaje do przedjądrza męskiego. Na-
strzyknięte zygoty są następnie hodowane w warun-
kach in vitro aż do momentu osiągnięcia stadium 
dwukomórkowego, a otrzymane w ten sposób zarod-
ki wszczepia się do jajowodów matek zastępczych. 
Po okresie ciąży rodzą się młode oseski, które testuje 
się na obecność transgenu. 

Kolejną metodą otrzymywania organizmów trans-
genicznych jest modyfikacja pierwotnych komórek 
zarodkowych (ang. embryo stem cells, ESc), któ-
ra pozwala na wprowadzenie precyzyjnych zmian  
w ściśle określonych pozycjach nici DNA (Ryc. 1A). 
ESc pobiera się z zarodka w stadium blastocysty, 
dzięki czemu otrzymuje się komórki niezróżnico-
wane i totipotencjalne, czyli takie, które są zdolne 
do odróżnicowania w dowolny typ komórek soma-

tycznych [7]. ESc hodowane w warunkach in vitro 
poddaje się transfekcji, która polega na wprowadze-
niu do komórek odpowiednio przygotowanego kon-
struktu DNA (zawierającego transgen) przy pomo-
cy metod fizycznych (głównie elektroporacja) bądź 

biochemicznych (np. z wykorzystaniem liposomów). 
Komórki wybrane na drodze selekcji namnaża się  
w warunkach in vitro, a uzyskaną w ten sposób linię 
komórkową wprowadza się ponownie do blastocysty, 
w której zmodyfikowane ESc łączą się z niezmody-
fikowanymi komórkami zarodka tworząc jeden orga-
nizm. Otrzymane embriony transferuje się do jajowo-
dów samic, a po okresie ciąży oseski testuje się na 
obecność transgenu. Aby uzyskać pożądane miejsce 
integracji, wprowadzany fragment DNA zawiera se-
kwencje homologiczne do modyfikowanego genu, co 
pozwala na wystąpienie zjawiska rekombinacji ho-
mologicznej, a w efekcie na dużo bardziej precyzyj-
ną modyfikację docelowego genu niż ma to miejsce  
w przypadku mikroiniekcji DNA. 

Komórki o podobnych do ESc właściwościach 
uzyskać można również w warunkach in vitro z ko-
mórek somatycznych dorosłego osobnika poprzez 
wymuszenie ekspresji odpowiednich genów. W ten 
sposób otrzymuje się indukowane pluripotencjalne 
komórki macierzyste, które zdolne są do różnicowa-
nia w dowolny typ komórek, z wyjątkiem komórek 
rozrodczych. Komórki te można poddawać analo-
gicznym do ESc modyfikacjom genetycznym, a na-
stępnie wprowadzać do blastocysty i wszczepiać do 
jajowodu matki zastępczej. Metoda ta pozwala wy-
eliminować konieczność „produkowania” zarodków 
in vivo, a w związku z tym uniknąć wielu problemów 
natury etycznej. 

Metodę modyfikacji ESc stosuje się obecnie tylko 
w przypadku myszy, natomiast dla pozostałych ga-
tunków istnieje również inna droga transgenizacji. 
Wykorzystuje ona technikę klonowania somatycz-
nego, zwanego również somatycznym transferem 

Ryc. 1. Otrzymywanie linii zwierząt transgenicznych metodami: (A) modyfikacji pierwotnych komórek zarodkowych lub (B) mikroiniekcji DNA do 
przedjądrza zygoty. Źródło: opracowanie własne.
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jądrowym (Ryc. 2). Pierwszym zwierzęciem, które 
otrzymano metodą klonowania somatycznego, była 
owca Dolly. W pierwszej kolejności pobierane są ko-

mórki somatyczne (np. fibroblasty płodowe), które 
poddaje się transfekcji w warunkach in vitro przy po-
mocy odpowiedniego wektora (np. wirusowego) nio-
sącego transgen. Przetransferowane komórki podda-
je się selekcji na obecność i stabilność wbudowania 
transgenu, a wyselekcjonowane komórki umieszcza 
się w pobliżu oocytu pozbawionego jądra komórko-
wego. Obie komórki ulegają połączeniu w procesie 
elektrofuzji. W ten sposób otrzymuje się zygotę, któ-
rej rozwój kierowany jest na początku przez składni-
ki zawarte w cytoplazmie oocytu, a następnie funk-
cję rozwoju przejmuje jądro komórki somatycznej 
[11]. Zarodek w stadium blastocysty implantuje się 
do jajowodu matki zastępczej. Jeżeli zygota została  
z powodzeniem zmodyfikowana, zmiana ta obecna 
będzie w każdej komórce powstałego organizmu. 

Nieco odmienną w stosunku do wymienionych 
wyżej metod jest transfer DNA na drodze infekcji 
wirusowej. W tym celu wykorzystuje się wektory 
wirusowe, które charakteryzują się naturalną zdolno-
ścią do wprowadzania swojego materiału genetycz-
nego, DNA lub RNA, do jądra komórki gospodarza. 
Przed zastosowaniem wirusa jako wektora należy go 
najpierw pozbawić infekcyjności poprzez usunięcie 
genów biorących udział w cyklu replikacyjnym. Na 
ich miejsce wprowadza się transgen. Wirusy mogą 
być używane do transgenizacji in vitro (głównie 
komórek ESc) lub też wprowadzane in vivo bezpo-
średnio do wybranej struktury mózgu. W kontekście 
PD największe znaczenie mają te wirusy, którą są  
w stanie transdukować komórki nie ulegające podzia-
łom, jakimi są neurony. Wśród tego typu wektorów 
wyróżnić można lentiwirusy (należące do rodziny 

retrowirusów), a także adenowirusy oraz wirusy  
towarzyszące adenowirusom (ang. adeno-associated 
viruses, AAV) [2]. 

Specjalistyczne techniki transgenizacji zwierząt

Zwierzęta transgeniczne, które obecnie najczęściej 
wykorzystuje się jako modele różnych chorób układu 
nerwowego, w tym również PD, to zwierzęta z mu-
tacją typu „knock-out” (KO). Technika „knock-outu” 
genowego (Ryc. 3) wykorzystuje zjawisko rekombi-
nacji homologicznej, czyli reakcji wymiany fragmen-
tów DNA pomiędzy wektorem (obcym fragmentem 
DNA) a odpowiadającą mu sekwencją DNA w ge-
nomie gospodarza. Warunkiem koniecznym do wy-
stąpienia tego zjawiska jest istnienie wysokiej homo-
logii pomiędzy obiema sekwencjami. Wektor składa 
się z sekwencji homologicznej do docelowej (obecnej 
w genomie gospodarza), w obrębie której wstawiona 
została sekwencja markera (np. NeoR – genu odpor-
ności na antybiotyk neomycynę). Dodatkowo wektor 
zawiera drugi marker selekcyjny (np. TK – gen ko-
dujący enzym kinazę tymidynową), pozwalający na 
eliminację komórek, w których proces rekombinacji 
zaszedł w sposób nieprawidłowy. Po wprowadzeniu 
wektora do komórek dochodzi do homologicznej 
rekombinacji prowadzącej do wbudowania sekwen-
cji markera (NeoR) w obrębie genu docelowego,  
a w efekcie do jego inaktywacji. Otrzymane komórki 
poddaje się dwuetapowej selekcji: 
1.	 Odporność na antybiotyk neomycynę – jeśli ko-

mórki są odporne, oznacza to, że posiadają se-
kwencję markera NeoR wbudowaną w obrębie 
sekwencji genu docelowego powodując jego 
„knock-out”; 

2.	 Odporność na gancyklowir – TK przekształ-
ca gancyklowir w toksynę powodującą śmierć  

Ryc. 2. Transgenizacja metodą klonowania somatycznego. Źródło: opracowanie własne.
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komórki, w związku z czym odporne są tylko ko-
mórki, które nie posiadają genu TK, a wiec takie, 
u których rekombinacja zaszła w sposób prawi-
dłowy i nieprzypadkowy. 

Tak wyselekcjonowane komórki, odporne zarów-
no na naomycynę, jak i na gancyklowir, wprowadza 
się do rozwijającego się zarodka, który następnie 
wszczepia się do jajowodu matki zastępczej. 

Otrzymywanie zwierząt KO jest jednak niezwy-
kle trudne, ponieważ w przypadku, gdy usuniemy 
sekwencję kodującą gen istotny dla funkcjonowania 
całego organizmu, może okazać się, że modyfikacja 
taka będzie letalna. Metoda ta nie nadaje się również 
do studiowania genów ulegających ekspresji tylko w 
określonych tkankach. Między innymi z tego powo-
du naukowcy coraz częściej posługują się systemami 
warunkowej/indukowalnej ekspresji genów, które 
pozwalają na kontrolę miejsca i/lub czasu ekspresji. 
Przykładem tego typu systemu jest system Cre/loxP. 
W metodzie tej wyprowadza się dwie transgeniczne 
linie mysie:
1.	 Linię osobników posiadających gen kodujący 

enzym (rekombinazę Cre), który ulega ekspresji 
pod kontrolą promotora indukowanego (do dzia-
łania potrzebuje cząsteczki zwanej induktorem) 
lub tkankowo specyficznego (ulegającego eks-
presji w konkretnych tkankach organizmu); 

2.	 Linię zwierząt, u których sekwencję wybranego 
genu zastąpiono taką samą sekwencją otoczoną 
miejscami loxP, czyli krótkimi sekwencjami roz-
poznawanymi przez enzym rekombinazę Cre. 

Osobniki obu linii kojarzy się ze sobą, a w uzyska-
nym potomstwie – w zależności od użytego promotora 

– gen rekombinazy ulega ekspresji tylko w odpo-
wiedniej tkance lub tylko wtedy, gdy zadziałamy 
odpowiednim induktorem. Gdy dojdzie do ekspresji 
i powstania białka rekombinazy Cre, indukuje ona 

różne zdarzenia rekombinacyjne, takie jak: usunięcie 
oryginalnego genu, wprowadzenie genu egzogenne-
go czy wymiana genu endogennego na egzogenny,  
w zależności od orientacji i ułożenia miejsc loxP. 

Inżynieria genetyczna to w ostatnich latach jed-
na z najszybciej rozwijających się dziedzin nauki. 
Powstają coraz to nowsze i wydajniejsze techniki, 
dzięki którym dotychczasowe metody transgenizacji 
zwierząt ulegają ciągłym udoskonaleniom. Jednymi  
z najnowszych są techniki ZNFs (ang. zinc-finger 
nucleases) czy TALENs (ang. transcription activator-
like effector nuclease). Obie metody wykorzystują 
sztuczne enzymy restrykcyjne (tnące nić DNA), któ-
re otrzymuje się w warunkach laboratoryjnych po-
przez połączenie dwóch domen białkowych: domeny 
wiążącej DNA, która ma za zadanie rozpoznać spe-
cyficzną sekwencję i przyłączyć kompleks białkowy  
w odpowiednim miejscu genomu, oraz domeny nu-
kleazowej, która przecina nić DNA w miejscu zwią-
zania kompleksu. Pod koniec ubiegłego roku opra-
cowano również technikę zwaną CRISPR/Cas9, 
która wywołała swego rodzaju rewolucję, głównie ze 
względu na to, że jest znacznie szybsza, dokładniej-
sza, i przede wszystkim tańsza niż poprzednie me-
tody. Do komórki docelowej (np. ESc) wprowadza 
się konstrukt DNA zawierający sekwencję kodują-
cą enzym Cas9 oraz sekwencję komplementarną do 
wybranego miejsca w genomie. W wyniku działania 
systemu CRISPR/Cas9 dochodzi do naprowadzenia 

Ryc. 3. Etapy tworzenia zwierząt z mutacją typu „knock-out” (KO). Objaśnienia: TK – enzym kinaza tymidynowa (TK przekształca gancyklowir  
w toksynę powodującą śmierć komórki). Źródło: opracowanie własne na podstawie [15].
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enzymu w wybrane na podstawie komplementarno-
ści sekwencji miejsce genomu i do kontrolowane-
go przecięcia nici DNA. Dzięki technikom ZNFs, 
TALENs czy CRISPR/Cas9 można wycinać, a przy  
dostarczeniu dodatkowego DNA, również podmienić 
lub wstawić geny w konkretnych miejscach genomu [6].

Transgeniczne modele zwierzęce w badaniu PD

Transgeniczne modele zwierzęce dużo lepiej od-
dają mechanizm leżący u podstaw rodzinnych form 
PD aniżeli modele neurotoksyczne. Dowiedziono, 
że wiele istotnych zaburzeń towarzyszących PD  
i zachodzących na poziomie komórkowym czy mo-
lekularnym, takich jak fragmentacja i dysfunkcja mi-
tochondriów, zaburzenia procesu mitofagii, funkcjo-
nowania systemu ubikwityna-proteasom czy zmiany  
w obrębie procesu produkcji reaktywnych form tlenu, 
spowodowana jest mutacjami w obrębie specyficz-
nych genów [4]. Do tej pory zidentyfikowano ponad 
18 różnych loci (PARK1-18) związanych z rozwojem 
PD, spośród których najważniejsze wydają się być 
geny kodujące α-synukleinę, parkinę, białko DJ-1, 
PINK1 oraz LRRK2. Dokładna analiza tych genów 
oraz zachodzących w nich mutacji były pierwszym 
krokiem do opracowania linii transgenicznych zwie-
rząt modelujących PD, które otrzymuje się poprzez 
wprowadzenie zmutowanych ludzkich genów do ge-
nomu organizmu docelowego – najczęściej myszy 
lub szczura.

α-synukleina 
Gen kodujący α-synukleinę był pierwszym, któ-

rego zaburzenia powiązano z występowaniem ro-
dzinnej formy PD. W obrębie sekwencji tego genu 
dochodzi do mutacji niesynonimicznych, takich jak 
A30P, A53T czy E46K, które prowadzą do wymiany 
aminokwasów w sekwencji powstającego białka. 
Ponadto zaobserwowano, że mutacja powodująca 
powielenie genu, a więc zwiększająca poziom białka 
α-synukleiny, może być wystarczająca do wywoła-
nia PD, co z kolei sugeruje, że poziom ekspresji tego 
genu może być kluczowy dla rozwoju i postępu cho-
roby [14].

Do tej pory opracowano wiele transgenicznych mo-
deli z mutacją genu kodującego α-synukleinę. Wekto-
rami dla zmutowanego ludzkiego genu α-synukleiny 
najczęściej są lentiwirusy (np. HIV-1) lub wektory 
AAV. W związku z tym, że wprowadza się je się do 
SNc lub innych struktur szlaku czarno-prążkowiowe-
go poprzez bezpośrednią stereotaktyczną iniekcję in 
vivo, częściej zabiegi takie przeprowadza się na szczu-
rach, ze względu na większe rozmiary struktury [4]. 

U większości otrzymanych zwierząt transgenicz-
nych ze zmutowanym genem α-synukleiny stwierdza 
się obecność agregatów białkowych przypomina-
jących LBs oraz obserwuje neurodegenerację szla-
ku czarno-prążkowiowego. Z drugiej jednak strony,  
w niektórych modelach nie obserwuje się utraty 
neuronów DA, dochodzi jednak do pewnych niepra-
widłowości funkcjonalnych szlaku czarno-prążko-
wiowego i neurodegeneracji w innych pętlach neu-
ronalnych. Mutacje w genie dla α-synukleiny mogą 
wywoływać apoptozę (czyli programowaną śmierć 
komórki) niektórych neuronów. Mimo że nie obej-
muje ona neuronów DA, wydaje się, że indukowane 
przez α-synukleinę zamiany degeneracyjne w innych 
układach mogą być istotne dla dalszego, wtórne-
go uszkodzenia szlaku czarno-prążkowiowego [9].  
W związku z tym wydaje się, że modele wykorzy-
stujące mutacje genu dla α-synukleiny stanowią dość 
obiecujące narzędzie, zarówno do badania moleku-
larnych mechanizmów prowadzących do formowania 
się LBs, jak i rozwoju charakterystycznej dla prze-
biegu PD neurodegeneracji w obrębie układu dopa-
minergicznego.

LRRK2
Jedną z najczęstszych przyczyn zarówno rodzinnej 

formy PD o późnym początku, jak i formy idiopa-
tycznej, są mutacje dominujące w genie kodującym 
kinazę 2 zawierającą powtórzenia bogate w leucynę 
(LRRK2). Strukturalnie LRRK2 składa się z dome-
ny kinazowej i GTPazowej, które wraz z tzw. dome-
ną bogatą w leucynę formują jeden duży kompleks 
białkowy. Uważa się, że nieprawidłowa aktywność 
LRKK2, spowodowana mutacjami w obrębie dome-
ny kinazowej (mutacja niesynonimiczna G2012S) 
oraz GTPazowej (mutacje R1441C i R1441G),  
prowadzi do degeneracji neuronów DA w przebiegu 
PD. W związku z tym zaczęto opracowywać mysie 
modele PD z ekspresją zmutowanego ludzkiego genu 
dla LRRK2, aby w warunkach laboratoryjnych za-
symulować nieprawidłową funkcję tego białka [5]. 
Mimo że u większości uzyskanych zwierząt transge-
nicznych stwierdzano osłabienie transmisji dopami-
nergicznej i związane z tym zmiany behawioralne, 
tylko w modelu z mutacją G2019S zaobserwowano 
degenerację neuronów DA szlaku czarno-prążko-
wiowego zależną od wieku. Okazało się również, że 
przy zastosowaniu inhibitora aktywności kinazowej,  
w modelu wykorzystującym tę samą mutację dome-
ny kinazowej, dochodzi do zahamowania toksyczne-
go wpływu zmutowanego białka LRRK2 na neurony 
DA. W związku z tym wydaje się, że aktywność ki-
nazowa tego białka jest szczególnie istotna, a dalsze 

Wszechświat, t. 117, nr 4 ̶ 6/2016                                   ARTYKUŁY                                                                                                105



badania w kierunku identyfikacji ewentualnych nie-
prawidłowych substratów dla enzymu LRRK2 mogą 
przyczynić się do poznania patomechanizmu PD [9].

PINK1
Hipotetyczna indukowana PTEN kinaza 1 (PINK1) 

to białko, które chroni komórki przed wywołanymi 
stresem zaburzeniami czynności mitochondriów. 
Mutacja w genie PINK1 wywołuje PD o wczesnym 
początku. Do tej pory opracowano dwa typy modeli 
z wykorzystaniem mutacji w genie PINK1. Pierwszy 
z nich to myszy KO, drugi zaś to zwierzęta z obni-
żoną ekspresją tego genu (myszy KD). Żaden z tych 
modeli nie wykazał specyficznej dla PD redukcji 
liczby neuronów DA. Niemniej jednak u myszy KO 
zaobserwowano niewielki, zależny od wieku, spadek 
poziomu DA w prążkowiu, obniżenie aktywności lo-
komotorycznej oraz umiarkowane zaburzenia funk-
cji mitochondriów. Wydaje się, że brak degeneracji 
neuronów DA w SNc u zwierząt z KO genu PINK1 
teoretycznie dyskwalifikuje tego typu modele w kon-
tekście badania PD. Z drugiej jednak strony u myszy 
KO obserwuje się nieprawidłowości w funkcjono-
waniu mitochondriów, w związku z czym mogą one 
posłużyć jako narzędzie do badania mechanizmów 
odpowiedzialnych za te zaburzenia [9].

Parkina
Białko parkina wchodzi w skład kompleksu ligazy 

ubikwityny E3, która stanowi część systemu ubikwi-
tyna-proteasom zajmującego się degradacją białek. 
Mutacje genu kodującego parkinę stanowią jedną 
z głównych przyczyn kolejnej z postaci PD zwanej 
młodzieńczą. Do tej pory wygenerowano kilka my-
sich linii z KO parkiny, jednak nie charakteryzo-
wały się one żadnymi zależnymi od przekaźnictwa 
dopaminergicznego zmianami zachowania. Niektóre 
wykazywały nieznaczne zaburzenia uwalniania DA 
oraz obniżenie poziomu noradrenaliny w opuszce 
węchowej i rdzeniu kręgowym, bez zmian w ilości 
neuronów DA w SNc. Natomiast u szczurów z nad- 
ekspresją genu z mutacją zmiany sensu T240R lub 
dzikiego ludzkiego genu dla białka parkiny zaob-
serwowano postępującą utratę unerwienia dopa-
minergicznego szlaku czarno-prążkowiowego [4]. 

Również u dorosłych myszy KO, które otrzymano 
przy wykorzystaniu wektora lentiwirusowego i sys-
temu warunkowanej ekspresji (Cre/loxP), rozwinęła 
się neurodegeneracja szlaków dopaminergicznych,  
a dodatkowo stwierdzono dysfunkcję mitochondriów. 
Model ten wydaje się być szczególnie obiecujący do 
poszukiwania nowych strategii leczenia PD, ponie-
waż otrzymuje się go na zwierzętach już dorosłych  
(a PD dotyczy głównie osób starszych) i charaktery-
zuje się typowymi dla PD zmianami unerwienia do-
paminergicznego, a dodatkowo zaburzeniami funkcji 
mitochondriów [9].

Podsumowanie

Opracowane przez naukowców modele genetyczne 
PD, w postaci zmodyfikowanych genetycznie myszy 
i szczurów, mogą stanowić przydatne narzędzie ba-
dawcze do poszukiwania mechanizmów łączących 
zidentyfikowane u pacjentów mutacje z zaburzeniami 
występującymi we wczesnym etapie choroby. Pod-
czas gdy modele neurotoksyczne odnoszą się głównie 
do zaawansowanych stadiów PD, modele genetycz-
ne modelują fazę początkowego rozwoju choroby,  
a więc mogą być szczególnie użyteczne w poszuki-
waniu wczesnych markerów PD. Mimo że do tej pory 
modele genetyczne nie przyczyniły się znacząco do 
opracowania skutecznej terapii, bardzo prawdopodob-
ne jest, że dzięki dalszej optymalizacji pozwolą od-
kryć lek, umożliwiający zahamowanie lub chociażby 
spowolnienie rozwoju choroby. Konieczne są jednak 
dalsze badania i poszukiwanie takiego modelu, który 
charakteryzowałby się zarówno zaburzeniami na po-
ziomie komórkowym czy molekularnym (m.in. zabu-
rzenia funkcji mitochondriów), jak i postępującą wraz 
z wiekiem neurodegeneracją i co za tym idzie – wy-
stępowaniem zaburzeń ruchowych, a więc zmianami, 
które obserwuje się u pacjentów w kolejnych etapach 
choroby. W związku z tym wydaje się, że wiarygodny 
zwierzęcy model PD uzyskać można poprzez kom-
binację modelu neurotoksycznego z genetycznym. 
Jedno jest pewne, zwierzęta transgeniczne są i z całą 
pewnością nadal będą niezastąpionym narzędziem do 
modelowania i badania patomechanizmu nie tylko PD, 
ale i wielu innych chorób człowieka.
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PRZECIWCIAŁA – NARZĘDZIE PRZYRODY I CZŁOWIEKA

Alicja Görlich (Kraków)

Streszczenie

Poznanie molekularnego mechanizmu i specyfiki wzajemnego oddziaływania antygenu i przeciwciała leży 
u podstawy rozwoju nowych technik badawczych, tzw. immunotechnik. Wykorzystują one interakcję pomię-
dzy antygenem i przeciwciałem jako  narzędzie  do wykrywania i izolowania innych cząsteczek biologicznie 
czynnych. Kluczową rolę w tej metodzie odgrywają przeciwciała, które wykorzystywane są jako markery ba-
danych molekuł. Niepodważalną wartość zastosowania przeciwciał do celów badawczych opisuje metaforycz-
ne stwierdzenie, że przeciwciała są koniem pociągowym nauk biologicznych i medycznych. Jednak pomimo 
powszechności i doniosłości ich stosowania, efektywność metod immunologicznych zależy od wielu czynni-
ków, które determinują precyzję i specyficzność przeciwciał użytych w danej technice. Artykuł zwraca uwagę 
na konieczność tzw. walidacji przeciwciał, podczas której należy wykazać, że zastosowane przeciwciała są 
nie tylko specyficzne i selektywne, ale też zapewniają wysoką powtarzalność w kolejnych eksperymentach. 

Abstract

The understanding of the molecular mechanism and the specificity of interactions between antigen and an-
tibody underlies the development of the new techniques, the so called immunotechniques. Immunotechniques 
use these interactions as a tool to identify and isolate other biomolecules. The key role in this method play 
antibodies, which are used as the markers of investigated molecules. Antibodies are real workhorses for life 
science research. The efficiency of immunotechniques, however, depends on many factors, which determine 
the specificity of antibodies used in the assay. This article points to the necessity of the standardisation of anti-
bodies, named antibody validation. During validation it must be shown that not only are the antibodies specific 
and selective but they can also provide reproducible results.
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