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W jaki sposdb inaktywacja mitochondrialnego uniportera wapniowego chroni neurony dopaminergiczne
Jacek Kuznicki

Choroba Parkinsona (PD) to nieuleczalna choroba neurodegeneracyjna, ktéra dotyka przewaznie
osoby starsze, poniewaz najwiekszym czynnikiem ryzyka jest wiek. Okoto 10% pacjentdw to osoby, ktére maja
mutacje w réznych genach, np. kodujgcych kinazy PINK1 lub LRRK2, albo ktdre zatruty sie substancjami takimi
jak rotenon znajdujacy sie w niektdrych roslinach lub MPTP bedacy rzadkim zanieczyszczeniem niektérych
narkotykéw. Powodem choroby jest zanik neuronéw w modzgu, w pierwszej kolejnosci neuronéw
dopaminergicznych, ktére produkujg neuroprzekaznik dopamine. Wywotuje to objawy ruchowe jak
niekontrolowane drzenia, a u niektéorych oséb zaburzenia wechu, snu, obnizenie nastroju i otepienie.
Najczesciej stosowanymi lekami fagodzgcymi objawy PD sg agonisci dopaminy i L-Dopa - prekursor dopaminy.
Ten ostatni lek wprowadzono do terapii w latach szesédziesigtych XX wieku. Od tego czasu trwajg
poszukiwania nowych lekdw, ktére moga opdznic lub zatrzymac rozwdj PD. Nasz projekt wpisuje sie w cykl
badan podstawowych poszukujgcych markeréw umozliwiajacych diagnoze przed pojawieniem sie objawéw
oraz celéw terapeutycznych, ktére mogg dokonaé przetomu w leczeniu PD.

We wszystkich modelach PD i komérkach od pacjentéw z tg chorobga wystepujg zaburzenia
homeostazy jondw wapnia. Réwniez metabolizm zelaza zmienia sie u pacjentdw z PD, a wzrost jego poziomu
koreluje ze spadkiem produkcji dopaminy. MPTP powoduje akumulacje zelaza réwnolegle z utratg neurondw.
Takie zaburzenia homeostazy zelaza przypominajg ferroptozg, zalezng od jondw zelaza programowang Smier¢
komérek, charakteryzujgca sie nadmierng peroksydacjg lipidéw. Opublikowane przez nas dane wskazujg, ze
zanik neuronéw dopaminergicznych w wyniku mutacji genu pink1 lub toksycznosci MPTP moze by¢
zahamowany przez inaktywacje mitochondrialnego uniportera wapnia (MCU). Inni autorzy wykazali, ze
hamowanie MCU ratuje neurony réwniez z mutacjami w genie LRRK2. Wyciszenie MCU zmniejsza liczbe
umierajacych komadrek i mitochondrialne deficyty oddechowe w neuronach korowych, zmniejsza akumulacje
zelaza i zwigzane z tym uszkodzenie modzgu oraz catkowicie chroni dysfunkcje mitochondriéw serca
spowodowang nadmiarem zelaza. Inaktywacja MCU zapobiega zaréwno akumulacji wapnia, jak i zelaza,
zmniejsza poziom stresu oksydacyjnego w modelach urazowego uszkodzenia mdzgu. Na podstawie tych
danych zaproponowatem hipoteze, ze patologia za posrednictwem PINK1 i LRRK2 jest czesSciowo
spowodowana ferroptozg i ze inaktywacja MCU chroni neurony dopaminergiczne poprzez ograniczenie
naptywu do mitochondridow nie tylko jondw wapnia, ale i zelaza, tagodzac objawy ferroptozy.

Celem tego projektu jest zidentyfikowanie gendw zwigzanych z ferroptoza (ang. ferroptosis associated
genes, FAGs), ktore sg wtgczone lub wytgczone w modelach LRRK2 i PINK1 PD, gdy inaktywacja MCU ratuje
neurony dopaminergiczne oraz zrozumienie mechanizmu ich ochrony. Mutacje LRRK2 stanowia najczestsza
genetyczng przyczyne dziedziczonej PD i czesto wystepuja w sporadycznej PD. Mutacje w PINK1 s3
odpowiedzialne za rzadkie przypadki dziedzicznej PD. Zastosujemy modele PD w danio pregowanym i neurony
dopaminergiczne, ktére zréznicujemy z indukowanych pluripotencjalnych komaérek macierzystych (iPSC) od
pacjentéw z PD. Pomiedzy danio pregowanym a cztowiekiem istniejg podstawowe podobierstwa szlakow
neuroanatomicznych i neurochemicznych, w tym mechanizmy neurodegeneracji i aktywacja gleju.

Ustawimy warunki indukowania ferroptozy w liniach danio pregowanego i w neuronach
dopaminergicznych z mutacjami PINK1 lub LRRK2 i scharakteryzujemy cechy obu tych modeli PD. Nastepnie
zidentyfikujemy geny, ktdre zmieniajg poziom ekspresji pod wptywem inhibitorow MCU w neuronach
ferroptotycznych otrzymanych z ludzkich iPSC. To ludzkie , geny wrazliwe na MCU”. Mamy nadzieje, znalez¢
wsrdod nich nowe potencjalne FAGs, oprdécz znanych gendw zwigzanych z homeostazg zelaza i wapnia.
Réwnolegle zidentyfikujemy przy uzyciu sekwencjonowania w pojedynczych komdrkach médzgu takie,
w ktérych ortologii tych FAGs wykazujg obnizong lub podwyzszong ekspresje przez inaktywacje MCU
w mutantach Irrk2 i pink1 danio pregowanego. Na podstawie podobienstw miedzy cztowiekiem a danio
pregowanym zaktadamy, ze biatka kodowane przez jego geny majg wiasciwosci ludzkich biatek. Sposrdd
zidentyfikowanych FAGs wybierzemy geny, ktére optymalnie chronig zréznicowane neurony dopaminergiczne
dzieki interakcji z innymi typami komorek, takimi jak na przyktad mikroglej. Bedziemy manipulowaé poziomem
wybranego biatka przez nadekspresje lub nokaut poszczegdlnego genu w celu odwrdcenia ochrony zaleznej
od MCU. Pozytywny wynik tej manipulacji bedzie wskazywat na role tego biatka w ochronie przed ferroptoza.
Ostatni etap projektu bedzie obejmowat charakterystyke biatek kodowanych przez te ,ochronne” geny.
Okreslimy wewnatrzkomérkowq lokalizacje ,ochronnych” biatek za pomocg przeciwciat. Oczekujemy
zidentyfikowania genu lub gendw, ktdre zmieniajg aktywnos¢, gdy jony wapnia i zelaza nie mogg wnikna¢ do
mitochondridw. Te geny i biatka mogg mieé wartos¢ diagnostyczng przed pojawieniem sie objawéw PD,
zapewniajgc w ten sposéb podstawe nowych terapii anty-PD.



