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MANIPULACJE NA GENOMIE MYSIM:

Zwierzeta transgeniczne sa organizmami
zawierajacymi w swoim genomie trwale wbudo-
wany obcy gen, ktdry moze by¢ przekazany
nastepnemu pokoleniu zgodnie z prawami ge-
netyki mendlowskiej. Po raz pierwszy obce DNA
zostato wprowadzone do genomu w wyniku
przeprowadzonej in vitro mikroiniekcji oczysz-
czonego materiatu genetycznego wirusa SV40
do blastocelu zarodkéw myszy (Jaenisch i Mintz
1974). Okoto 40% potomstwa otrzymanego z
zarodkoéw, ktore przezyly nastrzykniecie i rein-
plantacje do macicy zastepczej matki, byto chi-
merami genetycznymi — sktadato sie z komorek
réznych genetycznie. Stalo sie tak na skutek
integracji DNA wirusa do chromosomow tylko
czesci komorek somatycznych. Z kolei na-
strzykniecie zarodkéw myszy materiatem gene-
tycznym wirusa MoMLV dowiodto, ze obce DNA
wprowadzone we wczesnym etapie rozwoju em-
brionalnego moze zosta¢ trwale wbudowane do
genomu komoérek nie tylko linii somatycznych,
ale tez i linii komoérek piciowych, a zatem moze
zostaé przekazane nastepnemu pokoleniu (Jae-
nisch 1988). Tym samym po raz pierwszy skon-

ZASTOSOWANIE W NEUROBIOLOGII

struowano zwierzeta transgeniczne. Sam ter-
min zostat wprowadzony jednak dopiero kilka
lat pézniej i zastosowany pierwotnie w odniesie-
niu do myszy otrzymanych po przeprowadzonej
in vitro mikroiniekcji DNA do jednego z przedja-
drzy zaptodnionej komorki jajowej (Gordon
1989). Wkrétce termin ten wszedt do powszech-
nego uzycia i jest obecnie stosowany zaréwno
dla organizmoéw zwierzecych, jak i roslinnych.
Pierwsze udane proby wprowadzenia obcego
DNA do mysiego genomu doprowadzity w bar-
dzo szybkim czasie do rozwoju nowych i obie-
cujacych technik badawczych, pozwalajacych
nie tylko na samo doskonalenie metod kon-
struowania myszy transgenicznych, ale takze
na coraz powszechniejsze wykorzystywanie no-
wej generacji zwierzat laboratory]nych w biolo-
gii i medycynie. Myszy transgeniczne sg uzywa-
ne miedzy innymi w badaniach biomedycznych
z zakresu onkogenezy, immunologii, neurobio-
logii, genetyki rozwoju oraz niejednokrotnie sg
stosowane jako zwierzece modele choréb gene-
tycznych i nabytych u cztowieka, w tym tez i
choréb neurodegeneracyjnych.

JAK KONSTRUUJEMY ZWIERZETA TRANSGENICZNE?

Myszy transgeniczne uzyskuje sie obecnie
trzema metodami: 1) mikroiniekcja DNA dojed-
nego z przedjadrzy zygoty, 2) infekcja zarodkéw
zrekombinowanymi wektorami pochodzenia re-
trowirusowego, 3) modyfikacja genetyczna pier-
wotnych komoérek zarodkowych tak zwanych
ES (ang. embryonic stem cells; Watson i wspot-
aut. 1992).

Najczesciej stosowana technika polega na
przeprowadzanym in vitro nastrzyknieciu sklo-
nowanego DNA do jednego z przedjadrzy zapto-
dnionej komorki jajowej (rys. 1A). Podczas mi-
kroiniekcji okoto 1-2 pl (pikolitréw) roztworu do
dowolnego przedjadrzajednokomaorkowej zygo-
ty (u ssakoéw bezposrednio po zaptodnieniu nie

dochodzi do zlania sie przedjadrzy meskiego i
zeniskiego, dopiero w trakcie pierwszego podzia-
tu bruzdkowania otoczki obu przedjadrzy zani-
kajg a chromosomy uktadajg sie we wspdolnym
wrzecionie podziatowym) wprowadza sie kilka-
set kopii obcego DNA, tak zwanego transgenu.
Nastrzykniete (okoto 50-75% zygot przezywa i
rozpoczyna podziaty bruzdkowania), dzielgce
sie zarodki sg umieszczane w jajowodzie zaste-
pczej matki. Zaledwie 10% do 30% zarodkow
zagniezdza sie w macicy i prawidtowo przecho-
dzi dalszy rozwoj, a wsrod urodzonego potom-
stwa liczba tych osobnikéw, ktére maja wpro-
wadzone do genomu obce DNA waha sie od
kilku procent do 40%. Integracja transgenu



432 G. Niewiadomska, M. Chechtacz

Ryc. 1. Podstawowe techniki transgenizacji myszy.

A) Metoda mikroiniekcji DNA do przedjadrza zygoty. Zaptodnione komorki jajowe sa pobierane z jajowodu samicy. W
warunkach in vitro przeprowadza sie¢ mikroiniekcje obcego DNA do jednego z przedjadrzy zaptodnionej komoérki jajowej.
Nastrzykniete zygoty sa reinplantowane do jajowodu zastepczej matki. Po rozwinigciu cigzy, u kilkutygodniowego
potomstwa przeprowadza sie test na integracje transgenu. B) Metoda modyfikacji genetycznej pierwotnych komoérek
zarodkowych ES. Z wezta zarodkowego blastocyty pobranej zjajowodu cigzarnej samicy uzyskuje sie hodowle pierwotnych
komoérek zarodkowych ES (odpowiednie warunki hodowli pozwalaja utrzymac ich wszechstronne mozliwos$ci rozwojowe).
Do komoérek ES wprowadza sie obce DNA. Zmodyfikowane komoérki ES, uzyskane po wstepnej selekcji na obecnosé
transgenu, sg wprowadzane do zarodka w stadium blastocyty. Po reinplantacji do jajowodu zastepczej matki z zarodkéw
tych rozwijaja sie osobniki bedgce chimerami genetycznymi. C) Metoda infekcji zarodkéw zrekombinowanymi wektorami
pochodzenia retrowirusowego. Pobrane zarodki sa infekowane DNA pochodzenia wirusowego w warunkach in vitro, a
nastepnie reinplantowane zastgpczej matce. Z zarodkéw, u ktérych doszto do integracji transgenu rozwijajg sie osobniki
bedgce chimerami genetycznymi.
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zachodzi na og6t w sposob przypadkowy, bez
zadnych preferencji co do pozycji i liczby wig-
czonych kopii. Obce DNA wiacza sie do genomu
zarodka we wczesnym okresie jego rozwoju
przed rozpoczeciem podziatéw zygoty lub zaraz
po pierwszych podziatach, ale zawsze przed wy-
odrebnieniem sie linii komoérek somatycznych i
ptciowych. Najczesciej do integracji dochodzi
przed pierwszym podziatem bruzdkowania, co
oznacza, ze we wszystkich komérkach takiego
osobnika transgen bedzie wigczony do genomu
w tej samej pozycji i tej samej liczbie kopii.
Zastosowanie wektorow pochodzenia wi-
rusowego pozwala na wprowadzanie obcego
DNA rowniez na pozniejszych etapach rozwo-
ju zarodkowego (rys. 1C). Dzielgce sie zarodki
myszy sg infekowane zrekombinowanymi we-
ktorami pochodzenia retrowirusowego. Dzieki
temu ze istniejg precyzyjne mechanizmy regu-
lujace integracje materiatu genetycznego re-
trowirusa z genomem zainfekowanej komor-
ki, technika ta pozwala przewidzie¢ miejsce in-
tegracji oraz umozliwia wprowadzenie do chro-
mosomu pojedynczej kopii obcego DNA (Jae-
nisch 1988). Powyzsza metoda byta stosowana
zaréwno w przypadku dzielgcych sie zarodkow,
nie zagniezdzonych jeszcze w Scianie macicy,
jak i u 8-12 dniowych zarodkéw, u ktérych
rozpoczeto siejuz formowanie ciata. Potomstwo
otrzymywane w tego typu doswiadczeniach sta-
nowig osobniki bedgce chimerami genetyczny-
mi, a myszy homozygotyczne pod wzgledem
analizowanego transgenu uzyskuje sie w wyni-
ku odpowiednich krzyzéwek genetycznych.
Metoda bezposredniej iniekcji DNA do
przedjadrza zaptodnionej komorki jajowej jest
najbardziej skutecznym i niemal rutynowym
sposobem transgenizacji myszy. Niestety, tech-
nika ta moze by¢ zastosowana jedynie w naj-
wczesniejszym etapie rozwoju zarodkowego —
stadium zygoty. Brak mozliwosci regulacji pro-
cesu integracji transgenu jest jej dodatkowym
ograniczeniem. Gtéwngwada systemu wprowa-
dzania obcego DNA przy uzyciu zrekombinowa-
nych wektoréow pochodzenia wirusowego jest
natomiast to, ze w przypadku zaawansowanych
w rozwoju zarodkow stosunkowo tatwo docho-
dzi do wbudowania DNA do genomu komorek
linii somatycznych, natomiast prawdopodo-
bieristwo wprowadzenia obcego DNA do linii
komoérek piciowych jest stosunkowo niewielkie.
Drugi mankament tej metody ujawnia sie, gdy
do genomu chce sie wprowadzi¢ nie tylko ma-
teriat genetyczny retrowirusa, ale tez i dotgczo-
ny do niego, sklonowany gen. Dotaczany do
wektora wirusowego fragment DNA, ktéry chce-
my wprowadzi¢ do genomu komoérek zarodka,
musi mie¢ stosunkowo niewielkie rozmiary, co
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moze w sposbdb zasadniczy ograniczac jego eks-
presje.

Jak dotychczas najbardziej obiecujaca,
choé¢ stosowang z powodzeniem tylko w przy-
padku myszy, jest technika oparta na modyfi-
kacji genetycznej totipotencjalnych, pierwot-
nych komoérek zarodkowych ES, wprowadza-
nych nastepnie do rozwijajacego sie zarodka w
stadium blastocysty (rys. IB). Z jajowodu cie-
zarnej samicy pobiera sie zarodki przedimplan-
tacyjne (4 dzien rozwoju — stadium blastocy-
sty) . Po izolacji i trawieniu proteolitycznym wez-
ta zarodkowego (blastocysta myszy jest peche-
rzykiem zbudowanym z 2 grup komoérek: grupy
zewnetrznej, tak zwanego trofoblastu tworzace-
go Sciane blastocysty oraz grupy wewnetrznej,
tak zwanego wezia zarodkowego — jedynie z
jego komoérek powstaje ciato zarodka) otrzymuje
sie hodowle totipotencjalnych komorek zarod-
kowych. Dalszy etap procedury doswiadczalnej
wymaga utrzymania wielostronnych mozliwo-
sci rozwojowych komérek ES, a tym samym
powstrzymania procesOw réznicowania. W tym
celu hodowle prowadzi sie na pojedynczej war-
stwie fibroblastow albo tez do medium dodawa-
ny jest czynnik troficzny LIF (ang. leukemia
inhibitory factor). Dzieki temu komorki ES za-
chowuja swdj pierwotny charakter i po iniekcji
do blastocysty moga bra¢ udziat w tworzeniu
tkanek przysziego organizmu, jak réwniez zo-
sta¢ wigczone do linii komérek ptciowych. Obce
DNA jest wprowadzane do komdrek zarodko-
wych metoda transfekcji, elektroporacji lub in-
fekcji retrowirusem. Jednym z najwazniejszych
udogodnien tej metodyjest mozliwos¢ wstepnej
selekcji komorek ES na obecnosé w ich genomie
transgenu. W przypadku, gdy wprowadzany
material genetyczny zawierat gen markerowy
(np. warunkujacy opornos$¢ na jakis antybio-
tyk), jego obecnosé stwierdza sie przeprowadza-
jac odpowiednie préby fenotypowe. Test na in-
tegracje obcego DNA mozna tez przeprowadzaé
wykorzystujac technike PCR (reakcja taricucho-
wa polimerazy, ang. polymerase chain reac-
tion). Komoérki niosace transgen sa wprowadza-
ne do blastocyst, z ktérych po reinplantacji do
zastepczej matki rozwijaja sie osobniki bedace
chimerami genetycznymi, u ktorych pewne
tkanki pochodzg od komérek blastocysty, inne
natomiast od zmodyfikowanych komoérek ES.

Poziom ekspresji obcego DNA wprowadzo-
nego do genomu myszy zalezy od bardzo wielu
czynnikéw. Sg to miedzy innymi region geno-
mu, w ktorym doszto do integracji, trwatosc¢
MRNA powstajacego na bazie wprowadzonego
genu, typ sekwencji regulacyjnych tak zwanych
elementow cis (promotor, enhancer) oraz rodzaj
czynnikéw trans regulujgcych transkrypcje i
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translacje. Elementy regulacyjne typu cis sta-
nowig sekwencje DNA, ktora moze by¢ wykorzy-
stana do wywotania tkankowo specyficznej eks-
presji wprowadzanego do genomu obcego DNA.
Tym sposobem mozna u myszy transgenicz-
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nych uzyskac ekspresje genu w tkance, w ktérej
normalnie nie ulega on ekspresji lub wzmocnic
ekspresje genu, ktéry podlegajej tylko w ogra-
niczonym zakresie. Przyktad takiego doswiad-
czenia przedstawia rysunek 2.

CELOWANE WYLACZANIE GENU

Techniki konstruowania myszy transgeni-
cznych dostarczyly badaczom nowego narze-
dzia stuzgcego do analizy roli wybranych gendéw
w funkcjonowaniu catego, wielokomdrkowego
organizmu. Wprowadzajac obce DNA do komor-
ki biorcy mozna oczekiwac, ze w niewielkigj
liczbie przypadkoéow bedzie dochodzito do jego
integracji w miejscu, gdzie endogenna sekwen-
cjajest zblizona do sekwencji transgenu. Dzieje
sie tak wéwczas, gdy do integracji dochodzi na
drodze rekombinacji homologicznej. Tym spo-
sobem mozna wstawi¢ do genomu w miejsce
endogennego genu jego zmutowany odpowied-
nik i w sposéb celowy rozbi¢ wybrany gen (ang.
gene targeting). Poniewaz analiza efektu zastg-
pienia w organizmie genu dzikiego przez gen
zmutowany jest podstawowg metodag pozwala-
jaca na poznanie funkcji okreslonego genu,
stad wykorzystanie procesu homologicznej wy-
miany gendéw w potaczeniu z technikami trans-
genizacji myszy stato sie powszechnie stosowa-
nym sposobem badania roli wybranych genéw
w funkcjonowaniu wielokomérkowego organi-
zmu. Procedure doswiadczalng uzywana przy
konstruowaniu tego typu myszy okresla sie
jako rozbicie genu (ang. gene disruption) lub
wyitaczenie genu (ang. gene knockout; w atson

i wspotaut. 1992). W celu otrzymania myszy z
celowo uszkodzonym okreslonym genem, tak
zwanych myszy znokautowanych, procedure
rozbicia genu stosuje sie w potgczeniu z metoda
modyfikacji genetycznej pierwotnych komoérek
zarodkowych ES (rys. 3). DNA badanego genu
po uprzednim wmontowaniu do niego fragmen-
tu innej sekwencji jest wprowadzane do komoé-
rek ES. Wstawienie dodatkowego fragmentu
stuzy przede wszystkim uszkodzeniu (rozbiciu)
genu bedacego przedmiotem zainteresowania,
co prowadzi do pozbawienia go funkcji. Na ogét
do badanego genu wigczany jest inny gen, be-
dacy markerem selekcyjnym, umozliwiajacy
dodatkowo prostg analize fenotypowa, majaca
na celu wyodrebnienie tych komérek ES, ktore
nie tylko pobraty DNA, ale w ktérych zaszta tez
rekombinacja homologiczna. Komoérki ES, w
ktérych doszto do integracji transgenu we wia-
sciwej pozycji genomowej, sa wprowadzane do
zarodkéw w stadium blastocysty, reinplanto-
wanych zastepczej matce. Potomstwo otrzyma-
ne z tych zarodkéw to osobniki bedace chime-
rami genetycznymi. Odpowiednie krzyzéwki ge-
netyczne pozwalaja na uzyskanie hetero- i
homozygotycznych osobnikéw myszy z celowo
wylgczonym genem.

ZASTOSOWANIE TECHNIK MODYFIKACJI GENOMU W BADANIACH BIOMEDYCZNYCH

Opracowanie metod wprowadzania do my-
siego genomu obcego DNA w celu transformo-
wania calego wielokomorkowego organizmu
stanowi niezwykle wazne osiagniecie wspot-
czesnej biologii molekularnej. Osiagniecie istot-
ne ze wzgledéw zaréwno poznawczych, jak i
praktycznych. Te same szczepy transgenicz-
nych myszy, ktére stanowiag nieocenione zrédto

informacji na temat molekularnych mechani-
zmoéw regulacji ustrojowej, udziatlu genoéw w
procesie powstawania nowotwordw, czy tez de-
fektow genetycznych lezacych u podstaw okre-
Slonych choroéb, sga wykorzystywane w bada-
niach nad potencjalnymi mozliwosciami tera-
peutycznymi, w tym nad terapig genowa.

WYKORZYSTANIE MYSZY TRANSGENICZNYCH W NEUROBIOLOGII

Myszy transgeniczne przejawiajace nad-
ekspresje okreslonego genu lub tez myszy z
celowo wylaczonym jednym genem sa obecnie
bardzo czesto uzywane w badaniach majacych
na celu wyjasnienie wiasciwosci i funkcji ukta-
du nerwowego. Sg to przede wszystkim badania
nad molekularnymi mechanizmami zmian pla-

stycznych w okresie rozwoju uktadu nerwowe-
go, zmianw fizjologii synaps zaleznych od stanu
ich aktywnosci oraz zmian zachodzgcych w pro-
cesach pamieci i uczenia sie. Kilka przedstawio-
nych ponizej przyktaddw postuzy do zilustrowa-
nia charakteru tych badan i roli, jaka odgrywaja
w nich zwierzeta transgeniczne.



Manipulacje na genomie mysim 435

Rys. 2. Przyktad zastosowania metody konstrukcji myszy transgenicznych z tkankowo specyficzng ekspresja
transgenu.

A) Promotor szczurzego genu insuliny (RIP) wykorzystano do wywotania ekspresji genu kodujacego NGF w komoérkach 3
trzustki myszy. Zrekombinowanym plazmidem zawierajagcym NGFcDNA i RIP nastrzykiwano jedno z przedjadrzy zapto-
dnionych komoérek jajowych, ktore nastepnie reinplantowano do jajowodu zastepczej matki. U czwoérki tak otrzymanego
potomstwa stwierdzono integracje transgenu. Osobniki te postuzyty do wyprowadzenia 4 linii myszy transgenicznych.
Analiza immunocytochemiczna trzustki wykazata, ze u osobnikéw dwoch linii, tak zwane myszy RIP-NGF1 i RIP-NGF2,
uzyskano tkankowo specyficzng ekspresje wprowadzonego DNA. Myszy tych linii wykorzystano nastepnie jako model
doswiadczalny w badaniach nad rola NGF w procesach plastycznosci rozwojowej w obwodowym uktadzie nerwowym. B)
Przerost unerwienia wspétczulnego, ale nie unerwienia czuciowego i przywspétczulnego, wysp trzustkowych wywotany
nadmiarem NGF wskutek ekspresji NGFcDNA wprowadzonego do komérek Btrzustki (na podstawie Edwards i wspoétaut.
1989).
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Rys. 3. Knockout genowy w konstrukcji myszy transgenicznych.

Technike te stosuje sie w badaniach, ktérych celem jest wytaczenie funkcji endogennego genu. Procedure rozbicia genu
(ang. gene disruption), inaczej knockout genowy (cze$¢ B rysunku), stosuje sie w potgczeniu z metodg modyfikacji
genetycznej komoérek ES (cze$¢ A rysunku). DNA badanego genu po wstawieniu do niego fragmentu obcej sekwencji jest
wprowadzane do komdrek ES. Odpowiednio dobrane metody selekcji pozwalajg na wprowadzenie do blastocyty tylko tych
komoérek ES, w ktérych doszto do zastgpienia endogennego genu przez zmutowany transgen na drodze homologicznej
rekombinacji. Komorki, w ktérych miata miejsce niehomologiczna rekombinacja nie sg uzyteczne w dalszej procedurze
(czes¢ B rysunku na prawo). Osobniki otrzymane ta technika sg chimerami genetycznymi. Znokautowane myszy
homozygotyczne uzyskuje sie w wyniku odpowiednio dobranych krzyzéwek genetycznych (cze$¢ C rysunku).



Manipulacje na genomie mysim

ANALIZA MOLEKULARNYCH MECHANIZMOW PLASTYCZNOSCI

W ukladzie nerwowym opisano dwa zjawi-
ska, bedgce bardzo charakterystycznymi prze-
jawami plastycznosci synaptycznej. Pierwsze,
to dtugotrwate wzmocnienie przekaznictwa sy-
naptycznego — LTP (ang. long-term potentia-
tion) w hipokampie ijego przeciwienstwo, czyli
diugotrwate ostabienie przekaZnictwa synap-
tycznego — LTD (ang. long-term depression) w
mézdzku. LTP polega na wzroscie efektywnosci
przewodzenia synaptycznego po tezcowej sty-
mulacji wiékien aferentnych. Stan ten moze
utrzymywac sie przez wiele dni. Do wywotania
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SYNAPTYCZNEJ

LTP konieczne jest pobudzenie wejscia presy-
naptycznego z réwnoczesng depolaryzacjg bto-
ny postsynaptycznej. Istniejg dwie formy LTP,
jedna zalezna od receptoréw kwasu glutamino-
wego typu NMDA, obserwowana w zakrecie ze-
batym i polu CAl hipokampa, oraz druga nie-
zalezna od receptorow NMDA, obserwowana w
polu CA3 hipokampa. Indukcji LTP towarzyszy
naptyw jonéw wapnia oraz aktywacja uktadu
wtornych przekaznikéw i kinaz biatkowych.
Zdarzenia molekularne w czasie indukcji LTP
przedstawia schematycznie rysunek 4.

Rys. 4. Schematyczne przedstawienie mechanizmoéw molekularnych zaangazowanych w indukcje i utrzy-
manie dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP) w polu CAl1 hipokampa.

Aktywacja neuronu postsynaptycznego przez kwas glutaminowy (Glu) prowadzi do masowego naptywu jonéw wapnia Ca2+
do komorki. Wzrost stezenia Ca2+ akywuje dwa procesy: krotkotrwate LTP i dtugotrwate LTP. Krétkotrwate LTP utrzymuje
sie przez okoto godzine i wymaga aktywnosci zaleznej od wapnia i kalmoduliny kinazy biatkowej CaMKII, kinazy biatkowej
PKCy oraz kinazy tyrozyny Fyn. Dzieki substratom powstatym w tym procesie dochodzi przypuszczalnie do indukcji
wstecznego sygnatu, ktéry dziatajgc zwrotnie na czgs¢ presynaptyczng wzmacnia wydzielanie neurotransmitera. Ta forma
LTPjest niezalezna od transkrypcji i syntezy biatek. Dtugotrwate LTP indukowane jest przez aktywacje cyklazy adenylilowej
i wzrost syntezy cAMP. Cykliczny AMP aktywuje kinaze biatkowg PKA, ktéra poprzez czynnik transkrypcyjny CREB
uruchamia ekspresie genéw kodujacych biatka efektorowe synaps. Ta forma LTP jest zalezna od transkrypcji i syntezy
biatek. P — miejsca fosforylacji, Q — receptor kwiskwalinowy kwasu glutaminowego.
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Natomiastw mdézdzku réwnoczesna aktywa-
cja dwu oddzielnych wejs¢ pobudzajacych ko-
morki Purkinjego prowadzi do ostabienia trans-
misji synaptycznej. Mechanizm molekularny
LTD rézni sie od mechanizmu LTP, jednak
wspolng cechg obu zjawisk jest poczatkowa mo-
bilizacja jonow wapnia. LTD wymaga aktywacji
receptoréw metabotropowych dla glutaminianu
— mGIuR oraz modulacji aktywnosci recepto-
row AMPA w blonie postsynaptycznej komorki
Purkinjego. Stwierdzono, ze zaréwno LTP jak i
LTD mogg powstawac na tej samej synapsie. Czy
bedzie to LTP czy LTD, zalezy od wspotwystepo-
wania aktywnosci presynaptycznej z odpowied-
nim stanem bony postsynaptycznej.

U myszy z wylaczonym genem kodujacym
aCaMKlIl, jednej z izoform, zaleznej od wapnia i
kalmoduliny kinazy Il, indukcja LTP i LTD byta
zaburzona w poréwnaniu ze zwierzetami typu
dzikiego. Tezcowa stymulacja drég aferentnych
komoérek piramidalnych pola CA1 hipokampa
nie powodowata wzrostu przewodnosci synaps,
nie prowadzita wiec do LTP. Stymulacja bodz-
cami o niskiej czestotliwosci wywotywata jedy-
nie bardzo nieznaczne ostabienie przewodnic-
twa synaptycznego, a zatem stabo wyrazone
LTD. U zwierzat typu dzikiego LTD moze by¢
zniesione przez zastosowanie stymulacji tezco-
wej. Ta procedura jest nieskuteczna u myszy z
deficytemm aCaMKIl. Gdy myszom znokautowa-
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nym wprowadzono ponownie do neuronéw hi-
pokampa gen aCaMKIIl typu dzikiego, przeja-
wiaty one zdolnos¢ do indukcji LTP i LTD po-
rownywalng ze zwierzetami kontrolnymi.

Postugujac sie metodami farmakologiczny-
mi w badaniach na skrawkach hipokampa wy-
kazano, ze mimo braku aktywnego genu
aCaMKIl mozna wywotac¢ LTP stosujac blokery
fosfataz. Kinaza aCaMKII normalnie fosforyluje
receptory AMPA i ta droga wptywa na aktywacje
wtérnych przekaznikéw. Poniewaz jednak LTP
w skrawkach hipokampa mozna wywota¢ pod
nieobecnos¢ kinazy aCaMKIIl, uwaza sie, ze jej
funkcje fosforylacji receptoréw AMPA moze
przeja¢ inna z izoform, na przykiad kinaza
(ICaMKII. Warunkiem koniecznym jest jednak
blokada fosfataz. Brak aCaMKIIl u myszy trans-
genicznych powoduje in vivo dominacje proce-
séw defosforylacji zaleznych od fosfataz nad
procesami fosforylacji, w ktorych posredniczy
aCaMKIl. Stad indukcja LTP jest trudna lub
niemozliwa (Sitva i wspdtaut. 1992, Stevens |
wspoétaut. 1994).

Wysoki poziom ekspresji receptora metabo-
tropowego kwasu glutaminowego — mGIuRl
obserwuje sie w polach CA2 i CA3 hipokampa
oraz w komérkach Purkinjego w mézdzku. U
myszy z rozbitym genem mGIuRl niemozliwa
jest indukcja LTP w hipokampie oraz LTD w
moézdzku (Ajba i wspétaut. 1994).

ANALIZA MOLEKULARNYCH MECHANIZMOW UCZENIA SIE | PAMIECI

Od czasu opisania zjawisk LTP i LTD, ktére
sg szczegllnym wyrazem zmian plastycznych w
neuronach, prébuje sie tgczyc¢je z mechanizma-
mi uczenia sie i pamieci. Badania na myszach
transgenicznych dostarczyly powaznych argu-
mentéw zwolennikom pogladu, ze charakter
obu zjawisk wskazuje na to, iz moga one leze¢
u podtoza proceséw poznawczych. U myszy z
rozbitym genem dla receptora NMDA, aCaMKIl,
kinazy tyrozyny Fyn czy tez syntazy tlenku
azotu NOS wystepujg zaréwno zaburzenia w
indukcji LTP, jak i powazne pogorszenie proce-
su uczenia sie w testach na pamie¢ przestrzen-
Ng oraz nieco mniejsze pogorszenie uczenia sie
w testach niezaleznych od wskazowek prze-
strzennych.

Uwaza sie, ze LTD w mozdzku jest zwigzane
z uczeniem sie niektérych zadan ruchowych, na
przyktad w tescie klasycznego warunkowania
zamykania migotki u kroélika. Anatomiczne
podtoze tej formy uczenia sie stanowig miedzy
innymi kora mézdzku oraz jadra gtebokie moéz-
dzku. Podobny test z pewnymi koniecznymi
modyfikacjami zastosowano u myszy (Aiba i

wspétaut. 1994). Poréwnywano w nim uczenie
sie zwierzat typu dzikiego oraz myszy z wytaczo-
nym genem mGIuRI. W poczatkowej fazie ucze-
nia sie nie byto réznic pomiedzy obiema grupa-
mi. Jednak po okoto 30 prébach krzywa uczenia
u znokautowanych myszy mGIuRI| osiggneta
plateau, podczas gdy myszy kontrolne nadal
przejawialy poprawe wykonania zadania. Przy-
pomnijmy, ze brak aktywnego genu mGIuRlI
blokuje indukcje LTD w mézdzku. Z przytoczo-
nych danych wynika zatem, ze ta forma plasty-
cznos$ci synaptycznej nie jest konieczna w po-
czatkowej fazie uczenia sie. Natomiast mGIuRl
oraz LTD sg zwigzane z modulacja p6Zznych
stadiow procesu uczenia sie w tescie typu wa-
runkowania klasycznego.

W zaleznos$ci od czasu w jakim pamiec po-
wstaje i utrzymuje sie w uktadzie nerwowym
mozemy wyrézni¢ jej dwie podstawowe formy:
pamie¢ diugoterminowa, ktoérej tworzenie jest
blokowane przez inhibitory syntezy RNA i biatek
oraz pamiec¢ kréotkoterminowa, ktorajest nieza-
lezna od tych proceséw. Na tej podstawie wysu-
wa sie przypuszczenie, ze przejscie informacji z



Manipulacje na genomie mysim

fazy krétkotrwatej w postac¢ dtugotrwatg zalezy
od aktywacji ekspresji specyficznych gendw.
Badania z wykorzystaniem techniki transgeni-
zacji nie tylko u myszy, ale takze u muszki
owocowej Drosophila i slimaka morskiego Aply-
sia wykazaty, ze w stabilizacji dtugotrwatej for-
my pamieci wazng role odgrywa cAMP oraz
odpowiadajacy naj ego aktywacje biatkowy czyn-
nik transkrypcyjny CREB. Neuroprzekazniki ta-
kie jak serotonina, dopamina i noradrenalina
powoduja aktywacje cyklazy adenylilowej i tym
samym zwiekszenie poziomu cAMP. Cykliczny
AMP jako wtorny przekaznik sygnatéw w Kko-
morce aktywuje kinaze biatkowg A — PKA.
Aktywna PKA powoduje fosfoiylacje rozmaitych
biatek cytozolowych. PKA moze takze wedrowac
do jadra komdérkowego, gdzie fosforyluje czyn-
nik transkrypcyjny CREB. W wyniku fosforyla-
cji aktywna forma CREB rozpoznaje i wigze sie
ze specyficzng sekwencjg w obszarze regulato-
rowym genomu — ere (ang. cyclic AMP-respon-
sive element). W ten sposéb czynnik CREB
moze zwieksza¢ ekspresje bardzo wielu genéw
(rys. 4). Myszy z rozbitym genem creb poddawa-
no treningowi w tescie warunkowania strachu,
w ktdrym zwierzeta muszg zapamietac, ze poja-
wienie sie w Srodowisku bodZca warunkowego
(np. tonu o okreslonej czestotliwosci) zapowiada
podanie szoku elektrycznego (Bourtchouladze
i wspotaut. 1994). Zwierzeta kontrolne otrzy-

ANALIZA ROLI NEUROTROFIN

Poglad, ze przezywalno$¢ neuronéw w cza-
sie rozwoju zalezy od sygnatu przekazywanego
z miejsc docelowych ich projekcji znany jest od
czasu klasycznych badan Victora Hamburgera
1934. Przetlom w tych badaniach dokonat sie
wraz z odkryciem biatkowego czynnika sty-
mulujacego rozrost neuronalny, i nazwanego
czynnikiem wzrostu nerwéw (NGF, ang. nerve
growth factor) (Levi-Montalcini i Hamburger
1953). Zaobserwowano, ze NGF dziata specyfi-
cznie na niektore tylko populacje neuronéw,
przede wszystkim na neurony czuciowe i wspot-
czulne w obwodowym uktadzie nerwowym oraz
neurony cholinergiczne w os$rodkowym ukia-
dzie nerwowym. Neurony parasympatyczne
zwojéw rzeskowych, neurony ruchowe rogéw
brzusznych rdzenia kregowego, neurony czu-
ciowe rozwijajgce sie z plakody ektodermalnej,
a takze czes¢ neurondéw czuciowych pochodza-
cych z grzebienia nerwowego nie sg uzaleznio-
ne od dostepnosci NGF. Przypuszczenie, ze
neurony te moga by¢ zalezne od innych czyn-
nikéw troficznych doprowadzito do odkrycia
czynnika neurotroficznego pochodzacego z
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mawszy szok, pamietajg to zdarzenie diuzej niz
24 godziny po jednokrotnej prébie, co mierzono
przejawiang przez nie reakcjg strachu po pre-
zentacji samego bodzca dzwiekowego. Myszy
CREB przejawiaja reakcje porownywalng z gru-
pa kontrolng jedynie przez okoto 30 minut po
otrzymaniu szoku. W ciggu nastepnej godziny
obserwowano u nich narastajgce pogorszenie
pamieci. Okres pamietania przez mutanty
CREB mozna wydtuzy¢ przez wielokrotne po-
wtarzanie prob testowych (Bourtchouladze i
wspotaut. 1994).

Bylo to jedno z pierwszych doswiadczen po-
kazujgcych, ze wytgczenie genu creb prowadzi
do selektywnego uszkodzenia bardziej diugo-
trwatych stadiow pamieci, nie zaburza nato-
miast wczesnego etapu nabywania informacji.
Wykazano tez, ze u myszy CREB mozna wywo-
ta¢ jedynie krotkotrwale zanikajgce LTP (ang.
decremental LTP). Natomiast nie rozwija sie u
nich diugotrwata forma LTP (ang. long-lasting
LTP). Badania myszy oraz bezkregowcow wska-
zuja na konserwatywny filogenetycznie mecha-
nizm, w ktérym cAMP, dzialajac przez czynniki
transkrypcyjne z rodziny CREB wywotuje zmia-
ny w ekspresji genéw konieczne do utrzymania
dtugotrwatego wzrostu przewodnictwa synap-
tycznego. Mechanizm ten moze stanowi¢ podto-
ze formowania sie pamieci dtugoterminowej.

W UKLADZIE NERWOWYM

mdézgu (BDNF, ang. brain-derived neurotrophic
factor). Badania wykazaty, ze wiele populacji
neuronéw w osrodkowym uktadzie nerwowym
jest wrazliwych na BDNF, wiaczajac w to neu-
rony lezace w strukturach zwigzanych z choro-
bami neurodegeneracyjnymi, na przykiad neu-
rony cholinergiczne przegrody, neurony dopa-
minergiczne istoty czarnej oraz neurony rucho-
we rdzenia kregowego. Sekwencjonowanie biat-
ka BDNF doprowadzito do jego sklonowania
oraz do stwierdzenia, ze geny kodujace BDNF i
NGF sg ze sobg blisko spokrewnione. Moleku-
larne klonowanie BDNF w celu zwiekszenia
ilosci tego biatka, ktére w mozgu wystepuje w
bardzo matych stezeniach, spowodowato odkry-
cie trzeciego cztonka rodziny neurotrofin, neu-
rotrofiny 3 (NT-3,ang. neurotrophin-3). Do gru-
py NGF-podobnych neurotrofin, charakteryzu-
jacych sie bardzo scistym strukturalnym podo-
bienstwem, nalezg jeszcze neurotrofina 4/5
(NT-4/5) oraz znaleziona u ryb kostnoszkiele-
towych neurotrofina 6 (NT-6), ktérej odpowied-
nika u ssakow dotad nie zidentyfikowano. Neu-
rotrofiny wywotujg caly szereg réznorodnych
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reakcji w ukitadzie nerwowym, takich jak na-
mnazanie sie, ré6znicowanie i przezywanie neu-
roblastéw w czasie rozwoju, jak rowniez przezy-
wanie i odpowiedz adaptacyjna dojrzatych neu-
ronéw w dorostym organizmie. Do odpowiedzi
neuronalnych stymulowanych przez neurotro-
finy i zwigzanych z réznicowaniem naleza:
wzmachianie rozrastania sie neurytéw, zmiany
wilasciwosci elektrofizjologicznych neurondéw
oraz okreslenie fenotypu przekaZznikowego doj-
rzewajacych neuronéw.

Neurotrofiny wywierajg swoje dziatanie po-
przez mechanizmy zwigzane z wstecznym
transportem internalizowanych kompleksow
neurotrofina-biatko receptorowe. Wykazano, ze
poprzez wigzanie neurotrofin do specyficznych
dla nich receptoréw, NGF oraz inne znane czyn-
niki troficzne aktywujg kaskade zdarzeri mole-
kularnych, zwigzanych z mechanizmami prze-
kazywania sygnatéw w komdérce. Neurotrofiny
wigzg sie i aktywuja specyficzne receptory, be-
dace kinazami tyrozyny, kodowanymi przez
protoonkogeny z rodziny trk. Receptory Trk
charakteryzuje wysokie powinowactwo wigza-
nia neurotrofin, jednak fizjologiczny efekt ich
dziatania zalezy przypuszczalnie takze od
wspotdziatania receptora o niskim powinowac-
twie, tak zwanego receptora p75.

Badania z wykorzystaniem myszy transge-
nicznych, ktorym uszkodzono geny kodujgce
neurotrofiny badz ich biatka receptorowe sg
jednym z najbardziej spektakularnych przykia-
dow wykorzystania techniki rozbicia genu. Po-
stuzyty one do wyjasnienia rodzaju funkcji re-
gulacyjnych, jakie pelnia poszczegélne sub-
stancje z rodziny neurotrofin oraz do precyzyj-
nego okreslenia zaleznych od nich populacji
neuronow. Okazalo sie, ze niezaleznie od rodza-
ju badanego czynnika neurotroficznego zarow-
no mutanty z rozbitym genem dla neurotrofiny,
jak i mutanty z uszkodzonym jej receptorem,
wykazujg bardzo duze podobienistwa fenotypo-
we (Sinder 1994).

Myszy niezdolne do syntezy NGF lub recep-
tora TrkA przezywajg okoto 3 tygodni po uro-
dzeniu i behawioralnie charakteryzujg sie moc-
no obnizong wrazliwoscig na bdl. W obwodo-
wym ukiadzie nerwowym odnotowano u nich
zanik 90% neuronow w gornych zwojach szyj-
nych oraz utrate 80% neurondéw w zwojach
korzeni grzbietowych i zwojach nerwu tréjdziel-
nego. Natomiast w osrodkowym uktadzie ner-
wowym stwierdzono atrofie neuronéw choliner-
gicznych okolicy podstawnej, zredukowang li-
czbe rozgatezien aksonalnych tych neuronéw w
hipokampie i korze oraz obnizony poziom syn-
tezy acetylotransferazy choliny. Stwierdzono, ze
neurony obwodowe, ktérych przezywalnosé za-
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lezy od NGF stanowig strukturalne podtoze me-
chanizmow percepcji bolu. Sam NGF moze po-
wodowac¢ nadwrazliwos$¢ na bél. Myszy transge-
niczne z nadekspresja NGF przejawiajg hiper-
algezje na bdlowe bodZce mechaniczne. Wyko-
rzystanie techniki modyfikacji genetycznej po-
zwolito odkry¢ jeszcze jedng funkcje, jaka NGF
peini w uktadzie nerwowym, czylijego udziat w
mechanizmach przewodzenia czucia bélu.

Homozygotyczne mutanty myszy BDNF(-/-)
przezywajg okoto 2 tygodni, natomiast myszy
TrkB(-/-) zyja zaledwie 48 godzin po urodzeniu.
Przejawiajg one zaburzenia ruchowe oraz po-
wazne zaburzenia w pobieraniu pokarmu. Po-
wod, dla ktérego myszy TrkB nie pobierajg w
ogéle pokarmu nie jest znany. Stwierdzono u
nich zanik 30-60% neuronéw w zwojach nerwu
trojdzielnego, zwojach dolnych nerwu btednego
oraz zwojach korzeni grzbietowych rdzenia. My-
szy BDNF nie przejawiajg tak ostrych zaburzen
behawioralnych, a ich uposledzenia ruchowe sg
zwigzane z uszkodzeniem uktadu przedsionko-
wego, gdzie stwierdzono niemal 90% ubytek
neurondw. Natomiast nie zmniejszyta sie zna-
czgco liczba neuronéw ruchowych u tych my-
szy. Jest to interesujgce z uwagi na fakt, iz
badania farmakologiczne wykazaty, ze przezy-
walnos¢ neurondéw ruchowych w czasie rozwoju
zalezy od BDNF i NT-4/5. Zaburzenia w osrod-
kowym uktadzie nerwowym u myszy BDNF i
TrkB nie maja charakteru strukturalnego, a
dotycza raczej zaburzen funkcjonalnych. We
wszystkich warstwach kory oraz w hipokampie
tych zwierzat subpopulacje interneuronéw ga-
baergicznych nie przejawiajg syntezy neuro-
peptydu Y, badz tez bialek wigzacych wapn,
takich jak parvalbumina i kalbindyna. Te neu-
romodulatoiy sg zwigzane z regulacjg aktywno-
Sci bioelektrycznej mozgu. Ekspresja neurotro-
fin w niektérych okolicach mézgu zalezy takze
od aktywnosci elektrycznej neuronéw tych
struktur. Wydaje sie, ze miedzy ekspresjg neu-
rotrofin i syntezg neuromodulatoréw wigzacych
wapn istnieje dodatnie sprzezenie zwrotne.
Wskazuje to na bardziej dynamiczng funkcje
neurotrofin w uktadzie nerwowym niz dotad
sgdzono. Wyniki uzyskane w badaniach myszy
BDNF i TrkB moga potwierdzi¢ interesujace
przypuszczenie, ze selektywny rozwdj i organi-
zacja strukturalna rozmaitych okolic mézgu za-
lezng od regulowanej aktywnoscig elektryczng
ekspresji neurotrofin.

Homozygotyczne mutanty myszy NT-3(-/-)
orazTrkC(-/-) przezywajag do 30 dni po urodzeniu.
Najbardziej wyraznym fenotypowym przejawem
modyfikacji ich genomu sg bardzo powazne za-
burzenia posturalne i ruchowe. W obwodowym
uktadzie nerwowym obnizong liczbe neuronéw
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obserwowano u tych myszy w gérnych zwojach
szyjnych (55%), w zwojach rogéw grzbietowych
(20-55%) oraz w zwojach nerwu tréjdzielnego
(65%). Uwaza sie, ze u podtoza zaburzeri rucho-
wych i posturalnych leza, wywotane brakiem
NT-3 lub jej receptora, zmiany neurodegenera-
cyjne w zwojach rogoéw grzbietowych rdzenia.
Duze neurony tych zwojéw, ktére bezposrednio
unerwiajg wrzeciona miesniowe, odprowadzajg
takze kolaterale aksonow do pol ruchowych
rdzenia kregowego, skad poprzez jadra kolumn
grzbietowych sa przekazywane informacje pro-
prioceptywne. Wykazano za pomocg specjal-
nych technik znakowania, ze u myszy NT-3 i
TrkC przezywajace duze neurony zwojowe S3
catkowicie pozbawione odgatezienn aksonalnych
zwiazanych z przewodzeniem bodzcow proprio-
ceptywnych. U mutantéw tych nie wyksztalcajg
sie tez receptory proprioceptywne na obwodzie.
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Wynika stad, ze w zwojach rogéw grzbietowych
istnieje subpopulacja neurondéw, ktérych prze-
zywalnos¢ zalezy od NT-3. Pozostale neurony
tych zwojéw, ktore nie sg uzaleznione od trofi-
cznego dziatania NT-3, stanowig oddzielng kla-
se komdrek, zalezng od innych substancji tro-
ficznych i pelnigcg inne funkcje w ukiadzie
czuciowym.

Receptory TrkC sg dos¢ powszechnie rozmie-
szczone w catym osrodkowym uktadzie nerwo-
wym. Dokiadna analiza histologiczna wiekszosci
okolic przodo- i miedzymédzgowia, a takze pnia
mozgu, rdzenia kregowego i mozdzku wykazata,
ze struktury te u myszy NT-3 i TrkC rozwijaja sie
normalnie. NT-3 nie wptywa zatem bezposrednio
na rozwdj CNS, moze byc¢ jednak zwigzana z
bardziej ztozonym mechanizmem regulacji pro-
cesow rozwojowych.

ANALIZA PROCESOW ROZWOJOWYCH W UKtLADZIE NERWOWYM

Zwierzeta transgeniczne sg niezwykle uzy-
teczne w badaniach dotyczacych embriogenezy,
w tym takze rozwoju ukitadu nerwowego. Te
bardzo liczng grupe doswiadczen reprezentuja
dwa ponizej przedstawione przykiady, w kto-
rych analizowano role podjednostki 1receptora
NMDA (NMDAR-1) oraz genu bel -2 hamujacego
programowang smier¢ komorek (apoptoze) pod-
czas tworzenia sie map somatosensorycznych
w korze mozgu.

U gryzoni bodzce dotykowe odbierane przez
wibrysy na pyszczku zwierzecia sag przekazywa-
ne nerwem tréjdzielnym do jadra nerwu tréj-
dzielnego w pniu moézgu, stad do wzgdrza i
wreszcie do kory somatosensorycznej. Na kaz-
dym z tych pieter przekazywania informacji
przestrzenny wzOr rozmieszczenia wibrys na
pyszczku jest Scisle odwzorowany w cytoarchi-
tektonice poszczegélnych struktur mézgu, do
ktorych dociera informacja czuciowa. Ten
charakterystyczny wzér, ktéry tworza aksony
potaczen aferentnych oraz neurony wstawko-
we na poziomie kory nazywany jest polem ba-
rytkowym (ang. barrel field). Jego odpowiedni-
kiem we wzgdérzu sa tak zwane barreloidy (ang.
barreloids), a w pniu mézgu barreletty (ang.
barrelettes). Wykazano, ze tworzenie sie wzoru
barytkowego w okresie rozwojowym jest zalezne
od docierajacego z wibrys pobudzenia, ktorego
mediatorem jest kwas glutaminowy.

Myszy z rozbitym genem dla receptora
NMDAR-1 wykorzystano w celu zbadania roli
aktywnosci tego receptora w tworzeniu sie wzo-
ru barytkowego. Okazato sie, ze u myszy
NMDAR-1 wz6r barytkowy w ogdle sie nie wy-

ksztatca. Wynik ten byt zaskakujgcy wobec
wczesniejszych doniesien, ze podawanie w
okresie postnatalnym TTX (blokera aktywnosci
elektrycznej) lub APV (antagonisty receptora
NMDA) nie przeszkadzato tworzeniu sie wzoru
barytkowego (O'Leary i wspétaut. 1994).

Jednym z mechanizméw, od ktérego moze
zalezeC tworzenie sie wzoru barylek jest elimina-
cja nadmiaru neuronow dzieki procesowi progra-
mowanej Smierci komoérek. Wykazano, ze czynnik
wzrostu nerwéw NGF, ktoéry przez troficzne od-
dziatywanie chroni neurony przed wymieraniem,
podany embrionom szczurzym miedzy 15 a 18
dniem rozwoju embrionalnego powoduje silne
zaburzenia wzoru barytkowego w jadrze nerwu
tréjdzielnego (Henderson i wspoOtaut. 1994). W
czasie normalnego rozwoju ograniczona doste-
pnos¢ do NGF reguluje liczbe neuronéw czucio-
wych, ktore przezyja do dorostosci. Neurony, kto-
rych aksony nie wytworzyty prawidtowych pota-
czen z torebka wibrysy sa pozbawione troficznej
ostony NGF i degenerujg w procesie apoptozy.
Proces usuwania szczatkéw aksonow niepotrzeb-
nych neurondw czuciowych moze utatwic tworze-
nie sie wzoru barytkowego.

Aby sprawdzi¢ te hipoteze przeprowadzono
histologiczng analize procesu apoptozy u zno-
kautowanych myszy NMDAR-1.Unowo narodzo-
nych myszek NMDAR-1 stwierdzono znaczne ob-
nizenie liczby komorek apoptycznych w poréwna-
niu z myszkami typu dzikiego. Podobng analize
przeprowadzono u myszy transgenicznych, ktore
przejawiaty nadmierng ekspresje protoonkogenu
bcl-2. Okazato sie, ze mimo zablokowania proce-
su apoptozy wzér barytkowy u tych myszy rozwi-
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jat sie normalnie, zaréwno w korze somatosen-
soiycznej, jak i w pniu mozgu. Z opisanych
doswiadczen wynika, ze prawidlowe tworzenie
sie wzoru barytkowego zalezy od receptoréw

G. Niewiadomska, M. Chechtacz

NMDA i wymaga ich aktywnosci. Natomiast
proces ten nie zalezy od blokady naturalnie
rozwijajacego sie procesu apoptozy.

WYKORZYSTANIE MYSZY TRANSGENICZNYCH JAKO ZWIERZECYCH MODELI CHOROB UKLADU
NERWOWEGO

Proby stworzenia zwierzecych modeli cho-
rob osrodkowego uktadu nerwowego spotyka-
nych u ludzi obejmujg trzy gtéwne Kierunki
poszukiwan. Sa to prace nad modelami choréb
rozwijajacych sie na skutek zakazenn wiruso-

wych, modelami choréb o podtozu genetycznym
i choréb o ztozonej, czesto nie do korica wyjas-
nionej etiologii (Lee i wspdtaut. 1996), w tym
takze choréb neurodegeneracyjnych.

CHOROBY WIRUSOWE

Niejednokrotnie zdarza sie, ze dany wirus
ma Scisle okreslonego gospodarza, a tym sa-
mym zdolnyjest do infekowania tylko pewnych
komoérek ujednego, jedynego gatunku. W przy-
padku, gdy wirus atakujacy cztowieka nie zakaza
komorek zadnego z powszechnie uzywanych
zwierzat laboratoryjnych, prace nad patogeneza i
terapigwywotywanego przez niego schorzenia na-
potykajg na powazna przeszkode. Techniki trans-
genizacji, umozliwiajace wprowadzanie sekwen-
cji genomowej wirusa bezposrednio do przedja-
drza zaptodnionej komdrki jajowej, dostarczyly
wspotczesnej medycynie sposobu ominiecia tego
problemu. Metodg tg postuzono sie miedzy inny-
mi w celu wprowadzenia do mysiego genomu
sekwencji regulatorowej i kodujacej wirusa papo-
wa JC (small iwspotaut. 1986). Wirus ten u ludzi
z zaburzeniami funkcji uktadu immunologiczne-
go wywotuje postepujaca leukoencefalopatie wie-
loogniskowa, chorobe charakteryzujaca sie nisz-
czeniem oligodendrocytéw, prowadzacym do de-
mielinizacji w obrebie osrodkowego uktadu ner-
wowego. Smali ijego wspdtpracownicy otrzymali

dwie linie transgenicznych myszy (JC48 i
JC91), ktore okazaly sie dobrym zwierzecym
modelem postepujacej encefalopatii wieloogni-
skowej. Myszy te wykazywaly, poczawszy od 2-4
tygodnia zycia, objawy charakterystyczne dla
pacjentéw dotknietych leukoencefalopatia, w
tym drgawki, ktorych intensywnos$¢ wzmagata
sie wraz z wiekiem. Badania histologiczne tkan-
ki nerwowej ujawnity ekspresje wprowadzonego
transgenu, obnizong mielinizacje w obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego (zmian tego
typu nie stwierdzono w obwodowym uktadzie
nerwowym) oraz nieprawidlowosci w budowie
ostonki mielinowej. Doktadna analiza moleku-
larna wykazata, ze obserwowane zmiany feno-
typowe wystgpity w nastepstwie ekspresji ma-
terialu genetycznego wirusa JC, a nie przypad-
kowego uszkodzenia jakiego$ endogennego ge-
nu (inne miejsca integracji DNA wirusa JC w
genom myszy linii JC48 i JC91 DNA, a takze
wyzszy poziom ekspresji transgenu oraz powaz-
niejsze zaburzenia neurologiczne u osobnikéw
homozygotycznych).

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE

Szybkiemu rozwojowi technik biologii mole-
kularnej zawdzieczamy pogtebiajaca sie z roku
na rok wiedze na temat genetycznych podstaw
choroéb neurodegeneracyjnych. Znajomos¢ de-
fektow genetycznych odpowiedzialnych za cho-
roby dziedziczne w potgczeniu z technikg re-
kombinacji homologicznej pozwala na stworze-
nie linii myszy, u ktérych geny sprzezone z
danymi typami schorzen sg zastepowane przez
swoje zmutowane w specyficzny sposob odpo-
wiedniki lub tez catkowicie inaktywowane. Inne
podejscie badawcze polega na wprowadzaniu
do mysiego genomu (droga mikroiniekcji do
przedjadrza zygoty) zmutowanych ludzkich ge-

noéw. Wszystkie te metody stuzg opracowywaniu
niemal wiernych modeli ludzkich choréb ne-
urodegeneracyjnych o poditozu genetycznym,
wowczas gdy naturalnie pojawiajgce sie muta-
cje nie sg znane u zwierzat laboratoryjnych
(tabela 1).

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak
stwardnienie zanikowe boczne, ataksja mézdz-
kowo-rdzeniowa, choroby prionowe oraz choro-
ba Alzheimera sg schorzeniami o charakterze
dominujagcym i autosomalnym, zaleznymi od
wieku oraz réznorodnych czynnikéw ryzyka, do
ktorych naleza miedzy innymi mutacje w sprze-
zonych z nimi genach. W przypadku wszystkich
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Tabela 1. Przyktady zwierzecych modeli wystepujgcych u ludzi choréb neurodegeneracyjnych otrzymanych
metodami transgenizacji myszy

Choroba

Postepujaca
encefalopatia
wieloogniskowa

Stwardnienie
rozsiane

Choroba Gauchera

Stwardnienie
zanikowe boczne
FALS (posta¢
rodzinna)

Choroba
Alzheimera*

Przyczyna
choroby/zmutowany gen

infekcja wirusem Papowa
JC u 0s6b z zaburzeniem
funkcji uktadu
immunologicznego

choroba demielinizacyjna
0 nie wyjasnionym podtozu

mutacja w genie kodujgcym
(J-galaktozydaze (enzym
rozktadajacy glukozylo-
ceramid)

choroba o nie wyjasnionej
etiologii; postac rodzinna
choroby sprzezona z mutacjami
w genie dysmutazy
nadtlenkowej 1(SOD 1): [G93A]
Gly93->Ala, [G37R]Gly37-"
Arg, [G85R]Gly85-»Arg
choroba wieloczynnikowa,
jej etiologia nie zostata
wyjasniona; znanych jest

Transgeniczny model

2 linie myszy: JC48 i JC91 z
wbudowang do genomu sekwencja
regulatorowa oraz kodujacg wirusa JC

myszy linii ND4: do genomu
wprowadzona w 70 powtérzeniach
sekwencja kodujgca DM20 (biatko,
ktore powstaje w wyniku
alternatywnego sktadania transkryptu
genu PLP)

knockout genowy myszy z wylgczonym
genem (3-galaktozydazy

szczepy transgenicznych myszy
dotknietych tzw. choroba neuronu
ruchowego na skutek ekspresji zmuto-
wanego jak w FALS (ludzkiego lub
mysiego) genu SOD 1

myszy linii APP-V717F z nadekspresja
zmutowanego produktu ludzkiego genu
APP, myszy linii ALZ7 z wprowadzona
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kilka mutacji sprzezonych z

jej réznymi postaciami
Choroby prionowe:
Kuru, ch.
Creutzfeldta-
Jakoba,syndrom
GSS**, Smiertelna
rodzinna bezsennos$¢é

formowanie sig i
akumulacja zmienionej
formy biatka Prp;
przyczyny: nieznane w
sporadycznych postaciach,
zakazenia np. na skutek
interwencji medycznej lub
kanibalizmu, w postaciach
rodzinnych mutacje w genie
PrP np. syndrom GSS
mutacja punktowa (PrP
102) Pro 102 -» Leu

amplifikacja trypletu CAG
w obrebie genu SCA 1 ***

Ataksja mo6zdzkowo-
rdzeniowa

myszy z wprowadzonym do genomu
transgenem MoGSSPrPioiLeu (mysi gen
PrP z punktowa mutacjg w kodonie
101 odpowiadajgca mutacji spotykanej
w GSS

myszy z wprowadzonym do genomu
zmutowanym ludzkim genem SCA 1

sekwencjg kodujaca dla najdtuzszej
izoformy ludzkiego biatka tau

Lee i wspotaut. (1996)
Telling i wspoétaut.
(1995)

Burright i wspoétaut.
(1995)

(82 razy powtdrzona, nie rozdzielona
sekwencja CAG) tzw. myszy PS82

Tabela 2
** syndrom Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera

*** u 0s6b zdrowych w genie SCA 1sekwencja CAG powtarza si¢ od 6 do 40 razy, z co najmniej jednym trypletem CAT
w $rodku (98% przypadkow) lub do 21 razy przy braku trypletu CAT (2%); u osob chorych brak trypletu CAT, a liczba

powo6rzen CAG wynosi od 40 do 83 razy.

tych choréb mutacja lub mutacje w okreslo-
nych genach powodujg powstawanie niepra-
widtowych biatek, wywotujacych zaburzenia
funkcji, a nawet sSmieré neuronéw ulegajacych
patologicznym zmianom. Do tej pory nie zostaty
jeszcze w pelni poznane mechanizmy prowa-
dzace do rozwoju tych choréb. Nie sg tez znane
ich skuteczne i specyficzne sposoby leczenia.
Opracowane do tej pory transgeniczne modele
stuzg przede wszystkim badaniom nad mecha-
nizmami, w oparciu o ktére mutacja w danym
genie prowadzi do rozwoju choroby lub zwie-

ksza ryzyko jej wystgpienia. U myszy, ktore
zostaty zmienione genetycznie tak, by stanowity
zwierzecy odpowiednik zaburzen patologicz-
nych u ludzi ze stwardnieniem zanikowym bo-
cznym, chorobg Alzheimera czy tez jedng z
choréb prionowych doprowadzono do nad-
ekspresji zmutowanych genéw i rozwiniecia sie
objawéw typowych dla spotykanego u ludzi
przebiegu danej choroby. Tym sposobem otwo-
rzylty sie przed naukowcami nowe mozliwosci
badania mechanizméw degeneracji komorek
nerwowych w obecnosci zmutowanego biatka
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oraz przyczyn selektywnej wrazliwosci pewnych
populacji komérek nerwowych. By¢ moze eks-
perymenty na myszach transgenicznych po-
zwolg w najblizszej przysztosci na wyjasnienie
zjawiska tak zwanej bariery miedzygatunkowej
choréb prionowych (istniejg dane wskazujace,
ze priony pochodzace od jednego gatunku z

G. Niewiadomska, M. Chechtacz

trudem wywotujg objawy chorobowe u innego
gatunku). Tym samym bedzie mozna odpowie-
dzie¢ na pytanie, czy taka bariera istnieje i czy
jest wystarczajgco silna, by zapobiegac¢ przeno-
szeniu sie bydlecej gabczastej encefalopatii
(BSE ang. bovine spongiform encephalopathy)
z bydta na ludzi.

CHOROBA ALZHEIMERA

Wraz z postepem nauk biomedycznych w
krajach rozwinietych zaczat gwattownie wzra-
stac odsetek ludzi w podesztym wieku. Okazato
sie wowczas, ze czestg przyczynag ciezkiego ote-
pienia starczego jest choroba Alzheimera. Zna-
nychjest kilka r6znych postaci choroby Alzhei-
mera, dla niektorych z nich udato sie okresli¢
sprzezone z ich etiologig tak zwane genetyczne
czynniki ryzyka (tabela 2). Najbardziej chara-
kterystyczne zmiany patologiczne towarzyszace
tej chorobie to ztogi amyloidowe, zmiany neu-
rofibrylarne oraz utrata komérek nerwowych.

Wielu badaczy uwaza, ze ztogi amyloidowe
sa najbardziej typowe dla obrazu zmian patolo-
gicznych w moézgu pacjentéw dotknietych cho-
robg Alzheimera. Giownym skiadnikiem tak
zwanych ptytek starczych (ptytek amyloido-
wych; ang. senile plaques, amyloid plaques) jest
peptyd A3P skiadajacy sie z 40-42 aminokwa-
sow. Biatkiem prekursorowym dla A(3Pjest APP
— prekursorowe biatko amyloidowe (btonowa

Tabela 2. Klasyfikacja podstawowych postaci
choroby Alzheimera w oparciu o0 genetyczne
czynniki ryzyka (wg Roses1996)

Posta¢ choroby Sprzezony gen Lokalizacja
Alzheimera na chromo-
somie
AD 1 rodzinna, APP (mutacja w
autosomalna, genie kodujacym
dominujaca prekursorowe 21
biatko
amyloidowe)
AD 2: pézna APOE ( apolipopro-
(pierwsze objawy teina E) allel apoE4
miedzy 55-80 (arginina w pozycji
rokiem zycia) 112 i 158) 19
rodzinna,
autosomalna
dominujaca
AD 3: wczesna PS | (mutacja w ge-
(pierwsze objawy nie kodujgcym pre-
przed 65 rokiem seniline 1) 14
zycia, rodzinna,
autosomalna,
dominujaca
AD 4: rodzinna, PS Il (mutacja w ge-
autosomalna, nie kodujacym 1

dominujaca preseniling II)

glikoproteina o nieznanej funkcji), ktérego gen
jest zlokalizowany na chromosomie 21. Odkry-
to, ze u pacjentéw z rodzinng postacig choroby
Alzheimera (AD1) odktadanie biatka amyloido-
wego AjIP jest zwigzane z mutacjg w obrebie
korica weglowego APP w kodonie 717 (Val Phe,
zastgpienie waliny przez fenyloalanineg). Infor-
macja ta zostata wykorzystana przez Games ijej
wspotpracownikéw (1995) do otrzymania trans-
genicznych myszy linii APP-V717F, u ktérych
rozwinety sie patologiczne zmiany analogiczne
do obserwowanych u pacjentéw z chorobg Alz-
heimera (pierwsza i jak dotad jedyna udana
préba stworzenia zwierzecego modelu choroby
Alzheimera). Stosujac metode mikroiniekcji do
przedjadrza zygoty wprowadzono do mysiego
genomu transgen zawierajgcy sekwencje zmu-
towanego (Val717Phe) ludzkiego genu APP pod
kontrolg promotora PDGFfi (promotor odpowie-
dzialny za docelowg ekspresje w obrebie stru-
ktur dotknietych zmianami patologicznymi w
chorobie Alzheimera, takich jak hipokamp i
kora nowa). Doprowadzito to do otrzymania
transgenicznych myszy wykazujacych chara-
kterystyczne zmiany amyloidowe, ktére rozwi-
jaty sie poczgwszy od 6-9 miesigca zycia i kto-
rych intensywnos¢ wzmagata sie z wiekiem
zwierzat. Analiza histopatologiczna mézgu
ujawnita typowe dla choroby Alzheimera plytki
amyloidowe otoczone przez astrocyty oraz gle-
joze w obrebie hipokampa, ciata modzelowatego
i kory nowej. Innym typem zmian, jakie obser-
wowano u myszy linii APP-V717F, byto zmniej-
szenie gestosci synaps i drzewek dendrytycz-
nych w obrebie warstwy drobinowej zakretu
zebatego. Nie stwierdzono natomiast drugiego,
charakterystycznego dla obrazu neuronéw w
chorobie Alzheimera typu zmian patologicz-
nych, a mianowicie zwyrodnien neurofibrylar-
nych w obrebie ciat komadrek (ktebki neurofibry-
larne) i dendrytéw. Zmiany te wystepujg na
skutek hiperfosforylacji biatek tau (normalnie
biatka te w postaci ufosforylowanej biorg udziat
w tworzeniu wystepujacych w obrebie aksonéw
mikrotubul), ktéra prowadzi do tworzenia spa-
rowanych helikalnych filamentéow (PHFs, ang.
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paired helical filaments), gtéwnego skiladnika
kiebkoéw i nici neurofibiylarnych. Nie sg znane
mechanizmy enzymatyczne lezace u podstaw
hiperfosfoiylacji biatek tau. Wedtug jednej z
hipotez, tak zwanej hipotezy kaskady amyloido-
wej, zwyrodnienia neurofibiylarne maja chara-
kter wtorny i sg indukowane poprzez posrednie
lub bezposrednie neurotoksyczne dziatanie A3P
(Hardy i wspotaut. 1992). Jakkolwiek u myszy
APP-V717F nie stwierdzono obecnosci kiebkow
neurofibrylarnych oraz dystroficznych neuro-
now, zwierzeta te stanowig przetom w badanich
nad patogeneza choroby Alzheimera. Transge-
nizacja myszy przy uzyciu cDNA, kodujacego
najdtuzsza izoforme ludzkiego biatka tau pod
kontrolg promotora Thy-1 doprowadzita do
otrzymania zwierzat (tzw. linia ALZ7), u ktérych
ludzkie biatko tau wykryto nie tylko w obrebie
aksonéw, ale réwniez na terenie ciat komarko-
wych i dendrytow. Analiza zawartosci ludzkiego
biatka tau wykazata zaledwie 10% poziom syn-
tezy w stosunku do mysiego biatka (pomimo, ze
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poziom mRNA dla ludzkiego biatka tau byt pie-
ciokrotnie wyzszy niz dla mysiego). Metodami
immunohistochemicznymi wykazano u tych
myszy obecnos¢ biatka tau w niemal wszystkich
obszarach moézgu, jednak w znacznie mniej-
szym odsetku neuronéw niz ma to miejsce u
ludzi z choroba Alzheimera. W neuronach, w
ktérych miata miejsce ekspresja ludzkiego biat-
ka tau, zachodzita ona na wysokim poziomie.
Stwierdzono obecnos$¢ biatka tau w obrebie za-
réwno aksonéw, jak i dendrytéw oraz ciat ko-
morkowych neurondéw piramidalnych hipo-
kampa i kory nowej. Nie wykryto formowania
sie sparowanych helikalnych filamentoéw, nato-
miast zaobserwowano fosforylacje ludzkiego
biatka tau w obszarach typowych dla hiper-
fosforylacji. Moze to oznaczaé, ze u myszy ALZ7
uzyskano obraz zmian poprzedzajacych po-
wstanie patologicznych zwyrodnien neurofibry-
larnych typowych dla choroby Alzheimera
(Crowther 1995).

KRYTYCZNA OCENA TECHNIKI MODYFIKACJI MYSIEGO GENOMU

Obok tak zachecajacych rezultatow sg tez
wyniki, ktére wskazujg na ograniczenia tych
metod i przestrzegajg przed zbytnim upraszcza-
niem mechanizmoéw lezacych u podtoza zmian
plastycznych w synapsach oraz innych zmian
zachodzgcych podczas proceséw pamieci i
uczenia sie oraz patologii choréb neurodegene-
racyjnych. W kazdej komadrce organizmu euka-
riotycznego istnieje ztozony system wzaje-
mnych zaleznosci pomiedzy ré6znorodnymi pro-
cesami biochemicznymi znajdujgacymi sie pod
precyzyjnag kontrolg genetyczna. Procesy inte-
gracji obcego DNA przebiegajg w sposob przy-
padkowy, co oznacza miedzy innymi mozliwosé
niezamierzonego uszkodzenia podczas manipu-
lacji genetycznychjakichs endogennych genéw.
Zdarza sie, ze zmiany wywotane wprowadze-
niem egzogennego DNA przy réwnoczesnym
uszkodzeniu endogennego materiatu genetycz-
nego wielokomorkowego organizmu indukujg
kaskade wydarzen, ktérej nastepstwa satrudne
do przewidzenia oraz analizy. Przystepujac do
planowania i przeprowadzania eksperymentéw
zmierzajagcych do stworzenia transgenicznego
modelu jakiegos schorzenia nalezy wiec liczy¢
sie z mozliwoscig porazki, wynikajgcej co naj-
mniej z dwéch powodoéw: po pierwsze mysz nie
zawsze ,chce by¢ catkiem takajak cztowiek”, a
po drugie rezultaty manipulacji genetycznych
czasem wymykaja sie spod kontroli.

Nie spos6b przewidzie¢ wszystkich réznic
wystepujacych pomiedzy szlakami biochemicz-

nymi u ludzi i myszy, co powoduje, ze nie kazda
mutacja identyczna u obu gatunkéw bedzie
dawata w konsekwencji taki sam efekt fenoty-
powy. A zatem dosy¢ naiwnym byloby stwier-
dzenie, ze znajomos$¢ mutacji sprzezonej z okre-
Slong chorobagjest wystarczajgca do stworzenia
»,doskonatego”, zwierzecego modelu doswiad-
czalnego dzieki technikom transgenizacji. Przy-
ktadem na to, ze identyczna (u myszy i cztowie-
ka) mutacja nie zawsze prowadzi do tego same-
go efektu fenotypowego, jest historia ekspery-
mentdéw, ktérych celem byto opracowanie zwie-
rzecego modelu zespotu Lescha-Nyhana. Jest to
sprzezone z chromosomem X dziedziczne scho-
rzenie charakteryzujace sie miedzy innymi usz-
kodzeniem osrodkowego ukiadu nerwowego,
zwiekszonym napieciem miesniowym, opoéz-
nieniem rozwoju umystowego oraz samookale-
czaniem sie dotknietych nim dzieci. Przyczynag
zespotu Lescha-Nyhana jest mutacja pojedyn-
czego genu powodujgca brak aktywnej HGPRT-
azy (fosforybozylotransferazy hipoksantynowo-
guaninowej), enzymu tak zwanego rezerwowego
szlaku syntezy puryn. Stworzono szczep trans-
genicznych myszy catkowicie pozbawionych te-
go enzymu. Okazato sie jednak, ze otrzymane
myszy, ktére miaty by¢é odpowiednikiem cho-
rych, dotknietych zespotem Lescha-Nyhana,
nie wykazywaty zadnych symptomoéw choroby.
Stalo sie tak, poniewaz u myszy funkcje fosfory-
bozylotransferazy hipoksantynowo-guaninowej
moze przeja¢ oksydaza moczanowa. Oznacza to,
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Ze otrzymanie mysiego odpowiednika zespotu
Lescha-Nyhana potencjalnie wymagatoby zmu-
towania genéw kodujacych oba enzymy, nieste-
ty nie wiemy, jakie inne nastepstwa mogtaby
wywotac taka modyfikacja genetyczna.

Podobnie, w badaniach nad molekularnymi
mechanizmami plastycznosci w uktadzie ner-
wowym wskazuje sie na szereg ograniczen me-
tody modyfikacji genomu myszy (Gerlai 1996
a, b). Jednym z ograniczenjest to, ze wytgczenie
genu powoduje zwykle efekt plejotropowy, to
zhaczy wywotuje u zmutowanych myszy wiecej
nizjedng zmiane fenotypowg. Wykazano u my-
szy transgenicznych, ze CaMKII i kinaza tyrozy-
ny Fyn sg konieczne do indukcji LTP w hipo-
kampie i uczenia przestrzennego u dorostych
osobnikéw. Jednak nie wynika z tego wprost, ze
istnieje bezposrednia zaleznos¢ miedzy LTP i
uczeniem sie. By¢ moze ani CaMKIl, ani Fyn nie
sg kluczowymi substancjami w mechanizmie
indukcji LTP. Wiadomo, ze brak ekspres;ji tych
gendéw w okresie krytycznym rozwoju hipo-
kampa moze prowadzi¢ do uszkodzen struktu-
ralnych. Mutanty Jyn charakteryzujg sie na
przyktad znacznymi zaburzeniami w cytoarchi-
tektonice hipokampa. Wobec tego ich niezdol-
nos¢ do indukcji LTP moze by¢ tylko efektem
wtoérnym, ktérego podtozem sg zmiany w budo-
wie hipokampa. Jezeli uszkodzenie genu wpty-
wa na bardzo ztozone funkcje fizjologiczne lub
behawioralne, to trudno okresli¢, czy mutacja
wywiera skutek w czasie rozwoju ukitadu ner-
wowego, czy tez dopiero w dojrzatym ukladzie
nerwowym.

Genom charakteryzuje redundancja infor-
macji genetycznej. Oznacza to, ze po uszkodze-

PERSPEKTYWY

Wszystkie geny skiladajg sie z dwu segmen-
téw: odcinka kodujacego (kodonu), ktéry jest
matryca do syntezy biatkowego produktu dane-
go genu oraz z odcinka regulatorowego (zawie-
rajacego promotor), ktory determinuje kiedy i
w jakich komdérkach dany gen moze ulegaé
ekspresji. Dotyczy to takze komoérek nerwo-
wych, na przykfad jonotropowy receptor kwasu
glutaminowego KA-1 jest syntetyzowany gtéw-
nie w neuronach pola CA3 hipokampa, podczas
gdy receptor serotoniny 5-HTsb podlega ekspre-
sji tylko w neuronach pola CA1 oraz w struktu-
rze zwanej strzemigczkiem (wisden i wspotaut.
1993).

Fakt istnienia regionalnie specyficznych
promotoréw genéw wykorzystano do selektyw-
nej transgenizacji myszy. Dzieki temu trans-
krypcja wybranego endogennego genu u domi-
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niu wiasciwego genu inny gen lub geny moga
przejac jego funkcje i w ten sposéb kompenso-
wac brak ekspresji wkasciwego genu. Jednym z
przyktadéw sg badania nad rolg izoformy kina-
zy biatkowej C (PKCy) w indukcji LTD w mo6zdz-
ku. Okazato sie, ze zar6wno myszy PKCy(-/-) jak
i myszy typu dzikiego przejawiaja podobng, nor-
malng zdolnos¢ do indukcji LTD. Jednak ku
zaskoczeniu eksperymentatorow, podawanie
specyficznego blokera PKCy, [PKC(19-36] powo-
dowato blokade indukcji LTD u myszy typu
dzikiego, podczas gdy u myszy PKCy LTD nadal
rozwijato sie normalnie. Zatem u znokautowa-
nych myszy zjawisko LTD moze by¢ indukowa-
ne w sposéb niezalezny od PKCy.

Interpretacja zmian w zachowaniu, czy tez
réoznic w uczeniu sie myszy transgenicznych
jest przypuszczalnie jeszcze bardziej skompli-
kowana niz analiza zmian plastycznych w sy-
napsach. Ograniczeniem jest tu fakt, ze skutek
rozbicia genu przejawia sie nie tylko w uktadzie
nerwowym, ale takze w catym organizmie. Ob-
serwowane zaburzenia fenotypowe trudno
ograniczy¢ tylko do funkcji tego genu w ukita-
dzie nerwowym lub wrecz w danym typie neu-
rondéw. CaMKIl i kinaza Fyn oprocz hipokampa
sg obecne takze w wielu innych okolicach méz-
gu. Zatem deficyt uczenia obserwowany u my-
szy CaMKIl lub Jyn moze by¢ skutkiem braku
ekspresji tych genéw na przyktad w korze méz-
gu. Przelamanie tych ograniczen bytoby mozli-
we, gdyby modyfikacje genomu dotyczyty okre-
Slonych, wybranych okolic mézgu oraz przeja-
wiaty sie w okreslonych wybranych okresach
ontogenezy.

NA PRZYSZLOSC

nujacych mutantéw tych myszy moze by¢ zaha-
mowana tub podwyzszona tylko w wybranej
populacji komorek, ktére zawierajg podlegajacy
ekspresji transgen. Trzy rozne mozliwe sposoby
modyfikacji genomu myszy z wykorzystaniem
tej techniki przedstawia rysunek 5 (Mayford i
wspotaut. 1995).

W pierwszym przypadku (rys. 5A) jest ko-
nieczne wprowadzenie dwu mutacji do genomu
myszy. Aby tego dokonaé, w jednym szczepie
myszy regionalnie specyficzny promotor (np.
promotor genu KA-1 w komdrkach pola CA3)
taczy sie zgenem kodujgcym rekombinaze DNA.
Ten enzym moze spowodowaé delecje wybrane-
go genu struktury, jezeli na kazdym koncu
sekwencji kodujacej jest on ograniczony przez
specyficzng sekwencje nukleotyddéw loxP rozpo-
znawang przez rekombinaze. W drugim szcze-
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Rys. 5. Sposoby modyfikacji genomu myszy, specyficzne tkankowo i kontrolowane w czasie.

A) Regionalnie specyficzne wytgczenie genu jest mozliwe dzigki ekspresji genu rekombinazy DNA, ktéra selektywnie
rozpoznaje miejsca loxP. Rekombinaza powoduje delecje genu zlokalizowanego pomiedzy dwoma miejscami loxP. B)
Regionalnie specyficzne zablokowanie ekspresji genu mozna osiggna¢ wykorzystujac wrazliwos¢ czynnika transkrypcja-
negoTET-A natetracykling. C) Indukowane rozbicie genu (genX) przezwbudowanie wjego sekwencje genu TET-A. Czynnik
transkrypcyjnyTET-A, podlegajacy ekspresji pod kontrolg promotora genu X moze stymulowac ekspresje dodatkowej kopii
genu X sprzezonej z promotorem zawierajgcym sekwencje TET. W tak zmodyfikowanym genomie ekspresja genu X moze

by¢ zablokowana przez tetracykline.

pie myszy nalezy zatem na kazdym koncu inte-
resujacego nas genu (np.CaMKIIl) wbudowaé
sekwencje loxP. Krzyzowanie tych dwu szcze-
péw pozwoli wyselekcjonowaé taka linie myszy,
u ktérych gen CaMKIl bedzie podlegat delecji
tylko w tych komorkach, w ktérych dochodzi do
ekspresji rekombinazy, to znaczy w neuronach
CA3 hipokampa.

Drugi spos6b modyfikacji genomu polega na
kontroli ekspresji wybranego genu w czasie

(rys. 5B). Gen TET-A koduje czynnik transkry-.
pcyjny, ktéry stymuluje ekspresje genéw stru-
ktury zawierajacych w obszarze swojego pro-
motora miejsce TET. Jezeli gen TET-A potaczy-
my z regionalnie specyficznym promotorem, na
przyktad KA-1to TET-A bedzie podlegat ekspre-
sji tylko w komérkach pola CA3 hipokampa.
Ekspresja genu TET-A w komérkach pola CA3
nie wywiera zadnego efektu, gdyz nie zawierajg
one odcinka promotorowego, rozpoznawanego
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przez czynnik TET-A. Jezeli myszom wbuduje-
my drugi transgen, na przykiad gen kodujacy
biatko kanatu potasowego K+, sprzezony z pro-
motorem zawierajagcym sekwencje TET, to eks-
presja genu K+bedzie aktywowana przez czyn-
nik transkrypcyjny TET-A, jednak tylko w ko-
morkach pola CA3, bo tylko one zawierajg gen
TET-A. W ten sposéb mozna zapewni¢ regional-
ng specyficznos¢ ekspresji wybranego genu.
Kontrola jego ekspresji w czasie jest mozliwa
przez podawanie tetracykliny. Nawet w bardzo
niskich stezeniach tetracyklina wigze sie z biat-
kiem TET-A, hamujacjego aktywnos¢ transkry-
pcyjna. W ten sposéb mozemy zablokowac eks-
presje genu kodujacego biatko kanatu K+. Usu-
niecie tetracykliny spowoduje ponowne uru-
chomienie syntezy biatka kanatu K+. Stwarza to
mozliwos¢é modyfikacji ekspresji genéw, badz w
czasie rozwoju uktadu nerwowego, badz u do-
rostych zwierzat, na przyktad w czasie treningu
behawioralnego.

Wiasciwosci regulacyjne tetracykliny mozna
wykorzystac¢ takze do odwracalnego wytgczania
genu woéwczas, gdy stosujemy technike knocko-
ut (ryc. 5C). Interesujacy nas gen (gen A) mozna
rozbi¢ poprzez wiaczenie w jego sekwencje genu
kodujacego czynnik transkrypcyjny TET-A. Po-
woduje to brak produktu genu X, natomiast
wszedzie tam, gdzie normalnie ekspresji podle-
gat gen X pojawi sie teraz produkt genu TET-A.
Jezeli do genomu myszy wprowadzi sie nowy
gen X sprzezony z promotorem rozpoznawanym
przez czynnik TET-A, to gen X bedzie ulegat
ekspresji pod kontrolg czynnika TET-A. Poda-
wanie myszom tetracykliny spowoduje zabloko-
wanie ekspresji tak zmodyfikowanego genu X.

G. Niewiadomska, M. Chechtacz

Spos6b ten nasladuje wiasciwie klasyczny
knockout genowy. Jednak niezmiernie cenng
wiasciwosciag takiego wylaczenia genu jest jego
odwracalnos¢. Wycofanie tetracykliny spowo-
duje bowiem ponowna ekspresje genu X. W ten
sposéb mozna takze indukowac wytgczanie ge-
nu X w dowolnym etapie ontogenezy lub w
wybranej sytuacji doswiadczalnej.

Technike selektywnego wytaczania genu z
wykorzystaniem sekwencji loxP zastosowali z
powodzeniem w swoich doswiadczeniach Tsien
i wspotpracownicy (McHugh i wspoétaut. 1996,
Tsien i wspotaut. 1996a,b). Skonstruowali oni
myszy, u ktorych delecja genu NMDAR-1 ogra-
niczona byta tylko do pola CA1 hipokampa. W
ten sposéb znokautowane myszy dorastaty az
do osiggniecia dojrzatosci, nie przejawiajgc
ostrych zaburzen fizjologicznych i behawioral-
nych. Tym niemniej obserwowano u nich zabu-
rzenia przewodnictwa w synapsach zaleznego
od aktywnosci receptoréw NMDA, niemoznosé
indukcji LTP oraz zaburzenia uczenia sie w
testach na pamiec¢ przestrzenng. Jest to zgodne
z hipoteza, ze zalezna od aktywnosci modyfika-
cja synaps neuronoéw pola CAl, w ktorej po-
Sredniczg receptory NMDA odgrywa kluczowg
role w uczeniu sie zadan przestrzennych. Wy-
kazano takze, wykorzystujac technike wieloka-
natowej rejestracji aktywnosci bioelektrycznej u
swobodnie poruszajgcych sie zwierzat, ze myszy
z selektywnym wytgczeniem genu NMDAR-1
majg zaburzona reprezentacje przestrzeni w hi-
pokampie. Wydaje sie wiec, ze plastycznos¢
synaptyczna zalezna od receptorow NMDA jest
konieczna takze do tworzenia prawidtowej re-
prezentacji przestrzeni w polu CAL.

PODSUMOWANIE

Doswiadczenia na zwierzetach transgenicz-
nych dostarczajg cennych informacji, dzieki
ktérym zrozumienie molekularnych mechani-
zmoéw lezacych u podioza proceséw poznaw-
czych staje sie tatwiejsze. Zaletg badan genety-
cznych jest mozliwo$¢ poddania drobiazgowej
analizie kolejnych etap6éw danego procesu fizjo-
logicznego, na przyktad wytaczanie funkcji neu-
ronéw na réznych poziomach ich organizacji.
Jednak wykorzystanie metod genetycznych w
analizie proceséw poznawczych znajduje sie do-
piero w poczatkowej fazie ich zastosowania w
neurobiologii. Wigze sie to z ograniczeniami
wynikajgcymi z fenotypowo nieswoistych skut-

kéw wytaczenia danego genu lub tez wysokiej
letalnosci zwierzat tuz po urodzeniu. Z najno-
wszych badan wynika jednak, ze ograniczenia
metod modyfikacji genomu moga by¢ przetama-
ne, a celowane wytaczenie swoistego genu jest
mozliwe w okreslonej populacji komérek orga-
nizmu oraz w wybranym okresie rozwoju onto-
genetycznego. Rozwiniecie tych technologii po-
zwoli wnikng¢ nie tylko w mechanizmy genety-
cznej kontroli funkcji neurondéw, ale takze w
mechanizmy neuronalnej kontroli zachowania
i proceséw poznawczych. Stwarza to takze
szanse skonstruowania zwierzecych modeli
chordéb neurologicznych wystepujacych u ludzi.
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IMPLICATIONS

FOR NEUROBIOLOGY

Summary

Technical developments in recent years have provided
geneticists with a new set of tools, so that experiments
previously restricted to lower organisms can now be per-
formed on mice. At present it is possible to manipulate the
genes of a developing mouse embryo and introduce foreign
genes. Once these genes have integrated into the genome
of the recipient embryo, the developmental results can be
analyzed in the adult to determine the pattern ofexpression
and the phenotypic effect of the introduced genes. The
reverse technique ofgene targeting to create null mutations
in mice is also a powerful tool in biology. Transgenic mice
overexpressing a specific gene and mice with a particular
gene inactivated (knockout) are now being used to deter-
mine the molecular basis of embryogenesis and develop-
ment. They can also provide model systems helping to
understand human diseases, including developmental de-
fects and neurodegenerative disorders. Application of these

techniques to neurobiology is beginning to provide a bridge
between genes and cognition. In particular, we use them to
examine molecular mechanisms involved in learning and
memory, and in activity-dependent modulation of synaptic
physiology. However, the value of genetic analysis for the
study of learning and memory, specifically the value of
mouse null mutants, has recently been questioned. The
objection was raised that, in mice with null mutations,
product(s) of other gene(s) may compensate for the missing
gene product. As a consequence, data generated in the
analysis of null mutants may be uninterpretable, presum-
ably because of the complex interactions among the many
genes involved in learning and memory. Substantial im-
provements will come if a given gene can be knocked out in
a certain restricted region ofthe nervous system and during
an ontogenically restricted period. The technology to achie-
ve this is currently being developed in several laboratories.
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