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STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Choroba Parkinsona stanowi jedng z najczgsciej wystgpujacych w populacji
przewlekta chorobe neurodegeneracyjng dotykajaca osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN). Szacuje si¢, ze na $swiecie zyje okoto 10 milionéw ludzi z rozpoznang chorobg
Parkinsona. Wystgpienie choroby zwigzane jest w znacznym stopniu z pogorszeniem
jakosci zycia, oraz pomimo zastosowanego leczenia zachowawczego i operacyjnego,
prowadzi do stopniowej utraty samodzielnosci oraz inwalidztwa, gtownie w populacji
osOb starszych. Klasyczna definicja choroby Parkinsona zaklada wystepowanie
kardynalnych objawow motorycznych, takich jak: spowolnienie ruchowe, drzenie
spoczynkowe, sztywno$¢ migsniowa oraz kompleksowe zaburzenia odruchow
posturalnych wyrazajacych si¢ kompleksowo pod postacig zespolu hipertoniczno-
hipokinetycznego. Zaburzenia pozaruchowe choroby obejmuja m.in. zaburzenia
autonomiczne, zaburzenia neuropsychiatryczne zwigzane z pogorszeniem funkcji
poznawczych, dysfunkcje czuciowe oraz zaburzenia snu, ktorych nasilenie nie koreluje
zazwyczaj z aktualnym stanem sprawnos$ci motorycznej chorego. Wystapienie objawow
neurologicznych stanowi efekt kompleksowego zachwiania réwnowagi migdzy
systemami neuroprzekaznikowymi nie tylko w obrgbie zwojow podstawy, lecz takze w
calym systemie neuronalnym zawiadujagcym funkcjami ruchowymi. Nastgpcze
zaburzenia projekcji w innych uktadach neuroprzekaznikowych stanowia przyczyng
pojawienia si¢ objawow pozaruchowych, wykraczajacych poza typowe objawy osiowe.
Aktualnie opisano 1 scharakteryzowano kilka grup czynnikéw etiopatologicznych
ryzyka wystgpienia choroby Parkinsona o réznym znaczeniu. Do szeregu
zidentyfikowanych czynnikéw modyfikowalnych i1 niemodyfikowalnych, w wysokim
stopniu predysponujagcych do wystgpienia schorzenia, opierajac si¢ na teorii
wieloczynnikowej, nalezy =zaliczy¢é m.in. zaawansowany wiek, pte¢, czynniki
srodowiskowe, czynniki genetyczne, jak rowniez styl zycia oraz dietg. Istotg
patogenezy choroby Parkinsona jest kaskada zdarzen prowadzacych w efekcie do
degeneracji kontrolujacych funkcje ruchowe neuronéw dopaminergicznych z pozniejsza
depigmentacjg istoty czarnej (SN), czemu towarzyszy konsolidacja dysfunkcyjnych
neurofibrylarnych zwiazkéw biatkowych zawierajacych alfa (a)-synukleing (ASN) oraz
spadek poziomu stezenia dopaminy (DA) w obrebie struktur uktadu nigrostriatalnego.
Do pozostatych czynnikdw patogenetycznych mozna zaliczy¢ zaburzenia funkcji

mitochondridow, stres oksydacyjny, ekscytotoksycznos¢ kwasu glutaminowego (GLU),
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zaburzenia funkcji proteasomow, jak rowniez wystepujaca reakcje zapalng. Aktualnie
uwaza sie, ze miejscowa i1 uogolniona odpowiedz ukladu immunologicznego peini
znaczaca role w patogenezie choroby Parkinsona, jak réwniez innych schorzen o
podtozu neurodegeneracyjnym. Ponadto, wiadomo rowniez, ze reakcja neurozapalna w
obrebic OUN stanowi proces, ktory z jednej strony moze nasila¢ zjawisko
neurodegeneracji, jak réwniez stanowi¢ protekcyjny mechanizm kompensacyjny
uruchamiany w obszarze uszkodzonych neurondéw. Analiza wcigz rosnacej liczby
doniesien ukierunkowuje w tym przypadku uwage na szczegdlng role reakcji
neurozapalnej w patogenezie choroby Parkinsona. Aktualnie wielu niezaleznych
autoréw skupia si¢ w swoich pracach nad identyfikacja oraz precyzyjnym opisem
mechanizmow zapalnych odpowiedzialnych za rozwoj proceséw neurodegeneracyjnych
wskazujac posrednio na szczeg6élne znaczenie tego zagadnienia. Zlozony przebieg
choroby Parkinsona, jak rowniez dazenie do optymalizacji i uzyskania najlepszych
efektow leczenia wymaga wielospecjalistycznej opieki oraz interdyscyplinarnego
podejécia. Model kompleksowej, koordynowanej terapii oraz opieki obejmuje
postepowanie farmakologiczne, rehabilitacje, psychoterapi¢, leczenie operacyjne, jak
réwniez pozostate terapie pozafarmakologiczne. Gtowne cele leczenia w chorobie
Parkinsona obejmuja spowolnienie postgpu choroby, zmniejszenie nasilenia objawow
ruchowych, zapobieganie lub opo6znienie pojawienia si¢ powiktan oraz kontrole
objawéw pozaruchowych. Najwazniejszym celem leczenia choroby Parkinsona jest
trwale uzupelnienie niedoboru DA, jak réwniez odbudowa prawidtowych szlakow
korowo-podkorowych w mozgu, co jest obecnie przedmiotem prowadzonych badan w
fazie eksperymentalnej. Aktualnie rownolegle rozwijanym kierunkiem badan terapii
choroby Parkinsona jest wzbogacenie tkanki nerwowej w okreslone zwigzki i biatka
poprzez bezposrednie podanie domozgowe za pomocg metod stereotaktycznych
aktywnych form czynnikdbw wzrostu, neuromorfogenow, cytokin, zwigzkow
neuroprotekcyjnych oraz rekombinowanych form pochodnych tych zwigzkéw do
struktur glebokich moézgu lub ukladu komorowego. Istota obecnie wytyczonych
nowoczesnych kierunkow i wyzwan w terapii choroby Parkinsona jest udoskonalenie i
optymalizacja leczenia farmakologicznego, jak rdwniez zastosowanie osiggnieé
medycyny regeneracyjnej w zakresie mozliwie trwalego uzupelienia niedoboru DA
poprzez odbudowe prawidtowych szlakow i1 potaczen korowo-podkorowych w moézgu
powodujac kliniczng poprawe u leczonych pacjentow. Niestety, mimo ogromnego

postepu w zrozumieniu patomechanizméw lezacych u podstaw choroby Parkinsona,
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nadal nie jest dostgpna terapia stanowigca leczenie przyczynowe, ktéra efektywnie
zatrzymalaby lub spowolnita jej naturalny przebieg. W zwigzku z tym aktualnie trwaja
badania i poszukiwania nowych skutecznych zwigzkéw farmakologicznych, sposobow
potencjalizacji dziatania poznanych wczesniej lekow oraz innowacyjnych metod
operacyjnych terapii choroby Parkinsona. Aktualna wiedza i dane eksperymentalne na
temat poszczegolnych koncepcji mechanizmow $mierci neuronow dopaminergicznych
zlokalizowanych w obrgbie SN stanowig efekt znacznego rozwoju warsztatu
badawczego, wykorzystujacego zwierzece modele do§wiadczalne choroby Parkinsona.
Punktem wyjscia do ich opracowania stanowito w duzym zakresie wykrycie szeregu
zwigzkow posiadajacych silne wiasciwos$ci neurotoksyczne w odniesieniu do neuronéw
dopaminergicznych zlokalizowanych w obrgbie uktadu nigrostriatalnego. Podstawowe
modele eksperymentalne choroby Parkinsona, ktéore s3 obecnie najczescie]
wykorzystywane w badaniach doswiadczalnych bazuja na zwigzkach, ktore wykazuja
wysoki stopieh neurotoksyczno$ci 1 jednoczesnie trwale uszkadzaja neurony
dopaminergiczne. Jedng z takich substancji jest 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-
tetrahydropirydyna (MPTP), stanowigca produkt uboczny syntezy pochodnych heroiny,
ktorej efekt farmakologiczny zwigzany jest z powtarzalnym i specyficznym
zwyrodnieniem neurondéw dopaminergicznych oraz ich zakonczen w obrebie prazkowa
(ST), jak réwniez wystgpieniem typowych objawdéw parkinsonowskich u naczelnych
oraz u wybranych gatunkéw gryzoni. Modele zaktadajace uzycie chlorowodorku MPTP
(MPTP-HCL) stanowia swoisty ztoty standard dla eksperymentow i badan nad
patofizjologia $mierci neurondw dopaminergicznych w przebiegu choroby Parkinsona,
najpetniej odwzorowujac zarowno symptomy choroby, jak réwniez powstajacy ubytek
funkcji szlaku nigrostriatalnego.

W ostatnim czasie endogenne biatko petnigce funkcje czynnika wzrostu, jakim
jest progranulina (PGRN) zwrocito szczegdlng uwage badaczy ze wzgledu na silne i
specyficzne dziatanie neurotroficzne, przeciwzapalne oraz immunomodulujace.
Analizujgc cechy klasyfikacji ewolucyjnej 1 strukturalnej, PGRN wydaje si¢ jak dotad
unikatowg czasteczka, ktorej nie mozna jednoznacznie zaklasyfikowac do zadnej znanej
rodziny czynnikéw wzrostu. Moze ona wykazywac¢ jednoczes$nie dziatanie czynnika
wzrostu, czgsteczki przeciwzapalnej, adipokiny oraz stanowi¢ zrddto poszczegdlnych
domen granulin (GRN) o potencjalnie zapalnym dziataniu. Przeprowadzone badania
przedkliniczne z wykorzystaniem myszy transgenicznych oraz analizy po$miertne na

ludziach przy uzyciu metod proteomicznych, transkryptomicznych oraz
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immunofluorescencyjnych pozwolily zapewni¢ wglad we wzorzec ekspresji genu
PGRN oraz stopien indukcji jego produktéw biatkowych w obregbie tkanki nerwowe;.
Ocena poszczegdlnych populacji komorkowych OUN wykazuje, ze ekspresja PGRN
jest konstytutywnie obecna na powierzchni neurondw oraz nieaktywnego mikrogleju,
podczas gdy nie obserwuje si¢ jej na astrocytach oraz ependymocytach.
Przeprowadzone do tej pory badania na modelach eksperymentalnych oraz w
warunkach klinicznych, w ramach innych uktadéw narzadowych mocno ugruntowaty
role PGRN jako czynnika biorgcego udziat w reakcji zapalnej. PGRN stanowi istotny
czynnik biorgcy udzial w reakcji neurozapalnej petlnige rolg immunomodulujacy i
wykazujac szerokospektralne dziatanie przeciwzapalne oraz hamujac aktywnosé
mikrogleju. W tym przypadku utrata funkcji PGRN w obrgbie tkanki nerwowej
prowadzi do ogdlnych zaburzen funkcji lizosomoéw, nadmiernej produkcji sktadnikoéw
dopetniacza, jak réwniez deregulacji oraz nadmiernej odpowiedzi neurozapalnej
skutkujac  ostatecznie = wystgpieniem zlozonych zmian neuropatologicznych.
Implikowang role¢ PGRN nalezy traktowac jako jedna ze skladowych elementéw
skoordynowanego i wieloczynnikowego mechanizmu neurofizjologicznego. Analiza
dostgpnych opracowan i badan wskazuje, iz identyfikacja mutacji w genie PGRN jest
potencjalnie zwigzana z predyspozycja do wystapienia chordb o podlozu
neurodegeneracyjnym, w tym choroby Parkinsona. Atsttrin stanowi zmodyfikowang
czasteczke bialka, ktorego budowa jest oparta na strukturze tancucha polipeptydowego
PGRN. Przeprowadzone do tej pory analizy i badania pozwolily zaobserwowac szereg
strukturalnych 1 funkcjonalnych wlasciwosci Atsttrin, ktére sa zwigzane z
mechanizmami molekularnymi interakcji tego zwiazku z receptorami dedykowanymi
czynnikowi martwicy nowotworéw alfa (TNF-a), takim jak receptor typu 1 (TNFR1)
oraz typu 2 (TNFR2). Zaobserwowano, ze w sktad tancucha polipeptydowego PGRN
wchodzg trzy domeny, ktore moga wigza¢ si¢ do receptorow TNFRI1 oraz TNFR2 w
sposOb niezalezny, co wydaje si¢ potencjalnie mozliwe poprzez wewnetrzne zwijanie
si¢ ich sekwencji lacznikowych, co wynika z drugorzedowej oraz trzeciorzedowe;j
struktury biatka. W przeciwienstwie do PGRN, nie stwierdzono aby Atsttrin ulegato
rozpadowi i uwalniatlo domeny GRN o dziataniu zapalnym w przypadku ekspozycji na
enzymy proteolityczne rozszczepiajgce PGRN. Ta sama strukturalna wilasciwos¢
pozwala zachowac¢ Atsttrin powinowactwo do receptorow TNFR1 oraz TNFR2 oraz
potencjalnie unikna¢ efektow biologicznych charakterystycznych dla dziatania cytokin i

czynnikdw wzrostu. Przeprowadzone badania do$wiadczalne wskazuja, ze Atsttrin
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moze stanowi¢ obecnie jeden z bardziej obiecujacych i1 innowacyjnych srodkow
terapeutycznych w leczeniu stanow zwigzanych z zapaleniem stawow, takich jak
choroba zwyrodnieniowa stawow (OA) i reumatoidalne zapalenie stawow (RA)
poprzez bezposrednie wigzanie si¢ z TNFR1 oraz TNFR2, jak rowniez rownolegle
antagonistyczne dzialanie wzgledem TNF-a, wykazujac w tym mechanizmie swoje
wlasciwosci przeciwzapalne.

Zatozeniem 1 celem pracy doktorskiej byla ocena wplywu bezposredniego
bilateralnego domdzgowego podania Atsttrin za pomocg metod stereotaktycznych w
dos$wiadczalnym modelu choroby Parkinsona wywotanym dootrzewnowg intoksykacja
MPTP-HCL u myszy szczepu C57BL/6. Przeprowadzone procedury eksperymentalne i
badawcze mialy na celu wyjasnienie czy zastosowanie Atsttrin moze by¢ potencjalnie
skuteczne w  terapii choroby Parkinsona wykazujac zakladane dziatanie
neuroprotekcyjne, jak réwniez potencjalnie implikowa¢ opracowanie a nastgpnie
zastosowanie w przyszto§ci nowych celowanych terapii opartych na tym zwigzku w
praktyce klinicznej. Dodatkowym zalozeniem pracy bylo poglebienie wiedzy
dotyczacej farmakologicznych mechanizméw dziatania Atsttrin, jak rowniez
optymalizacja i walidacja alternatywnej metody podania zwigzku obejmujaca
bezposrednia stereotaktyczna iniekcje tego zwigzku. W pierwszym, wstepnym etapie
przeprowadzono analiz¢ ogolnej kinetyki wplywu wzrastajacych dawek Atsttrin
zastosowanych w trakcie bezposredniego bilateralnego podania domédzgowego do ST za
pomoca metod stereotaktycznych w do$wiadczalnym modelu choroby Parkinsona u
myszy szczepu C57BL/6 poddanych dootrzewnowej intoksykacji MPTP-HCL. Etap ten
obejmowal wyznaczenie zalezno$ci dawka-odpowiedz 1 dawka-efekt, poprzez
wykreslenie krzywej wzorcowej, koniecznej do identyfikacji potencjalnej, skutecznej
terapeutycznie i bezpiecznej dawki Atsttrin w obrebie wybranych struktur moézgu takich
jak hipokamp (CA), kora (CX), mo6zdzek (CM) oraz ST. W drugim, wlasciwym etapie
oceniano kolejno wptyw bezposredniego bilateralnego domozgowego podania
empirycznie wyznaczonej dawki Atsttrin do ST lub SN za pomocag metod
stereotaktycznych w do$wiadczalnym modelu choroby Parkinsona u myszy szczepu
C57BL/6 poddanych dootrzewnowej intoksykacji MPTP-HCL. Etap ten obejmowat
ocen¢ potencjalnie neuroprotekcyjnego wplywu Atsttrin na przebieg procesoOw
neurodegeneracyjnych i rozwdj reakcji zapalnej w obrgbie wybranych struktur mozgu
takich jak CA, CX, CM oraz ST. Predefiniowana warto$¢ zakresu obejmujacego pigé
wzrastajacych dawek Atsttrin wynoszacych odpowiednio 0.1 pug (0.025 pg/ul), 0.5 ug
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(0.125 pg/ul), 1 pg (0.25 pg/ul), 2 pg (0.5 ug/ul) oraz 5 pg (1.25 pg/ul) zostata
ekstrapolowana i wyznaczona na podstawie danych literaturowych z wcze$niej

przeprowadzonych badan dotyczacych ukladu migSniowo-szkieletowego w
analogicznych mysich modelach chorob. Panel analizowanych parametrow obejmowat
kolejno ekspresje cytokin i mediatorow zapalnych (IL-1a, TNF-a, IL-6, IFN-y oraz
COX-2), ekspresje cytokin 1 mediatorow przeciwzapalnych (IL-10), ekspresj¢
parametréw stresu oksydacyjnego i nitracyjnego (iNOS oraz nNOS), ekspresje
czynnikow wzrostu i neurotroficznych (TGF- oraz BDNF), jak réwniez ekspresje
enzymoOw zwigzanych z metabolizmem neurotransmiteréw (TH oraz TG2) mierzong za
pomocg metody Real-time PCR. Ponadto dokonano analizy os$rodkowego profilu
neurochemicznego poprzez ocene stezen monoamin (DA, DOPAC, 3-MT, HVA, NA,
MHPG, 5-HT oraz 5-HIAA), jak réwniez stezen aminokwasow (GLU, GABA, ALA,
ASP, TAU, HIS oraz SER) mierzonych za pomoca metody wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC). Zgodnie z danymi uzyskanymi z analizy ogélnej
kinetyki wplywu wzrastajacych dawek Atsttrin na zalezno$¢ dawka-odpowiedz i
dawka-efekt oraz wynikami odczytanymi z wykreslonej krzywej wzorcowej celem
przeprowadzenia 1 uzupelnienia dalszej, wlasciwej czgsci badania wybrano dawke 0.5
pg  (0.125 pg/ul), ktéora zapewniata optymalny efekt farmakologiczny i
charakteryzowata si¢ jednoczesnie dostatecznie wysokim poziomem bezpieczenstwa w
mikrosrodowisku tkanki moézgu. Obserwowane zmiany warto$ci analizowanych
parametréw po zastosowaniu tej dawki Atsttrin w do$wiadczalnym modelu choroby
Parkinsona wywolanym dootrzewnowa intoksykacja MPTP-HCL u myszy szczepu
C57BL/6 znajduja w tym przypadku swoje subiektywnie zblizone odbicie w
obserwowanych efektach przeciwzapalnych wykazanych w czasie wczesniejszych
badan tego zwigzku W innych modelach jednostek chorobowych oraz ukladach
narzagdowych. W drugiej, wlasciwej czgdci, kolejno zwigkszono panel grup badanych i
kontrolnych uwzgledniajac rozszerzony zakres przeprowadzonych procedur oraz
interwencji o zwierzeta poddane iniekcji do SN. Na tym etapie wykonano rowniez
stereotaktyczne podania Atsttrin w dawce 0.5 pug (0.125 pg/ul) do struktur ST Iub SN u
myszy niepoddanych innym interwencjom. Panel parametrow analizowany w drugiej
czesci badania obejmowat ekspresje wybranych mediatoréw, czynnikdw oraz enzymow
na poziomie transkrypcyjnym oraz analiz¢ zmian o$rodkowego profilu
neurochemicznego w podobnym zakresie jak w trakcie pierwszej cze$ci badania.

Stwierdzono, iz bezposrednie bilateralne domézgowe podanie Atsttrin w dawce 0.5 pg
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(0.125 pg/ul) za pomocg metod stereotaktycznych do ST oraz SN jest zwigzane z
zahamowaniem procesow neurodegeneracyjnych oraz reakcji zapalnej w obregbie ST,
CA, CX oraz CM w dos$wiadczalnym modelu choroby Parkinsona u myszy szczepu
C57BL/6  poddanych dootrzewnowej intoksykacji MPTP-HCL. Dodatkowo
zaobserwowano, iz bezposrednie bilateralne domdzgowe podanie Atsttrin w dawce 0.5
ug (0.125 pg/ul) za pomoca metod stereotaktycznych do ST oraz SN jest zwigzane z
wystgpieniem zmian poziomoéw ekspresji wybranych mediatoréw, czynnikow i
enzymow na poziomie transkrypcyjnym, jak rdwniez ze zmiang osrodkowego profilu
neurochemicznego aminokwaséw 1 monoamin u myszy szczepu CS57BL/6
niepoddanych zadnej dodatkowej procedurze eksperymentalne;.

Jak wykazano, uzyskane wyniki pozwolity na zweryfikowanie czy zastosowanie
Atsttrin moze stanowi¢ w przysztosci nowy, potencjalnie obiecujacy element
farmakologiczny strategii terapeutycznej leczenia choroby Parkinsona. Wykonanie
bezposredniego domdzgowego podania Atsttrin wywiera efekt neuroprotekcyjny na
uszkodzone neurony wchodzace w sklad szlaku nigrostriatalnego. Jednym z
podstawowych mechanizméw neuroprotekcyjnego dziatania Atsttrin jest hamujacy i
modulujacy wptyw na kinetyke ekspresji wybranych mediatorow reakcji zapalne;.
Przedstawione wyniki sktaniaja do prowadzenia dalszych badan stuzacych poglebieniu
wiedzy na temat Atsttrin dotyczacych farmakologicznych mechanizméw dziatania tego
zwigzku, optymalizacji metod jego podawania, jak réwniez co za tym idzie jego

potencjalnego zastosowania w warunkach klinicznych.



