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1.1 Charakterystyka ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu trzeciego

Ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu trzeciego (SCAS3, ang. spinocerebellar ataxia type
3 — SCA3) nalezy do dziedziczonych w sposob autosomalny dominujacy chorob
neurodegeneracyjnych. SCA3 zalicza si¢ takze do grupy chorob poliglutaminowych (poliQ) i
jest jedng z najpowszechniej wystepujacych ataksji (Paulson, 2012b). Mutacja odpowiedzialng
za SCAZ3 jest ekspansja powtorzen CAG w regionie kodujagcym genu ataksyny-3, kodyjacym
ataksyne-3 i znajdujagcym si¢ na chromosomie 14932.1 (Takiyama et al., 1993; Kawaguchi et
al., 1994; Paulson et al., 2017). Objawy kliniczne SCA3 majg charakter progresywny.
Gléwnym objawem jest ataksja bedaca wynikiem dysfunkcji mozdzku i pnia mézgu. Jednak
nigdy nie wystgpuje ona samodzielnie, bowiem obecne sg liczne inne objawy odzwierciedlajace
progresywna dysfunkcje kolejnych obszarow w moézgu: pnia, nerwéw okoruchowych, $ciezek
piramidowych i pozapiramidowych, neuronéw motorycznych i nerwdéw peryferyjnych
(Sequeiros and Coutinho, 1993; Takiyama et al., 1994; Cancel et al., 1995; Sasaki et al., 1995;
Diirr et al., 1996; Matsumura et al., 1996; Schéls et al., 1996; Soong et al., 1997; Zhou et al.,
1997; Watanabe et al., 1998; Friedman, 2002; Lin and Soong, 2002; Riib, R. A. . de Vos, et al.,
2002; Rub, R. A. 1. de Vos, et al., 2002; Riib et al., 2003; U Riib et al., 2004; U. Rib et al.,
2004). Najczesciej objawy pojawiajg si¢ u mtodych dorostych i w $rednim wieku, wsrod
pierwszych wyrdznia Si¢ problemy z utrzymaniem rownowagi i chodzeniem. Z czasem
pojawiaja si¢ problemy z widzeniem: oczoplas, nierdbwne 1 niesparowane ruchy oczu, ruchy
sakkadowe, porazenie migsni oka, cofniecie powieki, wytrzeszcz oczu. W zaawansowanym
stadium pacjenci poruszajg si¢ na wozku i cierpig na ostrg dyzarti¢ i dysfagi¢. Ponadto moga
si¢ u nich rozwing¢ dystonie, spastycznos¢ i zanik mieéni (Maruff et al., 1996; Zawacki et al.,
2002; Kawai et al., 2004). SCA3 wywotuje rowniez objawy niemotoryczne, takie jak
zaburzenia kognitywne i psychiczne, dysfunkcja wechu, problemy ze snem, skupieniem uwagi
i lekko depresyjny nastroj (Riib et al., 2008; Klinke et al., 2010; Mendonga et al., 2018). Od
pojawienia si¢ pierwszych objawow dlugos¢ zycia pacjentow wynosi 20-25 lat (Klockgether et
al., 1998). Objawy kliniczne ataksji sg bardzo heterogenne i mogg pojawic si¢ migdzy 5 a 70
rokiem zycia. Jest to $cisle zwigzane zZ r6zng dtugoscia ciggu CAG, a dtugos¢ ekspansji koreluje
odwrotnie z wiekiem, w ktérym dochodzi do ujawnienia si¢ choroby (Subramony and Currier,
1996; Paulson, 2012b). W SCA3 ma miejsce zjawisko antycypacji genetycznej, polegajacej na

tym, ze przebieg choroby pogarsza si¢ z pokolenia na pokolenie c0 jest zwigzane z faktem, ze
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75% ciagdbw powtorzen przez swoja niestabilno$¢ wydtuza si¢ w nastgpnym pokoleniu, CO
powoduje pojawienie si¢ objawow o okoto dziesig¢ lat wezesniej niz u rodzicow (Maciel et al.,
1995; Takiyama et al., 1995). Diugos¢ ciggu powtdrzen CAG u osob zdrowych wynosi 10-44
natomiast u pacjentow 61-87, gdzie ilo$¢ 45-60 jest zwigzana z niepelnymi objawami choroby
(Kawaguchi et al., 1994; Maciel et al., 2001; Padiath et al., 2005; Bettencourt and Lima, 2011).

Oproécz licznych objawéw  klinicznych, SCA3 powoduje tez szereg zmian
neuropatologicznych. Oznaki neurodegeneracji sg rozpowszechnione w wielu obszarach
moézgu: moézdzku, pniu mozgu, zwojach podstawy mézgu, niektorych nerwach czaszkowych
I rdzeniu krggowym (Riib et al.,, 2008; Scherzed et al., 2012). W szczegolnosci
neurodegeneracji ulegaja jadro mozdzku, istota czarna, nerwy jader motorycznych, jadra
kolumny Clark’a, wewnetrzny rog rdzenia krggowego i neurony ruchowe pnia mézgu (Diirr et
al., 1996; Riib et al., 2008). Czesto natomiast choroba nie dotyka kory moézdzku i jader
oliwkowych (Sudarsky and Coutinho, 1995; Diirr et al., 1996; Yamada et al., 2001; Paulson,
2012b; Paulson et al., 2017). Poza widoczng neurodegeneracja, w mozgach pacjentow sa
obecne inkluzje biatkowe tworzone przez zmutowane biatko, ktére wystepuja zarowno w
obszarach ulegajacych zanikowi, jak rowniez nie obje¢tych chorobg (Paulson et al., 1997a;
Schmidt et al., 1998; Riib, Brunt, et al., 2006; Riib, de Vos, et al., 2006). W wigkszoSci
przypadkow agregaty lokalizuja na terenie jadra komorkowego, ale identyfikuje si¢ je rowniez
w cytoplazmie neurondéw i aksonach obszaréw dotknigtych chorobg (Hayashi et al., 2003;
Seidel et al., 2010, 2012).

1.2 Charakterystyka funkcjonalna ataksyny-3

1.2.1 Budowa ataksyny-3 i jej lokalizacja w komorce

Ataksyna-3, 42 kDa biatko, jest ulegajacym powszechnie ekspresji enzymem
deubikwitynujacym, potrafigcym wigzac i cigé¢ tancuchy poliubikwitynowe. Ataksyna-3 petni
wazne funkcje w systemie ubikwityna-proteasom (UPS, ang. Ubiquitin — proteasome system)
odpowiedzialnym za degradacj¢ biatek oraz w regulacji transkrypcji, jednak catkowity obraz
jej funkcji fizjologicznych nie zostal jeszcze doktadnie poznany (Pozzi et al., 2008a; Evers et
al., 2014; Matos et al., 2018). Biatko to posiada kilka r6znych izoform, bedacych wynikiem
alternatywnego splicingu, ktore roéznig si¢ sekwencja na C - koncu (Goto et al., 1997,
Bettencourt et al., 2010). Kanoniczna forma ataksyny-3 sktada si¢ z 361 aminokwasow (aa),

zawiera N-terminalng domene Josephin z aktywnosScig izopeptydazy, C-koncowy rejon
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zawierajacy trzy motywy oddziatujace z ubikwityng (UIM, ang. Ubiquitin interacting motif)
oraz trakt poliQ (Ryc. 1) (Ichikawa et al., 2001; Winborn et al., 2008; Harris et al., 2010).
Ataksyna-3 ulega ekspresji we wszystkich komoérkach ludzkiego organizmu i wykazuje
lokalizacje zar6wno jadrowa, jak i cytoplazmatyczng (Henry L. Paulson et al., 1997; Tait et al.,
1998; Thorsten Schmidt et al., 1998; Trottier et al., 1998; Pozzi et al., 2008b). Mimo, iz nie
wiadomo, czy ataksyna-3 petni swoje glowne funkcje w jadrze komérkowym czy cytoplazmie
pokazano, ze forma aktywna czesciej wystepuje w jadrze komorkowym niz ta, ktora jest
katalitycznie nieaktywna (Todi et al., 2007). Komoérkowa lokalizacja ataksyny-3 wydaje si¢
by¢ regulowana przez rézne regiony w jej strukturze: przewidzianego za pomocg analiz in silico
sygnatu lokalizacji jadrowej (NLS, ang. nuclear lokalization signal) (Tait et al., 1998; Macedo-
Ribeiro et al., 2009; Matos et al., 2018) i dwoch sygnatow eksportu z jadra (NES, ang. nuclear
export signal) w domenie Josephin (Albrecht et al., 2004; Antony et al., 2009; Matos et al.,
2018). Innym rejonem, ktory wydaje si¢ wptywaé na lokalizacj¢ ataksyny-3 jest jej pierwsze
27 aa. Biatko ich nie posiadajagce nie jest wykrywane w jadrze komorkowym, jednak
mechanizm stojacy za tym zjawiskiem wcigz nie jest poznany (Pozzi et al., 2008b). Wptyw
posiadanego NLS na rozmieszczenie ataksyny-3 w komorce wydaje si¢ by¢ takze dyskusyjny,
poniewaz powoduje on staby import tego biatka in vitro (Antony et al., 2009; Macedo-Ribeiro
et al., 2009). Ponadto mutacja lub delecja rdzenia tego motywu, czyli 282-285 aa nie wptywa
na lokalizacje ataksyny-3 w komorce (Evers et al., 2014). Z kolei, z sze$ciu NES, dwa
wspomniane powyzej wykazuja znaczny wpltyw na usytuowanie ataksyny-3 w cytoplazmie
(Albrecht et al., 2004; Antony et al., 2009). Ponadto, ataksyna-3 posiada sze$¢ potencjalnych
miejsc fosforylacji, ktére sa substratami dla kinazy CK2 i jedno miejsce fosforylacji
modyfikowane przez GSK3/B (kinaza syntazy glikogenu-3 PB). Najwieksze znaczenie dla
lokalizacji komorkowej ataksyny-3 ma fosforylacja seryn 236, 340 i 352 przez CK2, gdyz to
wlasnie te potranslacyjne modyfikacje kieruja to biatko do jadra komorkowego. Fosforylacja
ma oprocz tego wazne znaczenie dla stabilnosci ataksyny-3 (Fei et al., 2007; Mueller et al.,
2009). Co ciekawe, w odpowiedzi na stres oksydacyjny badz szok cieplny ataksyna-3 zwigksza
swoja obecnos¢ w jadrze komérkowym niezaleznie od wymienionych powyzej czynnikow.
Dwa regiony wydaja si¢ by¢ kluczowe dla tego transportu: S111 w domenie Josephin, ktora
moze by¢ celem fosforylacji i C-koniec zawierajgcy cigg poliQ. Reasumujac, w normalnych
warunkach lokalizacja jadrowa ataksyny-3 jest okreslana gtéwnie przez dwa sygnaly NES i
fosforylacje przez CK2, a w znikomym stopniu przez sygnat NLS, jednak stymulacja w postaci

odpowiedniego rodzaju stresu indukuje jej transport do jadra komoérkowego niezaleznie od
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powyzszych sygnatow (Antony et al., 2009; Macedo-Ribeiro et al., 2009; Mueller et al., 2009;
Reina et al., 2010).

St 5236 S256  S260/261 S340  S352

Rycina 1. Schemat budowy ataksyny-3 z zaznaczonymi miejscami fosforylacji i sygnalami
lokalizacji komérkowej. Q — ciag poliglutaminowy, P — miejsce fosforylacji, NES — sygnat eksportu z
jadra, NLS — sygnat lokalizacji jadrowej, UIM — motyw oddziatlujacy z ubikwityng (Matos et al., 2011;
Evers et al., 2014).

1.2.2 Rola ataksyny-3 w sciezkach degradacji biafek

Ataksyna-3 jest zaangazowana w regulacj¢ wielu procesow, co jest bezposrednio
zwigzane z iloscig bialek z jakimi moze oddziatywaé, jej aktywnoscig deubikwitynujaca i
lokalizacja komérkowa (Matos et al., 2018). Biochemiczne wiasciwosci motywow UIM i
domeny Josephin wskazuja, ze funkcja ataksyny-3 jest powigzana z szlakiem UPS, ktory jest
zaangazowany w degradacje biatek, endocytoze, regulacje transkrypcji i prezentacje antygenow
(Burnett et al., 2003; Evers et al., 2014). Co wigcej, moze ona nawet kontrolowac swoj wlasny
wzor ubikwitynacji, regulujac w ten sposob swoj okres pottrwania w komorce (Todi et al.,
2007). Inhibicja aktywnosci Kkatalitycznej ataksyny-3 prowadzi do zwigkszenia ilosci
poliubikwitylowanych biatek do podobnego stopnia jaki jest obserwowany w przypadku
hamowania dzialania proteasomu (Song et al., 2010). Stad pierwszymi i potwierdzonymi
hipotezami, na temat funkcji ataksyny-3 byty te odnos$nie jej zaangazowania w proteasomalng
degradacje ubikwitylowanych biatek poprzez edycje¢ tancuchow poliubikwitylowych biatek
przeznaczonych do degradacji (Wang et al., 2012). Domena Josephin razem z UIM moze
chroni¢ biatka przed kierowaniem do proteasomu przez odcinanie od nich tancuchow
poliubikwityny lub stymulowaé S$ciezk¢ proteasomu przez cigcie wolnych tancuchow
poliubikwityny, regenerujac w ten sposob dostgpng w komorce pule ubikwityny (Burnett et al.,
2003; Winborn et al., 2008; Costa et al., 2010). Motywy UIM sg odpowiedzialne za selektywne
wigzanie do tancuchéw ubikwityny 1 decydujg o typach tancuchow, ktore moga by¢ ciete. Dwa
konserwatywne motywy UIM, zlokalizowane sa na poczatku regionu poliQ, oddzielone
krotkim tacznikiem, dziataja kooperatywnie podczas wigzania ubikwityny — powinowactwo
tandemu jest wigksze niz pojedynczego motywu. Ataksyna-3 rozpoznaje tancuchy

poliubikwityny zawierajgce cztery lub wiecej ubikwityn 1 wigze te, w ktorych monomery
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ubikwityny sg ze soba potaczone poprzez lizyny (K) w pozycjach 48 i 63 (Burnett et al., 2003;
Fang and Weissman, 2004; Berke et al., 2005; Winborn et al., 2008; Song et al., 2010). Dla
wigzania ubikwityny najwazniejszy jest pierwszy i drugi motyw UIM - mutacja leucyny w
pozycjach 229 i 249 niemalze calkowicie pozbawia ataksyng¢-3 zdolnosci do wigzania
ubikwityny (Burnett et al., 2003; Evers et al., 2013). Mimo zdolnosci do wigzania fancuchow
ubikwityny potaczonych przez K48 lub K63, motywy UIM pozycjonuja tancuchy w przestrzeni
w ten sposob, ze promuje to ciecie tancuchow K63 a hamuje cigcie tancuchow K48, co
pokazano in vitro (Costa and Paulson, 2012). Z kolei sama domena Josephin zawiera dwa
miejsca wigzania ubikwityny. Ich znaczenie nie jest jeszcze do konca wyjasnione, jednak
pokazano, ze mutacja pierwszego miejsca uniemozliwia wigzanie tancuchow z typem
potaczenia K48 i K63 do domeny Josephin. Drugie miejsce jest z kolei kluczowe tylko dla
tancuchow z potaczeniem K63 (Nicastro et al., 2009, 2010). Lancuchy ubikwityny z
potaczeniami przy K48 uczestnicza w regulacji poziomu biatek przez kierowanie ich do
degradacji w proteasomie (Burnett et al., 2003; Mao et al., 2005; Schmitt et al., 2007; Winborn
et al., 2008). Z kolei tancuchy z potaczeniami K63 biorg udzial w mechanizmach naprawy
DNA, translacji, endocytozie i transporcie komoérkowym (Weissman, 2001; Winborn et al.,
2008).

Ostatnio pokazano, ze deubikwitynylujgca aktywnos$¢ ataksyny-3 chroni biatko bekling
1, kluczowego aktywatora autofagii, przed degradacja proteasomalng i za t¢ aktywnos$¢ jest
odpowiedzialne oddziatywanie normalnej dtugosci domeny poliQ z tym biatkiem (Ashkenazi
et al., 2017). O zaangazowaniu ataksyny-3 w dzialanie UPS $wiadczy tez fakt, ze ataksyna-3
deubikwitynyluje biatka CHIP i parkin bedace ligazami ubikwityny, regulujgc w ten sposob ich
stabilno$¢ 1 aktywno$¢. Biatko parkin ubikwitynuluje bialka na btonie mitochondrialne;j,
kierujac w ten sposob uszkodzone organella do autofagii, a mutacje tego biatka sg
odpowiedzialne za rozwoj choroby Parkinsona. Biatko CHIP natomiast oddziatuje z biatkami
opiekunczymi i kieruje nieprawidtowo sfaldowane biatka do degradacji (Durcan et al., 2011;
Scaglione et al., 2011; Seirafi et al., 2015). Ataksyna-3 redukuje samoubikwitynylacje biatka
parkin przez przekierowanie transferu ubikwityny na sama siebie (Durcan et al., 2012; Durcan
and Fon, 2013). Z kolei oddziatywanie ataksyny z CHIP ma miejsce tylko wtedy, gdy tancuch
poliubikwityny na CHIP osiagnie pewng krytyczng dlugosé, co w rezultacie zapobiega
dodawaniu kolejnych ubikwityn do biatka CHIP (Scaglione et al., 2011). Z drugiej strony,
biatkko CHIP ubikwitynyluje domeng¢ Josephin przy K117, co bezposrednio zwigksza
izopeptydazowa aktywno$¢ ataksyny-3 (Todi et al., 2009, 2010). Ponadto ataksyna-3 moze
oddziatywaé takze z biatkiem zawierajacym walozyne (VCP/p97, ang. valosin-containing
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protein), ktore reguluja degradacje nieprawidtowo sfatldowanych biatek na Sciezce zaleznej od
retikulum endoplazmatycznego (Zhong and Pittman, 2006; Liu and Ye, 2012). Potencjalna
domena wigzagca VCP/p97 zostala zmapowana do motywu bogatego w argining/lizyne
znajdujgcego sie tuz przy trakcie poliQ. Natomiast kompleks tworzony przez ataksyne-3 i
VCP/p97 zaangazowany jest w kierowanie biatek do proteasomu (Boeddrich et al., 2006; Wang
et al., 2006).

1.2.2 Rola ataksyny-3 w procesie transkrypcji oraz inne funkcje

Istniejg doniesienia wskazujgce tez na zaangazowanie ataksyny-3 w regulacje procesu
transkrypcji (Evert et al., 2003a; Rodrigues et al., 2007). Wykazano, ze ataksyna-3 oddziatuje
z histonami, koaktywatorami transkrypcji: CBP (ang. CAMP - response - element-binding —
protein - binding protein, biatko wiazace czynnik transkrypcyjny aktywowany w odpowiedzi
na cykliczne AMP), p300 (acetylotransferaza histonow), PCAF (ang. p300/CBP-associated
factor, biatko wigzace si¢ do kompleksu p300/CBP), TAF4 (ang. TATA box-binding protein-
associated factor 4, podjednostka czynnika transkrypcyjnego IID) i innymi regulatorami
transkrypcji takimi jak: NCoR1 (ang. nuclear receptor co-repressor, represor transkrypcji),
FOXO4 (ang. forkhead box O4, czynnik transkrypcyjny), deacetylaza histonow 3 1 6
(Shimohata et al., 2000; Wang et al., 2000; Li et al., 2002; Burnett and Pittman, 2005; Evert et
al., 2006; Araujo et al., 2011; Evers et al., 2014). Globalna analiza ekspresji genow
pierwotnych hodowli komérek MEF z myszy dzikich i pozbawionych genu ataksyny-3
pokazata roznice w ekspresji 423 genow. Najbardziej zmieniony byt poziom genu Efna3, ktory
ulega wysokiej ekspresji w uktadzie nerwowym i koduje receptor — kinaze tyrozynowa,
wchodzaca w sklad $ciezki sygnatowej efryn, ktora odgrywa istotng rolg w migracji aksonow
podczas rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego. Dalsze eksperymenty pokazaty, ze
przyczyng zwigkszonego poziomu ekspresji powyzszego genu jest acetylacja histonow w
rejonie jego promotora. Stad, na podstawie tych badan przypuszcza sig, ze ataksyna-3 moze
bra¢ udzial w regulacji procesu transkrypcji przez hamowanie acetylacji histonow (Zeng et al.,
2018).

Zasugerowano tez, ze ataksyna-3 moze odgrywaé znaczaca role w mechanizmach
naprawy DNA przez bezposrednie interakcje z enzymem PNKP, ktory jest zaangazowany w
naprawe peknig¢ DNA (Chatterjee et al., 2015; Gao et al., 2015); wigzanie si¢ z Chk1, kinaza,
odgrywajacg rolg w utrzymaniu integralno$ci genomu (Tu et al.,, 2017) oraz regulacje

ubikwitynylacji MDCL1, przez co moze posredniczy¢ w mechanizmach punktow kontrolnych i
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sygnatach, swiadczacych o uszkodzeniu DNA (Pfeiffer et al., 2017). Ataksyna-3 oddziatuje
takze z ludzkimi homologami drozdzowych biatek RAD23, hHR23A i hHR23B, ktore sa
zaangazowane w $ciezki naprawy DNA jak 1 dostarczanie ubikwitylowanych substratow do
proteasomu w celu degradacji. Miejsce wigzania hHR23B do ataksyny-3 jest zlokalizowane w
drugiej pozycji wigzania ubikwityny w domenie Josephin. Pokazano, ze hHR23B konkuruje o
to miejsce z ubikwityng (Wang et al., 2000; Nicastro et al., 2005; Yang et al., 2018).
Stwierdzono, ze oddzialywanie ataksyny-3 z wszystkimi wymienionymi powyzej biatkami
przyczynia si¢ do utrzymania integralnosci genomu (Matos et al., 2018).

Ponadto ataksyna zaangazowana jest takze w inne mechanizmy komoérkowe, np.
oddziatuje z dyneing, biatkami wptywajacymi na formacje i regulacje agresomow (Burnett and
Pittman, 2005) jak i tubuling i MAP2 - biatkami cytoszkieletu komorkowego (Mazzucchelli et
al., 2009; Rodrigues et al., 2010).

1.3 Mechanizmy patogenezy SCA3

Bioragc pod uwagg liczbg biatek, z ktorymi oddziatuje ataksyna-3 i proceséw w jakie jest
zaangazowana, patogeneza SCA3 wydaje si¢ by¢ bardzo ztozonym zagadnieniem. Jeszcze do
niedawna uwazano, ze choroba ta jest powodowana wytacznie przez zmutowane ciggi poliQ w
ataksynie-3, jednak ostatnie doniesienia pokazuja, ze obraz patogenezy SCA3 jest jeszcze
bardziej skomplikowany. Coraz wigcej obserwacji sugeruje, ze obok toksycznego biatka
wilasciwos$ci toksyczne moze mie¢ rowniez transkrypt ataksyny-3. Obecnie, postuluje si¢ wigc
o dwutorowej $ciezce patogenezy w ktorej uczestniczg zarowno biatko jak i transkrypt. Rola
biatka, mimo iz jeszcze nie do konca poznana jest jednak lepiej zbadana niz rola transkryptu,

ktora ciggle pozostaje niewyjasniona (Evers et al., 2014).

1.3.1 Rola zmutowanego biatka w patogenezie SCA3

W SCA3 wydhluzony trakt poliQ zlokalizowany na C-koncu ataksyny-3 powoduje
konformacyjne zmiany w bialku, co prowadzi do zmienionych wlasciwosci wigzania,
utraty/zyskania nowych funkcji, zmienionej lokalizacji komérkowej, agregacji i zmian w
proteolitycznym cigciu samej ataksyny-3 (Jana and Nukina, 2004). Mimo intensywnych badan
nadal nie jest catlkowicie zrozumiale w jaki sposob ekspansja ciaggu poliQ powoduje

obserwowane zmiany chorobowe. W obszarach mozgu dotknigtych choroba nie
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zaobserwowano zwickszonej ekspresji genu ataksyny-3, co sugeruje, ze poziom ekspresji nie
jest skorelowany z selektywng neurodegeneracja obserwowang u pacjentow (Jana and Nukina,
2004). Z tego powodu inne zmiany powodowane przez zmutowang ataksyne-3 wydajg si¢ by¢
kluczowe w patogenezie tej choroby (Evers et al., 2014). Do tej pory zidentyfikowano kilka
Sciezek patogenezy za ktére odpowiedzialne jest $cisle biatko, wsrdd ktérych mozemy
wyrdznié: tworzenie si¢ agregatow, powstawanie toksycznych fragmentow biatka, zaburzenia
degradacji biatek, dysfunkcja mitochondriow, deregulacja transkrypcji i zaburzenie

homeostazy jonow wapnia (Ryc. 2) (Matos et al., 2018).

Deregulacja
transkrypcji ATXN3
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Rycina 2. Sciezki patogenezy w SCA3 indukowane przez zmutowane biatko (Evers et al., 2014;
Matos et al., 2018; Nobrega et al., 2018).

1.3.1.1 Rola agregatow biatkowych w patogenezie SCA3

Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale ataksyna-3 jest zlokalizowana zaréwno w
jadrze komoérkowym jak i w cytoplazmie, przy czym normalna forma wystgpuje gtownie w
cytoplazmie (T Schmidt et al., 1998; Trottier et al., 1998; Macedo-Ribeiro et al., 2009).
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Zmutowane biatko, z wydluizonym ciggiem poliQ ma tendencj¢ do agregacji w jadrze
komoérkowym, tworzac w ten sposéb inkluzje zaréowno w komorkach obszaréw modzgu
dotknigtych jak i nie objetych chorobg (Paulson et al., 1997a; Schmidt et al., 1998; Riess et al.,
2008). Inkluzje sg uwazane za gtdéwny element toksycznos$ci Ciggu poliQ, przez ich zdolnosé
do sekwestracji roznych biatek, w wyniku czego dochodzi do zaburzenia wielu szlakow
komorkowych regulowanych przez te biatka (Matos et al., 2011; Weishéupl et al., 2019). Poza
ataksyng-3 w inkluzjach identyfikowane sg takze inne biatka, takie jak uczestniczace w kontroli
homeostazy komorki, sktadniki proteasomu, ubikwityna, czy biatka opiekuncze, ktore moga
by¢ aktywowane w odpowiedzi na nieprawidlowo zwini¢tg ataksyne-3 (Paulson et al., 1997b;
Chai et al., 1999; Schmidt et al., 2002; Chow et al., 2004; Seidel et al., 2010). Co ciekawe,
cho¢ biatko zmutowane od normalnego ro6zni si¢ diametralnie swoimi wlasciwos$ciami, maja
one jedng ceche wspolng; obydwa biatka wigzg tancuchy ubikwityny, w ktérych pojedyncze
monomery s3 potaczone ze soba poprzez K48 lub K63 w sposob niezalezny od dtugosci
sekwencji poliQ (Chai et al., 2004; Winborn et al., 2008; Carvalho et al., 2018). Zachowanie
mozliwosci oddziatywania ze swoimi partnerami przez zmutowang ataksyne-3 jest zapewne
przyczyng rekrutacji do agregatow tak duzej puli r6znych biatek.

Badania sugeruja, ze do agregacji zmutowanej ataksyny-3 dochodzi przez zte zwinigcie
si¢ biatka, wynikajace z obecnosci traktu poliQ (Ellisdon et al., 2007; Saunders and Bottomley,
2009). Domena Josephin odgrywa kluczowg role we wczesnych zmianach konformacyjnych
bialka, modelujac agregacje zmutowanej ataksyny-3. Powierzchnia zaangazowana w
samoagregacje tej domeny pokrywa si¢ z miejscami wigzania ubikwityny. Wskazuje to na
bezposredni zwigzek migdzy funkcjg bialka a agregacja (Nicastro et al., 2009; Laura et al.,
2011). Ponadto akumulacja zmutowanej ataksyny-3 w jadrze koméorkowym jest wymagana do
pojawienia si¢ toksycznosci in vivo (Paulson et al., 1997a; Thorsten Schmidt et al., 1998; Seidel
et al., 2010). W transgenicznych myszach SCA3 mozna zaobserwowac, ze wraz z postgpem
choroby w mozdzku zwigksza si¢ poziom agregatow przy jednoczesnym zmniejszaniu si¢
rozpuszczalnej frakcji zmutowanej ataksyny-3 (Nguyen et al., 2013). Uwaza sig, ze warunki
panujace w jadrze komorkowym sprzyjaja tworzeniu si¢ agregatow (Evers et al., 2014).
Dowodem na preferencyjne tworzenie inkluzji jadrowych przez ataksyne-3 jest zmniejszenie
si¢ ich liczby w wyniku zahamowania kinazy CK2, co prowadzi do obnizenia poziomu biatka
w jadrze komorkowym (Fei et al., 2007; Mueller et al., 2009). Jednakze agregacja nie jest Scisle
ograniczona do jadra komorkowego. Nadekspresja zmutowanej ataksyny-3 w malpich
komorkach nerki COS-7 prowadzi do tworzenia si¢ cytoplazmatycznych agregatow,

zlokalizowanych gtownie wokot jadra komorkowego (Pozzi et al., 2008b). Z kolei w aksonach

15



1. Wstep

wiokien nerwowych tkanki mozgowej pacjentow ze SCA3 zaobserwowane zostaly rozlegle
agregaty, ktore moga potencjalnie tworzy¢ zawade przestrzenng i interferowa¢ w ten sposob z
transportem aksonalnym. Powoduje to zaburzenie funkcji komoérkowych i $mieré¢ komorki
(Seidel et al., 2010). Dtugos¢ traktu poliQ w zmutowanej ataksynie determinuje szybkos¢ jej
agregacji, im dtuzsze ciagi poliQ tym szybsza agregacja, co wykazano zaroéwno in vitro jak i in
vivo (Teixeira-Castro et al., 2011; Streets et al., 2013).

Nadal istnieje wiele niewiadomych na temat roli i wtasciwos$ci agregatow tworzonych
przez zmutowang ataksyne-3 w SCA3. Niektorzy autorzy sugeruje nawet, ze mogg one by¢
wynikiem obronnych mechanizméw komoérkowych, majacych na celu przeciwdziatanie
bardziej toksycznym, rozpuszczalnym formom ataksyny-3 zawierajacej ciagi poliQ. Ich
funkcja ochronna mogtaby tez polega¢ na zapobieganiu oddzialywaniom zmutowanego biatka
z innymi sktadnikami komorkowymi (Matsumoto et al., 2004; Matos et al., 2011). Toksyczno$¢
rozpuszczalnych oligomeréw bialek zawierajagcych ciggi poliQ zostatla pokazana na
zroznicowanych komoérkach SH-SY5Y stransfekowanych wektorami kodujgcymi skrocone
formy zmutowanych bialek atrofiny-1 i huntigtyny. Komorki w ktorych obecne byly
rozpuszczalne oligomery tych biatek wykazaty wyzsza Smiertelno$¢ w porownaniu do komorek
zawierajacych inkluzje (Takahashi et al., 2008). Ponadto neurony mostu z mézgoéw pacjentow
ze SCAS, zawierajace agregaty ataksyny-3, wykazywaly mniejsze obkurczenie i deformacje
morfologiczne w porownaniu z tymi, ktore ich nie posiadaty (Uchihara et al., 2002). Z kolei w
doswiadczeniach in vivo na mysim modelu HD, zastosowanie agonisty dopaminy -
pramipeksolu powodowato zmniejszenie si¢ iloSci rozpuszczalnej formy zmutowanego biatka
1 zwigkszenie rozmiaru inkluzji jadrowych. W poréwnaniu do zwierzat nietraktowanych, u
myszy przyjmujacych powyzszy zwigzek dochodzilo do polepszenia cech motorycznych i
czeSciowego przywrocenia poziomu biatka DARPP-32 (ang. dopamine- and cAMP-regulated
phosphoprotein, fosfoproteina regulowana przez dopaming i cAMP), ktore jest markerem

degeneracji neuronow prazkowia (Luis-Ravelo et al., 2018).

1.3.1.2 Hipoteza toksycznych fragmentow ataksyny-3

Gloéwnym zalozeniem tej hipotezy jest, ze powstajace w wyniku cigcia proteolitycznego
zmutowanej ataksyny-3 fragmenty biatka zawierajace ciag poliQ wykazuja bardziej toksyczne
wlasciwosci niz petnej dtugosci biatko (Berke et al., 2004; Haacke et al., 2006; Takahashi et
al., 2008; Koch et al., 2011). Jest to zgodne z badaniami sugerujacymi, ze pojawienie si¢

krotkich fragmentéw zmutowanej ataksyny-3 jest waznym elementem prowadzacym do

16



1. Wstep

formowania si¢ agregatow (Evers et al., 2014). Nie jest jeszcze do konca jasne czy agregaty
obserwowane w moézgach zawierajg ataksyne-3 pelnej dlugosci, powstate w wyniku cigcia
proteolitycznego jej krotsze fragmenty, czy moze mieszaning dwoch powyzszych. Co ciekawe,
agregacja peinej dlugosci ataksyny-3 moze zosta¢ zaindukowana przez transfekcje komorek
wektorami kodujacymi krotkie fragmenty ataksyny-3, zawierajace cigg poliQ (lkeda et al.,
1996; Nguyen et al., 2013). Mozliwe jest wigc, ze fragmenty ataksyny-3 zawierajace trakt poliQ
mogg stuzy¢ jako katalizator lub ognisko dla agregacji peinej dtugosci biatka. (Schmidt et al.,
2002). W mysim modelu SCA3 wykazano obecnos¢ krotkich fragmentow z ciggiem poliQ,
powstatych w wyniku ciecia proteolitycznego ataksyny-3. Ponadto, w dwoch przebadanych
moézgach obszary ulegajace neurodegeneracji byly wzbogacone w C-koncowe fragmenty tego
biatka (Goti et al., 2004). W kolejnych badaniach zidentyfikowano Kkilka enzymow
proteolitycznych — kaspaz i kalpain, mogacych odpowiadac za cigcie zmutowanej ataksyny-3 i
generowanie krotkich, toksycznych fragmentéw. (Goti et al., 2004; Teixeira-Castro et al.,
2011). Pokazano, ze w ataksynie-3 jest potencjalnie kilka miejsc cigé, trzy najistotniejsze to
reszty asparaginianu znajdujace si¢ w pozycjach 241, 244 i 248. Wykazano, ze mutacja tych
reszt znaczaco hamuje cigcie ataksyny-3 przez kaspaze-1. Pokazano tez, ze cigcie
zmutowanego biatka prowadzi do utworzenia si¢ agregatow nierozpuszczalnych w SDS, a ich
ilo$¢ moze zosta¢ zmniejszona przez dodanie inhibitoréw kaspaz (Berke et al., 2004). Dalsze
badania wykazaly, jednak ze wktad kaspaz w cigcie ataksyny-3 jest raczej ograniczony:
inkubacja ataksyny-3 z oczyszczong kaspazg-1 i 3 pokazata zaledwie niewielkie cigcie tego
biatka przez te enzymy (Evers et al., 2014). Ponadto inhibitory kaspazy-1 i 3 nie redukowaty
tworzenia si¢ agregatow w neuronalnej linii komorkowej wyprowadzonej od pacjentow ze
SCA3 (Koch et al., 2011). Obecnie nie ma jasnych konkluzji z badan in vitro i in vivo na temat
zaangazowania kaspaz w patogenez¢ SCA3, co sugeruje, Ze inne enzymy moga uczestniczy¢
w generowaniu toksycznych fragmentéw. Pojawia si¢ natomiast coraz wigcej dowodow na
udziat kalpain w patogenezie SCA3. Pokazano, ze cigcie ataksyny-3 przez kalpainy zachodzi
w pozycji 60, 221 i 260 aa (Goti et al., 2004; Haacke et al., 2007; Simoes et al., 2012; Hubener
et al., 2013). Ponadto, zmutowana ataksyna-3 byta bardziej podatna na cigcie kalpaing 2 przy
260 aa w poréwnaniu z niezmutowanym biatkiem a powstajece w ten sposob fragmenty byly
bardzo podatne na agregacje¢ (Hubener et al., 2013). Inhibicja kalpain zmniejszata toksycznos¢
wywotang przez zmutowang ataksyng-3 in vivo u myszy, w wyniku zmniejszenia proteolizy,
agregacji oraz obecnosci w jadrze komérkowym zmutowanego biatka. (Haacke et al., 2007;
Simoes et al., 2012). Obserwacje te sg tez poparte innymi doswiadczeniami wykonanymi na

modelach mysich, gdzie zwigkszenie aktywnosSci kalpain przez wyciszenie ich inhibitora —
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kalpastatyny, prowadzit do pogorszenia si¢ fenotypu u zwierzat (Hubener et al., 2013). W
moézgach pacjentow ze SCA3 wykryto obnizony poziom kalpastatyny, co sugeruje, ze
mechanizm ten moze bra¢ udziat w patogenezie SCA3 (Simoes et al., 2012). Cigcie ataksyny-
3 przez kalpainy zostalo tez zaproponowane jako wyjasnienie tego, ze SCA3 atakuje tylko
komorki neuronalne. Badania in vitro pokazaty, ze naplyw wapnia wywotany wzbudzeniem
komorek neuronalnych za pomoca glutaminianu jest wymagany do cigcia ataksyny-3 przez
kalpainy 1 nastepujagcemu po tym formowaniu si¢ agregatéw. Cigcie to, wywotane
wzbudzeniem komorek, bylo zainicjowane w komodrkach neuronalnych ale juz nie w

fibroblastach czy komoérkach gleju (Koch et al., 2011).

1.3.1.3 Zaburzenia procesu degradacji biatek

Ataksyna-3 jest enzymem bezposrednio zaangazowanym w funkcjonowanie UPS,
ktorego glowna funkcja jest degradacja uszkodzonych lub nieprawidtowo sfatdowanych biatek
(Takahashi et al., 2010; Matos et al., 2011). Cho¢ aktywnos¢ deubikwitynylujaca zmutowane;
ataksyny-3 nie r6zni si¢ od aktywnos$ci formy normalnej, to w komérkach SCA3 obserwujemy
ogolne obnizenie poziomu deubikwitynylacji. Zjawisko to moze by¢ czgsciowo wyjasnione
faktem, ze zmutowana ataksyna-3 tworzy agregaty, ktore zawieraja rowniez ubikwityne i
sktadniki systemu proteasomalnego. Rekrutacja do agregatow zaréwno komponentow
proteasomu jak i ubikwityny uniemozliwia im oddziatywanie ze swoimi partnerami i prowadzi
do zaburzenia funkcjonowania UPS w SCA3 (Paulson et al., 1997b; Chai et al., 1999; Schmidt
et al., 2002). Zmutowana ataksyna-3 ulega w takim samym stopniu ubikwitynylacji jak
normalne bialko, ale jej okres poitrwania wydaje si¢ by¢ dluzszy, co moze dodatkowo
wskazywac na zaburzenie funkcjonowania UPS. Ponadto, mogloby to tez utatwiaé agregacje
zmutowanego biatka (Matsumoto et al., 2004). Ataksyna-3 z ekspansjg ciggu poliQ wigze
biatko VCP/p97 bardziej efektywnie niz normalna, co jest prawdopodobnie spowodowane
zmianami konformacyjnymi w ataksynie-3. Wydaje si¢ to interferowac z degradacja substratow
retikulum endoplazmatycznego (Hirabayashi et al., 2001; Doss-Pepe et al., 2003; Zhong and
Pittman, 2006; Lago et al., 2012). W SCAS3 zaburzona jest nie tylko degradacja w siateczce
endoplazmatycznej, ale réwniez autofagia, gdzie zaklocona jest degradacja sktadnikow
komoérkowych przez maszyneri¢ lizosomalng. W agregatach zmutowanej atakyny-3 znaleziono
miedzy innymi molekularne komponenty zaangazowane w proces autofagii, takie jak biatko
beklina 1. Endogenny poziom tego biatka jest znaczaco obnizony w fibroblastach od pacjentow

SCA3 i prazkowiu transgenicznych myszy (Nascimento-Ferreira et al., 2011).
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Ponadto jak opisano powyzej ataksyna-3 deubikwitynylujac bekling 1, chroni to biatko
przed degradacja w proteasomie, CO umozliwia prawidlowy przebieg autofagii. Za
oddziatywanie pomiedzy ataksyng-3 a bekling 1 odpowiedzialny jest trakt poliQ. Zmutowane
biatko z wydtuzonym ciggiem poliQ konkuruje efektywniej o oddziatywanie z bekling 1 niz
normalne biatko, przez co znosi ochronne dziatanie ataksyny-3 (Ashkenazi et al., 2017).
Nadekspresja bekliny 1 w kulturach neuronalnych oraz szczurzym modelu z ekspresja
ataksyny-3 prowadzita do stymulacji autofagii i usuwania zmutowanego biatka. (Nascimento-
Ferreira et al., 2011).

Obserwacje te sugeruja, ze patogeneza SCA3 moze czgéciowo wynikaé z zaburzenia
$ciezki degradacji zaleznej od retikulum endoplazmatycznego jak i autofagii, co sumarycznie
powoduje zahamowanie procesow degradacji, akumulacj¢ ubikwitynowanych biatek, stres
komorkowy i moze w konsekwencji prowadzi¢ do $mierci komorki (Bence et al., 2001; Evers

etal., 2014).

1.3.1.4 Dysfunkcja mitochondriow

Stres oksydacyjny jest indukowany w komorkach przez reaktywne formy tlenu i wolne
rodniki. W chorobach poliQ, w tym SCAZ3, stres oksydacyjny i brak ochrony przed nim moze
prowadzi¢ do dysfunkcji mitochondriéw i $mierci komorki (Kim et al., 2003; Goswami et al.,
2006; Miyata et al., 2008; Yu et al., 2009; Ajayi et al., 2012). Na modelu Saccharomyces
cerevisiae pokazano, ze w porownaniu do normalnego biatka ekspresja zmutowanej ataksyny-
3 z 85 powtodrzeniami CAG powoduje znaczne podwyzszenie poziomu H2O02. W komorkach
tych obserwowano takze obnizony stosunek zredukowanego do calkowitego glutationu, co
$wiadczy o zaburzeniu mechanizmdéw obronnych, chronigcych przed stresem oksydacyjnym
(Bonanomi et al., 2015). Wykazano, ze ekspresja zmutowanej ataksyny-3 z 78 powtdorzeniami
CAG prowadzi do zredukowania poziomu enzymoéw antyoksydacyjnych i zwigkszenia
uszkodzen mitochondrialnego DNA w komorkach neuroblastoma SK-N-SH, co $wiadczy o
dysfunkcji mitochondriow (Yu et al., 2009). Zaobserwowano rowniez uszkodzenia
mitochondrialnego DNA w transgenicznych myszach z ekspresja petnej dlugosci ataksyny-3,
zawierajacej okoto 100 powtorzen CAG. W jadrach mostu, bedgcych obszarem dotknietym
chorobg u tych myszy, zaobserwowano mniej kopii mitochondrialnego DNA w poréwnaniu do
hipokampu, begdacego obszarem nie objetym choroba (Kazachkova et al., 2013). Ponadto
mniejsza liczbg kopii mitochondrialnego DNA zaobserwowano w modelach komérkowych i
probkach pochodzacych od pacjentow (Yu et al., 2009). Co wiecej, W obszarze mostu u
pacjentow SCA3 zaobserwowano obnizony poziom dysmutazy ponadtlenkowej, jednego z
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enzymow antyoksydacyjnych. W SCA3 uposledzona jest aktywnos$¢ drugiego kompleksu
oddechowego (Kazachkova et al., 2013). Uszkodzone mitochondria nie sa w stanie petnié
swoich funkcji, co moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia stresu oksydacyjnego, a W
konsekwencji moze to doprowadzi¢ do ekscytotoksycznosci lub aktywacji apoptozy — dwoch

glownych przyczyn $mierci neuronow (Emerit et al., 2004).

1.3.1.5 Deregulacja transkrypcji

Obecnos¢ zmutowanej ataksyny-3 w komorce prowadzi rowniez do deregulacji
transkrypcji (Perez et al., 1998; McCampbell et al., 2000; Nobrega et al., 2018). Zmutowana
ataksyna-3 moze sekwestrowa¢ w inkluzjach specyficzne czynniki transkrypcyjne, takie jak
TBP (ang. TATA binding protein, biatko wigzace sekwencje TATA), czy CBP, co prowadzi
do zmian w profilach transkrypcji genéw kontrolowonych przez te czynniki i przez to moze si¢
przyczynia¢ do neurotoksycznosci (Perez et al., 1998; Chai et al., 2001; van Roon-Mom et al.,
2005). Ponadto zaré6wno normalna jak i zmutowana ataksyna-3 moze wigzac si¢ do CREB (ang.
CAMP responsive element binding protein 1, czynnik transkrypcyjny aktywowany w
odpowiedzi na cykliczne cAMP), p300 i PCAF, prowadzac do inhibicji transkrypcji. Jednak
obecnos$¢ wydtuzonego ciggu poliglutaminowego powoduje, ze zmutowane biatko wigze si¢
efektywniej do tych czynnikéw niz biatko z normalng dtugoscia ciagu, co sugeruje mozliwag
patologiczng funkcje ataksyny-3 (Li et al., 2002b). Zmutowana ataksyna-3 wykazuje rowniez
zmienione wlasciwosci wigzania DNA i chromatyny, w wyniku czego jej oddziatywanie z
deacetylaza histonowa, jak i zdolno$¢ do represji transkrypcji sa ostabione. Normalna ataksyna-
3 hamuje aktywnos¢ acetylazy histonowej, jednak w wyniku ekspansji ciggu poliQ ta represja
transkrypcyjna jest zahamowana. Skutkuje to zwigkszonym poziomem catkowitej acetylacji
histonu H3, co zostato zaobserwowane w modelach komorkowych i w materiale pochodzacym
z mdozgodw pacjentow. Zjawisko to powoduje zwigkszenie catkowitego poziomu transkrypcji w
komorkach dotknigtych SCA3 (Evert et al., 2006a; Evers et al., 2014). Zmutowana ataksyna-3
wykazuje rowniez zmniejszong zdolno$¢ do oddziatywania z czynnikiem transkrypcyjnym
FOXO04, co w konsekwencji zmniejsza aktywacje ekspresji SOD2 (ang. superoxide dismutase
2, dysmutaza ponadtlenkowa 2) w stresie oksydacyjnym, przyczyniajgc si¢ w ten sposob do
cytotoksycznosci (Araujo et al., 2011).

Powyzsze dane sugeruja, ze w SCA3 moze dochodzi do deregulacji szeregu proceséw
komorkowych przez zaburzenia transkrypcji, co mogloby si¢ przyczynia¢ do patogenezy tej
choroby. Wydajg sie to potwierdzaé eksperymenty przeprowadzone na modelach

komoérkowych i mysich SCA3, gdzie obserwowano zaburzong transkrypcje genow
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zaangazowanych w procesy zapalne, przekazywanie sygnatu w komorce i kodujacych biatka
powierzchni komorkowej (Evert et al., 2001, 2003b; Chou et al., 2008; Nobrega et al., 2018).
Z kolei w materiale od pacjentow ze SCA3 poziom biatek MMP-2 (ang. metalloproteinase 2,
metaloproteinaza 2), interleukiny, amyloidalnego B-biatka jest bardzo podwyzszony (Evert et
al., 2001). Obserwacje te zostaty dodatkowo poparte faktem, ze w komorkach z nadekspresja
zmutowanej ataksyny-3 dochodzi do zwigkszenia ekspresji MMP-2 (Evert et al., 2003a). Z
kolei w transgenicznych modelach SCA3 dysfunkcja mozdzku i ataksja byly skorelowane z
zaburzeniem normalnego profilu transkrypcji. Ponadto u myszy transgenicznych,
niewykazujacych fenotypu neuronalnego, zaobserwowano obnizony poziom mRNA genoéw
zaangazowanych w $ciezki sygnatowe zalezne od glutaminianu (Chou et al., 2008; Lodewijk
J. A. Toonen et al., 2018).

Powyzsze fakty wzmacniaja znaczenie deregulacji transkrypcji w patogenezie SCA3,
potrzeba jednak dalszych badan aby doktadnie okresli¢ jaka rolg odgrywa to zjawisko w tym

procesie.

1.3.1.6 Zaburzenie homeostazy jonéw wapnia

W neuronach homeostaza jonéw wapnia jest niezwykle istotna dla kluczowych
procesow, takich jak uwalnianie neurotransmiterow, wzrost neurytow 1 plastycznosé
synaptyczna. Zaburzenia $ciezek sygnatowych zaleznych od jonéw wapnia majg powazne
konsekwencje w funkcjonowaniu kluczowych szlakéw komoérkowych i tym samym moga
przyczynia¢ si¢ do neurodegeneracji (Clapham, 2007; Zhivotovsky and Orrenius, 2011;
Bading, 2013; Brini et al., 2014). Zmutowana ataksyna-3 (w przeciwienstwie do normalnej)
wiaze si¢ do Insp3R1 — wewnatrzkomorkowego kanatu wapnia obecnego w retikulum
endoplazmatycznym. Podnosi to jego wrazliwo$¢ na aktywacje przez trifosforan inozytolu i
zwigksza w ten sposob uwalnianie jonow wapnia z retikulum endoplazmatycznego (Chen et
al., 2008). Zbyt duzy wewnatrzkomorkowy naptyw wapnia moze doprowadzi¢ do $mierci
komorki przez aktywacje kilku cytotoksycznych mechanizméw, takich jak permeabilizacja
mitochondriow, stres oksydacyjny, zaburzenia funkcjonowania cytoszkieletu i aktywacja
biatek zaleznych od wapnia — np. kalpainy (Zhivotovsky and Orrenius, 2011). Podanie
Dantrolenu, inhibitora uwalniania jonow wapnia myszom SCA3, u ktorych dochodzi do
ekspresji ataksyny-3 z ciggiem 84 Q, znaczaco poprawialo koordynacj¢ motoryczng, chod i
zapobiegato $mierci neuronéw. Sugeruje to, ze $ciezki sygnatowe zalezne od wapnia mogg by¢

zaangazowane w patogenez¢ SCA3 (Chen et al., 2008).
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1.3.2 Rola zmutowanego RNA w patogenezie SCA3

Do niedawna uwazano, ze choroby poliQ, w tym SCA3 sa powodowane tylko przez
patogenne biatko, zyskujgce w wyniku mutacji toksyczne funkcje, a w mniejszym stopniu przez
utrate funkcji normalnego biatka. Jednakze coraz wiecej doniesien sugeruje, ze oprocz
toksycznosci biatka w patomechanizm choréb poliQ moze by¢ zaangazowany takze transkrypt
zawierajacy Wydtuzone ciggi CAG. Jak do tej pory istotng role zmutowanego RNA w
patogenezie chorob neurodegeneracyjnych opisano w chorobach, w ktorych ekspansja
powtorzen znajduje sie¢ w niekodujgcym obszarze genu — rejonach UTR lub intronach.
Przyktadami tych choréb sag dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1, powtorzenia CTG), ataksja
rdzeniowo-moézdzkowa typu osmego (SCA8, CTG), zespot tamliwego chromosomu X
(FXTAS, CGG), ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu dwunastego (SCA12, CAG),
stwardnienie zanikowe boczne i otepienie czotowo skroniowe (COALS/FTD, GGGGCC). W
przypadku tych chordb z racji lokalizacji mutacji nie powstaje w sposéb kanoniczny patogenne
biatko a jedynie zmutowany RNA, ktorego obecnos¢ prowadzi w znacznym stopniu do rozwoju
tych chorob (Todd and Paulson, 2009; Nalavade et al., 2013; Kumar et al., 2017).
Wykazywanymi przez komorki molekularnymi oznakami toksycznosci RNA w tych chorobach
jest m.in. obecno$¢ skupien jadrowych tworzonych przez zmutowane transkrypty, o roznej
morfologii, ktore sekwestrujac biatka komoérkowe prowadza do utraty ich funkcji i deregulacji
wielu kluczowych procesow. Toksyczne oddziatywanie MBNL1 z ciggami CUG prowadzi do
zaburzen procesu alternatywnego splicingu genéw zaleznych od tego biatka. Z kolei
sekwestracja nukleoliny przez powtérzenia GGGGCC zaburza transkrypcje rRNA powodujac
stres jaderkowy, ktory prowadzi do apoptozy komorki (Li et al., 2008; Mykowska et al., 2011;
Tsoi et al., 2011, 2012; Nalavade et al., 2013; Jazurek et al., 2016; Ciesiolka et al., 2017).
Obecnie uwaza si¢, ze toksycznos¢ RNA jest gldownie spowodowana przez jego zdolnos¢ do
tworzenia stabilnej struktury spinki lub kwadrupleksu, rozpoznajace ja biatka sg do niej
rekrutowane przez co nie mogg petni¢ swojej normalnej funkcji w komorce (de Mezer et al.,
2011; Chan, 2014).

Powtdrznia CAG analogicznie do powtdrzen CUG 1 CGG tworza W RNA strukturg typu
spinki, stad prawdopodobne jest, ze patomechanizmy zaobserwowane w DM1 czy FXTAS
maja rowniez swoje odzwierciedlenie w SCA3 (Sobczak et al., 2003). W strukturze
drugorzedowej RNA z powtorzeniami CAG mozemy wyrdézni¢ podstawe, spinke tworzaca
rdzen i petle koncowa. Rdzen jest zbudowany z par G-C i C-G z niesparowaniami A-A (Ryc.

4). Dhugos¢ spinki i jej stabilno$¢ zwigksza si¢ wraz z liczbg powtorzen. Spinki tworzone przez

22



1. Wstep

wydluzone powtérzenia CAG sg bardziej stabilne niz ich normalne, niezmutowane
odpowiedniki. Badania struktury in vitro fragmentow transkryptow ataksyny-3 z 21, 22 i 65
powtorzeniami CAG, ktore posiadaty 34 nt sekwencji flankujacej po stronie 5’ 1 44 nt po stronie
3> pokazaly, ze posiadaja one heterogenng struktur¢. Konformacja motywu CAG we
wspomnianych powyzej transkryptach obejmuje kilka wariantow spinek, przesunietych
wzgledem siebie w kierunku konca 5’ 1 posiadajacych roézng wielkos¢ petli koncowej.
Obserwowane przesuni¢cie jest wynikiem parowania si¢ powtdrzen CAG z flankujaca je
sekwencjg 5’ zawierajacg pseudo-powtorzenia (CAG CAG CAA AAG CAG CAA)
(Michlewski and Krzyzosiak, 2004). Natomiast rozmiar p¢tli zalezny jest od liczby powtorzen,
gdzie nieparzysta liczba daje pegtle ztozone z 7 nt a parzysta z 4 nt. Ponadto, migdzy
powtorzeniami CAG a flankujaca je sekwencja 3’ znajduje si¢ polimorfizm pojedynczego
nukleotydu (ang. Single nucleotide polimorphism-SNP) G/C (rs12895357). Wykazano, ze
wariant G wystepuje a allelu normalnym a C na zmutowanym, Na §wiecie 70% chromosoméw
z mutacjg posiada wariant C. Ma on wptyw na strukture sekwencji pseudo-powtorzen i wielko$é
petli w strukturze spinki. Swiadcza o tym rézne profile cigcia tych regiondéw przez nukleazy w
zaleznos$ci od obecnego SNP. Wzor cigcia enzymatycznego petli w transkrypcie ataksyny-3 z
21 CAG i SNP C przypomina ten dla transkryptu 22 CAG z SNP G i odpowiada 7 nt petli
terminalnej. Stad mozliwe jest, ze wariant SNP C razem z reszta G ostatniego powtodrzenia
CAG pelni role dodatkowego donora GpC nasladujagc w ten sposob strukture transkryptu
(CAG)22 z SNP G. Oznaczatoby to, ze polimorfizm obecny tuz za powtorzeniami powoduje
powstanie innej petli w strukturze spinki niz wynikatoby to z ilosci powtorzen CAG (Ryc. 3)

(Sobczak et al., 2003; Michlewski and Krzyzosiak, 2004; Ciesiolka et al., 2017).
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Rycina 3. Struktury spinek tworzonych przez powtérzenia CAG i rejonu powtdrzen transkryptu
ataksyny-3 z poszczegolnymi SNP. A — Spinki z pe¢tla 7 i 4 nt. B — Struktura rejonu powtdrzen
fragmentu transkryptu ataksyny-3 z SNP C. C - Struktura rejonu powtdrzen fragmentu transkryptu
ataksyny-3 z SNP G. Na czerwono zaznaczono ciagg powtorzen, na niebiesko pseudo-powtorzenia, na
zielono SNP (Michlewski and Krzyzosiak, 2004).

Jednymi z pierwszych doniesien opisujacych potencjalng toksycznos¢ RNA
zawierajacego ciagi CAG byly te dotyczace jadrowej retencji MBNL1, ktora zostata
zaobserwowana przy ekspresji nieulegajacych translacji powtorzen CAG w linii komérkowe;j
COSMG6 oraz w modelu Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster i Mus musculus (Ho
et al., 2005; Li et al., 2008; Hsu et al., 2011; Wang et al., 2011; Evers et al., 2014).
Doswiadczenia przeprowadzone na C. elegans, gdzie ekspresja ciagu 83 CAG nieulegajgcego
translacji nie dala zadnego fenotypu, wykazaty, ze cigg 200 CAG w przeciwienstwie do 83
CAG powodowat przedwczesng $mier¢ (Wang et al., 2011). Ponadto, w transgenicznym
modelu D. melanogaster z ekspresja nieulegajacych translacji powtorzen CAG znajdujacych
si¢ w rejonie 3’UTR genu DsRed (ang. Discosoma sp. red fluorescent protein), obserwowano

progresywng dysfunkcje neuronalng. Natomiast, gdy do ciggu powtorzen wprowadzono
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interrupcje CAA (oba kodony koduja glutaming, ale tworzg rdzne struktury na poziomie RNA)
nie obserwowano zadnych toksycznych efektow(Li et al., 2008).

Toksyczny RNA moze dziata¢ poprzez rézne Sciezki. Tworzenie skupien RNA i
sekwestracja bialek odgrywaja wazng role w toksycznosci RNA, jednak zmutowany RNA
moze rowniez aktywowac Sciezki stresu jaderkowego i zaburza¢ alternatywny splicing.
Ponadto zmutowany transkrypt moze przyczynia¢ si¢ do neurotoksycznos$ci na poziomie biatka
poprzez mechanizm rybosomalnego przesuniecia ramki odczytu (ang. ribosomal frameshifting)
(Ryc. 4) (Evers et al., 2014). W nast¢pnych rozdziatach zostang opisane postulowane $ciezki
patogenezy RNA dla SCA3 (Neueder, 2018).
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Rycina 4. Potencjalne $ciezki i mechanizmy patogenezy indukowane obecnoscia zmutowanego
RNA w SCA3 (Nalavade et al., 2013).
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1.3.2.1 Tworzenie si¢ skupien jgdrowych

Skupienia RNA s3 dynamicznymi strukturami charakteryzujagcymi si¢ randomiczng
formacja i dysocjacja, z fazg formowania, w ktorej posredniczg biatka wigzagce RNA (Querido
et al., 2011). W przeciwienstwie do normalnych transkryptow, te z ekspansjg ciggow CAG
gromadzg si¢ w jadrze, co moze by¢ bezposrednig przyczyng tworzenia si¢ skupien jadrowych
(Wojciechowska and Krzyzosiak, 2011). Jednakze akumulacja transkryptow sugeruje
zaburzenia transportu zmutowanego RNA z jagdra komorkowego do cytoplazmy. Czynnikiem
wplywajgcym na lokalizacje zmutowanego transkryptu ataksyny-3, jak pokazaly badania
przeprowadzone na modelu D. melanogaster, jest biatko U2AF65 (Blanchette et al., 2004). W
modelu muszki owocowej z ekspresja cDNA ataksyny-3 z 78 powtorzeniami CAG dochodzi
do wigzania si¢ do powtorzen biatka U2AF50 (ortolog ludzkiego U2AF65), zaangazowanego
w eksport jadrowy. Zahamowanie jego ekspresji powoduje wzmocnienie fenotypu
neurodegeneracyjnego u muszek (Tsoi et al., 2011). Badania przeprowadzone na linii
HEK293, potwierdzity wiazanie si¢ U2AF65 do dlugich powtorzen CAG, natomiast nie
zaobserwowano wigzania si¢ do krotszych powtorzen. Ponadto pokazano, ze zahamowanie
ekspresji tego biatka powoduje akumulacje zmutowanego transkryptu ataksyny-3 w jadrze
komorkowym i aktywacje kaspazy, natomiast nadekspresja tego biatka stymuluje eksport
zmutowanego transkryptu do cytoplazmy. Pokazuje to, jak istotny dla lokalizacji zmutowanego
transkryptu jest poziom biatek eksportujacych, ktérego obnizenie moze prowadzi¢ do
zahamowania eksportu jadrowego i akumulacji toksycznego mRNA w jadrze komorkowym
(Tsoi etal., 2011). Innym wyjasnieniem akumulacji zmutowanych transkryptow w jadrze moze
by¢ formowanie kompleksow z wieloma biatkami oddziatujagcymi niespecyficznie z
powtdrzeniami, co prowadzi do ich sekwestracji (Mankodi et al., 2003).

Do tej pory skupienia jadrowe tworzone przez zmutowany transkrypt wykryto w
chorobach DM1, DM2 (dystrofia miotoniczna typu drugiego, CCTG) i CO9ALS/FTD. W innych
chorobach takich jak FXTAS, HDL2, SCA 8, 10, 31 zaobserwowano inkluzje jadrowe
posiadajace r6zng morfologi¢ (Taneja et al., 1995; Greco et al., 2002; Wojciechowska and
Krzyzosiak, 2011; Kumar et al., 2017; Zhang and Ashizawa, 2017). Morfologia skupien RNA
i inkluzji r6ézni si¢. Skupienia w DMI1 sg bardziej zwarte, najprawdopodobniej z powodu
scislejszych oddzialywan migdzy RNA a zwigzanymi biatkami, podczas gdy inkluzje w
FXTAS sa wigkszymi, bardziej rozproszonymi strukturami, zawierajagcymi wiele biatek, w tym
laming i MBNL1 (Hagerman, 2013). Retencje transkryptow i tworzenie skupien jadrowych na

obszarze jadra komoérkowego wykryto tez w ludzkich fibroblastach od pacjentow, w ktérych
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dochodzito do ekspresji 44 powtorzen CAG w transkrypcie HTT lub 69 powtorzen CAG w
transcrypcie ataksyny-3. Skupienia te nie znikaty po traktowaniu DNA-za, za to rozpadaty si¢
po potraktowaniu RNA-zg, co swiadczy 0 udziale RNA w ich tworzeniu (Mykowska et al.,
2011). Formowanie si¢ skupien jagdrowych obserwowano tez w wyniku ekspresji dlugich
ciggow CAG u C. elegans i myszy. W mysich mioblastach C2C12 liczebnos$¢ skupien byta
wprost proporcjonalna do dhlugosci ciggow powtorzen CAG, jednak dlugo$¢ ciagéw nie

wplywala na liczbe jader zawierajgcych skupienia (Hsu et al., 2011; Wang et al., 2011).

1.3.2.2 Zaburzenia alternatywnego splicingu genow zaleznych od MBNL 1

Biatko MBNLI nalezace do rodziny biatek Muscleblind, reguluje alternatywny splicing
specyficznych mRNA. Motyw wigzania RNA w tej rodzinie bialek jest ztozony z czterech
domen palca cynkowego (Ho et al., 2004; Kino et al., 2004; Brinegar and Cooper, 2016). Za
jego pomocg wigzg si¢ one do regulowanych mRNA, takich jak: sercowa troponina T (TNNT2),
pre-mRNA receptora insuliny i wielu innych (E. T. Wang et al., 2012). Po zwigzaniu do mRNA
MBNLI moze dziata¢ jako aktywator lub represor splicingu. MBNL1 indukuje wlaczanie
egzonu w pre-mRNA receptora insuliny, a hamuje ten proces w mRNA TNNT2. Oprocz
powinowactwa do swoich specyficznych mRNA, MBNL1 wykazuje wysokie powinowactwo
do RNA zawierajacego wydtuzone ciggi trojnukleotydowe (Kino et al., 2004; Yuan et al.,
2007). Wigzanie sic MBNLI1 do ciggéow zostato na poczatku zaobserwowane w DM1, gdzie
pokazano, ze skupienia RNA tworzone przez mRNA z ciggami CUG sekwestrujg to biatko.
Powoduje to funkcjonalng inaktywacje MBNL1, co prowadzi do zaburzenia alternatywnego
splicingu genéw kontrolowanych przez to biatko - nie dochodzi do wycinania z nich danych
intronow (Ryc. 5) (Mankodi et al., 2001; Jiang et al., 2004). Ciagi CAG tworza W RNA
podobna strukture spinki jak ciagi CUG, kluczowa do oddziatywania z MBNLI. (Yuan et al.,
2007; de Mezer et al., 2011) Co cickawe, zaobserwowano kolokalizacje MBNLI1 ze strukturami
RNA tworzonymi przez zmutowany transkrypt w jadrach komorek migsniowych i
neuronalnych (Miller et al., 2000; Fardaei et al., 2001; Jiang et al., 2004; Wang et al., 2011).
Badania przeprowadzone na komorkach SK-N-MC z ekspresja zmutowanej ataksyny-3
wykazaty zmiany w alternatywnym splicingu podobne do tych, ktore byty indukowane przez
ekspresje ciggbw CAG nieulegajacych translacji (Mykowska et al., 2011). Zaburzonemu
splicingowi ulegly geny CLCN1 (ang. chloride voltage-gated channel 1, kanat chlorkowy typu
CLCN1) i SERCAL (ang. ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting 1,
pompa wapniowa siateczki Ssrodplazmatycznej), ktorych splicing zalezny jest od MBNLI.

Natomiast w fibroblastach od pacjentow, SCA3 zmianie ulegat splicing SERCAL i INSR (ang.
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insulin receptor, receptor insuliny). Wydaje si¢, ze za obserwowane zmiany jest
odpowiedzialny transkrypt z ciggiem CAG. WYyciszenie zmutowanego transkryptu ataksyny-3
przez siRNA spowodowalo 3 krotne obnizenie ilosci zmutowanego transkryptu i przywrocito
czesciowo splicing egzonu 11 w transkrypcie INSR. Ponadto nadekspresja MBNL1 w
komorkach HelLa eksprymujacych diugie ciagi powtdrzen CAG czegSciowo supresowata
defekty splicingu genéw SERCAT1 i INSR (Mykowska et al., 2011). Podobnie, nadekspresja
ortologu MBNL1 w modelu C. elegans z ekspresja RNA posiadajacego wydtuzony cigg CAG
czesciowo tagodzita obserwowany fenotyp (Wang et al., 2011). Powyzsze badania wskazuja,
ze patogenne oddziatywanie pomigdzy MBNL1 a zmutowanym trnaskryptem moze stanowié

jeden z mechanizmow prowadzacych do rozwoju SCA3 (Nalavade et al., 2013; Chan, 2014).
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Rycina 5. Sekwestracja MBNL1 przez zmutowany transkrypt i nastepujace w wyniku tego
zaburzenia alternatywnego splicingu. A — Dziatanie MBNL1 w uktadzie z normalnym transkryptem,
gdzie dochodzi do wycigcia intronu. B — Sekwestracja biatka przez strukturg spinki tworzonej przez
powtorzenia CAG, co uniemozliwia MBNL1 wyciecia intronu (Todd and Paulson, 2009).

1.3.2.2 Oddziatywanie MID1 z ciggami powtorzen CAG

Innym przyktadem, toksycznego oddziatywania jest wigzanie kompleksu biatkowego
MID1 uczestniczgcego W syntezie biatek, do transkryptu zawierajacego wydtuzone ciaggi CAG.
MID1 jest ligaza ubikwityny, ktora ubikwitynyluje PP2Ac i przez to kieruje je do degradacji w
proteasomie. Z tego powodu MID1 jest negatywnym regulatorem PP2A (Trockenbacher et al.,

28



1. Wstep

2001). Przez t¢ negatywna regulacje aktywnosci PP2A, MID1 kontroluje tez aktywnos¢ kinazy
mTOR (E. Liuetal., 2011). Obydwa enzymy: mTOR i PP2A odgrywaja wazna rolg w regulacji
translacji biatek przez kontrolowanie fosforylacji 1 tym samym aktywnosci kinazy S6 (S6K).
Aktywowana poprzez fosforylacje S6K fosforyluje i wzmacnia aktywnos$¢ elF4B
(eukariotyczny czynniki 4B inicjacji translacji) i biatka rybosomalnego S6, ktore w efekcie
rozwija i linearyzuje 5’UTR odpowiednich mRNA, promujac wigzanie rybosomu i inicjacje
translacji (Aranda-Orgillés et al., 2008, 2011; Griesche et al., 2016). Prowadzi to do
zwigkszenia poziomu translacji i powstawania wiekszych ilosci patogennego biatka. Zjawisko
to zostato poczatkowo zaobserwowane dla zmutowanego mMRNA HTT, a nastepnie rowniez dla
transkryptow zmutowanej ataksyny-2, ataksyny-3 i ataksyny-7 co sugeruje, ze zjawisko to jest
zalezne przede wszystkim od ciagu powtdrzen CAG, a nie od sekwencji go flankujacych. W
eksperymentach na pierwotnych hodowlach komoérek neuronalnych otrzymanych, z myszy
SCAS3 pokazano, ze zmutowany RNA ataksyny-3 wigze si¢ z biatkiem MID1, ktore jest
katalityczng podjednostka biatkowej fosfatazy 2A (PP2Ac) (Griesche et al., 2016). Ze wzgledu
na to, ze kompleks, w ktorego sktad wchodzi biatko MID1, zawiera polirybosomy i kilka
czynnikow translacyjnych, jest zdolny wiec do wigzania i translacji mRNA. Konsekwencja jest
zwigkszenie wydajno$ci procesu translacji i powstawania wigkszych ilosci zmutowanego
biatka z transkryptu oddziatujacym z MID1 (Aranda-Orgillés et al., 2008, 2011; Griesche et
al., 2016).

W doswiadczeniach przeprowadzonych na komoérkach HEK293T, gdzie fragment RNA
ataksyny-3 (145 nt przed i 115 nt za ciggiem CAG) zawierajacy 15 lub 62 powtdrzenia CAG
znajdowat si¢ w 3°’UTR genu lucyferazy, wykazano podwyzszong translacje genu
reporterowego z dlugim ciggiem w poroéwnaniu do krotkiego ciggu. Ponadto, wyciszenie MID1
za pomocg siRNA powodowalo obnizenie poziomu translacji genu reporterowego,
posiadajacego wydtuzone ciggi CAG. Efekt ten nie byt obserwowany w przypadku powtorzen
CAA. Pokazano rowniez, ze mMRNA ataksyny-3 oddziatuje z biatkiem MID1 przez powtorzenia
CAG w sposob zalezny od ich dlugosci — im dtuzsze powtdrzenia tym wigcej wigza one biatka.
Reasumujgc, zaobserwowana zwigkszona translacja zmutowanego RNA ataksyny-3,
wynikajaca z rekrutacji biatka MID1 przez powtdrzenia CAG moze prowadzi¢ do akumulacji
patogennego biatka i przyczynia¢ si¢ w ten sposob do rozwoju patogenezy SCA3 (Kraul3 et al.,
2013; Griesche et al., 2016).
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1.3.2.3 Indukcja stresu jgderkowego

Deregulacja zachodzacej na terenie jaderka biogenezy rybosoméw prowadzi do réznych
zaburzen, w tym do indukcji stresu, jak i apoptozy (Kressler et al., 2010). Wykazano, ze Sciezke
te moze indukowac takze toksyczny transkrypt z powtdrzeniami CAG(Tsoi et al., 2012).
Nukleolina, jaderkowe biatko regulujace transkrypcje rRNA moze oddzialywac bezposrednio
z ciggami powtorzen CAG w RNA, a w wigzaniu tym posredniczg motywy RRM2 i RRM3
rozpoznajace RNA (Tsoi et al., 2012; Durut and Saez-Vasquez, 2015). Oddziatywanie
zmutowanego RNA z nukleoling uniemozliwia jej wigzanie si¢ do sekwencji promotorowej
rRNA (ang. Upstream control element, UCE), co powoduje hipermetylacjc DNA UCE.
Prowadzi to nastepnie do zahamowania transkrypcji rRNA i akumulacji wolnych biatek
rybosomalnych, takich jak PpL5, RpL11 i RPL23. Oddziatywanie migdzy tymi biatkami a
ligaza ubikwityny MDM2 hamuje degradacje p53 1 skutkuje jego akumulacja w
mitochondrium. Oddzialywanie migdzy p53 i antyapoptotycznym biatkiem Bcl-XL prowadzi
do oligomeryzacji proapoptotycznego biatka Bak w blonie mitochondrium, co powoduje
uwolnienie cytochromu c, ktory aktywuje kaskade kaspaz i indukuje apoptoze komorki (Ryc.
7). Efekty te moga zosta¢ zniesione poprzez nadekspresje egzogennej nukleoliny, ktéra
prowadzi do zahamowania hipermetylacji UCE i przywrdcenia transkrypcji pre-rRNA (Tsoi et
al., 2012).

Powyzsze wyniki staty si¢ punktem wyjscia dla badan, majacych na celu opracowanie
nowych podejs¢ terapeutycznych w chorobie SCA3. Skupiono si¢ na poszukiwaniu inhibitorow
peptydowych, ktore moglyby wigza¢ si¢ do struktury spinki tworzonej przez powtorzenia CAG
i blokowa¢ oddzialywania z nukleoing. Syntetyczny peptyd P3, opracowany w oparciu 0
sekwencje RRM2 nukleoliny, wiaze si¢ bezposrednio do ciaggéw CAG w RNA prowadzac do
uwolnienia nukleoliny i przywrocenia transkrypcji pre-fRNA. Komorki HEK293 z ekspresja
78 CAG w 3’UTR genu EGFP, traktowane peptydem P3, wykazywaly zwigkszone
oddziatywanie nukleoliny z UCE, skutkujace zwigkszonym poziomem pre-RNA, 18S rRNA,
redukcja hipermetylacji UCE, poziomu biatka p53 i aktywnosci kaspazy 9 w poréwnaniu do
komorek nietraktowanych (Zhang et al., 2016). Z kolei inhibitor BIND (ang. Beta-structured
inhibitor for neurodegenerative diseases), zaprojektowany rowniez w oparciu o RRM?2
nukleoliny, ale o strukturze sztywniejszej od P3, potrafit hamowac stres jaderkowy in vivo. W
modelu D. melanogaster, z ekspresja specyficznie w oku zawierajagcym w 3’ UTR 100 CAG
genu reporterowego DSRED podanie BIND hamowato degeneracj¢ siatkowki 1 przywracato
ekspresje pre-rRNA (Zhang et al., 2018).
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Reasumujac indukcja stresu jaderkowego przez uniemozliwienie nukleolinie interakcji
z UCE i1 hamowanie w ten sposob ekspresji genow rRNA moglaby by¢ jedna ze $ciezek

prowadzacych do apoptozy komorki w patogenezie SCA3 (Tsoi et al., 2012).

Rycina 7. Stres jaderkowy indukowany przez toksyczne oddzialywanie nukleoliny ze
zmutowanym RNA ataksyny-3 (Tsoi et al., 2012).

1.3.2.4 Sciezka interferencji RNA

Interferencja RNA stuzy komodrce do obrony przed wirusowym RNA i regulacji
natywnej ekspresji. Podczas tego procesu prekursory dsRNA (ang. double stranded RNA) sa
poddawane obrobce w jadrze komoérkowym i eksportowane do cytoplazmy, gdzie wigza si¢ z
Dicer, ktory tnie dlugie dsSRNA na krotsze, ok 22 nt fragmenty (Bernstein et al., 2001; Agrawal
et al., 2003). Produkty tego ciecia asocjujg nastgpnie z biatkiem Ago — komponentem
kompleksu wyciszajacego RISC — prowadzac do specyficznego wyciszenia ekspresji
celowanych genow przez degradacje ich mRNA lub hamowanie translacji (Hammond et al.,
2000, 2001; Zamore et al.,, 2000). Ze wzgledu na to, ze struktury tworzone przez
trojnukleotydowe ciggi powtorzen w RNA przypominajg struktury tworzone przez dsRNA
postuluje si¢, ze mogtyby one by¢ substratami dla Dicer. Zgodnie z hipoteza (Krol et al., 2007)
powstate w wyniku ciecia krotsze fragmenty sa zaladowywane do kompleksu RISC. Nastepnie
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dochodzi do wyciszania ekspresji genéw, zawierajacych komplementarne powtorzenia, CO
mogloby prowadzi¢ do $mierci komorki (Ryc. 6) (Krol et al., 2007; Song and Rossi, 2017).
Zjawisko to zostato na poczatku zaobserwowane dla powtorzen CGG w zespole tamliwego
chromosomu X (Handa et al., 2003). Toksycznos¢ krotkich RNA powstatych
najprawdopodobniej z cigcia przez Dicer dtugich ciaggow powtorzen CAG 1 obserwowana w
komodrkach SH-SY5Y byta blokowana przez antysensowe oligonukleotydy skierowane na
powtorzenia CAG. Potwierdzaloby to bezposredni udzial ich izmutowanego RNA w
obserwowanej toksyczno$ci (Bafiez-Coronel et al., 2012). Ponadto, podane w wysokim
stezeniu komorkom HeLa krotkie RNA (7 lub 20 powtdrzen CAG) zmieniaty splicing genow
INSR i SERCA1 — analogicznie do zmian wywolywanych przez transkrypt zmutowanej
ataksyny-3 (Mykowska et al., 2011).

5’"CAGCAGCAGCAGCAGCA S GCAGCAGCAGCAG3’
|||\||||| IR
3’GACGACGACGACGACG SACGACGACGACGACGACS’

5’CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG3’
3’GACGACGACGACGACGACGACS’

3’aaaaa. 7\ 5'cAGEAGEAT CAGCAG3
GACGACGACGACGACGACGAC

Degradacja mRNA Represja translacji

Rycina 6. Schemat dzialania toksycznego RNA na $ciezce interferencji RNA (Nalavade et al., 2013;
Chan, 2014).
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Toksycznos¢ krotkich RNA sktadajacych si¢ z powtdrzen zostata tez zaobserwowana w
innych liniach komoérkowych. Podanie ludzkim i mysim komoérkom nowotworowym dupleksu
ztozonego z powtdrzen CAG 1 CUG (siCAG/CUG) powoduje zmiany morfologiczne,
zatrzymanie proliferacji i prowadzi do $mierci (Murmann et al., 2018). Eksperymenty
polegajace na podaniu kréotkich RNA do réznych linii komoérek nowotworowych pokazaty, ze
obserwowana toksycznos$¢ jest niezalezna od tkanki czy linii komorkowej. Wyciszenie
ekspresji Ago2 niemalze zupehlie znosito efekty podania sSiCAG/CUG, co sugeruje, ze
mechanizm RNAI jest zaangazowany w obserwowang toksyczno$¢. Ponadto modyfikacja nici
z powtorzeniami CAG w dupleksie siCAG/CUG, uniemozliwiajaca jej wigzanie si¢ z RISC
znaczaco redukowata toksycznos$¢ tego siRNA. Analogiczne modyfikacje w nici CUG nie
wywieraly prawie zadnego efektu, co mogloby oznaczaé, ze za toksycznos¢ siCAG/CUG w
glownej mierze odpowiedzialne sa ciggi CAG. Natomiast gdy obydwie nici byly
zmodyfikowane siCAG/CUG nie wykazywal zadnej toksyczno$ci, co wskazuje, ze do jej
wystapienia wymagany jest udziat RISC, a wiec, ze mechanizm RNAI jest najprawdopodobnie;j
odpowiedzialny za obserwowang cytotoksycznos¢. Analizy RNA-seq pokazaty, ze w
komorkach, ktorym podano siCAG/CUG znajduje si¢ okoto 12 razy wigcej wyciszonych
gendw, ktore sg kluczowe dla funkcjonowania komorki w poréwnaniu do kontroli. Dziatanie
siCAG/CUG zostalo tez sprawdzone u myszy z nowotworem jajnikow. Okazato si¢, ze
siCAG/CUG powstrzymywal ekspansj¢ guza, lecz nie powodowat jego eliminacji (Andrea E
Murmann et al., 2018). Podobne obserwacje zostaty poczynione wczesniej w D. melanogaster,
gdzie rownoczesna ekspresja nieulegajacych translacji ciggow CAG i CTG prowadzita do
degeneracji oka i $mierci. Badacze na podstawie analiz Northern blot krotkich RNA sugeruja,
ze moze dochodzi¢ do parowania ciggow CAG i CTG, a nastepnie ich obrobki do krotkich
fragmentow. Obserwowana toksyczno$c byla zalezna od Ago2 i Dcr2 (enzym tnacy
dwuniciowe RNA w biogenezie siRNA u muszki owocowej) i wzmacniana przy stymulacji
ekspresji dcr2. Analizy qPCR pokazaty, ze u muszek z koekspresja ciggow CAG i CTG mRNA
zawierajgce powtorzenia CAG byly wyciszane w okoto 60-70% (Yu et al., 2011).

Reasumujac, krotkie RNA sktadajace sie z powtorzen CAG sg toksyczne dla komorek.
Jednak nie jest do konca jasne i wymaga to dalszych badan aby potwierdzi¢, Czy rzeczywiscie
dochodzi do cigcia struktury spinki utworzonej z ciaggow CAG przez Dicer i powstawania

siRNA, mogacych wycisza¢ geny zawierajgce powtorzenia.
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1.3.2.5 Przesuniecie ramki odczytu i RAN translacja

W $wietle ostatnich doniesien okazuje si¢, ze zmutowany transkrypt moze zaburzaé
proces translacji przez indukcje niekanonicznych zdarzen translacyjnych. Jest to kolejny
postulowany mechanizm toksycznosci RNA w SCA3. W modelach komorkowych SCA3
znaleziono kilka wariantéw bialek odpowiedzialnych za rozwdj choroby, ktore powstaty z
alternatywnych ramek odczytu genu ataksyny-3. Ich powstawanie mozna wytlumaczyé
przesunieciem ramki odczytu, ktore polega na zmianie fazy w jakiej rybosom odczytuje kod
genetyczny podczas procesu translacji. Hipoteza przesuniecia ramki odczytu zostala
zasugerowana na podstawie badan z uzyciem przeciwciat skierowanych na koniec C biatka w
réznych ramkach odczytu. W linii komorkowej COS-7 transfekowanej peinej diugosci
zmutowang ataksyne-3 zaobserwowano akumulacj¢ biatek polialaninowych (poliA), ktore byty
toksyczne dla komorek, powodujac zaburzenia struktury jadra komorkowego i tworzenie si¢
agregatow w cytoplazmie. W przeciwienstwie do powolnej i progresywnej akumulacji
zaobserwowanej w komorkach transfekowanych zmutowang ataksyng-3 z ciggami CAG,
transfekcja ataksyng-3 z ciggami GCA kodujacymi alaning prowadzita do wczesnej,
gwaltownej akumulacji biatek polialaninowych i ostrzejszego fenotypu (Gaspar et al., 2000).
Ponadto pokazano, ze przesuni¢cie ramki odczytu i ekspresja ataksyny-3, zawierajacej ciagi
poliA sa czynnikami kluczowymi, ktore przyczyniaja si¢ do neurodegeneracji 1 zaniku
pigmentacji oka u D. melanogaster. Ekspresja jedynie ataksyny-3 z ciggiem poligQ nie byta
wystarczajaca, aby zaobserwowac toksyczny fenotyp u muszki. Wyniki te zdajg si¢ rowniez
potwierdza¢ badania przeprowadzone w komorkach Purkinjego myszy, transfekowanych
konstruktami ataksyny-3 z powtorzeniami CAG, z ktorych powstawaly biatka poliA.
Wykazywaly one zmieniong morfologig, Silniejsza degeneracje i $miertelnos¢é. Tymczasem
komorki transfekowane ataksyng-3 z ciggami CAA, gdzie nie byto obecnych biatek poliA
wykazywaly, mimo obecnosci agregatow, identyczng przezywalnos¢ jak komorki kontrolne.
(Stochmanski et al., 2012; Wojciechowska et al.,, 2014). Obecno$¢ biatek poliA
zaobserwowano réwniez w komorkach limfoblastoidalnych i skrawkach z mézgdéw pacjentow
ze SCA3 (Gaspar et al., 2000).

Czestotliwos$¢ przesuniecia ramki odczytu wywotana ciggami CAG w SCA3 wydaje si¢
by¢ zalezna od ich dlugosci i jest wykrywana od okoto 60 powtérzen. Liczba inkluzji
jadrowych, zawierajacych biatka powstate z przesunigcia ramki odczytu zwigksza si¢ wraz z
liczbg powtorzen i nie zalezy od sekwencji ich flankujacych. Ponadto wydaje si¢, ze do

przesunigcia ramki odczytu nie dochodzi w jednym, $cisle okreslonym miejscu na sekwencji
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powtdrzen. Powstajace w wyniku tego procesu biatka moga posiadac¢ wiec r6zng dtugosc¢ ciagu
poliA (Gaspar et al., 2000; Toulouse et al., 2005; Wills and Atkins, 2006). W linii komérkowe;j
COS-1, z ckspresjg skroconej formy zmutowanej ataksyny-3, wykryto tylko biatka poliA
powstate z przesuniecia ramki 0 1 nukleotyd przeciwnie do kierunku translacji (-1). Sugeruje
to, ze w SCA3 dochodzi tylko do jednego rodzaju przesunigcia ramki odczytu. Ponadto, w
przeciwienstwie do ciggow CAG, zjawisko to nie bylo obserwowane dla ataksyny-3 z ciggami
CAA (Toulouse et al., 2005). Z tego powodu proponuje si¢, ze struktura spinki tworzona przez
powtorzenia CAG moze stymulowaé przesuniecie ramki odczytu przez zatrzymywanie
rybosomu. Innym wyjasnieniem jest hipoteza mowigca o §lizganiu si¢ rybosomu na
sekwencjach powtoérzen. Ostatecznie mechanizm, w wyniku ktoérego powtdrzenia CAG
powodowatyby przesunigcie ramki odczytu pozostaje do rozwigzania (Wojciechowska et al.,
2014).

Innym postulowanym wyjasnieniem powstawania alternatywnych biatek w komorkach
SCAS3, moze by¢ RAN translacja. Wykazano, ze wydtuzonych ciggach powtdrzen CAG, CGG
I GGGGCC zlokalizowanych w niekodujacych regionach genu i w nieobecnosci kodonu ATG
moze dochodzi¢ do syntezy biatek z roznych ramek odczytu (Zu et al., 2011; Wojciechowska
et al., 2014). W wyniku tego procesu powstaja biatka zawierajagce wydtuzone trakty reszt
okreslonych aminokwasow. Zjawisko to zaobserwowano do tej pory w takich chorobach
neurodegeneracyjnych zwigzanych z ekspansja powtorzen, jak: SCA8, DM1, FXTAS i
CO9ALS/FTD (Wojciechowska et al., 2014). Obecnie w Zaktadzie Biomedycyny Molekularnej
(ZBM) w ramach projektu SONATA trwajg badania nad RAN translacjag w SCA3.

1.4 Modele chorobowe stuzgce do badania patogenezy SCA3, w tym okreslenia roli RNA

W celu okrelenia patomechanizmu SCA3 powstaly zar6wno modele oparte na prostych
organizmach takich jak C. elegans i D. melanogaster, jak i bardziej ztozone modele ssacze.
Wiele modeli SCA3 przygotowano rowniez w komorkach (Matos et al., 2011; Fiszer and
Krzyzosiak, 2013; Schmidt and Schmidt, 2018). Wygenerowane do tej pory modele zwierzgce
sg transgeniczne, poniewaz zaden organizm modelowy nie rozwija naturalnie fenotypu SCA3
z powodu czasu jaki jest na to potrzebny. Ponadto, aby zaobserwowaé objawy chorobowe u
krotko zyjacych zwierzat stosowane sg bardziej patogenne warianty ataksyny-3, jak na przyktad

te z dtuzszym ciggiem powtorzen. (Fiszer and Krzyzosiak, 2013; Schmidt and Schmidt, 2018).
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1.4.1 Modele SCA3 w C. elegans

65% ludzkich genéw odpowiedzialnych za choroby genetyczne, w tym ataksyna-3
posiada homologi w C. elegans. Ponadto, znane interakcje ludzkiej ataksyny-3, jak te miedzy
ataksyng a p97/VCP, sa tez obecne u C. elegans, co czyni go dobrym organizmem modelowym
SCA3 (Warrick et al., 2005).

W stworzonych do tej pory modelach C. elegans ekspresji ulega pelnej dlugosci
ataksyna-3 lub jej C-koncowy fragment wraz z regionem powtorzenh CAG. W celu wizualizacji
i analiz agregacji biatka badacze stosujg ataksyne-3 w fuzji z biatkiem GFP (ang. green
fluorescent protein, biatko zielonej fluorescencji) lub YFP (ang. yellow fluorescent protein,
biatko zoltej fluorescencji). W wigkszoséci modeli, dzigki zastosowaniu promotoréw tkankowo-
specyficznych, ekspresja ataksyny-3 zachodzi wytacznie w uktadzie nerwowym, badz tez jest
kierowana do mig$ni, gdzie rowniez moze wywotaé toksyczne efekty (Christie et al., 2014;
Nobrega and Pereira de Almeida, 2018). W pierwszych stworzonych modelach okazato sig, ze
aby spowodowac agregacj¢ ataksyny-3 i pojawienie si¢ fenotypu u C. elegans, niezbedna jest
ekspresja pelnej dlugosci ataksyny z bardzo dtugim ciggiem powtdrzen, zawierajacym 130 Q
lub C-koncowego fragmentu biatka z przynajmniej 63 Q. Natomiast, petnej dtugosci ataksyna-
3z 91 lub mniejsza liczba reszt glutaminy nie ulega agregacji w tym organizmie modelowym
(Khan et al., 2006). Nicienie, w wyniku ekspresji zmutowanej ataksyny-3, badz jej fragmentu,
rozwijaja tatwy do obserwacji fenotyp, ktorego cechami charakterystycznymi sa zaburzenia
motoryczne i tworzenie si¢ agregatow biatkowych (Khan et al., 2006; Teixeira-Castro et al.,
2011; Bonanomi et al., 2014; Christie et al., 2014). Pojawiajace si¢ dysfunkcje motoryczne sa
Scisle skorelowane z agregacjg ataksyny-3. C-koncowy fragment tego bialka jest bardziej
sktonny do agregacji niz petnej dtugosci ataksyna-3, o czym moze §wiadczy¢ to, ze obecnosé
ciagu 75 Q powoduje agregacje¢ tylko gdy znajduje si¢ w fragmencie ataksyny, a nie w petne;j
dhugosci biatku (Teixeira-Castro et al., 2011). Z tego powodu nicienie z ekspresja skroconych
form zmutowanej ataksyny-3 rozwijaja wczesniejszy i ostrzejszy fenotyp niz te z ekspresja
pelnej dtugosci biatka (Khan et al., 2006; Teixeira-Castro et al., 2011).

Ponadto czynnikiem, ktory wptywa na fenotyp SCA3 u nicieni jest dlugos¢ ciagu poliQ.
Toksyczne efekty wywotane przez C-koncowe fragmenty ataksyny-3 sg skorelowane z liczbg
powtdrzen, poniewaz poziom tworzenia si¢ agregatow bialtkowych jest wprost proporcjonalny
do dtugosci ciggu poliQ. Ekspresja C-koncowego fragmentu ataksyny-3 z dlugim ciggiem
poliQ (okoto 130 Q) daje, w porownaniu z krotszymi ciggami lub zmutowanym biatkiem petne;j

dhugosci, ostrzejsze fenotypy, ktore rozwijaja si¢ wczesniej i objawiaja si¢ silniejszg agregacja
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zmutowanego biatka, jeszcze wigkszymi zaburzeniami motorycznymi i defektami w procesie
sktadania jaj (Khan et al., 2006; Teixeira-Castro et al., 2011; Christie et al., 2014).

Gloéwnymi wnioskami wysnutymi na podstawie badan patogenezy SCA3 w modelach
C. elegans jest to, ze toksycznos¢ ataksyny-3 jest skorelowana i wprost proporcjonalna do
dhugosci ciagu CAG a takze to, ze fragmenty ataksyny sa bardziej toksyczne od petnej dtugosci
zmutowanego biatka. Wpisuje si¢ t0 w przedstawiong wczesniej hipoteze toksycznych

fragmentow.

1.4.2 Modele SCA3 w D. melanogaster

Modele D. melanogaster rozwijaja tatwy do obserwacji fenotyp, a takze
charakterystyczny profil neurodegeneracji, co czyni je atrakcyjnymi do badania niektoérych
aspektow patogenezy SCA3. Oczy D. melanogaster staly si¢ powszechnie akceptowalnym
modelem do badan procesu degeneracji w réznych chorobach zwigzanych z toksyczno$cia
biatek i RNA, jak np. HD, choroba Alzheimera, COALS/FTD, FXTAS, SCA3 i SCA1 (Sang
and Jackson, 2005; McGurk et al., 2015; Sutton et al., 2017; Nobrega and Pereira de Almeida,
2018). Ponad potowa ludzkich genéw posiada swoje odpowiedniki u D. melanogaster, niestety
nie dotyczy to ataksyny-3. Jednakze modele muszki z ekspresja C-koncowego fragmentu lub
petnej dtugosci zmutowanej ataksyny-3 odzwierciedlajg niektore cechy SCA3 wystepujace u
ludzi, takie jak tworzenie si¢ inkluzji jadrowych i neurodegeneracje. W tworzonych modelach
D. melanogaster peinej dtugosci ataksyna-3 badz jej C-koncowy fragment ulegata specyficznej
ekspresji w oczach lub w uktadzie nerwowym, badz zachodzita we wszystkich komodrkach
organizmu. Charakterystycznymi cechami fenotypu muszki, rozwijanymi w wyniku ekspresji
zmutowanej ataksyny-3 jest tworzenie si¢ inkluzji jadrowych, degeneracja oka i skrocone zycie.
Ostra i progresywna neurodegeneracja obserwowana u dorostych osobnikow jest indukowana
w w yniku ekspresji w oku lub uktadzie nerwowym zmutowanej ataksyny-3 peinej dtugosci z
78 lub 84 Q, lub C-koncowego fragmentu z 78 Q. Ekspresja normalnego biatka nie daje takich
efektow (Warrick et al., 1998, 2005).

Badania prowadzone na D. melanogaster skupiaja si¢ gtownie na znalezieniu
czynnikow, moggcych mie¢ udziat w procesie patogenezy SCAS3, albo by¢ potencjalnym celem
w terapii tej choroby. Pokazano, ze koekspresja normalnej ataksyny-3 opdzniata lub nawet
chronita przed pojawieniem si¢ toksycznos$ci wywotanej przez C-koncowy fragment lub petne;j
dhugosci zmutowanej ataksyny-3. Efekt ten byt zalezny zaréwno od motywow UIM jak i
aktywnosci deubikwitynylujacej normalnej ataksyny-3 (Warrick et al., 2005). Na modelu

muszki pokazano tez, ze zaburzenie miejsc cigcia dla kaspaz w ulegajacej ekspresji zmutowane;j
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ataksyny-3 zapobiega powstawaniu krotkich fragmentow biatka, co ostabia jego toksyczno$é
wobec komorek neuronalnych, lecz nie powstrzymuje tworzenia si¢ inkluzji jadrowych (Jung
etal., 2009). Z kolei, w badaniach przesiewowych linii D. melanogaster znaleziono 18 genow,
moggcych modulowa¢ toksyczno$¢ ataksyny-3. Wigkszos¢ z nich nalezatla do biatek
opiekunczych i komponentéw UPS. Na podstawie tych badan autorzy postuluja, ze biatka te
maja funkcje ochronne i moga zmniejsza¢ akumulacje biatka w inkluzjach jadrowych,
utrzymywa¢ funkcjonowanie komoérki w obecnosci nieprawidtowo sfatldowanych biatek lub
stymulowac przezywalno$¢ komoérek neuronalnych przez regulacje autofagii (Bilen and Bonini,
2007). Jest to zgodne z badaniami, w ktorych zaobserwowano, ze poziom agregacji ataksyny-
3 moze by¢ skorelowany z jej toksycznoscig u D. melanogaster (Vinatier et al., 2015). Ponadto,
na tym organizmie modelowym pokazano, ze na agregacj¢ zmutowanej ataksyny-3 wptywa
biatko VCP/p97. Mutacja w ataksynie-3 w miejscu oddziatywania z VCP/p97 lub wyciszenie
VCP w oku D. melanogaster ostabiaty obserwowany fenotyp, najprawdopodobniej przez
spowolnienie procesu agregacji zmutowanego biatka (Ristic et al., 2018). Innymi czynnikami
mogacymi wplywaé na toksyczno$¢ ataksyny-3 u D. melanogaster jest RAD23 (biatko
zaangazowane w napraw¢ DNA 1 dziatanie UPS). Oddziatuje z nim drugie miejsce wigzania
ubikwityny znajdujace si¢ w domenie Josephin ataksyny-3, co chroni zarowno normalng jak i
zmutowang ataksyne-3 przed degradacja (Blount et al., 2014). Z drugiej strony mutacja tego
miejsca oddziatywania w ataksynie obniza jej poziom u D. melanogaster, lecz powoduje, ze

staje si¢ ona bardziej toksyczna (Warrick et al., 2005; Sutton et al., 2017).

1.4.3 Modele SCA3 w M. musculus

Myszy wykazujg wysokie homologie sekwencji genomowych w stosunku do cztowieka
i s do niego zblizone pod wzgledem fizjologicznym. (Perlman, 2016). Stworzone mysie
modele SCA3 odzwierciedlajg wiele cech tej choroby obserwowanych u pacjentow i
umozliwiajg badanie bardziej ztozonych fenotypow w porownaniu do D. melanogaster i C.
elegans. Co wazne mozliwe jest u nich badanie procesu neurodegeneracji w mozgu. W prawie
wszystkich stworzonych do tej pory mysich modelach SCA3 ekspresji ulega petnej dtugosci
mysia ataksyna-3 badz jej C-koncowy fragment. W wigkszosci modeli zmutowane biatko ulega
ekspresji specyficznie w mozgu lub konstytutywnie we wszystkich komorkach ciata. Istnieja
takze modele z ekspresja zmutowanej ataksyny-3 tylko w komorkach Purkinjego, jednak jak
wiadomo pacjenci SCA3 wykazuja neurodegeneracj¢ w wielu obszarach, nie tylko w mozdzku.
Fenotypy rozwijane przez myszy sa zroznicowane pod wzgledem nasilenia jak 1 czasu

potrzebnego do ich rozwinigcia. Czynnikami, ktore odgrywaja tu gtowna role s sita promotora
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1 dlugos¢ ciagu CAG. Szybsze fenotypy sa osiagane przy zastosowaniu silnych promotorow
lub dluzszych ciggéw powtdrzen, natomiast fenotypy objawiajace si¢ pozno, s3
charakterystyczne dla modeli, w ktorych ekspresja zmutowanej ataksyny-3 jest kontrolowana
przez endogenne promotory. Jest to zapewne zwigzane z tym, ze patogeneza SCA3 jest
inicjowana dopiero po przekroczeniu przez bialko pewnego krytycznego stg¢zenia, natomiast
dhuzsze ciagi sprzyjaja procesowi agregacji ataksyny-3 (Goti et al., 2004; Paulson, 2012a;
Nobrega and Pereira de Almeida, 2018). Progresywny fenotyp rozwijany u transgenicznych
myszy SCA3 objawia si¢ zmianami behawioralnymi i histopatologicznymi. Najbardziej
charakterystycznymi zmianami wykazywanymi przez myszy sa problemy z chodzeniem, zta
postawa ciata i zmiany neuropatologiczne w postaci zaniku komorek neuronalnych i tworzenia
si¢ inkluzji jadrowych (lkeda et al., 1996; Silva-Fernandes et al., 2014; Nobrega and Pereira de
Almeida, 2018). Problemy z postawa ciala moga u myszy by¢ zwigzane z degeneracja
moézdzku, gdyz zwierzgta z ekspresjag zmutowanej ataksyny-3 tylko w tym obszarze mézgu,
wykazywaly zaburzenia motoryczne podczas wykonywanych testow behawioralnych
(Yamaura et al., 2013).

Pierwszym mysim modelem do badania SCA3 byta mysz MJD79 z ekspresja pelnej
dhugosci ataksyny z 79Q, specyficznie w komoérkach Purkiniego. Do 23 tygodnia — przez caty
czas obserwacji, myszy te nie wykazaty zadnego fenotypu. Podobnie jak myszy z ekspresja C-
koncowego fragmentu ataksyny z 35Q. Dopiero myszy z ekspresja C-koncowego fragmentu
ataksyny-3 z 79Q wykazaty problemy z chodzeniem i neuropatologie w postaci zaniku
moézdzku (Ikeda et al., 1996). Starajac si¢ lepiej odzwierciedli¢ sytuacje jaka ma miejsce w
komorkach ludzkich Cemal i wsp. 2002 stworzyli mysi model SCA3 za pomocg sztucznego
chromosomu drozdzowego. Jego duzg zaletg jest to, ze ekspresja zmutowanej ataksyny-3 jest
kontrolowana przez jej naturalny promotor i elementy regulatorowe. Sprawia to, ze poziom
ekspresji transgenu jest zblizony do poziomu endogennej mysiej ataksyny a sam model lepiej
odzwierciedla obraz patogenezy SCA3. Myszy te zaczynaly rozwija¢ progresywny fenotyp od
czwartego tygodnia zycia, ktory charakteryzowat si¢ zlg postawa, problemami z chodzeniem
jak i utratg komorek w moscie i jadrach mozdzku. Ponadto nasilenie objawow byto skorelowane
z liczbg powtorzen. (Cemal et al., 2002). Badanie poziomu ekspresji genow tych myszy
wykonane niedawno przez inng grupe badawczg wykazato, ze maja one zmieniong ekspresje
wielu gendow w mozgu. Najbardziej zaburzone okazaty si¢ Sciezki sygnalowe CREB
(odpowiedzialna za plastyczno$¢ synaptyczng 1 wzrost aksonow) i o-adrenergiczna

(odpowiedzialna za utrzymanie prawidlowej homeostazy komoérkowej). Ze wzgledu na to, ze

39



1. Wstep

zmiany te pojawiajg si¢ przed wystapieniem zaburzen motorycznych, moga one odzwierciedla¢
wczesne procesy patogenezy SCA3 (Lodewijk J. A. Toonen et al., 2018).

Wptyw dtugosci ciggu powtorzen CAG i sity promotora, na rozwijany fenotyp oraz czas
jego pojawienia si¢ u zwierzat, dobrze obrazuje poréwnanic modeli stworzonych przez
Bichelmieier 2007 i Boy 2010. Bichelmieier stworzyt model myszy z ekspresja ataksyny-3,
zawierajacej 70 lub 148Q pod kontrolg fragmentu promotora biatka prionowego, ktory
prowadzi do mocniejszej ekspresji transgenu. Progresja i ostro$¢ syndroméw korelowaty z
dhugoscia ciggu poliQ. Dla myszy z ekspresja ataksyny-3 zawierajacej 70Q pojawity sie po 5-
6 miesiecy, a dla tych z ekspresja ataksyny zawierajacej 148Q po dwoch miesigcach.
Obserwowano degeneracj¢ komodrek Purkiniego, inkluzje jadrowe zawierajace ubikwityng w
neuronach catego mozgu 1 fenotyp behawioralny: drzenie, chdd na rozstawionych nogach,
mniejszg aktywnos$¢ ruchowa, zredukowang wage i krotsza dtugosé zycia. Ponadto lokalizacja
komorkowa zmutowanej ataksyny-3 miata bardzo duzy wptyw na fenotyp. Kierowanie tego
biatka do jadra przez dotaczenie sygnatu NES prowadzi do bardzo lekkiego fenotypu lub nawet
braku symptomoéw behawioralnych, tymczasem dotaczenie NLS zaostrza fenotyp i sprawia, ze
objawy pojawiajg si¢ wczesniej (Bichelmeier et al., 2007). Z kolei Boy i wsp. przez
zastosowanie szczurzego promotora huntingtyny stworzyt model w ktérym objawy pojawiaja
si¢ pozniej 1 nasilaja si¢ duzo wolniej. Model ten posiadat peinej dlugosci ataksyna-3 z 148Q),
czyli o identycznej dlugosci ciggu jak w przypadku modelu stworzonego przez Bichelmieier
2007, ale o stabszej ekspresji, ktora z drugiej strony byta powszechna i miata réwny poziom w
calym mo6zgu, podobnie jak u ludzi. Myszy te wykazujg bardzo staby i wolniejszy fenotyp, ale
przypomina to bardziej sytuacje, jaka ma miejsce u ludzi. Objawy motoryczne rozpoczynaja
si¢ w 12-14 miesigcu zycia, czyli duzo pdzniej] w poréwnaniu z modelem zaprezentowanym
przez Bichelmieier 2007, gdzie zmutowana ataksyna-3 byla pod kontrolg silniejszego
promotora. Pierwsze symptomy zaobserwowa¢ mozna jeszcze przed pojawieniem si¢ inkluzji
jadrowych czy neurodegeneracji, CO wskazuje, ze moga one by¢ przyczyng nie tyle utraty
komorek neuronalnych ale ich dysfunkcji. Z tego powodu model ten moze by¢ wazny z punktu
widzenia wczesnych zmian patogennych, majacych miejsce jeszcze przed neurodegeneracja.
Po rozwinigciu si¢ pelnego fenotypu, u myszy mozna byto zaobserwowac inkluzje jadrowe w
moézdzku 1 moscie, degeneracje komorek Purkiniego, zaburzong koordynacje motoryczng i
pamie¢ migsniowa oraz nadpobudliwos¢ (Boy et al., 2010). Objawy rozwijane przez myszy w
tych dwoch modelach sa zatem bardzo podobne, r6znig si¢ jednak czasem jaki jest potrzebny
do ich pojawienia si¢. Zaleta modelu stworzonego przez Bichelmieier 2007 jest to, ze

umozliwia on szybkie osiggnigcie fenotypu i jego analizy, robi to jednak za ceng znieksztatcenia
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prawidlowego obrazu choroby. Z kolei model stworzony przez Boy i wsp. 2010 wydaje si¢ by¢
bardziej adekwatny do badan patogenezy SCA3 ze wzgledu na wolny rozwoj fenotypu.

W modelu mysim Ki91, stworzonym za pomocg technologii wstawiania sekwencji
DNA do genomu, ekspresji ulega zmutowana ludzkg ataksyna-3, co wydaje si¢ wierniej
odzwierciedla¢ sytuacje¢ jaka ma miejsce u ludzi w porownaniu z innymi modelami, w ktérych
dochodzi do ekspresji mysiej ataksyny-3. Model ten wykazuje p6zny fenotyp, charakteryzujacy
si¢ miedzypokoleniowg niestabilnoscig powtorzen, powstawaniem inkluzji jadrowych,
degeneracja komorek Purkinjego i zaburzeniami koordynacji motorycznej. Ponadto, podobnie
jak w innych chorobach poliQ obserwowany u niego jest zwigkszony poziom ekspresji serpiny

3n, bialka ktore jest eksprymowane podczas ostrej fazy zapalenia (Switonski et al., 2015).

1.4.4 Modele SCA3 w liniach komdrkowych

W literaturze opisanych jest wiele modeli komoérkowych SCA3. Najwazniejsze z nich,
dajace kluczowe informacje odno$nie patogenezy zostaly juz wspomniane w poprzednich
rozdziatach. Modele komérkowe umozliwiajg stosunkowo szybkie, w poréwnaniu do modeli
zwierzecych, badanie molekularnych mechanizmoéw patogenezy SCA3. Dobrze stuzg one do
badan przesiewowych i sprawdzania hipotez badawczych, umozliwiaja tez skonstruowanie
bardziej ztozonych uktadéw do badan odzialywan migdzy biatkami przez co stanowig niemal
zawsze etap dos§wiadczen poprzedzajacy walidacje postulowanych mechanizméw na modelach
zwierzecych.

Wyro6zni¢ mozemy trzy rodzaje istniejagcych modeli komorkowych, w zaleznosci od
sposobu ich otrzymania: komorki transfekowane przejsciowo wektorami, stabilne linie
komorkowe 1 linie wyprowadzone od pacjentow ze SCA3. Do otrzymania dwdch pierwszych
rodzajow uzywane sa zwykle powszechnie stosowane komoérki HEK293T, HeLa czy tez te
wywodzace si¢ z neuroblastoma - nowotworow uktadu nerwowego, jak SK-N-MC i SH-SY5Y
(Mykowska et al., 2011; Tsoi et al., 2011; Chang et al., 2013). SCA3 u cztowicka rozwija si¢
latami, a pierwsze objawy pojawiaja si¢ zwykle w wieku $rednim. Stad w systemach
komoérkowych mamy do czynienia z takim samym problemem jak w przypadku prostych
organizméw modelowych. Nie sposob jest hodowa¢ komorek przez wiele lat, stad potrzebne sg
sposoby na szybkie uzyskanie fenotypu. W tym celu stosuje si¢ mocniejsze promotory, dtuzsze
niz wystepujace u pacjentow ciagi poliQ lub bardziej toksyczne formy bialek. Konstruktami
uzywanymi do otrzymania modeli komoérkowych jest zwykle cDNA ludzkiej ataksyny-3 z

dhugimi ciggami powtorzen. Badacze uzywajg zwykle okoto 70 do nawet ponad 140 powtorzen
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(Araujo et al., 2011; Mykowska et al., 2011; Fiszer and Krzyzosiak, 2013; Hubener et al.,
2013). Stosowana jest zarowno ataksyna peinej dtugosci, jak i jej krotsze, bardziej toksyczne
C- koncowe fragmenty. W badaniach mikroskopowych, w celu okreslenia lokalizacji
komorkowej, a takze w analizie procesu agregacji, toksyczne biatko czesto ulega ekspresji w
fuzji z genem reporterowym takim jak GFP. (Mykowska et al., 2011; Tsoi et al., 2012; Chang
et al., 2013; Hubener et al., 2013). W wigkszosci modeli ekspresja zmutowanej ataksyny-3 jest
kontrolowana przez silny promotor CMV. Promotor ten jest powszechnie stosowany i dobrze
opisany w literaturze, a ponadto zapewnia efektywng ekspresje w wielu liniach komérkowych,
co prowadzi do powstania duzych ilo$ci zmutowanego biatka w komoérce w krotkim czasie
umozliwiajgc stosunkowo szybka obserwacje efektow patogennych. Ponadto, trzeba tez
pamig¢tac, ze modele komoérkowe sg pewnym uproszczeniem i przy badaniach nalezy mie¢ na
uwadze ich ograniczenia. W modelach, do ktorych otrzymania stosowana byta przejsciowa
transfekcja wyniki w duzej mierze zaleza od efektywnos$ci tego procesu. Z kolei w stabilnych
liniach komérkowych pojawia si¢ problem kontekstu genetycznego — nie wiadomo w jakim
miejscu zintegruje si¢ nasz transgen i jak moze to wplyna¢ na prowadzone obserwacje.
Modele komoérkowe wyprowadzone od pacjentow SCA3 pochodza zwykle z komorek
skory — fibroblastow. Ich zaletg jest niewatpliwie to, zachodzg w nich oryginalne procesy
patogenezy. Natomiast nie sg to komorki uktadu nerwowego, przez co z cala pewnoscig nie
beda one odzwierciedlaly wszystkich aspektow SCA3 (Mykowska et al., 2011). Z tego powodu
stosowana jest technologia indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (iPSCs,
ang. induced pluripotent stem cells), ktora umozliwia wyprowadzenie z fibroblastow komorek
IPSCs a nastgpnie zroéznicowanie ich do neurondéw okre$lonego typu. Takie postgpowanie
umozliwia pozyskanie komorek, ktore teoretycznie najwierniej odzwierciedlalyby procesy
patogenezy zachodzace u pacjentow ze SCA3. Jednak problemem jest dobranie odpowiednich
kontroli. Stosuje si¢ tutaj komorki od ludzi zdrowych ale, ze wzgledu na tto genetyczne i
roznice osobnicze, jak wiek czy ple¢, analiza danych moze by¢ réwniez zaburzona (Koch et al.,

2011; Hansen et al., 2016; Evert et al., 2018).

1.4.5 Modele do badan toksycznosci RNA

Do dzi§ powstato niewiele modeli obrazujacych toksycznos¢ RNA w SCA3 (Tab. 1).
Jak do tej pory modele do badan toksycznosci RNA przygotowywano w C. elegans, D.
melanogaster, M. musculus i systemach komérkowych. Badanie toksycznosci RNA w SCA3

jest jeszcze trudniejsze niz ogodlnej patogenezy tej choroby. Do wspomnianych wczesniej
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probleméw zwigzanych z cechami tej choroby, takimi jak dtugi czas potrzebny do jej rozwoju,
dotacza jeszcze jeden, sprawiajacy najwigkszg trudno$¢. Mutacja odpowiedzialna za
patogeneze SCA3 znajduje si¢ w otwartej ramce odczytu, stad toksycznos¢ biatka naktada sig¢
z potencjalng toksycznosciag RNA 1 nie jest mozliwe zbadanie doktadnych relacji
wystepujacych migdzy tymi czynnikami patogennymi. Nie wiadomo, na ktorych $ciezkach
dziataja osobno, a na ktdérych ich efekty moga si¢ na siebie naktadac.

W powstatych do tej pory modelach majacych na celu okre$lenie roli RNA w SCA3
ekspresji ulegaja dtugie ciagi powtorzen CAG majace potencjal do wywotlania patogenezy. W
badaniach toksyczno$ci RNA, podobnie jak w przypadku toksyczno$ci biatka do uzyskania
fenotypu u modelowych zwierzat w ktorych normalnie nie rozwija si¢ SCA3 potrzebne jest
zastosowanie silniejszych promotorow lub dtuzszych ciagdw powtorzen. W wiekszosci modeli
stosuje si¢ promotory tkankowo-specyficzne, tak aby transgen ulegal ekspresji w miejscach
gdzie moze wywotac efekty patogenne, na przyktad dla D. melanogaster jest to oko lub uktad
nerwowy a dla C. elegans migsnie (Lawlor et al., 2011; Wang et al., 2011). Ponadto w swoich
eksperymentach badacze stosujg rézne warianty transgenow roznigce si¢ dhugoscia i rodzajem
ciggu powtodrzen. Autorzy poszukuja w ten sposob zaleznos$ci migdzy tymi dwiema zmiennymi
a toksyczno$cig badanego transkryptu. Badacze staraja si¢ zapewnié rowny poziom ekspresji
poszczegolnych transgenow, chcac w ten sposob pokazac, ze obserwowane przez nich fenotypy
wynikaja z obecnosci patogennego ciggu powtdrzen, a nie z réznic w poziomie ekspresji
poszczegdlnych transkryptow (Hsu et al., 2011; Mykowska et al., 2011; Shieh and Bonini,
2011; Wang et al., 2011).

Dla badan toksycznosci RNA oprécz odpowiedniego promotora, do uzyskania
patogennego fenotypu kluczowa jest tez dlugos¢ ciagu powtdrzen CAG. Dobrze obrazuje to
model C. elegans, gdzie w 3> UTR genu GFP ekspresji ulegat cigg powtoérzen CAG o roznej
dhugosci (0, 5, 30, 83, 125, 200). Wigkszo$¢ nicieni z ekspresja ciggu 200 CAG nie wykluta si¢
Z jaj, natomiast reszta z nich zyla zaledwie 5 dni. Nicienie z ekspresjg ciggu 125 CAG zyly
krocej, wykazywaty zaburzenia funkcji migéni, wynikajace z tego nieskoordynowane ruchy i
mniej liczne potomstwo. Nicienie z ekspresja ciagu 86 CAG wykazywaly jedynie krotsza
dhugo$¢ zycia. Obserwacje te §wiadcza o zwigzku migdzy toksycznoscig RNA a dlugos$cia ciagu
CAG (Wang et al., 2011). Co wiecej, wyraznie da si¢ zauwazy¢, ze dla tego organizmu
modelowego istnieje przedziat w jakim powinna si¢ miesci¢ liczba powtorzen. Zbyt dlugi ciag

CAG jest praktycznie letalny dla tych zwierzat.
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Tabela 1. Modele wykorzystywane do badania patogennych wlasciwosci zmutowanego RNA.

Model/ Kontekst
Dlugosé Translacja Ekspresja Whioski Referencja
L genetyczny
powtorzen
C. Elegans , Smiertelno$¢ wprost
5, 30, 83, 125, 3 U]C;;lglégenu nie migsnie proporcjonalna do dlugosci ciagu \ZI\CI)irZ]Lg etal
200 CAG CAG
D.Melanogaster C-koncowy
78 CAGi 78 fragment tak
CAGICAA ataksyny-3 ‘
oko, S . :
0. 100 CAG 3’UTR dsRED nie uktad Rcl;I ltg qiufémrlciilg g;l:;aCcAG Iz_cl)gtt?, o
250 CAG nerwowy powoduje neu & Ie
84 CAGi 81 Petnej dlugosci tak
CAGI/CAA ataksyna-3
D. Melanogaster 3’UTR o .
93CAG i niespecyficznej nie oko RNA zawierajace diugie,
114CAA sekwencji ! nieulegajace translacji ciagi van Eyk et
uktad e
- - nerwowy CAG zaburza $ciezke sygnatowsa | al. 2011
93CAG i 94CAA | Mespecyficzna tak AkUGsk3-f
sekwencja
Sciezka eksportu RNA, w ktorej
D. Melanogaster C-koncowy uczestniczy NXF1/U2AF65 jest Tsoi et al
27,78 CAG i fragment tak oko zaangazowana w efekty 2011 '
78CAG/CAA ataksyny-3 wywotywane przez RNA z
dhugim ciggiem CAG
D. Melanogaster , Ekspresja RNA zawierajacego .
0, 100, 250CAG 3 [é:‘é{EgDenu nie nelil,l\j;gd 100 CAG wplywa na zmiang ggﬁh etal.
i 105 CAG/CAA WY | ekspresji 160 genow
Koekspresja transkryptow z
oko, ciggami CAG i CUG prowadzi
D. Melanogaster 5’ UTR genu - uktad a8 ) prowacs Lawlor et
; nie do neurodegeneracji, w ktorej
100 CAG cheerio nerwowy, . . . al. 2011
owszechna posredniczy mechanizm
P interferencji RNA
D. Melanogaster C-koficowy Obecnos_c zmutowanego RNA _

- prowadzi do apoptozy przez Tsoi et al.
/8CAG fragment tak oko indukcje $ciezki stresu 2012
78CAG/CAA ataksyny-3 inaukce

jaderkowego

D. Melanogaster . . .
4x100CUG, > UTR genu nie owszechna EJIBSIgSSéa Slljlr?i; Cc:ﬁiaml e Lawlor et
4x100CAG lub GFP P owodu'é defekt mon"olo iczne al. 2012
4X100CAA powodu) y g
M. Musculus 3> UTR genu nie miesnie Ekspresja dtugich ciggéw CAG Hsu et al.
231200 CAG EGFP szkieletowe powoduje zmiany miopatyczne 2011
SK-N-MC Petmlfj dhlggom » CMV, Ekspresja diugich,
69 CAG furit Y EGEP a stabilna linia | nieulegajacych translacji ciagow

uzji z CAG powoduje zaburzenia Mykowska
SK-N-MC, HeLa alternatywnego spllt_:lngu etal. 2011
5,30, 74 i 3’UTR EGFP nie t?lel" _ | podobne do tych opisanych dla
200CAG stabilne linie ciggow CcuGag
HEK293 C-koncowy CMV, Toksyczne RNA prowadzi do Tsoi et al
78CAG i fragment tak przejsciowa apoptozy przez indukcje Sciezki 2012 '
78CAG/CAA ataksyny-3 transfekcja stresu jaderkowego
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Ponadto, powyzsze obserwacje moga poddawa¢ w watpliwo$¢ stusznos$¢ stosowania bardzo
dhugich ciagéw powtorzen, gdyz mozliwe, ze moga one wywotac efekty, ktére normalnie nie
majg miejsca w patogenezie SCA3 (Wang et al., 2011).

Zaleznos¢ pomiedzy dlugoscia ciggu CAG a toksycznoscig RNA zaobserwowano tez w
modelu mysim. Byl to pierwszy model, ktory pokazal, ze nieulegajace translacji powtdrzenia
CAG moga by¢ toksyczne w organizmie ssaczym. W modelu tym ciagg 200 CAG znajdowat si¢
w rejonie 3°’UTR biatka EGFP. Transgen ulegat ekspresji specyficznie w tkance migsniowe;.
Myszy, w przeciwienstwie do kontroli z ciggiem 23 CAG, badz bez ciggu, wykazaly zmieniong
morfologi¢ migsni, zmiany histochemiczne i elektrofizjologi¢ jak i zmiany behawioralne.
Ponadto, w jadrach komoérek migsniowych wykryto skupienia RNA (Hsu et al., 2011). Nalezy
zaznaczy¢, ze skierowanie w tym modelu ekspresji ciggow powtorzen do migsni sprawia, ze
odzwierciedla on jednak bardziej sytuacj¢ majaca miejsce w DM1 niz SCA3. Jednak brak
jakiejkolwiek specyficznej sekwencji flankujacej sprawia, ze model ten moze obrazowaé
powigzanie toksycznosci RNA z dtugoscig samego ciggu CAG. Ponadto, stanowi on dowod na
potencjalny udzial RNA w patogenezie chorob zwigzanych z ekspansja powtorzen CAG (Hsu
etal., 2011).

Niezwykle waznym czynnikiem w tworzonych modelach toksycznosci RNA jest
kontekst genetyczny, w jakim znajduja si¢ powtorzenia CAG. Wigkszo$¢ modeli do badania
toksycznosci RNA korzysta ze strategii polegajacej na umieszczeniu powtorzen CAG w 3’UTR
genu reporterowego jak GFP czy DSRED aby zapobiec ich translacji, a jednoczesnie moc tatwo
monitorowac ich ekspresj¢ (Hsu et al., 2011; Lawlor et al., 2011, 2012; Shieh and Bonini,
2011). Prace badawcze skupiaja si¢ tu gtownie na analizie powigzania migdzy strukturg spinki
a toksycznoscig RNA. W tym celu badacze poréwnujg ze sobg dtugie ciggi CAG z tej samej
dhugosci ciggami CAA, ktore nie tworzg struktury spinki uwazanej za przyczyng toksycznos$ci
RNA. Do tej pory powstato kilka takich uktadow modelowych, gtéwnie w D. melanogaster,
Czego przyczyna byto zapewne to, Zze w tym organizmie powstat jeden z pierwszych modeli
majacych opisywaé toksyczno$s¢ RNA (Shieh and Bonini, 2011; van Eyk et al., 2011; Lawlor
et al,, 2012). Powyzsza tematyka badawcza jest dobrze zobrazowane przez model D.
melanogaster z ekspresja nieulegajacych translacji ciggow 100, 250 CAG i 105 CAG z
interrupcjami CAA, ktore znajdowaty sie¢ w 3’UTR genu DsRed. Analiza profilu ekspresji
gendw przy uzyciu mikromacierzy muszek z ekspresjg ciggu 100 CAG pokazata, ze dochodzi
u nich do zmiany ekspresji 160 gendéw. Ponadto profil transkryptomu muszek z ciggiem z
interrupcjami byt bardziej podobny do muszek bez powtdrzen, niz tych z ekspresja ciggu bez

interrupcji. Jednym z genow ze zmieniong ekspresjag byt Hsp70. Okazalo si¢, ze jego
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nadekspresja mogla ostabi¢ patogenny fenotyp (polegajacy na braku wspinaczki po Scianach
naczynia hodowlanego) u muszek z ekspresjg 250 CAG. Ponadto, nadekspresja Orb2 (ang.
translation regulator orb2, biorgcego udziat w takich procesach jak plastyczno$¢ synaptyczna,
uczenie si¢ 1 pamiec¢) lub Tpr2 (ang. Tetratricopeptide repeat protein 2, biatko pomagajace
biatkom opiekunczym w pehieniu ich funkcji) znosita inny aspekt fenotypu tych muszek,
objawiajacy si¢ zlg pozycja skrzydet (Shieh and Bonini, 2011). Innym modelem obrazujacym
roznice miedzy RNA z powtérzeniami tworzacymi struktury a tymi, ktore sg ich pozbawione,
jest model D. melanogaster z powszechng ekspresjg transgendow ztozonych z czterech insercji
ciggow: 4x100 CUG, 4x100 CAG 1 4x100 CAA nieulegajacych translacji. Muszki z ekspresja
ciggéw CAG lub CUG miaty zmniejszong przezywalno$¢ i posiadaty defekty morfologiczne, a
przy podniesione]j ekspresji wykazywaly $miertelno$¢, co nie byto z kolei obserwowane u
muszek z ekspresja ciggow CAA (Lawlor et al., 2012). W powyzszych badaniach wida¢ byto
wyrazne roznice zardwno w transkryptomie jak i fenotypie muszek z ekspresja nieulegajacych
translacji ciaggdw CAG i CAA. Jedynym wyjasnieniem przytoczonych powyzej obserwacji
wydaje si¢ by¢ struktura spinki tworzona przez powtorzenia CAG. Wzmacnia to hipoteze
odnosnie struktury, jako przyczyny toksycznos$ci RNA.

W innych systemach eksperymentalnych badajacych role RNA w patogenezie SCA3
zmutowane ciggi powtdrzen znajdujg si¢ w otwartej ramce odczytu petnej dlugosci ataksyny-3
lub jej C-koncowego fragmentu. Wtedy powtorzenia ulegajg zaré6wno transkrypcji jak i
translacji (Li et al., 2008; Tsoi et al., 2011, 2012). Zaletg takiego podejscia jest zachowanie
odpowiedniego kontekstu genetycznego, jednak powoduje to, ze interpretacja wynikow
odnosnie toksycznosci RNA jest niezwykle trudna. Z takich eksperymentow badacze wyciagaja
wnioski na podstawie porownan z modelami z ekspresja samych ciggdéw nieulegajacych
translacji lub ze znajdujacymi si¢ w konteks$cie genetycznym ataksyny-3 ciggami CAG z
interrupcjami CAA, ktore zaburzaja strukturg spinki. Za przyktad moze tu postuzy¢ jeden z
pierwszych modeli toksyczno$ci RNA, stworzony w D. melanogaster, gdzie ekspresji w oku
lub uktadzie nerwowym ulegal C-koncowy fragment ataksyny-3 (do 43 aa za ciggiem
poliglutaminowym), zawierajacy ciag 78 CAG lub 78 CAG z interrupcjami CAA. Ekspresja
fragmentu ataksyny-3 z ciggiem 78 CAG bez interrupcji prowadzita do silnego zaniku
neuronéw fotoreceptorOw 1 pigmentacji oka. Natomiast muszki z ekspresja ciagu,
zawierajgcego interrupcje wykazywaty stabszy i wolniejszy fenotyp, polegajacy na zaniku
pigmentacji oka i minimalnym zaniku neurondw. Analogiczne wyniki data ekspresja
powyzszych ciagébw powtorzen w kontekscie pelnej dtugosci ataksyny (Li et al., 2008). Dla

wszystkich badanych linii muszek wykazano podobng ekspresje biatka, zatem obserwowane
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zmiany nie wynikaty z réznic w jego poziomie. W celu potwierdzenia swoich obserwacji
badacze stworzyli tez model, w ktorym dochodzilo do ekspresji nieulegajacych translacji
ciggow 100 i1 250 CAG, znajdujacych si¢ w 3’UTR genu DsRED. Ekspresja powyzszych
ciggoédw dawatla nie tylko podobny, ale nawet silniejszy fenotyp, zapewne przez dtugos¢ ciagu,
objawiajacy si¢ zanikiem siatkowki, neurodegeneracja i1 $miercig. Ponadto, ekspresja
nieulegajacych translacji ciaggow CAG z interrupcjami CAA nie powodowata zadnych
toksycznych efektoéw. Reasumujac, zaburzenia struktury spinki w transkrypcie zmutowanej
ataksyny-3 prowadzity do ostabienia fenotypu SCA3 w modelu D. melanogaster, natomiast
ekspresja nieulegajacych translacji zmutowanych ciggow CAG wywotywata neurodegeneracje
(Li et al., 2008).

Podobny kontekst genetyczny w jakim ekspresji ulegaty diugie ciagi CAG jak i sposob
identyfikacji toksycznosci RNA zastosowano w modelach komorkowych. Za pomoca
wektorow lentiwirusowych stworzono komorki SK-N-MC z ekspresja peinej dhugosci
ataksyny-3 z ciggiem 69 Q. Transgen ulegal tu zarowno transkrypcji jak i translacji. Komorki
te, jak opisano wczeséniej, wykazywaly zmiany w alternatywnym splicingu genéw zaleznych
od MBNLI. Stworzono tez linie SK-N-MC i1 HeLa z ekspresja ciaggéw zawierajacych 5, 30, 74
I 200 powtorzen CAG nieulegajacych translacji i znajdujacych si¢ w 3’UTR genu eGFP (ang.
enhanced green fluerescent protein, biatko wzmocnionej zielonej fluorescencji). W komoérkach
z ekspresjg ciggow 74 i 200 CAG dochodzito do zaburzenia splicingu genow SERCAL i
CLCNI zaleznych od MBNLI1, a wigc obserwowano u nich analogiczne zmiany jak w
komorkach, w ktorych dochodzito do ekspresji petnej dlugosci ataksyny-3 z ciggiem 69 Q.
Sugeruje to, ze W obserwowane zmiany moze by¢ zaangazowany transkrypt RNA (Mykowska
et al.,, 2011). Wyniki otrzymane w powyzszych modelach nie pozwalaja jednak na jasne
okreslenie roli toksycznego RNA w SCA3. Natomiast sugeruja, ze moze on potencjalnie brac¢
udzial w patogenezie tej choroby (Li et al., 2008; Mykowska et al., 2011). Z kolei grupa Tsoi
w swoich dwoch pracach, opisujacych indukcje stresu jaderkowego (Tsoi et al., 2012) i wptyw
$ciezki eksportu jadrowego na toksycznos¢ RNA (Tsoi et al., 2011) porownata efekty ekspresji
C-koncowego fragmentu zmutowanej ataksyny-3 tylko do biatka normalnego i biatka,
zawierajagcego ciagi z interrupcjami CAA. Zabraklo w tym uktadzie modelu z ciggami
nieulegajacymi translacji, do ktorego mozna by porownaé otrzymane wyniki. Taki uktad
niestety stwarza miejsce do nadinterpretacji danych i cho¢ prezentowane w powyzszych
pracach wyniki wydajg si¢ by¢ spojne, powinno si¢ je potwierdzi¢ dodatkowymi

eksperymentami.
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Jeden ze stworzonych do tej pory modeli muszki owocowej wydaje si¢ by¢ sprzeczny z
fenotypami obserwowanymi u innych. W modelu tym eksprymowane byty ciagi 93CAGi 114
CAA, ktore nie ulegaly translacji przez wprowadzenie kodonu stop przed ciggiem. W modelach
tych nie zaobserwowano zadnego fenotypu w oku. Neurodegeneracja byta obserwowana tylko
w muszkach z ekspresja ciagéw ulegajacych translacji. Dopiero sztuczne zaburzenia w postaci
nadekspresji biatka Sgg (odpowiedzialne za prawidtowy rozwoj muszki) spowodowaly
rozwinigcie si¢ fenotypu w modelach z ekspresja ciggdw nieulegajacych translacji.
Obserwowano zanik pigmentacji oka, ktory byt ostrzejszy dla muszek z ekspresja ciggow CAG
w porownaniu z tymi z ekspresjg ciagow CAA (van Eyk et al., 2011). Niestety trudno wskazaé
na przyczyny tego fenotypu, moze on by¢ na przyktad spowodowany nietypowa mutacja.

Pomimo wielu badan kwestia toksyczno$ci RNA i jego udziatu w patogenezie SCA3
pozostaje niewyjasniona. Glowna tego przyczyna jest z pewnos$ciag wspomniana wczesniej
kwestia naktadania si¢ na siebie toksycznosci biatka i RNA. Stworzone do tej pory modele
SCA3 nie umozliwiajg ich jasnego oddzielenia. W modelach z ekspresja ciagéw nieulegajacych
translacji przez umieszczenie ich w 3’UTR genu reporterowego nie obserwuje si¢ co prawda
efektow toksycznosci biatka, natomiast sa one pozbawione bardzo waznego kontekstu
genetycznego. W dobrym modelu, starajacym si¢ okreslic toksyczno$¢ RNA, ekspresja
patogennego ciggu CAG powinna zachodzi¢ w konteksécie pelnej dilugosci ataksyny-3,
poniewaz sekwencje flankujace ciagi CAG moga wplywac na stabilno$¢ struktury spinki
tworzonej przez powtorzenia, co wydaje si¢ istotne z punktu widzenia toksycznosci transkryptu
(Michlewski and Krzyzosiak, 2004; de Mezer et al., 2011; Fiszer and Krzyzosiak, 2013).
Jednak problemem w stworzonych do tej pory modelach eksprymujacych powtorzenia CAG w
kontekscie genetycznym ataksyny-3 jest to, ze dochodzi w nich zaréwno do transkrypcji jak i
translacji, co stwarza sytuacje, w ktorej naktada si¢ na siebie toksycznos$¢ biatka i RNA.
Dodatkowo poréwnywanie tych modeli do takich z ciggiem nieulegajagcym translacji lub
ciggiem z interrupcjami CAA nie umozliwia wysnucia klarownych i jednoznacznych wnioskow.
Ponadto przedstawione uktady modelowe nie sg petne; zadne z badan nie prezentuje zestawu
modeli obrazujacych: toksyczno$¢ RNA, toksyczno$¢ biatka i1 toksyczno$¢ obydwu tych
komponentow. Stad, aby odpowiedzie¢ na pytanie jak RNA przyczynia si¢ do patogenezy
SCA3 potrzebne jest stworzenie takich modeli (Fiszer and Krzyzosiak, 2013).
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2. Cel pracy

SCA3 jest jedna z najpowszechniej wystepujacych ataksji i nalezy do grupy chordb
poliQ. Jeszcze do niedawna uwazano, ze jedynym patogennym czynnikiem w SCA3 jest
toksyczne biatko z domeng poliQ. Tymczasem coraz wigcej doniesien sugeruje, ze toksyczny
moze by¢ roéwniez transkrypt, zawierajacy diugi cigg powtdrzen CAG. Pomimo licznych badan
ztozony patomechanizm SCA3 pozostaje stabo poznany, skutkiem czego jest brak skutecznej
terapii dla tej ciagle nieuleczalnej choroby. Wigkszos$¢ z przeprowadzonych dotychczas badan
zostala wykonana na modelach komérkowych, w ktorych nakladaty si¢ na siebie efekty
wywotane przez zmutowane biatko i transkrypt. Takie podej$cie uniemozliwiato okreSlenie
faktycznej roli zmutowanego RNA w rozwoju SCA3, w wyniku czego stanowi ona
niewyjasniony jak dotad aspekt patogenezy chorob poliQ.

Glownym celem niniejszej pracy byto poszukiwanie nowych markeréw toksycznosci
RNA i wytypowanie potencjalnych $ciezek patogenezy przez jakie moze dziata¢ zmutowany
transkrypt ataksyny-3. Do jego realizacji niezbedne byto skonstruowanie nowych modeli
komorkowych, umozliwiajacych rozroznienie toksycznosci RNA od toksycznosci biatka.

Powyzsze cele zostaty osiagnigte przez realizacje nastgpujacych zadan szczegdétowych:

» Przygotowanie konstruktow genetycznych do wyprowadzenia stabilnych linii
komorkowych, zawierajacych rozne warianty ataksyny-3.

» Wyprowadzenie stabilnych modeli SCA3 w linii komérkowej neuroblastoma SH-SY5Y
przy uzyciu systemu Flp-In T-REXx.

» Charakterystyka molekularna otrzymanych modeli SCA3.

» Okreslenie profilu ekspresji genow wybranych modeli SCA3 z uzyciem glebokiego
sekwencjonowania RNA.

» Okreslenie zmian w poziomie bialek wybranych modeli SCA3 przy uzyciu proteomiki
losciowe;.

» Okreslenie nowych $ciezek patogenezy SCA3 przez ktore moze dziala¢ toksyczny

transkrypt w oparciu o wyniki globalnych analiz transkryptomicznych i proteomicznych.
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3.1. Materialy

3.1.1 Enzymy

Notl FastDigest (Thermo Scientific)

Nhel FastDigest (Thermo Scientific)

Eco0109I FastDigest (Thermo Scientific)

BsmBI FastDigest (Thermo Scientific)

Hindlll FastDigest (Thermo Scientific)

Xhol FastDigest (Thermo Scientific)

Polimeraza DNA Pfu 2,5 U/ul (Thermo Scientific)
Polimeraza DNA GoTaq Flexi 5 U/ul (Promega)
Ligaza DNA faga T4 1 U/ul (Promega)
Trypsyna-EDTA 10 x st¢zona (Sigma-Aldrich)

3.1.2 Wazniejsze odczynniki chemiczne i biochemiczne

Agaroza (Bioshop)

Akrylamid/Bisakrylamid w stosunku 29:1 (Bioshop)
Aminokwasy, 100x st¢zone (Sigma)

Ampicylina (Bioshop)

Bio-Trypton (Bioshop)

Blastycydyna (Thermo Scientific)

Blekit bromofenolowy (Fluka)

Biekit metylenowy (Sigma)

Bromek etydyny (Merck)

3. Materiaty i Metody

BSA (Ssurowicza albumina wotowa, ang. bovine serum albumin) (Cell signaling Technology)

Cytrynian sodu (Chempur)
Chlorek sodu (Chempur)
Chloroform cz.d.a. (POCh)
Doksycyklina (Sigma)
EDTA (POCh)
Ekstrakt drozdzowy (Bioshop)
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Etanol (Millipore)

FBS (ptodowa surowica bydleca, ang. fetal bovine serum) (PAA Laboratories)
Ficoll (Sigma)

Formaldehyd (Sigma)

Formamid (Ambion)

Higromycyna B (Invitrogen)

Izopropanol cz.d.a. (POCh)

Kwas borowy (Chempur)

Kwas octowy (Chempur)

Kwas retinowy (Sigma)

L-glutamina (Gibco)

Lipofektamina 2000 (Invitrogen)

Medium hodowlane DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco)

Medium hodowlane DMEM/F12 (ang. Dulbecco’'s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture
F-12) (Gibco)

Medium hodowlane MEME (ang. Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma)

Mieszanina dNTP o catkowitym st¢zeniu 40 mM (DNA Gdansk)

Mocznik (Chempur)

MOPS (Bioshop)

Nadsiarczan amonu (Sigma)

Octan sodu (POCh)

Paraformaldehyd (Sigma)

Poli-L-lizyna (Millipore)

SDS (Bioshop)

Tricyna (Sigma)

Trietanolamina (Roth)

Tris (Sigma)

TEMED (Bioshop)

TRI reagent (Sigma)

Triton X-100 (Bioshop)

Roztwor Antybiotyk/Antymykotyk 100x stg¢zony (penicylina 10 000 U/ml, streptomycyna 10
mg/ml, amfoterycyna B 25 ug/ml) (Sigma)
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Roztwor penicyliny i streptomycyny 100x stezony (penicylina 10 000 U/ml, streptomycyna 10
mg/ml) (Sigma)

Roztwor zamykajacy SlowFade™ Diamond Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen)
Substrat dla peroksydazy chrzanowej WesternBright Quantum substrate (Advansta)
Wodorotlenek sodu (POCh)

3.1.3 Przeciwciala

Tabela 2. Wykaz stosowanych przeciwciat.

Przeciwciala I-rzedowe

Nazwa Gospodarz Uzyte rozcienczenie Producent

1:1000 (5% mleko)

anty-ataksyna-3 krolik 1:200% (1% BSA) Sigma
anty-GAPDH mysz 1:10 000 (5% mleko) Millipore
anty-Winkulina krolik 1:1000 (5% BSA) Cell Signaling Technology
anty-PoliQ mysz 1:1000 (5% mleko) Millipore
anty-cicta kaspaza-3 krolik 11':1300000*(?10&”;;;‘;) Cell Signaling Technology
anty-MAP2 krolik 1:100* (1% BSA) Cell Signaling Technology
anty-CHOP mysz 1:1000 (5% mleko) Cell Signaling Technology

Przeciwciala II-rzedowe

anty-mysie sprzezone z 1:1000 (5% mleko)

peroksydazg chrzanows osiof 1:10 000** (5% mleko) Jackson ImmunoResearch
anty-krdlicze sprzgzone z osiot 1:1000 (5% mleko) Jackson ImmunoResearch
peroksydaza chrzanowa

anty-krolicze sprzgzone z osiot 1:1000* (1% BSA) Jackson ImmunoResearch

fluoroforem Alexa594

* - stezenia uzyte w barwieniach in situ, ** - st¢zenie uzyte do detekcji przeciwciata anty-GAPDH

3.1.4 Zestawy komercyjne

- Zestaw do izolacji plazmidéw na $rednig skale — Pure Yield Plasmid Midiprep system
(Promega)

- Zestaw do izolacji plazmidéw na mata skalg — Plasmid mini (A&A Biotechnology)

- Zestaw do izolacji DNA z zelu agarozowego — Gel/PCR ME mini kit (Syngen)

- Zestaw do izolacji RNA - Direct-zol™ MiniPrep (Zymo Rysearch)

- Zestaw do mutagenezy ukierunkowanej - QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent Technologies)

- Zestaw do radioaktywnego znakowania sondy - DECAprime™ II DNA Labeling Kit
(Thermo Scientific)

- Kolumienki do oczyszczania oligonuklotydow - GE-Healthcare MicroSpin G-25 columns

(Thermo scientific)
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- Zestaw do odwrotnej transkrypcji - High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Scientific)

- Zestaw do analizy ekspresji genow przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)
Supermix do qPCR - SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)

- Zestaw do oznaczania stezenia biatka metodg BCA - Pierce™ Microplate BCA Protein Assay

Kit - Reducing Agent Compatible (Thermo Scientific)

3.1.5 Roztwory i bufory

APS 10%
EDTA 0,5 M, pH 8.0
SDS 10%
Tris 1,5 M, pH 8.8
Tris1 M, pH 6.8
25 mM glicyna, pH 2.0
CaCl225M
Roztwor Ponceau S do barwienia biatek na membranie
Ponceau S 0,5%
Kwas octowy 1%
Medium LB (ang. Luria-Bertani) do hodowli bakterii 1L, pH 7.0
Ekstrakt drozdzowy 5g¢
NaCl 10g
Bio-Trypton 10g
SSC, 20x stezony
Chlorek sodu 3M
Cytrynian trisodowy 300 mM
TBE, 10x stezony, pH 8.3

Tris 1M

Kwas borowy 1M

EDTA 20 mM
TAE, 5x stezony, pH 8.0

Tris 200 mM

EDTA 5 mM

Kwas octowy 95 mM
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Bufor ptuczacy do analiz typu Northern

SSC 1x
SDS 0,1%
NBC, 10x st¢zony
Kwas borowy 05M
Octan sodu 10 mM
NaOH 50 mM
MOPS, 10x stezony, pH 7.0
MOPS 0,2 M
Octan sodu 50 mM
EDTA 10 mM
TT, 50x stezony
Tricyna 1,5M
Trietanolamina 15M

3. Materiaty i Metody

Bufor obcigzajacy do rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym w buforze TT

Bufor obcigzajacy do rozdziatu elektroforetycznego w zelu agarozowym w buforze NBC

Bufor Laemmli do elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym, 10x st¢zony

50x TT 2,1 x
EDTA 1 mM
Blekit bromofenolowy 0,04%
Ficoll 15%
EDTA 0,1M
Btekit bromofenolowy 0,25%
Tris 250 mM
Glicyna 1,92 M
SDS 1%

Bufor do elektrotransferu, 1x stezony
Tris 25 mM
Glicyna 192 mM
Metanol 20%
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Bufor PB do izolacji bialek z komorek, 1x st¢zony

Tris 60 mM
SDS 2%
Sacharoza 10%
PMSF 2mM
Bufor obcigzajacy do elektroforezy bialek, 3x stezony
Tris pH 6.8 150 mM
SDS 6%
-merkaptoetanol 16%
glicerol 30%
btekit bromofenolowy 3%
TBS, 10x st¢zony, pH 7.4
Tris 0,2M
NaCl 15M
TBS-T, 1x st¢zony, pH 7.4
Tris 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1%

Bufory dostepne komercyjnie

Bufor do hybrydyzacji typu Northern PerfectHyb plus Hybridization Buffer (Sigma)

Bufor do ligazy T4, 10x ste¢zony (Promega)
Bufor do polimerazy GoTaq Flexi, 5x stgzony (Promega)

Bufor do polimerazy Pfu zawierajacy magnez, 10x stezony (Thermo Scientific)

Bufor do trawienia DNA za pomocg enzymow restrykcyjnych Fast digest buffer, 10x

stezony (Thermo Scientific)

Bufor hybrydyzacyjny do smFISH (Stellaris)

Bufor obcigzajacy do elektroforezy RNA w zelu agarozowym, RNA Gel Loading Dye,

2x stezony (Thermo Scientific)

Bufor PBS (Bioshop)

Bufor ptuczacy A do smFISH, 5x st¢zony (Stellaris)
Bufor ptuczacy B do smFISH (Stellaris)

Bufor RIPA do izolacji biatek z komoérek (Sigma)
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3.1.6 Zwigzki promieniotworcze

dCTP [0-32P] 3000 Ci/mmol (Hartman Analitics)

3.1.7 Standardy do oznaczania wielkosci kwasow nukleinowych i biatek

Marker dlugosci DNA - 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)
Marker dtugosci RNA - RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo Scientific)

Marker wielkosci biatek - Pageruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific)

3.1.8 Zele
Zele agarozowe do analizy produktow PCR oraz izolacji DNA po cieciu restrykcyjnym
1% agaroza w buforze TBE z bromkiem etydyny (0,5 pg/ml)
1% agaroza w buforze TAE z bromkiem etydyny (0,5 pg/ml)
Zele agarozowe do analiz typu Northern blot
1% agaroza w buforze MOPS z dodatkiem 1,85% formaldehydu
1% agaroza w buforze NBC z dodatkiem 1,85% formaldehydu
1% agaroza w buforze TT z dodatkiem 1,2% formaldehydu

Zel poliakrylamidowy denaturujacy do elektroforezy bialek

Zel rozdzielajacy:
Akrylamid/Bisakrylamid 10%
Tris pH 8.8 0,375 M
SDS 0,1%
APS 0,1%
TEMED 0,4%
Zel zageszczajacy:
Akrylamid/Bisakrylamid 5%
Tris pH 6.8 0,125 M
SDS 0,1%
APS 0,1%
TEMED 0,1%
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3.1.9 Konstrukty genetyczne

W niniejszej pracy zastosowano nastepujace wektory, ktorych struktury genetyczne zostaty
przedstawione na rycinie 7:

- plazmid pGEM® - T Easy zawierajacy sekwencj¢ kodujaca genu ludzkiej ataksyny-3 z 69
powtorzeniami CAG (ATXN3 69 CAG), stworzony wezesniej w ZBM (Ryc. 7A)

- plazmid pCDH-EF1la-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro stuzacy do wyprowadzania
stabilnych linii komérkowych w systemie lentiwirusowym (Ryc. 7B) (SBI)

- plasmid pcDNAS™/FRT/TO stuzacy do wyprowadzania stabilnych linii komérkowych w
systemie Flp-In T-REx (Ryc. 7C) (Thermo Scientific)

- plasmid pOG44 kodujacy rekombinazg flipaze, ktora przeprowadza miejscowo-specyficzng
rekombinacj¢ miedzy miejscami FRT w systemie Flp-In T-REX (Ryc. 7D) (Thermo Scientific)

A RSV 51T
Xmnl 2009
171 1
Scal 1890 \Nael 2707 | Fagar | 14 Amp? CPPT
‘ Aatll | 20
1 ori Sphl 26
Bstzl | 31
Ncol | 37 EF1a
Bstzl | 43
Amp DGEMe-TEasy  lacz Notl | 43 pCDH-EF1a-MCS-BGH- PGK Hes
55 ac sacll | 49 puc! | QREP.T9A-Purn ==
Vector 4 EcoRl | 52 DR GFP-T2A-Puro gflc_A
(3,015bp) Cat.# CD550A-1
Spel 64 PGK
EcoRl | 70 \ :
Notl 77
Bstzl | 77
Pstl 88 SV40 ORI
ori Sall 90 ’ L\ GFP
gl;j;l 18; SV40 poly-A 2 T oA
BstXl | 118 3'ALTR Puro
Nsil [ 127
141
T sps

pcDNAS/FRT

pOG44

Expression 5785 bp

Vector

Rycina 7. Schematy przedstawiajace strukture wektorow wykorzystanych w niniejszej pracy. A -
pGEM®- T Easy (Promega). B - pCDH-EFla-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro (SBI). C -
PCDNAS™/FRT/TO (Thermo Scientific). D - pOG44 (Thermo Scientific).
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3.1.10 Oligonukleotydy

Oligonukleotydy zostaly zsyntetyzowane w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN (Warszawa).

Tabela 3. Oligonukleotydy uzyte w niniejszej pracy.

Nazwa Sekwencja 5°->3°
Oligonukleotydy uzyte do klonowania
CGGAAGAGACGAGAAGCCTACTTTGAAAAACAGCAGCAAAAGCAGCA
20CAGF ACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCAGCGG
GTCCCGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCT
20CAGR GCTGCTGCTGCTGCTGTTGCTGCTTTTGCTGCTGTTTTTCAAAGTAGGCT
TCTCGTCTCT
CGGAAGAGACGAGAAGCCTACTTTGAAAAACAGCAGCAAAAGCAGCA
20CAAF ACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAAC
AACAACAACAACAACGG
GTCCCGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTTG
20 CAAR TTGTTGTTGTTGTTGTTGCTGCTTTTGCTGCTGTTTTTCAAAGTAGGCTTC
TCGTCTCT
CGGAAGAGACGAGAAGCCTACTTTGAAAAACAGCAGCAAAAGCAGCA
20 CAG/CAAF ACAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAACAGCAGCAGC
AACAGCAGCAGCAACGG
GTCCCGTTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGCTGTTGCTGCTGCTGTTGCTGCT
20 CAG/CAAR GCTGTTGCTGCTGCTGTTGCTGCTTTTGCTGCTGTTTTTCAAAGTAGGCT
TCTCGTCTCT
MCS F AGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACGCTAGCTAGTCCAGTGTGGTGGAA
TTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGC
MCS R TCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCCACCACACTGG
ACTAGCTAGCGTGGATCCGAGCTCGGTACCA
Startery do mutagenezy ukierunkowanej
Mutstart F GACAAATAAACTAGGAGTCCATCTTCCACCG
Mutstart R GTGGAAGATGGACTCCTAGTTTATTTGTCTGG
Mutciag F CGAGAAGCCTACTTTGAATAACAGCAGCAAAAGC
Mutciag R CTTTTGCTGCTGTTATTCAAAGTAGGCTTCTCGTC
MutNhel F CCCGGCCGCCATGGCTAGCCGCGGGAATTCG
MutNhel R AATTCCCGCGGCTAGCCATGGCGGCCGGGAGC
Startery do tworzenia sond do hybrydyzacji typu Northern
ATXN3sondalF AGTTCAGGAGCACTTGGGAG
ATXN3sonda 1 R CAAAGTGGACCCTATGCTGT
ATXN3 sonda 2 F ATGGAGTCCATCTTCCACGAG
ATXN3sonda2 R TTCTCGTCTCTTCCGAAGCTC
ATXN3 sonda 3 F TCGTCGACGAGCTCGTTTAG
ATXN3sonda 3R AATCGAATTCCCGCGGCTAG
GAPDH sonda F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH sonda R GAAGATGGTGATGGGATTTC
Startery do standardowego PCR
STRF GGAAGAGACGAGAAGCCTAC
STRR TCACCTAGATCACTCCCAAGT
XBP1F TTACGAGAGAAAACTCATGGCC
XBP1R GGGTCCAAGTTGTCCAGAATGC

Startery do PCR w czasie rzeczywistym

ATXN3 endo F

GACTGGTGCGTTCCTAAACTCTG

ATXN3 endo R

AAGAAGGGGTTGCAACAAAGCTG

ATXN3 calk F

CGCAGGGCTATTCAGCTAAG

ATXN3 calk R

GCTTTTGCTGCTGTTTTTCA
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GAPDH F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDHR GAAGATGGTGATGGGATTTC
NSE F TGCACAGGCCAGATCAAGAC
NSE R CCAGGCAAGCAGAGGAATCA
SYPF GGACATGGACGTGGTGAATC
SYPR AAGATGGCGAAGACCCATTG
SYN1F GTTTGCCCAGATGGTTCGAC
SYNIR CAACCTTGACCTTGCCCATC
SNAP25 F AGTTGGCTGATGAGTCGCTG
SNAP25 R TCATGCCTTCTTCGACACGA
ATF4 F TTAAGCCATGGCGCTTCTCA
ATF4 R GGTCGAAGGGGGACATCAAG
CHOP F GATCCAACTGCAGAGATGGC
CHOPR TGATTCTTCCTCTTCATTTCCAGG
Grp78 F GAACGTCTGATTGGCGATGC
Grp78 R TCAACCACCTTGAACGGCAA
EDEM F TCTCCTCTACCAGGCAACCA
EDEM R AGCTCTCCATCCGGTCTTCT

3.1.11 Sondy do wizualizacji pojedynczych czgsteczek RNA metodg fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ

- zestaw sond skierowanych na transkrypt ataksyny-3 i zaprojektowany za pomoca
oprogramowania udost¢pnianego przez firme Stellaris, sondy byty sprzezone z fluoroforem
Quasar® 670 (Stellaris)

- zestaw sond skierowananych na transkrypt GAPDH: VSMF-2148-5, dostepny komercyjnie,
sondy byty sprzezone z fluoroforem CAL Fluor® Red 590 Dye (Stellaris)

3.1.12 Materiat biologiczny

Komorki bakteryjne
Do propagacji plazmidow zawierajacych transgeny ataksyny-3 z réznymi dlugoSciami ciggu
poliglutaminowego stosowano bakterie Sure 2 (Agilent Technologies), przeznaczone do
klonowania DNA zawierajacego niestabilne struktury drugorzegdowe. Do namnazania
pozostatych plazmidéw wykorzystano bakterie DH5a (Thermo Scientific),

Linie komérkowe
W badaniach wykorzystano komoérki HEK293T (ATCC) i Flp-In T-REx SH-SY5Y host
(otrzymane dzigki uprzejmosci prof. Jamesa Connora i dr Sanga Lee, z Penn State Cancer

Institute).
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3.1.13 Sprzet laboratoryjny oraz materialy trwate

- Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies)

- Aparat do elektroforezy pionowej Mini-Protean®Tetra (Bio-Rad)

- Aparat do elektroforezy poziomej (Cleaver Scientific)

- Aparat do transferu mokrego Mini Trans-Blot® (Bio-Rad)

- Cieplarka do hodowli bakteryjnych (Memmert)

- Cieplarko-wytrzgsarka Max Q Mini 4000 (Barnstead)

- Inkubator bakteryjny (Memmert)

- Inkubator do komorek eukariotycznych (Heracus, HERACell)

- Piecyk hybrydyzacyjny ProBlot (Labnet)

- Kaseta oraz ekran do autoradiografii (Amersham Biosciences)

- Komora laminarna do pracy z bakteriami (Aura vertical S.D.4.)

- Komora laminarna do pracy z komoérkami eukariotycznymi (Heracus, HERASafe KS 15)
- Licznik scyntylacyjny (HIDEX, Triathler)

- Membrana nylonowa do analiz typu Northern Amersham Hybond™-N* (GE Healthcare)
- Membrana nitrocelulozowa do analiz typu Western Amersham™Protran™0,45 um NC (GE
Healthcare)

- Mikroskop optyczno-fluorescencyjny IX-70 (Olympus)

- Mikroskop konfokalny Leica TCS SP5 (Leica microsystems)

- Neon™ Transfection System (Thermo Scientific)

- pH-metr Seven Easy (Mettler Toledo)

- Skaner laserowy FLA 5100 (Fujifilm)

-Sonikator Bioruptor®Pico (Diagenode)

- Spektofotometr DS-11 (Denovix)

- System dokumentacji zeli G:box (Syngene)

- Termocykler T100 (Bio-Rad)

- Termocykler do gPCR CFX Connect™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)

- Termomikser TS-100 (Biosan)

- UV crosslinker CL-1000 (UVP)

- Wiréwka (Eppendorf mini spin)

- Wirowka (Eppendorf 5810R)

- Zasilacz do elektroforezy PowerPac™Basic (Bio-Rad)
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3.1.14 Programy komputerowe i bazy danych

Cytoscape — wizualizacja danych proteomicznych i transkryptomicznych

https://cytoscape.org/

ClueGo i CluPedia — wtyczki Cytoscape, wizualizacja wynikow z programu Enrichr
Enrichr — analizy ontologiczne wynikow glebokiego sekwencjonowania

https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/#

ExXPASy compute pl/Mw tool — obliczenia mas biatek
https://web.expasy.org/compute pi/

ExXPASYy translate tool — analiza sekwencji ataksyny-3 pod katem alternatywnych kodonow
start

https://web.expasy.org/translate/

GeneSys — analiza zeli agarozowych 1 membran w metodzie Western blot
Genevenn — wykonanie diagraméw Venna

http://genevenn.sourceforge.net/

GOliorize — wtyczka Cytoscape, analiza ontologiczna wynikow iTRAQ

Image Reader — odczyt membran w metodzie Northern blot

I-Tasser — modelowanie sekwencji biatek
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/

Jamovi — analiza statystyczna danych

https://www.jamovi.org/

LAS X — analiza zdj¢¢ mikroskopowych

MultiGauge — analiza membran w metodzie Northern blot

MFold, RNAfold — przewidywanie struktur RNA
http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold

Primer-BLAST — projektowanie starterow do PCR

https://www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cai

PYyMOL — wizualizacja wymodelowanych sekwencji biatek
https://pymol.org/2/

SnapGene Viewer — analiza wynikow sekwencjonowania

https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/

String — analiza danych proteomicznych
https://string-db.org/
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3.2 Metody

3.2.1 Przygotowanie konstruktow genetycznych

3.2.1.1 Konstrukcja transgenow ataksyny-3 z ciggami 20 CAA, 20 CAG lub 20 CAG z
interrupcjami CAA

Transgeny ataksyny-3 byly przygotowywane przez wklonowanie wstawek zawierajacych
odpowiednie ciggi powtorzen do konstruktu ATXN3 69 CAG. Konstrukt ten byt trawiony za
pomocg enzymow restrykcyjnych Eco01091 i BsmBI w celu wyciecia ciggu zawierajacego 69
powtorzen CAG i uzyskania koncow komplementarnych do wstawek. Calg objetos¢ reakceji
trawienia rozdzielono w 1% zelu agarozowym w buforze TAE. Fragment odpowiadajacy
zlinearyzowanemu wektorowi wycigto 1 oczyszczono za pomocg zestawu Gel/PCR ME mini
kit wedtug zalecen producenta. Ligacj¢ wektora z wstawka zawierajaca ciagi prowadzono przy

sze$ciokrotnym nadmiarze molarnym wstawki.

Dupleksowanie

Oligonukleotydy dupleksowano parami w wodzie:

2 ul A (zestgzenia 10 uM)
2 ul B (ze stezenia 10 uM)

46 ul H,O
50 pul

Tak przygotowang reakcj¢ wstawiano do zlewki z zagotowang woda i pozostawiano az do

osiggnig¢ciao temperatury pokojowe;j.

Trawienie wektora ATXN3 69 CAG

Sul  wektora (1 pg)

2 ul  buforu FastDigest, 5x stezonego
1 ul  Eco0109I

1 ul BsmBlI

1 ul  DTT ze stezenia 20 mM

10ul HO
20 pl

Trawienie prowadzono przez 50 minut w 37°C, nastepnie enzymy inaktywowano przez 10 min.
w 65°C.
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Ligacja

2 ul  trawionego wektora (50 ng)

1 ul  mieszaniny po dupleksowaniu rozcienczonej 41x (~5,6 ng)
1 ul  buforu do ligacji, 10x stezonego

1ul ligazy DNA faga T4

5ul  HO
10 pl

Przygotowanymi w ten sposob wektorami transformowano kompetentne bakterie DHSa w celu

namnozenia plazmidoéw. Na jedna transformacje¢ brano cato$¢ reakcji ligacji i 100 ul bakterii.

3.2.1.2 Konstrukcja transgenéw ataksyny-3 z ciggami 120 CAA, 120 CAG lub 120 CAG z
interrupcjami CAA

Transgeny ataksyny-3 z ciggami zawierajacymi 120 powtdrzen byly przygotowywane za
pomocg metody SLIP (ang. Synthesis of Long lterative Polynucleotide), ktora umozliwia
wydluzanie juz istniejacych ciggow powtorzen (Takahashi et al., 1999). W metodzie SLIP
(Ryc. 8) podczas cyklu PCR wydluzanie ciggu powtdrzen jest przeprowadzane przez
polimeraze Pfu. Gdy sekwencje ciggéw powtorzen produktow réznych trawien niedoktadnie
do siebie hybrydyzuja powstaja przerwy, w ktorych moze dziata¢ polimeraza. W pierwszej
kolejnosci usuwane sg przez nig niesparowane nukleotydy tuz przy ciggu powtorzen a nastepnie
wydtuzany jest koniec 3°. W rezultacie dochodzi do elongacji sekwencji powtorzen. Jako
konstrukty wyjSciowe wykorzystano otrzymane wczesniej transgeny ataksyny-3. Dany
konstrukt byt trawiony réwnolegle w oddzielnych probéwkach za pomocg enzymow
restrykcyjnych Eco0109I i BsmBI (Thermo Scientific). Nastgpnie, produkty trawien taczono i
poddawano jednemu cyklowi PCR, po czym transformowano nimi kompetentne bakterie
DH5o.

BsmBI ciag powtdrzen wydtuzony ciag

Eco0109I powtdrzen
trawienie—» denaturacja — annealing i
polimeraza
PGEME-T Easy \ /

cykl PCR

Rycina 8. Metoda SLIP, opis w tekscie (Takahashi et al., 1999; Figura et al., 2015).
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Trawienie za pomocg BsmBI Trawienie za pomoca Eco0109I

5ul  wektora (500 ug) 5ul  wektora (500 ug)

2 ul  buforu FastDigest, 5x stezonego 2 ul  buforu FastDigest, 5x stezonego
Il ul  BsmBI 1 ul  Eco0109l

lul DTT (20 mM) 12 ul H0

11 ul H,O 20 ul

20 ul

Trawienie prowadzono przez 40 minut w 37°C, nastepnie enzymy inaktywowano przez 10 min.
w 65°C.

SLIP PCR

Sktad mieszaniny: Program:

4 ul trawienia BsmBI 95°C 5 min.
4 ul trawienia Eco0109I 50°C 10 min.
2,5 ul buforu z magnezem 72°C 3 min.
1 ul dNTP 4°C

1 ul polimerazy Pfu

12,5 ul H,O

25 ul

3.2.1.3 Konstrukcja transgenow ataksyny-3 nieulegajgcych translacji

Transgeny ataksyny-3 nieulegajace translacji zostaty przygotowane za pomocg mutagenezy
ukierunkowanej z uzyciem zestawu QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit zgodnie z
protokotem dostarczonym przez producenta. Zamieniono kodon start (ATG) na stop (TAG) i
wprowadzono kodon stop (TAA) przed ciggiem powtorzen. Do zamiany kodonu start na stop
wykorzystano startery Mutstart F i Mutstart R, natomiast do wprowadzenia kodonu stop przed
ciggiem wykorzystano startery Mutcigg F i Mutcigg R (Tab. 2). Po przeprowadzeniu syntezy
zmutowanych nici DNA mieszaning reakcyjna poddano dziataniu Dpnl aby pozby¢ si¢
plazmidu stuzacego za matryce. Nastepnie 4 pl mieszaniny reakcyjnej uzyto do transformacji
bakterii DH5a.

Zamiana kodonu start na stop:

AATAAACATGGAGTCCA -> AATAAACTAGGAGTCCA
Wprowadzenie kodonu stop przed ciggiem:
TTTGAAAAACAGCAGCA -> TTTGAATAACAGCAGCA
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Sktad mieszaniny do Program:

mutagenezy ukierunkowanej:

5 ul bufor reakcyjny, 10x stezony 95°C 1 min.

1 ul matrycy (30 ng) 95°C 50 s.

1,25 pl starter F (125 ng) 60°C 50 s.

1,25 pl starter R (125 ng) 68°C 1min./kb plazmidu
1 ul dNTP 18 cykli

3 ul QuickSolution 68°C 7 min.

37,5 Wl HO 4°C oo

50 ul + 1 pl polimerazy PfuUltra

3.2.1.4 Przeklonowanie transgenow ataksyny-33 do wektorow stuzgcych do wyprowadzenia
stabilnych linii komorkowych

Transgeny ataksyny-3 byty przeklonowywane do wektorow pCDH-EF1a-MCS-BGH-PGK-
GFP-T2A-Puro i pcDNAS™/FRT/TO. W celu umozliwienia wklonowania otrzymanych
transgenéw do wektora pCDH-EF1a-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro plazmid ATXN3 69
CAG zostal uprzednio poddany mutagenezie ukierunkowanej w celu otrzymania
kompatybilnych miejsc restrykcyjnych. Z uzyciem starterow MutNhel F, MutNhel F i zestawu
QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit miejsce restrykcyjne Notl znajdujace si¢ przed

sekwencjg transgenu zmutowano na miejsce Nhel.

Zamiana miejsca Notl na Nhel:
CGCCATGGCGGCCGCGGG -> CGCCATGGCTAGCCGCGG

Sktad mieszaniny jak i program sg analogiczne jak w punkcie 4.2.1.3.

Natomiast w celu uzyskania kompatybilnych miejsc restrykcyjnych w wektorze
pcDNAS™/FRT/TO wycigto z niego oryginalne miejsce wielokrotnego klonownia (MCS, ang.
multiple cloning site) za pomocg enzymow restrykcyjnych Hindlll i Xhol. Nastepnie, catg
objetos¢ reakcji trawienia rozdzielono w 1% zelu agarozowym w buforze TAE. Fragment
odpowiadajacy zlinearyzowanemu wektorowi wycig¢to i oczyszczono za pomoca zestawu
Gel/PCR ME mini kit wedtug zalecen producenta. Ligacje wektora ze wstawka powstatg ze
zdupleksowanych oligonuklotydow MCS F i MCS R reprezentujacych nowy MCS (Tab. 2)

prowadzono przy sze$ciokrotnym nadmiarze molarnym wstawki.

65



3. Materiaty i Metody

Trawienie wektora pcDNAS™/FRT/TO

5ul  wektora (1 pg)

2 ul  buforu FastDigest, 5x stezonego
1l Xhol

1 ul  Hindlll

11ul H2O
20 ul

Trawienie prowadzono przez 50 minut w 37°C, nastepnie enzymy inaktywowano przez 10 min.
w 65°C.

Dupleksowanie byto przeprowadzone analogicznie jak w punkcie 3.2.1.1

Ligacja

2 ul  trawionego wektora (50 ng)

1 ul  mieszaniny po dupleksowaniu rozcienczonej 5x (~4,7 ng)
1 ul  buforu do ligacji

1 ul  ligazy DNA faga T4 (Promega)

Sul  HO
10 pl

Przygotowanymi w ten sposdb wektorami transformowano bakterie DH5a w celu namnozenia
plazmidow. Po otrzymaniu konstruktow o kompatybilnych miejscach restrykcyjnych wektory
pCDH-EF1a-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro, pcDNAS™/FRT/TO, jak i plazmidy
zawierajace wstawki byly trawione za pomocg enzymow restrykcyjnych Notl i Nhel. Reakcje
trawienia byty rozdzielane na 1% buforze TEA. Nastgpnie, wycinano fragmenty odpowiadajace
pocigtemu wektorowi lub transgenowi ataksyny-3 i oczyszczano za pomoca kitu Gel/PCR ME
mini kit wedtug zalecen producenta. Ligacje transgenu i wektora prowadzono przy trzykrotny

nadmiarze molarnym transgenu.

Trawienie wektorow i plazmidow z transgenami ataksyny-3

Sul  wektora (1 pg)

2 ul  buforu FastDigest, 5x st¢zonego
1ul  Nhel

1 ul  Notl

11yl HO
20 pl

Trawienie prowadzono przez 50 minut w 37°C, nastepnie enzymy inaktywowano przez 10 min.
w 80°C.

66



3. Materiaty i Metody

Ligacja

2 ul  trawionego wektora (50 ng)

4 ul  wstawki (54 ng dla transgenow z 20 i 63 ng dla transgendow z 120 powtorzeniami)
1 ul  buforu do ligacji

1 ul ligazy DNA faga T4

2ul  H)O
10 pl

Przygotowanymi w ten sposob wektorami transformowano wedlug protokotu producenta

chemokompetentne bakterie SURE2 w celu hamnozenia plazmidow.

3.2.1.5 Przygotowanie chemokompetentnych bakterii DH5a

Szczep DHS50 hodowano przez noc. Po tym czasie 1 ml hodowli zaszczepiono 100 ml LB i
hodowano bakterie do osiggnigcia ODg0o=0.5 (0K. 2 godziny). Nast¢pnie hodowle zwirowano
przez 5 minut przy 6000 rpm w 4°C a osad zawieszono w 16 ml zimnego 10 mM NaCl. Bakterie
ponownie zwirowano przez 5 minut przy 6000 rpm w 4°C i zawieszono osad w 16 ml zimnego
50 mM CacCly, po czym inkubowano 20 min. na lodzie. Po tym czasie bakterie zwirowano przez
5 minut przy 6000 rpm w 4°C, nastepnie osad zawieszono w 4 ml zimnego 50 mM CaCl; i
dodano 1,2 ml sterylnego glicerolu (do 30%). Bakterie nast¢pnie rozporcjonowano po 100 ul i

zamrozono w -70°C.

3.2.1.6 Transformacja bakterii chemokompetentnych metodg szoku termicznego

Po rozmrozeniu na lodzie porcji komoérek chemokompetentnych dodano do nich plazmidowego
DNA i inkubowano przez 30 min. w lodzie. Nastgpnie, bakterie poddano szokowi termicznemu
poprzez inkubacje w 42°C przez 45s.-1,5 min. Po tym czasie pozostawiono je na 3 min. w
lodzie. Do bakterii dodano 500 ul medium LB i hodowano przez 1 godzing w 37°C z
wytrzasaniem. Po tym czasie bakterie wysiano na przygotowane wczeséniej ptytki hodowlane z
zawierajacym ampicyline (100 pg/ml) zestalonym LB. Inkubowano w 37°C w inkubatorze

przez noc.

3.2.1.7 Sprawdzanie diugosci ciggu powtorzen za pomocg kolonijnego PCR

PCR kolonijny byt uzywany do analizy wynikow metody SLIP w celu identyfikacji klonow z

wydluzonym ciggiem powtdrzen. Za jego pomocg sprawdzano tez czy dlugo$¢ ciggow
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powtorzen nie ulegta znaczacym zmianom po kolejnych etapach klonowania. PCR kolonijny
polega na dodaniu do mieszaniny reakcyjnej PCR, zamiast matrycy DNA, bakterii
pochodzacych z pojedynczej kolonii utworzonej na ptytce z zestalonym LB. Podczas wstepne;j
denaturacji w termocyklerze dochodzi do lizy bakterii i uwolnienia si¢ do mieszaniny
reakcyjnej plazmidow, ktore byty w nich namnazane. Plazmidy te stuza jako matryca w reakcji

PCR.

Sktad mieszaniny: Program:
0,25 pul STR F (ze stgzenia 10 pM) 95°C 5 min.
0,25 ul STR R (ze stezenia 10 uM) 95°C 30s.
0,125 pl mieszaniny dNTP (ze stezenia 40 uM) | 60°C 15s.
0,25 pl MgCl: (ze stgzenia 25mM) 72°C 30s.
1 ul buforu GoTaq Flexi 30 cykli
0,0625 ul polimerazy GoTaq Flexi (5u/ul) 72°C 7 min.
3.0625 ul H>0O 4°C

Sul

3.2.1.8 Izolacja plazmidowego DNA i oznaczanie jego stezenia

Plazmidowe DNA w celu poddania sekwencjonowaniu izolowano z uzyciem zestawu Plasmid
mini wedlug protokotu producenta. Z Kkolei plazmidowe DNA przeznaczone do transfekcji
komorek izolowano za pomoca zestawu Pure Yield Plasmid Midiprep system wedtug protokotu
producenta. Po izolacji stgzenie i czystos¢ DNA oznaczano spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali 230 nm, 260 nm i 280 nm. Stopien zanieczyszczenia biatkiem oceniano na
podstawie stosunku warto$ci absorbancji A260/A280. Natomiast Stopien zanieczyszczenia
solami chaotropowymi i rozpuszczalnikami organicznymi oceniano na podstawie stosunku
wartos$ci absorbancji A260/A230 Do dalszych analiz stosowano plazmidowe DNA o warto$ci

A260/A280 mieszczacej si¢ w granicach 1,7-2,1 i wartosci A260/A230 powyzej 2.

3.2.1.9 Sekwencjonowanie DNA metodg Sangera

Wszystkie konstrukty genetyczne po kazdym poszczegolnym etapie klonowania byty
poddawane sekwencjonowaniu w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej
Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Sekwencjonowanie
miato na celu potwierdzenie poprawnosci klonowanej sekwencji, sprawdzenie wprowadzanych

mutacji w przypadku mutagenezy ukierunkowanej jak i okreslenie doktadnej dtugosci ciagu
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powtorzen. Wyniki sekwencjonowania analizowano za pomoca komercyjnie dostgpnego

programu SnapGene Viewer.

3.2.2 Hodowle komorkowe i transfkcja przejsciowa

Komoérki linii HEK293T byty hodowane w medium DMEM z 10% ptodowa surowicg bydleca
(FBS), 2mM L-glutaming i 1x Antybiotykiem/Antymykotykiem. Hodowla linii SH-SY5Y byta
prowadzona w medium DMEM/F12 z 10% FBS, 1x aminokwasami, 1x
Penicylina/Streptomycyna i blastycydyna (5 pg/ml). W przypadku wyprowadzonych
stabilnych linii SH-SY5Y medium zawierato dodatkowo higromycyne¢ (50 pg/ml). Komorki
przesiewano przy konfluencji 80-90% przy pomocy trypsyny. Komorki eukariotyczne byty
hodowane w inkubatorach utrzymujacych temperatur¢ 37°C i atmosfere 5% COz. Ekspresje
transgenu indukowano poprzez dodanie doksycykliny w stezeniu 1 pg/ml. Wigzanie si¢
doksycykliny z represorem Tet powodowato jego o zmiany konformacyjne i uniemozliwiato
mu wigzanie si¢ dtuzej do Tet operatora co aktywowato transkrypcje transgenu.

Komorki HEK293T transfekowano metoda liposomowa przy uzyciu odczynnika
lipofektamina 2000 zgodnie z protokolem zalaczonym przez producenta. Komorki dzien
wczesnie] wysiano na ptytke szesciodotkowa, tak aby w dniu transfekcji ich konfluencja
wynosita 70-90%. Do transfekcji uzyto po 1 ug wektorow pCDH-EF1a-MCS-BGH-PGK-GFP-
T2A-Puro zawierajacych odpowiednie transgeny ataksyny-3. Po 5 godzinach komoérkom
zmieniono pozywke na medium z antybiotykami. Analize¢ ekspresji transgenu z wektora

przeprowadzano po 48 h od transfekcji.

3.2.3 Wyprowadzenie stabilnych modeli komérkowych SCA3 za pomocq system Flp-In T-REx

System Flp-In T-REx (Invitrogen) umozliwia utworzenie stabilnych, izogenicznych i
monoklonalnych linii komoérkowych, dzieki wykorzystaniu miejscowo specyficznej
rekombinacji przeprowadzanej przez rekombinaze¢ Flp. Rekombinacja, ktéra odbywa sie¢
miedzy miejscami FRT, gdzie jedno jest obecne w genomie komorki, a drugie w konstrukcie
genetycznym, zapewnia integracje badanego genu w jedno okreslone miejsce w genomie.
Drugg zaleta systemu jest mozliwos¢ kontrolowanej indukcji syntezy transkryptu za pomoca
doksycykliny. Modele komorkowe SCA3 byly generowane wedlug protokolu producenta,

ktory rozpoczyna si¢ transfekcja komorek SH-SYSY konstruktem zawierajagcym odpowiedni
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wariant ataksyny-3 (lub ,,pusty” wektor w przypadku linii kontrolnej) oraz wektorem
kodujacym rekombinaze Flp (pOG44). Transfekcja zostala przeprowadzona za pomocy
systemu Neon wedtug protokotu producenta. Do pojedynczej transfekcji wzigto 4 pg plazmidu
pcDNAS™/FRT/TO z wklonowanym transgenem ataksyny-3, 16 pg plazmidu pOG44 i
2,5x10° komérek. Uzyto nastepujacych parametréw urzadzenia: 1,100 V, jeden puls o dlugosci
50 ms. Po 48 godzinach od transfekcji komorki byly wysiewane na medium selekcyjne z
dodatkiem higromycyny. Komorki, w ktorych doszto do rekombinacji, tworzyly z czasem
pojedyncze kolonie, ktore nastegpnie byty 0S0bno przenoszone za pomoca matych cylindrow na
plytki 48-dotkowe, a w kolejnych etapach na ptytki 24-dotkowe, 12-dotkowe, 6-dotkowe az do
formatu szalki 10 cm w celu namnozenia materialu komorkowego. Nastgpniec w
poszczegolnych klonach indukowano ekspresj¢ transgenu, ktorg sprawdzano za pomocg PCR
z odwrotng transkryptazg (RT-PCR, ang. reverse transcriptase PCR) w przypadku transgenow
niculegajacych translacji lub metody Western blot w przypadku transgenow ulegajacych
translacji. Komorki bedace poprawnymi klonami zamrazano w medium DMEM/F12 z 20%
FBS, 10% DMSO, 1x aminokwasami, 1x Penicylina/Streptomycyna w -80°C. Po 24 godzinach

byty one przenoszone do ciektego azotu w celu przechowywania do dalszych analiz.

3.2.4 Roznicowanie komorek SH-SY5Y

Do réznicowania komorek SH-SYSY, w celu przyjecia przez nie fenotypu neuronalnego, postanowiono
zastosowa¢ zmodyfikowany protokot zaproponowany przez Shipley et al., 2016. W tym celu populacje
komoérek SH-SYSY sktadajacg sie z komodrek epitelialnych (S) i neuroblastomalnych (N)
frakcjonowano, tak aby sktadata sie wylacznie z komorek typu N. Zeby wyselekcjonowa¢ komérki typu
N wykorzystano fakt, ze sa one znacznie mniej adherentne od komorek typu S, dlatego pasazujac
komorki SH-SY5Y zbierano tylko te, ktore najwczesniej odklejaty si¢ od szalki podczas trypsynizacji.
Po kilkunastu przeprowadzonych w ten sposob pasazach otrzymano populacj¢ komorek SH-SYS5Y
sktadajaca si¢ wylacznie z typu N. Nastepnie, komorki poddano réznicowaniu w medium EMEM, z
dodatkiem 2 mM L-glutaminy, 10uM kwasu retinowego i 6% FBS inaktywowanego termicznie, ktorego
stezenie zanizono do 3% w 5 dniu i 1% w 7 dniu réznicowania. Medium zmieniano co dwa dni a
hodowle prowadzono przez 9 dni. Oceng efektywnosci réznicowania przeprowadzono przez analizg
morfologii i ekspresji markerow neuronalnych: NSE, SYP, SYN1 i SNAP25 za pomocg PCR w czasie

rzeczywistym.
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3.2.5 Analiza ekspresji wybranych genow

3.2.5.1 Izolacja RNA i oznaczanie jego stezenia

W wyprowadzonych modelach SCA3 zaindukowano ekspresj¢ transgenu za pomoca dodania
doksycykliny (1 pg/ml) do medium hodowlanego. Po 72 godzinach komorki zebrano i
wyizolowano z nich catkowite RNA za pomocg zestawu Direct-zol™ MiniPrep zgodnie z
protokotem producenta. Po izolacji stezenie i czystos¢ RNA oznaczano spektrofotometrycznie
przy dhtugosci fali 230 nm, 260 nm i 280 nm. Stopien zanieczyszczenia biatkiem oceniano na
podstawie stosunku warto$ci absorbancji A260/A280. Natomiast Stopien zanieczyszczenia
solami chaotropowymi i rozpuszczalnikami organicznymi oceniano na podstawie stosunku
wartosci absorbancji A260/A230 Do dalszych analiz stosowano RNA o wartosci A260/A280
mieszczacej si¢ w granicach 1,7-2,1 i wartosci A260/A230 wigkszej niz 2.

3.2.5.2 Synteza cDNA

Syntez¢ cDNA wykonano za pomocg zestawu High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
wedlug protokotu producenta. Do reakcji brano 1 pg catkowitego RNA wyizolowanego
wczesniej z komorek. Ocene efektywno$ci reakcji przeprowadzano przez amplifikacje

fragmentu genu GAPDH za pomoca standardowego PCR.

3.2.5.3 Standardowy PCR

Za pomocg standardowej reakcji PCR sprawdzano poprawnos¢ i efektywnos¢ indukcji
ekspresji transgenu. W tym celu amplifikowano rejon powtorzen i fragment specyficzny dla
transgenu ataksyny-3. Ponadto metody tej uzywano takze do oceny efektywnoci syntezy CONA
i analizy alternatywnego splicngu genu XBP1. Jako matryce wykorzystywano uzyskane

wczesniej cDNA, sktady miesznin reakcyjnych i programy przedstawiono ponizej:
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PCR dla rejonu powtorzen
Sktad mieszaniny:

0,5 ul STR F (ze stgzenia 10 uM)

0,5 ul STR R (ze stezenia 10 uM)

0,25 ul mieszaniny dNTP (40 uM)

0,5 ul MgClz (ze stezenia 25mM)

2 ul buforu GoTaq Flexi, 5x stezonego
0,125 pl polimerazy GoTaq Flexi (5u/pl)
1 ul 3x rozcienczonego cDNA

5,125 wl H,0
10 pl

Program:

95°C 5 min.

95°C 30 s.
60°C 15 s.
72°C 30 s.
25 cykli

72°C 7 min.

4°C o

PCR dla fragmentu specyficznego dla transgenu ataksyny-3

Sktad mieszaniny:

0,5 ul ATXN3 egzo F (ze stezenia 10 uM)

0,5 ul ATXN3 egzo R (ze stgzenia 10 pM)
0,25 pul mieszaniny dNTP (ze stgzenia 40 uM)
0,5 ul MgCl2 (ze stezenia 25mM)

2 pl buforu GoTaq Flexi, 5x st¢zonego

0,125 ul polimerazy GoTaq Flexi (Su/ul)

1 ul 3x rozcienczonego cDNA

5,125 ul H,O
10 pl

PCR dla GAPDH
Sktad mieszaniny:

0,5 ul GAPDH F (ze stezenia 10 uM)

0,5 ul GAPDH R (ze stgzenia 10 pM)

0,2 ul mieszaniny dNTP (ze stgzenia 40 pM)
2 ul MgCl> (ze stezenia 25mM)

2 ul buforu GoTag Flexi, 5x stezonego

0,05 pl polimerazy GoTaq Flexi (5u/ul)

1 pl 3x rozcienczonego cDNA

3,75 Wl H,0
10 pl

72

Program:

95°C 5 min.

95°C 30 s.
55°C 15s.
72°C 30 s.
25 cykli

72°C 7 min.

4°C o0

Program:

95°C 5 min.

95°C 10 .
60°C 10 s.
72°C 20 s.
30 cykli
72°C 7 s.
4°C

3. Materiaty i Metody
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PCR sprawdzajacy alternatywny splicing XBP1

Sktad mieszaniny: Program:
0,5 ul STR F (ze stgzenia 10 uM) 95°C 3 min.
0,5 ul STR R (ze stgzenia 10 uM) 95°C 30 s.
0,25 ul mieszaniny dNTP (ze stezenia 40 pM) 62°C 30 s.
0,8 ul MgCl> (ze stezenia 25mM) 72°C 20 s.
2 ul buforu GoTaq Flexi, 5x stezonego 29 cykli
0,125 pl polimerazy GoTaq Flexi (Su/ul) 72°C 5 min.
1 ul 3x rozcienczonego cDNA 4°C
4.825 ul H,0

10 pl

3.2.5.4 PCR w czasie rzeczywistym (gPCR, ang. quantitative PCR)

Amplifikacj¢ uzyskanego cDNA przeprowadzono w 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajace;:
5 pl dwukrotnie st¢zonego odczynnika Universal SYBR® Green Supermix, 0,5 pl kazdego ze
starterow (stgzenie koncowe 0,5 uM), 1 pl cDNA rozcienczonego 100x i 3 ul wody wolnej od
nukleaz. Sekwencje starterow zaprojektowano w oparciu o baze sekwencji nukleotydowych
NCBI przy uzyciu dostgpnego komercyjnie programu Primer-BLAST (Tab. 3). Jako
wewnetrzng kontrole ilosci cDNA w reakcji uzyto starteréw do amplifikacji genu GAPDH.
Reakcje amplifikacji cDNA przeprowadzano uzywajac termocyklera CFX Connect™ Real-

time PCR Detection System. Ponizej przedstawiono parametry uzytego programu:

Program

95°C 30 s.
95°C 15 s.
60°C 30 s.

odczyt ptytki
40 cykli
Krzywa topnienia: 5s. 65°C -> 95°C (0,5°C/s.)

Po zakonczeniu reakcji wartosci CT, bedace odzwierciedleniem numeru cyklu, w ktérym ilos¢
produktu przekraczata warto$¢ graniczng, przeliczano na krotno$¢ zmiany, stosujagc wzor:

krotno$¢ zmiany = 2"4A€T,
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3.2.6 Analiza RNA metodg Northern blot

3.2.6.1 Elektroforeza w zelu agarozowym

W wyprowadzonych modelach SCA3 zaindukowano ekspresj¢ transgenu za pomoca dodania
doksycykliny (1 pg/ml) do medium hodowlanego. Po 72 godzinach komorki zebrano i
zawieszono w 500 pl odczynnika Tri Reagent a nastepnie wyizolowano catkowite RNA wedtug
protokotu producenta. Do dalszych analiz brano po 10 pg RNA. Przygotowano 1% zel
agarozowy z formaldehydem. W zaleznosci od stosowanego buforu sktad zelu byt nastepujacy
(100 ml):

Dla buforu MOPS:

-1 g agarozy

-10 ml buforu 10x st¢zonego MOPS
-85 ml wody

-5 ml formaldehydu

Dla buforu NBC:

-1 g agarozy
-10 ml buforu 10x st¢zonego NBC
-85 ml wody
-5 ml formaldehydu
Dla buforu TT:

-1 g agarozy

-2 ml buforu 50x stezonego TT
-94,74 ml wody

-3,25 ml formaldehydu

Proby na zel przygotowano w sposob zalezny od stosowanego buforu:

- MOPS: probki RNA uzupetniono woda do 5 ul i dodano do nich 5 ul buforu 2x RNA Gel
Loading Dye, inkubowano 10 min. 70°C, a nastgpnie 3 min. na lodzie.

- TT: probki RNA na ostatnim etapie izolacji za pomocg odczynnika TRI Reagent zawieszono
w formamidzie. Do 14 objetosci buforu obcigzajacego TT dodano 1 objetos¢ 37%
formaldehydu. Nastepnie, 1 objetos¢ tak przygotowanej mieszaniny potaczono z 1 objetoscia
RNA. Przygotowane probki inkubowano 5 min 70°C, a nastgonie 2 min. na lodzie po czym

dodano 1 pl bromku etydyny (ze st¢zenia 1 ug/ul).
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- NBC: probki RNA uzupetiono woda do 5 ul, dodano kolejno 2 ul 10x stezonego NBC, 3l
formaldehydu i 10 ul dejonizowanego formamidu. Probki inkubowano przez 5 min. w 70°C, a
nastepnie 3 min. na lodzie. Nastepnie dodano 2 ul 10x buforu obcigzajacego i 0,5 pl bromku
etydyny (ze stezenia 2 ug/ul).

Po natozeniu prébek na zel, elektroforeze prowadzono przy statym napieciu 100V przez okoto
3 godziny. W celu okreslenia dtugo$ci rozdzielanego RNA stosowano marker dtugo$ci RNA
RiboRuler High Range RNA Ladder obejmujacy zakres RNA od 200 do 6000 zasad.

3.2.6.2 Transfer mokry

Zel potozono na szybie utozonej na naczyniu zawierajacym bufor 10x stezony SSC, na dwéch
bibutach Whatman (jedna zanurzona w buforze i druga ulozona na niej i o wymiarach zelu),
nasgczonych tym samym buforem tak, aby umozliwi¢ jego podsigkanie. Na zelu utozono
membrang nylonowa o odpowiednich wymiarach. Nastepnie, kolejno potozono trzy bibuty
Whatman o tych samych wymiarach co zel. Delikatnie gladzac pipeta serologiczng usunigto
bable powietrza powstale miedzy warstwami. Zel obtozono parafilmem tak aby bufor
przesigkal tylko przez niego. Przylozono reczniki papierowe, a cato$¢ przycisnigto
odpowiednim ci¢zarem. Pozostawiono na noc. Po transferze, RNA zwigzano z membrang przez
dziatanie §wiatta UV - 120 mJ/cm2 w przeznaczonym do tego aparacie UV crosslinker CL-
1000 oraz 30 min. inkubacje¢ w 80°C. Aby sprawdzi¢ efektywno$¢ transferu membrang

wybarwiono w roztworze biekitu metylenowego a nastgpnie odbarwiono w 0,5% SDS.

3.2.6.3 Wyznakowanie i oczyszczanie sondy

Sonda zostala wyznakowana radioaktywnie za pomoca zestawu DECAprime™ II DNA
Labeling Kit wedtug protokotu producenta. Matryce¢ stanowito oczyszczone przez cigcie z zelu
DNA powstate w reakcji PCR z zastosowaniem odpowiednich starterow (Tab. 3). Sond¢
nastgpnie oczyszczono za pomoca kolumienek GE-Healthcare MicroSpin G-25, wedtug
protokotu producenta. Wyznakowanie oczyszczonej sondy zmierzono na liczniku
scyntylacyjnym. Do dalszych analiz brano sondg, jesli jej radioaktywnos¢ byta wigksza niz
2x106 cpm.
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3.2.6.4 Hybrydyzacja

Membrang po zwigzaniu z nig RNA umieszczono w szklanym cylindrze, a nastgpnie
inkubowano z mieszaniem w 68°C przez 1 godzing w buforze PerfectHyb Plus. Oczyszczong
sonde zdenaturowano przez 10 min. inkubacje w 100°C i 2 min. na lodzie, a nastepnie dodano
do cylindra z membrang i inkubowano przez noc z mieszaniem w 68°C. Nastepnego dnia zlano
roztwor hybrydyzacyjny, a membrang ptukano 3 razy po 20 min w 73°C w 1x SSC z dodatkiem
0,1% SDS z mieszaniem. Membrane nastgpnie zawinigto w foli¢, wtozono do kasety, nakryto

ekranem do autoradiografii i pozostawiono na noc w zamknigtej kasecie.

3.2.6.5 Odczyt sygnatu

Sygnat odczytano za pomoca skanera laserowego FLA 5100 i programu Image Reader.
Uzyskane wyniki analizowano w programie MultiGauge. Jako kontrola ilosci natozonego na
zel RNA przeprowadzano detekcje transkryptu GAPDH. Odczytang wcze$niej membrang
zalewano gotujacym 0,1% SDS 1 inkubowano przez 30 min w 80°C z mieszaniem. Po tym
przygotowywano sonde skierowang na GAPDH a nastepnie przeprowadzano hybrydyzacje i
odczytywano sygnat, tak jak opisano to powyze;j.

3.2.7 Analiza poziomu biatka metodg \Western blot

3.2.7.1 Liza komorek i pomiar stezenia biatka

Komorki SH-SYSY po indukeji ekspresji transgenu lub komorki HEK293T po transfekcji
plazmidem z ktorego ekspresji ulegal transgen ataksyny-3 zebrano a nastgpnie zawieszono w
100 pl 1x buforu PB i sonikowano. Proces ten przeprowadzono za pomoca sonikatora
Bioruptor®Pico i z zastosowaniem nast¢pujacych parametréw: 30 s. ON/30 s. OF, 3 cykle, 4°C.
Stezenie biatka w otrzymanych preparatach mierzono na spektofotometrze DS-11 przy dtugosci
fali 280 nm.

3.2.7.2 Elektroforetyczny rozdziat biatek w warunkach denaturujgcuch

Elektroforetyczny rozdziat biatek prowadzono w zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych standardowo stosujac 10% zel rozdzielajacy 1 5% zel zageszczajacy. Proby na

zel przygotowano dodajac do otrzymanych lizatow 3x stezony bufor obcigzajacy i inkubujac 5
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min. w 95°C. Na zel nanoszono probki o objetosci odpowiadajacej 20 pg biatka. Rozdzial
elektroforetyczny prowadzono przez okoto 2 godziny przy statym napieciu 100 V w aparacie
Mini-Protean®Tetra zawierajacym bufor Laemmli. W celu okreslenia masy molekularnej
rozdzielanych biatek stosowano marker wielkosci biatek Pageruler™ Prestained Protein

Ladder, ktory obejmuje zakres biatek od 10 kDa do 180 kDa.

3.2.7.3 Transfer biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowg

Membrang nitrocelulozowa o wielkosci poréw 0,45 pm i bibule Whatman przycieto do
wielkosci Zelu. Zel po elektroforezie, gabki jak i bibuty Whatman namaczano przez 10 min. w
buforze do elektrotransferu. Membrane inkubowano najpierw 1 min. w wodzie a potem przez
10 min. w buforze do transferu. Nastgpnie w plastikowej kasecie utozono na sobie kolejno
gabke, 3 bibuly Whatman, membrang nitrocelulozowa, zel poliakrylamidowy, 3 bibuly
Whatman i gabke. Tak przygotowang kasete umieszczono w aparacie miedzy elektrodami,
wlozono wktad chtodzacy i mieszadto magnetyczne a nastepnie zalano buforem do transferu.
Transfer prowadzono przez noc w 4°C z mieszaniem i przy napigciu 30V. Efektywno$¢ procesu

byta sprawdzana za pomoca barwienia roztworem Ponceau S.

3.2.7.4 Detekcja biatek

Po barwieniu roztworem Ponceau S membrang ptukano 3x TBS-T przez 10 min. z mieszaniem
aby pozby¢ sie zupehie tego barwnika. Nastgpnie, membrang inkubowano przez 1 godzing w
roztworze 5% odtluszczonego mleka w buforze TBS-T aby zablokowa¢ miejsca niespecyficzne
z ktorymi nie sg zwigzane biatka. Po tym czasie membrang ptukano 3x TBS-T przez 10 min.
po czym inkubowano przez noc w 4°C z odpowiednim przeciwcialem pierwszorzedowym
przygotowanym w buforze TBS-T zawierajacym 5% mleko lub 1% BSA (Tab. 2). Nastgpnie
membrane ptukano 3x w TBS-T przez 10 min. i inkubowano przez 1 godzing z odpowiednim
przeciwcialem drugorzedowym, sprzezonym z peroksydaza chrzanows i przygotowanym jak
wyzej. Po tym czasie membrang ptukano 3x w TBS-T przez 10 min. a nast¢pnie
przeprowadzano detekcje bialek przy pomocy substratu dla peroksydazy chrzanowe;j

WesternBright Quantum. Sygnat odczytano za pomoca systemu G:box.
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3.2.7.4 Przygotowanie membrany do ponownej detekcji

Odczytang wczesniej membrang plukano najpierw 2x w TBS-T przez 10 min. a nastepnie
inkubowano 2x 30 min. w 25 mM roztworze glicyny pH 2.0 w celu usunigcia zwigzanych
uprzednio przeciwcial. Nastepnie membrane ptukano 2x w TBS-T przez 10 min. i blokowano
przez 1 godzing w roztworze 5% mleka w buforze TBS-T. Po tym czasie membrang
inkubowano z kolejnym przeciwciatlem pierwszorzegdowym. Inkubacje z przeciwciatem
drugorzedowym 1 detekcje bialek z uzyciem substratu dla peroksydazy chrzanowej

przeprowadzono w ten sam sposob jak opisano powyzej.

3.2.8 Barwienia in situ

3.2.8.1 Immunofluorescencja

Komorki SH-SY5Y hodowano na szkietkach pokrytych poli-I-lizyng. Po odpowienim czasie,
komorki przeplukano roztworem PBS i inkubowano przez 30 min. w 4% roztworze
paraformaldehydu. Nastepnie komorki przeptukano trzy razy po 5 min. PBS z mieszaniem a
nastgpnie permeabilizowano przez 10 min. inkubacje w 0,5% Tritonie X-100 w PBS.
Przeptukano trzy razy po 5 min. PBS z mieszaniem i blokowano w 1% roztworze BSA w PBS
przez jedng godzing. Przeptukano trzy razy po 5 min. PBS z mieszaniem. Inkubowano przez
noc w 4°C z odpowiednimi przeciwcialami [-rzegdowymi rozcienczonymi w PBS z dodatkiem
1% BSA. Przeptukano trzy razy po 5 min PBS z mieszaniem. Inkubowano w 4°C w ciemnosci
przez 1 godzing z odpowiednimi przeciwciatami II-rzedowymi rozcienczonymi 1:1000 w PBS
z dodatkiem 1% BSA. Przeplukano trzy razy po 5 min PBS z mieszaniem. Na szkietko
podstawowe nakropiono krople SlowFade™ Diamond Antifade Mountant with DAPI,
potozono na nie szkietka a nastgpnie ich brzegi zabezpieczono lakierem bezbarwnym.
Preparaty obserwowano pod mikroskopem konfokalnym Leica TCS SP5. Analizy otrzymanych

obrazoéw wykonano w programie LAS X.

3.2.8.2 Wizualizacja pojedynczych czgsteczek RNA za pomocq fluorescencyjnej hybrydyzacji in

situ

Pojedyncze czasteczki transkryptu analizowano za pomoca fluorescencyjnej hybrydyzacji in

situ (smFISH, ang. single molecule fluorescence in situ hybridization) wedlug protokotu
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dostarczonego przez firme Stellaris. W tym celu komoérki SH-SYSY hodowano na szkietkach
pokrytych poli-l-lizyng. Po odpowiednim czasie przeptukano je PBS i inkubowano przez 10
min. w 4% roztworze paraformaldehydu. Przeptukano trzy razy po 5 min. PBS z mieszaniem a
nastepnie inkubowano w 100% etanolu przez noc w -20°C. Nastepnego dnia szkietka
przeptukano PBS po czym inkubowano 5 min. w buforze A (1x st¢zony bufor A do smFISH,
10% dejonizowany formamid) w temperaturze pokojowej z mieszaniem. Nastgpnie, szkietka
inkubowano przez noc w 37°C w buforze hybrydyzacyjnym (na $wiezo dodano do niego
dejonizowany formamid do stezenia 10%) z sondami o st¢zeniu 0,125 uM, skierowanymi na
transkrypty ataksyny-3 i GAPDH. Nast¢pnego dnia szkielka inkubowano z buforem A przez
25 min. w 37°C z mieszaniem. Po tym czasie szkietka ptukano przez 5 min w buforze B w
temperaturze pokojowej z mieszniem. Na szkietko podstawowe nakropiono krople roztworu
zamykajacego SlowFade™ Diamond Antifade Mountant with DAPI, potozono na nie szkietka
a nastgpnie ich brzegi zabezpieczono lakierem bezbarwnym. Preparaty obserwowano pod
mikroskopem konfokalnym Leica TCS SP5. Analizy otrzymanych obrazéw wykonano w
programie LAS X.

3.2.9 Poszukiwanie markerow toksycznosci RNA uzyciu sekwencjonowania RNA nowej

generacji

W wyprowadzonych modelach SCA3 zaindukowano ekspresj¢ transgenu za pomocg dodania
doksycykliny (1 pg/ml) do medium hodowlanego. Po 72 godzinach komorki zebrano i
zawieszono w 500 pl odczynnika Tri Reagent a nastgpnie wyizolowano catkowite RNA
zestawem Direct-zol™ MiniPrep wedtug protokotu producenta. Probki wyizolowanego RNA
byly poddawane analizie jakoSci materialu przy uzyciu Agilent Bioanalyzer 2100 z
wykorzystaniem zestawu chipéw RNA 6000 Nano Kit. Do dalszych analiz brano probki,
ktorych wspdtezynnik RIN wynosit powyzej 9. Probki catkowitego RNA w ilosci 2 pg zostaly
wysyltane na suchym lodzie do firmy GENEWIZ. Tam stworzono z nich biblioteki za pomoca
zestawu NEBNext Ultra RNA Library Prep with rRNA depletion. Nastepnie, poddano je
sekwencjonowaniu nowej generacji na platformie Illumina HiSeq wedtug protokotu platformy,
z zastosowaniem nastepujgcych parametrow: okoto 80 M odczytow z kazdego konca nici DNA,
dhugos¢ odczytu: 150 pz. Analizy bioinformatyczne, uzyskanych w formacie FASTQ danych
byly prowadzone we wspotpracy z dr Michatem Szcze$niakiem i1 prof. dr hab. Izabela
Makatowska (UAM). Dane otrzymane z analiz glebokiego sekwencjonowania zostaty

zmapowane do ludzkiego transkryptomu: Ensembl wersja 94, nastepnie z uzyciem programu
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DESeq?2 zidentyfikowano geny o zmienionej ekspresji. Do dalszych analiz brano geny ktérych
krotno$¢ zmiany ekspresji miedzy badanymi liniami byla istotna statystycznie (q < 0,05).
Analizy ontologiczne wykonano za pomocg programu Enrichr, otrzymane wyniki istotne
statystycznie (q < 0,05) zwizualizowano w programie Cytoscape za pomoca wtyczek ClueGo i
CluPedia.

3.2.10 Poszukiwanie markerow toksycznosci RNA przy uzyciu proteomiki ilosciowej

W wyprowadzonych modelach SCA3 zaindukowano ekspresj¢ transgenu za pomoca dodania
doksycykliny (1 pg/ml) do medium hodowlanego. Po 72 godzinach komoérki zebrano i
zawieszono w 100 pl 1x buforu RIPA, poddano sonikacji. Proces ten przeprowadzono za
pomocg sonikatora Bioruptor®Pico i z zastosowaniem nastepujacych parametrow: 30 s. ON/30
s. OF, 3 cykle, 4°C. Stezenia otrzymanych preparatow zmierzono za pomocg metody BCA
wedlug protokolu producenta. Nastepnie biatko stragcono za pomoca mieszaniny
metanol/chloroform i zawieszono w 6M roztworze mocznika. W takiej postaci probki na
suchym lodzie zostaly wystane do Srodowiskowego Laboratorium Spektrometrii Mas przy
Instyytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie gdzie zostaly wykonane ilo§ciowe analizy
proteomiczne. Probki zostaty poddane redukcji, a nastepnie trawieniu za pomoca mieszaniny
trypsin/LysC (Promega) i uzywajac stosunku enzym-biatko 1:25. Nastepnie przeprowadzono
ich znakowanie za pomocg znacznikow ITRAQ 8-plex (Sciex) i frakcjonowanie uzywajac
chromatografii odwrdconej fazy w wysokim pH. Uzyskane frakcje zostaty zanalizowane za
pomocg systemu LC-MS. Pozyskane dane MS/MS zostaly wstepnie przetworzone za pomocg
oprogramowania Mascot Distiller (2.6.2, MatrixScience). Nast¢pnie uzywajac Mascot Search
Engine (MatrixScience, Mascot Server 2.5) przeszukano baze Swissprot (2018.06, 20 435
sekwencji) w poszukiwaniu zdeponowanych tam sekwencji ludzkich bialek. W ten sposob
uzyskano szacunkowe wartosci  dla kazdego dopasowania widm peptyddéw z analizowanych
danych. Analiza statystyczna wynikow ilo§ciowych zostala przeprowadzona z wykorzystaniem
oprogramowania Diffprot (Malinowska et al., 2012).

Dane pozyskane ze Srodowiskowego Laboratorium Spektrometrii Mas IBB poddano
analizie w programie STRING. Analizowano biatka ktorych krotno$¢ zmiany iloSci migdzy
badanymi liniami komérkowymi wynosita wigcej niz 1,1 i byla istotna statystycznie (q < 0,05).
Osobno analizowano biatka o obnizonej i podwyzszonej ekspresji. Nastepnie wyniki poddano

analizie ontologicznej w programie Cytoscape z wykorzystaniem wtyczki GOliorize.
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3.2.11 Obliczenia statystyczne

Analizy statystyczne otrzymanych danych przeprowadzono w przypadku PCR w czasie
rzeczywistem i tworzenia si¢ agregatow w komorkach niezréznicowanych za pomocg analizy
wariancji One-Way ANOVA Kruskal-Wallis potaczonej z testem post hoc Dwass, Steel,
Critchlow-Fligner. Dla tworzenia si¢ agregatow W komorkach zréznicowanych uzyto testu t
studenta dla prob niezaleznych. Réznice w zastosowanych testach w stosunku do danych
otrzymanych z tworzenia si¢ agregatow wynikajg z tego, ze w przypadku komorek
niezroznicowanych dane dla poszczegoélnych grup posiadaly rézne wariancje, a wigc nie
spelniaty zalozen testu t-studenta. W przypadku analizy iloSci sygnalow od cigtej kaspazy-3
uzyto jednoczynnikowej analizy wariancji One-Way ANOVA potaczonej z testem post hoc
Tukey. Do analiz uzyto danych z trzech powtorzen danego eksperymentu. Wszystkie obliczenia
statystyczne wykonano uzywajac programu jamovi 1.0, roznice mi¢dzy warto$ciami uznawano
za istotnie statystycznie gdy p < 0,05. Wyniki liczbowe przedstawiono jako warto$¢ $rednig +

btad standardowy.
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4.1 Przygotowanie konstruktow do wygenerowania stabilnych izogenicznych modeli
komorkowych SCA3

W celu okreslenia roli jakg odgrywa transkrypt zmutowanej ataksyny-3 w patogenezie
SCA3, wygenerowano nowe modele komorkowe tej choroby z ekspresja petnej dtugosci
transkryptow ulegajacych, badz nie ulegajacych translacji, zawierajacych powtorzenia CAG o
dlugosci: patogennej (120 powtdrzen) i normalnej (20 powtdrzen). Model z ekspresja
zmutowanego transkryptu nieulegajacego translacji obrazuje potencjalng toksycznosé tylko
RNA, natomiast ten z ekspresja zmutowanego trankryptu ulegajacego translacji odzwierciedla
toksyczno$¢ zarowno biatka, jak i potencjalng toksycznos¢ RNA. Aby zobrazowac toksycznos¢
biatka stworzono modele, w ktorych motyw powtérzony CAG zostat zastapiony przez takiej
samej dlugosci ciag powtdrzen CAA. Kodon CAA podobnie jak CAG koduje glutaming, jednak
w przeciwienstwie do ciggow CAG, ciagi CAA nie tworzg w RNA struktury spinki uwazane;j
za toksyczng. Model komorkowy z ekspresjg transkryptu ataksyny-3 z ekspansjg powtorzen
CAA ulegajacego translacji obrazuje tylko toksyczno$¢ biatka, model z ekspresjg transkryptu
nieulegajacego translacji nie wykazuje potencjalnie toksycznosci.

Konstruktem wyjSciowym uzytym do otrzymania wszystkich zaplanowanych
wariantow genu ataksyny-3 byt przygotowany w ZBM wektor pPGEM®-T Easy zawierajacy
cDNA kodujacy ataksyne-3 z 69 powtdrzeniami CAG oraz fragmenty koncow 5° i 3 UTR
(Ryc. 12).

5'UTR sekwencja kodujaca 3'UTR

4,‘H
| 1945 pz

Rycina 12. Schemat cDNA ataksyny-3 z 69 powtorzeniami CAG w wektorze pGEM®-T Easy.

A
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4.1.1 Wydtuzenie ciggow powtorzen trojnukleotydowych metodg SLIP

Transgeny ataksyny-3, zawierajace 20 powtdrzen CAG lub CAA przygotowano przez
wyciecie ciggu CAG z wektora ATXN3 69 CAG i ligacje w to miejsce wstawek, zawierajacych
odpowiednie ciggi powtorzen. Transgeny zawierajace 120 powtorzen zostaty otrzymane przez
zastosowanie metody SLIP. Metoda ta, polegajaca na poddaniu reakcji PCR produktow
trawienia restrykcyjnego, umozliwia wydluzenie lub skrocenie juz istniejacego ciggu
powtorzen. Konstruktami uzytymi w tej metodzie byty ATXN3 69 CAG i ATXN3 20 CAA.
Zarowno kodony CAG i CAA kodujg glutaming, jednak kodon CAG jest wykorzystywany w
translacji w ludzkich komoérkach trzy razy czgsciej niz kodon CAA. Z tego powodu mozliwe
byto, ze transkrypt zawierajgcy dhugi cigg CAG kodowany przez powtorzenia CAA nie bedzie
ulegal wydajnej translacji i nie bedzie z niego powstawato odpowiednie bialtko. Dlatego
zdecydowano si¢ na wygenerowanie dodatkowo transgenéw ataksyny-3, w ktorych cigg CAG
bedzie zawieral interrupcje CAA. W transkrypcie ataksyny drugiej, normalne warianty tego
genu, zawierajg ciggi CAG z interrupcjami CAA (Imbert et al., 1996; Pulst et al., 1996; Sanpei
et al., 1996; Pujana et al., 1999; Choudhry et al., 2001). Pokazano, ze interrupcje CAA
wystepujace w ciggu CAG znaczaco zmieniajg strukture RNA tworzong przez powtdrzenia
CAG. Jednak ograniczenia metody SLIP (wydluzeniu ulega ciag skladajacy si¢ z
powtarzalnych motywow) uniemozliwiajg skorzystanie z tego wystepujgcego naturalnie wzoru
interrupcji (Sobczak and Krzyzosiak, 2005). Z tego powodu wykorzystano program Mfold do
modelowania struktury kilku potencjalnych wariantow ciaggu CAG z interrupcjami CAA:
(CAG)4(CAA)2, (CAG)3(CAA),, (CAG);CAA, and (CAG)CAA (Ryc. 13). Z
przeanalizowanych wariantow wybrano model D - (CAG)3CAA, poniewaz w porownaniu do
innych wariantow posiada mata czestos¢ kodonéw CAA, niemal najmniejszy rozmiar
powtarzajacego sie modulu (mniejszy jest tylko (CAG)2CAA) i wystarczajaco zaburzong
strukture spinki (Sobczak and Krzyzosiak, 2005). Wariant genu ataksyny-3 zawierajacy 20
CAG z interrupcjami CAA (CAG/CAA - cigg powtorzen tworzony przez modut (CAG)3CAA),
zostat analogicznie otrzymany jak dla powtorzen 20 CAG i 20 CAA.

83



4. Wyniki

1Y

esedtas s

5

<2 3

R

I
,.q_;i'.'.fi:_,ﬁ‘."{.

SSa ana

>
ya ¢4 0

e 3 v

17

gid

Ry

e e

S

o

=

i an

b

oa s v 0

LY ——
)t sasens

Rycina 13. Modelowanie RNA ciaggu CAG z r6znymi wzorami interrupcji kodonem CAA za

pomoca programu Mfold. A-Struktura ciggu CAG. B-Wariant (CAG)s(CAA),. C-Wariant
(CAG)3(CAA),. D-Wariant (CAG)sCAA. E-Wariant (CAG).CAA, AG — energia swobodna (Zuker and
Jacobson, 1998; Waugh et al., 2002; Zuker, 2003; Figura et al., 2015).

SLIP umozliwia szybka i efektywng elongacje ciagu, jednak ilo$¢ powtorzen o jaka si¢
on wydtuza jest losowa i nie da si¢ jej kontrolowa¢. Ponadto, wydluzenie nie zawsze jest
wystarczajaco duze. Z tego powodu proces przygotowania transgendw z dlugimi ciggami
powtorzen byl wieloetapowy. Konstrukty otrzymywane metoda SLIP, byly dalej wydtuzane,
az do otrzymania ciggdw o odpowiedniej dtugosci. Wydluzone konstrukty byly identyfikowane
za pomocg kolonijnego PCR. Klony, ktére posiadaty wydtuzony cigg powtorzen byty nastepnie
poddawane sekwencjonowaniu w celu okreslenia dokladnej dlugosci ciggu. Do wydtuzania
ciagow CAG zostata zastosowana oryginalna metoda SLIP. Natomiast wydluzenie ciggéw
20CAA i 20CAG/CAA zostalo przeprowadzone w temepraturze hybrydyzacji 50 i 45°C.

Przyktadowe etapy elongacji ciggow powtorzen CAG, CAA 1 CAG/CAA jak 1 miejsca
restrykcyjne wykorzystane w metodzie SLIP przedstawiono na Ryc. 14.
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Rycina 14. Przykladowe etapy wydluzania ciagow powtérzen CAG, CAG/CAA i CAA, majace na
celu otrzymanie ciagéw z 120 powtorzeniami. A-Miejsca restrykcyjne zastosowane w metodzie SLIP.
B-Wydtuzanie konstruktu ATXN3 69 CAG. C-Wydhluizanie konstruktu ATXN3 84 CAG. D-
Wydhuzanie konstruktu ATXN3 57 CAA. E-Wydhizanie konstruktu ATXN3 104 CAA. F-Wydtuzanie
konstruktu ATXN3 52 CAG/CAA. G-Wydtuzanie konstruktu ATXN3 88CAG/CAA. Numerami
oznaczono kolejne klony, te, ktorych ciagi zostaty zsekwencjonowane, opisano dodatkowo iloscig i
rodzajem powtorzen.

Sumaryczne wyniki z serii eksperymentow SLIP majacych na celu wydluzanie
wspomnianych powyzej ciggéw powtorzen przedstawiono w Tabeli 4. Jak pokazano wielko$¢
wydhluzenia danego ciaggu jest losowa. Ponadto krdtsze ciagi sa mniej podatne na wydtuzanie
niz dhuzsze ciagi powtorzen, co jest zgodne z cechami metody SLIP. Jest to gtownie zwigzane
z tym, ze krotkie ciggi majg mniej mozliwosci do alternatywnej hybrydyzacji podczas cyklu
PCR, stad ich wydluzenie jest mniej prawdopodobne.
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Tabela 4. Wyniki serii kolejnych eksperymentow SLIP pokazujacych efektywnosc metody dla
poszczegdlnych rodzajow i dlugosci powtorzen. dlugos¢ — dlugos$é ciagu powtorzen 1 — liczba klondéw
posiadajacych wydtuzony ciag, | — liczba klonéw posiadajacych skrocony cigg, suma — liczba
zanalizowanych klonoéw. CAG, CAA, CAG/CAA — dtugos¢ wydhuzanego ciggu powtdrzen

CAG CAA CAG/CAA
dhugos¢ | 1 ! suma | dlugos¢ | 1 ! suma dhugosé 1 ! suma

69 3 3 25 20 2 0 95 20 1 0 85

84 2 2 18 27 2 1 228 24 1 1 95

116 - - - 33 1 0 114 28 2 0 114
36 1 0 114 36 4 1 114
53 2 2 228 52 2 3 114
58 1 2 114 88 7 2 114
104 6 3 114 152 - - -
150 - - -

Rézne rodzaje powtorzen: CAG, CAA i CAG/CAA posiadaja rézne zdolnosci do
zmiany swojej dtugosci podczas SLIP, co moze zosta¢ zauwazone przez porownanie liczby
wydhuzonych i skroconych klondéw z liczba wszystkich sprawdzonych klondw. Na przyktad z
konstruktu ATXN3 69 CAG za pomocg metody SLIP otrzymano 6 z 25 klonéw z ciggiem o
zmienionej dugosci, 3 o skroconym i 3 o wydluzonym ciggu. Dla konstruktu ATXN3 58 CAA
znaleziono 3 klony o zmienionej dtugosci ciggu sposrdd 114 sprawdzonych, natomiast w
przypadku konstruktu 52 CAG/CAA 5 klonéw z 114 sprawdzonych (Tab. 4). Ciggami
najbardziej podatnymi na wydtuzenie byly ciagi CAG, nastepnie CAG/CAA, najmniej podatne
byly CAA. Obserwacje te moga zosta¢ wyjasnione roznymi strukturami jakie przyjmuja
poszczegdlne rodzaje powtdrzen w Stosowanej podczas eksperymentu temperaturze
hybrydyzacji. Przewidywania struktur pokazuja, ze powtorzenia CAG tworzg dhugg strukture
spinki (Ryc. 15A), powtorzenia CAG/CAA tworza liczne krotkie spinki oddzielone od siebie
jednoniciowymi fragmentami (Ryc. 15B), natomiast powtorzenia CAA nie tworzg zadnej
drugorzedowej struktury. Struktura spinki prawdopodobnie utatwia niedoktadng hybrydyzacje
sekwencji powtdrzonych, co daje wigcej mozliwosci dla wydtuzania ciggu. Na Ryc. 15C
przedstawiono wybrane hipotetyczne struktury zhybrydyzowanych produktow trawienia
tworzonych przez trzy powyzsze typy powtorzen, co moze wyjasniac ich ré6znice w podatnosci

na wydluzenie za pomocg metody SLIP.
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Rycina 15. Przewidywana struktura ciagéw CAG i CAG/CAA wykonana dla 60 powtérzen za
pomocg programu Mfold i hipotetyczne zachowanie struktur tworzonych przez poszczegélne
rodzaje powtérzen podczas SLIP. A — Struktura ciggow CAG w temperaturze 55°C. B — Struktura
ciaggow CAG/CAA w 40°C. Przedstawiono tylko struktury o najnizszej energii. C — Postulowane
zachowanie ciggow powtorzen podczas SLIP. W temperaturze hybrydyzacji struktury spinek sa
relatywnie stabilne, z AG = -22,65 kcal/mol dla powtérzen CAG i AG = -23.15 kcal/mol dla powtdrzen
CAG/CAA. Przy temperaturze 72°C AG podnosi si¢ odpowiednio do -6,1 i 0,62, $wiadczy to o tym, ze

struktury spinki sg mniej stabilne co umozliwia prac¢ polimerazie (Zuker and Jacobson, 1998; Waugh
et al., 2002; Zuker, 2003; Figura et al., 2015) Na czerwono i niebieskie oznaczono produktu trawienia

enzymami BsmBI i Eco0109I. Przewidywania zostaty przeprowadzone dla temperatury odpowiadajacej
tej uzytej w metodzie SLIP dla danego rodzaju powtdrzen.

4.1.2 Przygotowanie konstruktow z wariantami ataksyny-3 nieulegajgcymi translacji

W celu otrzymania transgenéw nieulegajacych translacji kodon start — ATG w
ataksynie-3 zmutowano na kodon stop - TAG za pomocg mutagenezy ukierunkowanej. Ze
wzgledu na obecnos¢ alternatywnych kodonéw ATG (Ryc. 16A) i mozliwos¢ powstawania z
nich krotszych form ataksyny-3 z ciggiem poliQ, postanowiono wprowadzi¢ dodatkowy kodon
stop - TAA za alternatywnymi kodonami ATG tuz przed ciggiem CAG. W wyniku tego

sekwencja  ataksyny-3 ~ TTTGAAAAACAGCAGCA

zostala zamieniona na
TTTGAATAACAGCAGCA. Nastepnie

wszystkie  otrzymane transgeny  zostaly
przeklonowane do wektora docelowego pCDH-EF1a-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro.
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A

MESIFHEKQEGSLCAQHCLNNLLOQGEYFSPVELSSIAHQLDEEERMRMAEGGVTSEDYRTFLQQ
PSGNMDDSGFFSIQVISNALKVWGLELILFNSPEYQRLRIDPINERSFICNYKEHWFTVRKLGKQ
WFNLNSLLTGPELISDTYLALFLAQLQQEGYSIFVVKGDLPDCEADQLLOQMIRVQQMHRPKLIG
EELAQLKEQRVHKTDLERMLEANDGSGMLDEDEEDLQRALALSRQEIDMEDEEADLRRAIQLS
MQGSSRNISQODMTQTSGTNLTSEELRKRREAYFEKQQQKQQQQQQQQQaQaaoqQaoaaaoaaa
QaaQaaQaQaQQoaQaQaqQaoaqaqaqoaqoaoaoaQaaaqaaaqQaaoaoaoaaaaaaQaaQaaQoaaanQ
QagaaQgaQoaaoaQaqaaaaaqaaqgaQaQaaaaaoagaoaaoaaaaaQQQQQrRbLSGAS
SHPCERPATSSGALGSDLGDAMSEEDMLQAAVTMSLETVRNDLKTEGKK
B
M1 - 55,73 kDa
M46 - 50,56 kDa
M48 - 50,27 kDa
M69 - 48 kDa
M180 - 35,11 kDa
M186 - 34,36 kDa
M212 - 31,22 kDa
M220 - 30,35 kDa
M242 - 27,87 kDa
M256 - 26,11 kDa
M267 - 24,91 kDa

Przewidywana masa biatka [kDa]

100 150

kodon ATG

Rycina 16. Bialka powstajace w wyniku kanonicznej i alternatywnej inicjacji translacji z kodonéw
ATG znajdujacych si¢ w zmutowanej ataksynie-3. A - Sekwencja aminokwasowa ataksyny-3
zawierajacej 120 powtorzen CAG. Na niebiesko zaznaczono metioning bedacg pierwszym
aminokwasem biatka oraz lizyne, ktorych kodony zostaty zmienione na kodony stop. Na czerwono
zaznaczono pozostate metioniny, ktorych kodony moga shuzy¢ za alternatywne miejsca rozpoczecia
procesu translacji. B — Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ migdzy masa biatka, a inicjacja translacji z
danego kodonu ATG (Gasteiger et al., 2003).

4.2. Weryfikacja otrzymanych konstruktow w przejsciowej transfekcji komorek HEK293T

Przed przystapieniem do wyprowadzenia stabilnych linii komoérkowych wygenerowane
konstrukty zostaly sprawdzone pod katem ekspressji ataksyny-3 w przejsciowej transfekcji
komorek HEK293T. Analizg ekspres;ji transgenu za pomoca Western blot przeprowadzono po
48 godzinach od rozpoczgcia transfekcji. Na Ryc. 17 pokazano reprezentatywne wyniki na
przyktadzie konstruktow ataksyny-3 zawierajgcych diugie ciggi powtorzen CAG.
Zaobserwowano efektywna translacje biatka o odpowiedniej masie w przypadku wszystkich
konstruktow ulegajacych translacji (Ryc. 17). Obliczona za pomocg narzgdzia EXPASY masa
biatka zmutowanej ataksyny-3 wynosi okoto 55 kDa, jednak w niniejszej pracy ataksyng-3 z
ciggiem 120Q obserwowano na wysokosci odpowiadajacej biatku o masie okoto 80 kDa. Jak
pokazuja dane literaturowe moze to by¢ zwigzane z tym, ze cigg poliQ zmienia predkosé
migracji biatka ataksyny-3 (Todi et al., 2007). Ponadto wprowadzenie kodonu stop zamiast

kodonu start oraz drugiego tuz przed ciggiem CAG zahamowato proces translacji (Ryc. 17A).
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Rycina 17. Analiza metoda Western blot poziomu bialka ataksyny-3 w komoérkach HEK293T
transfekowanych wektorami zawierajacymi odpowiednie transgeny ataksyny-3. A — Poziom biatka
ataksyny-3 w komorkach transfekowanych konstruktami ATXN3 120 CAG/START i ATXN3 120
CAG/STOP. Membrana byta celowo dlugo naswietlana w celu upewnienia si¢, ze z konstruktow
zawierajacych wprowadzone kodony Stop nie powstaje biatko ataksyny-3. B - Poziom biatka ataksyny-
3 w komorkach transfekowanych konstruktami ATXN3 120CAG/START, ATXN3 120 CAA/START
i ATXN3 120 CAG/CAA/START. K — kontrola, komorki do ktorych dodano tylko lipofektaming.
GAPDH zastosowano jako kontrole ilosci biatka naktadanej na zel.

Translacja transgenoéw posiadajacych dlugi cigg powtorzen CAA zachodzita na nieco
nizszym poziomie niz w przypadku transgendéw z ciggiem powtorzen CAG/CAA (Ryc. 17B).
Jednak ze wzgledu na to, Ze cigg powtorzen CAA w przeciwienstwie do ciggu CAG/CAA nie
tworzy w RNA Zadnej struktury drugorzedowej, tym samym transkrypty je zawierajace nie
powinny wykazywac¢ zadnej toksycznosci, zdecydowano w dalszych badaniach wykorzysta¢
transgeny z ciggiem CAA. W Tabeli 5 przedstawiono list¢ wszystkich otrzymanych

konstruktow.

Tabela 5. Lista otrzymanych konstruktéw gnetycznych z réznymi wariantami ataksyny-3. ,,-” -
brak obecnosci, ,,+” — obecno$é

Model Powtorzenia | Liczba powtérzen | Transkrypt Bialko
20 CAG/START CAG 20 + +
20 CAG/STOP CAG 20 + -
120 CAG/START CAG 120 + +
120 CAG/STOP CAG 120 + -
20 CAA/START CAA 20 + +
20 CAAJ/STOP CAA 20 + -
120 CAA/START CAA 120 + +
120 CAA/STOP CAA 120 + -
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4.3 Wyprowadzenie stabilnych izogenicznych modeli SCA3

4.3.1 Charakterystyka systemu Flp-In T-REx

Poczatkowo probowano otrzymac stabilne linie komoérkowe za pomoca systemu
lentiwirusowego. Niestety mimo licznych prob, w tym zleceniu ustugi firmie Sirion Biotech,
nie udato si¢ otrzymac aktywnych czgsteczek pseudowirusa. Z tego powodu postanowiono
zmieni¢ strategie postgpowania i zastosowac alternatywny system Flp-In T-REX.

System Flp-In  T-REx umozliwia utworzenie stabilnych, izogenicznych i
monoklonalnych linii komorkowych, dzigki wykorzystaniu miejscowo-specyficznej
rekombinacji przeprowadzanej przez rekombinaze - flipaze (Flp, ang. flippase). Rekombinacja,
ktoéra odbywa si¢ migdzy miejscami FRT, gdzie jedno jest obecne w genomie komorki, a drugie
w konstrukcie genetycznym, zapewnia integracj¢ badanego genu w jedno okreslone miejsce.
Zapewnia to izogenicznos¢ wygenerowanych modeli i niweluje wptyw kontekstu genetycznego
na ekspresje wprowadzonego transgenu. Drugg zaleta systemu jest mozliwo$¢ kontrolowane;j
indukcji syntezy transkryptu za pomocg doksycykliny. Schemat systemu Flp-In T-REX

przedstawiono na Ryc 18.

——  » Ekspresja gendw lacZi Zeoicin™

p’ Psvao Linia Flp-In T-REx™
+ pOG44
+ pcDNAS5/FRT

Psvao Amp  pUCori -
T 2O Linia Fip-n TREX™

Ekspresja genu

opornoéci na higromycyne Ekspresja zintegrowanego genu

[

pUC ori  Amp Pomy Amp pUC ori

lacZ-Zeocin™

ATG [ GOl ! BGH pA

Hygromycin
Rycina 18. Schemat systemu FIp-In T-REx, wedlug Invitrogen.
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Do otrzymania modeli komorkowych SCA3 wybrano komorki Iudzkiej linii
neuroblastomy: SH-SY5Y, ktore zostaty otrzymane ze szpiku kostnego pacjenta z nerwiakiem
ptodowym. Komorki linii SH-SY5Y wykazujg wiele cech charakterystycznych dla komorek
neuronalnych, jak aktywno$¢ hydroksylazy tyrozynowej i B-hydroksylazy dopaminy czy
ekspresja receptorow dla neuronalnych czynnikow wzrostu. Z tego powodu sg one powszechnie
stosowanym modelem badawczym w eksperymentach dotyczacych patogenezy chorob
neurodegeneracyjnych w tym SCA3.

Przed przystgpieniem do wyprowadzania stabilnych linii komoérkowych transgeny
przygotowane w wektorze pGEM® - T Easy zostaly przeklonowane do wektora
pcDNAS™/FRT/TO.

4.3.2 Wyprowadzenie stabilnych modeli SCA3 w linii komorkowej SH-SY5Y

Modele komoérkowe SCA3 zostaly wygenerowane wedtug protokotu producenta dla
systemu Flp-in T-REX, ktory rozpoczynat si¢ transfekcja komorek SH-SY5Y konstruktem,
zawierajagcym odpowiedni wariant ataksyny-3 oraz wektorem kodujacym rekombinaze Flp. Po
48 godzinach od transfekcji komorki byly wysiewane na medium selekcyjne z dodatkiem
higromycyny. Komorki, w ktorych doszto do rekombinacji w miejscu FRT, z czasem tworzyty
pojedyncze kolonie, ktore zostaty nastepnie przeniesione do pojedynczych dotkow na plytce
48-dotkowej, nastgpnie byty one propagowane az do formatu ptytki 10 cm.

Procedura generowania stabilnych modeli okazata si¢ niezwykle trudna i dtuga, bowiem
trwata okoto 15 tygodni. Komorki SH-SY5Y, w poréwnaniu do linii HEK293T czy Hela,
dzielg si¢ wolniej, co okoto 48 godzin, dlatego w ich przypadku pierwsze kolonie pojawiaty si¢
na ptytce dopiero po okoto 3-4 tygodniach, a nie po dwoch, jak w przypadku analogicznie
otrzymanych modeli w linii HEK293T i HeLa w ZBM. Ponadto, ze wzgledu na wolne tempo
podziatu komorek linii SH-SYS5Y, wiele z przeniesionych klonéw ulegato w trakcie hodowli
degeneracji i $mierci (Tab. 6). Przyczyna tego mogty by¢ tez kolonie fatszywie pozytywne.
Liczbe wszystkich przeniesionych klonow i wyprowadzonych linii przedstawiono w Tabeli 6.
Jak wida¢ sposrod wielu przeniesionych kolonii tylko z nielicznych udato si¢ wyprowadzi¢

stabilne linie komorkowe.
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Tabela 6. Liczba przeniesionych kolonii oraz ostatecznie wyprowadzonych klonéw danej linii.

= a = o = a = a
L % ol %| o %] o| %| o
o P ElokR | ol = S lork| ok
s | o ow | § Qwu| o ow | § LQw
c N D N 5 - L | ND N = -2 g
S ) ) ) U) < ;?f
S o S1 o & o S| ©
Kolonie | 21 20 13 20 18 11 20 26 13
Klony 1 1 1 4 3 1 1 4 3

W celu potwierdzenia otrzymania modeli SCA3 wyprowadzone linie sprawdzono pod
katem ekspresji transgenu ataksyny-3 oraz dtugosci ciggu ze wzgledu na mozliwo$¢ skracania
niestabilnych ciggéw powtdrzen w trakcie generowania linii. Analizy przeprowadzono po 48
godzinach od indukcji ekspresji ataksyny-3. Na podstawie analiz przeprowadzonych wczesniej
w ZBM, jak i danych literaturowych wynika, ze ten czas jest odpowiedni dla analiz ekspresji
transgenu. Linie, w ktorych ekspresji ulegaty transkrypty ataksyny-3 z wprowadzonymi
kodonami stop sprawdzano za pomocg standardowego PCR, natomiast linie, w ktorych
powstawato biatko weryfikowano za pomoca metody Western blot. Z racji réznego tempa
podziatu komorek SH-SY5Y poszczegolne klony byty otrzymywane i analizowane w r6znym
czasie. Na Ryc. 19 przedstawiono zbiorcze analizy wszystkich sprawdzonych linii. Do analizy
ekspresji transgenow za pomocg standardowego PCR wykorzystano dwie pary starterow, jedna
amplifikujaca region powtdrzen i druga amplifikujaca fragment sekwencji wektora
pcDNAS™/FRT/TO. Z wykorzystaniem pierwszej pary sprawdzano dlugos¢ ciggow

powtdrzen a za pomocg drugiej pary sekwencje specyficzng dla transgenu.
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Rycina 19. Analizy weryfikujace zintegrowane transgeny ataksyny-3 w klonach linii SH-SY5Y

wyprowadzonych systemem Flp-In T-REX. A — Analiza za pomocg standardowego PCR linii z
wprowadzonymi do transgenu mutacjami stop. cigg powtdrzen — produkty amplifikacji rejonu
powtorzen transgenu ataksyny-3 za pomoca PCR, transgen — produkty amplifikacji sekwencji
specyficznej dla transgenu za pomoca PCR, GAPDH — produkty amplifikacji fragmentu genu GAPDH
za pomocg PCR, reakcja zostata wykonana jako kontrola ilo$ci matrycy branej do analiz PCR. B -
Analiza Western blot linii w ktorych z ekspresji transgenu powstawato biatko. ATXN3 - poziom biatka
ataksyny-3, winkulina — poziom biatka winkuliny, ktore zastosowano jako kontrola ilosci biatka
naktadanej na zel. ,-” — brak indukcji, ,,+” — indukcja, cyframi zostaly oznaczone numery
poszczegdlnych klonow.

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze w przypadku zaréwno rejonu zawierajgcego cigg
powtorzen jak, i sekwencji specyficznej dla transgenu otrzymano spodziewany i poprawny
obraz dla wszystkich klonéw (Ryc. 19A). Transgeny sprawdzonych klonéw posiadajg
odpowiednig dtugos$¢ ciagu powtoérzen, ponadto s3 tez widoczne réznice w intensywnosci
produktow PCR miedzy komodrkami u ktorych zaindukowana zostata ekspresja transgenu i
komorkami nieindukowanymi. Z kolei, analizy Western blot potwierdzity spodziewana mase
powstajacego biatka w przypadku prawie wszystkich klonow w ktorych transkrypt ulega
translacji, tj. 42 kDa dla biatek zawierajacych cigg 20Q i 55 kDa dla (migrujacych na wysokoS$ci
biatka o masie okoto 80 kDa) biatek zawierajacych cigg 120Q (Ryc. 19B). W klonach 9 i 19
linii 120 CAG/START powstawalo biatko o mniejszej masie, Czego przyczyna byt zapewne
skrocony cigg powtdorzen CAG. Z tego powodu obydwa klony 9 i 19 zostaly odrzucone.

Zarbwno w analizach PCR, jak i Western blot pojawiat si¢ sygnal w komorkach
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nieindukowanych (Ryc. 19). Jest to zwigzane z tzw. ,,nieszczelnoscig” systemu Flp-In T-REX,
zjawiskiem bedacym jedna z jego niewielkich wad i zwigzanym z oddziatywaniami migdzy Tet
represorem a operatorem.

Do dalszych analiz wybrano klony: 10 dla linii kontrolnej, 2 dla 20 CAG/START, 3 dla
20 CAG/STOP, 1 dla 120 CAG/START, 2 dla 120 CAG/STOP, 9 dla 20 CAA/START, 6 dla
20 CAA/STOP, 3dla 120 CAA/START i 1 dla linii 120 CAA/STOP, poniewaz oprocz
poprawnych dlugosci ciggu powtorzen (transgeny niculegajgce translacji) lub mas biatka
(transgeny ulegajgce translacji) wykazywaly rowniez najefektywniejszy poziom indukcji

ekspresji.

4.4 Charakterystyka molekularna stabilnych modeli SCA3

Wszystkie wyprowadzone modele komérkowe, wybrane po wstgpnych analizach PCR
I Western blot, zostaly poddane szczegdtowej charakterystyce. Miata ona migdzy innymi na
celu okreslenie ekspresji transgenu w sposob jakosciowy i ilosciowy, a takze analize znanych
markerow patogenezy SCA3 (agregaty biatkowe, skupienia RNA, stres retikulum

endoplazmatycznego i apoptoza).

4.4.1 Okreslenie czasu po jakim poziom ekspresji transgenu osigga wysycenie

System Flp-In T-REx dzigki wykorzystaniu promotora CMV i Tet represora umozliwia
kontrolowang i efektywna ekspresj¢ badanego transgenu. Jednak dla wyeliminowania wptywu
poziomu ekspresji transgenu na otrzymywane wyniki kluczowe jest przeprowadzenie analiz po
czasie w jakim system osigga wysycenie. W celu okreslenia tego czasu w wybranych modelach
SCA3 (20 CAG/START, 120 CAG/START oraz 120 CAG/STOP) za pomoca metody gPCR
analizowano poziom mRNA, a za pomoca metody Western blot poziom biatka ataksyny-3 w
réoznym czasie od indukcji ekspresji: 3, 6, 12, 24, 48, 72 i 96 godzinach, czas 0 zostat
zastosowany jako kontrola. Reprezentatywne wyniki przedstawiono na Ryc. 20. W przypadku
analizy poziomu mRNA maksymalne wysycenie systemu Flp-In T-REX obserwowano po okoto
6 godzinach od dodania doksycykliny dla kazdej z linii, utrzymywato si¢ ono na wzglednie
statym poziomie az do 72 godzin (Ryc. 20A). Z kolei analizy Western blot pokazaty, ze system
osigga punkt wysycenia po 72 godzinach (Ryc 20B). Na podstawie uzyskanych wynikow
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kolejne analizy postanowiono wykona¢ na komorkach indukowanych doksycykling przez co

najmniej 72 godziny.
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Rycina 20. Analiza poziomu ekspresji transgenu ataksyny-3 w liniach 20 CAG/START, 120
CAG/START i 120 CAG/STOP po roznym czasie od dodania doksycykliny. A — Analiza za pomocg
gPCR, poziom ekspresji odnoszono do czasu 0. B — Analiza za pomocg Western blot. GAPDH
zastosowano jako kontrole natozenia probek na zel.

4.4.2 Analiza diugosci transkryptow ataksyny-3 metodg Northern Blot

W celu sprawdzenia dtugosci powstajacych transkryptow ataksyny-3 catkowite RNA
wyizolowane z komorek SH-SY5Y po 72 godzinach indukcji ekspresji transgenu poddano
analizom Northern blot. Ze wzgledu na to, ze dane literaturowe analizujace tg metoda
transkrypty ataksyny-3 zawierajace dlugie ciagi powtorzen sa nieliczne, Wymagane bylo
opracowanie protokotu umozliwiajagcego wizualizacje  RNA zmutowanej ataksyny-3.
Materiatem do badan w tych eksperymentach byl RNA uzyskany z analogicznych modeli
HEK293T wyprowadzonych wczesniej w ZBM. W celu wizualizacji badanych transkryptow
ataksyny-3 zaprojektowano trzy rézne sondy: dwie rozpoznajace sekwencje ataksyny-3 oraz

jedna rozpoznajaca sekwencje specyficzng dla transgenu. Miejsca w ktorych sondy przytaczaja

95



4. Wyniki

si¢ do transkryptu, przedstawiono pogladowo na Ryc. 21. Elektroforeze w zelu agarozowym
prowadzono w trzech r6znych buforach. Wykorzystano powszechnie stosowany w metodzie
Northern blot bufor MOPS i jego alternatywne zamienniki: bufor TT i NBC. Bufor TT jest
stosowany do wysokorozdzielczej elektroforezy diugich RNA w zelu agarozowym, natomiast
bufor NBC zwigksza specyficznos¢ metody Northern blot (Ingelbrecht et al., 1998; Mansour
and Pestov, 2013).

Uwzgledniajgc ogon poliA wielko$¢ powstajgcego transkryptu zawierajgcego cigg 20
powtorzen powinna wynosi¢ okoto 2500 nt, natomiast zawierajgcego cigg 120 powtorzen okoto
2800 nt. Na Ryc. 22A przedstawiono wyniki hybrydyzacji Northern blot przy zastosowaniu
buforu MOPS.

ataksyna-3
< >
CMV Tet S'UTR ciag CAG 3'UTR ‘ BGH poliA
sonda 3 sonda 2 sonda 1 synat poliA
165nt 858nt 198nt

Rycina 21. Schemat transkryptu transgenu ATXN3 z zaznaczonymi miejscami przylaczenia si¢
sond uzytych do analiz Northern blot. Czerwonymi liniami zaznaczono pogladowo miejsca
przytaczenia si¢ sond. Poszczegdlne elementy transkryptu oznaczono kolorami: szarym — promotor
CMV, zielonym — operator do ktorego przytacza si¢ Tet represor, czarnym — sekwencje pochodzaca od
plazmidu pcDNAS™/FRT/TO, fioletowym — rejony 5’ i 3 UTR ATXN3, niebieskim — cDNA ATXN3,
czerwonym —cigg CAG, zottym — sekwencj¢ BGH poli A pochodzaca od plazmidu pcDNAS™/FRT/TO
1 zawierajaca sygnat do poliadenylacji (poliA).

Jak wida¢, przy zastosowanych warunkach elektroforezy zadna z wykorzystanych sond
nie data sygnatow umozliwiajacych doktadna ocene dtugosci badanych transkryptow (Ryc.
22A). Ponadto, we wszystkich przypadkach pojawiaty si¢ niespecyficzne sygnaly. Najgorszy
obraz data sonda 1, bowiem w przypadku linii 20 CAG/START sygnat niespecyficzny (dolny
sygnat) byt bardziej intensywny niz sygnat pochodzacy od badanego transkryptu. Z tego
powodu sonda 1 nie byla wykorzystywana w kolejnych analizach. W nastgpnych
eksperymentach uzyto sond 2 i 3 w buforach TT i NBC. Przy zastosowaniu buforu TT (Ryc.
22B), do rozdziatu elektroforetycznego analizowanych probek RNA, Zadna z zastosowanych
do hybrydyzacji sond nie data sygnatu o zadowalajacej rozdzielczosci. Uzyskane sygnaty byty
nieostre i nie pozwalaty na dokonanie doktadnej analizy wielkosci transkryptow ataksyny-3.
Natomiast, zastosowanie buforu NBC pozwolito na otrzymanie duzo wyrazniejszych sygnatow

dla badanych transkryptow (Ryc. 22C). Sonda 3 okazata si¢ bardziej specyficzna niz sonda 2,
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bowiem przy jej zastosowaniu uzyskane sygnaty byly ostrzejsze, a ponadto nie obserwowano

niespecyficznego tla.
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Rycina 22. Analiza Northern blot dlugosci transkryptow ataksyny-3 powstajacych w wybranych
liniach komérkowych HEK293T wyprowadzonych w systemie Flp-In T-REx. A — Rozdziat
elektroforetyczny RNA w buforze MOPS. B — Rozdziat elektroforetyczny RNA w buforze TT. C -
Rozdziat elektroforetyczny RNA w buforze NBC. Czerwonymi strzatkami zaznaczono sygnaty
pochodzace od odpowiednich transkryptow, ,,+” — indukcja ekspresji transgenu, ,,-” — brak indukcji

ekspresji transgenu
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W zwiazku z powyzszym, wlasciwe analizy dtugosci transkryptu w komoérkach SH-
SY5Y przeprowadzono stosujac, do rozdziatu RNA w zelu agarozowym, bufor NBC, natomiast
do hybrydyzacji sonde 3. Jako kontrol¢ natozenia probek przeprowadzono detekcje transkryptu
GAPDH. Wyniki przedstawino na Ryc. 23. Analiza Northern blot potwierdzita poprawna
dhugo$¢ tranksryptéw pochodzacych z ekspresji transgenéw zawierajacych zarowno cigg 20 jak
I 120 powtorzen. Ponadto, w linii kontrolnej zaobserwowano sygnal odpowiadajacy
transkryptowi o dlugosci okoto 500 nt. Jest to zwigzane z tym, ze sonda 3 hybrydyzuje do
sekwencji z wektora pcDNA5S™/FRT/TO, ktéra jest obecna w transgenach ulegajacych

ekspresji w liniach komérkowych wyprowadzonych systemem Flp-In T-REX.
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Rycina 23. Analiza Northern blot dlugosci transkryptow powstajacych w wyniki indukcji
ekspresji transgenow ataksyny-3 w liniach SH-SY5Y wyprowadzonych za pomocg systemu Flp-
In T-REX. ,,+” — indukcja ekspresji transgenu.

4.4.3 Analiza poziomu ekspresji transgenu za pomocq qPCR

W celu doktadnego okreslenia poziomu ekspresji transgenow ataksyny-3
wyprowadzone linie komoérkowe zostaty poddane analizom za pomocg qPCR. Poziom ekspresji
transgenow byt badany po 72 godzinach od dodania doksycykliny. Ze wzgledu na réznice w
dlugosci koncow 3’UTR endogennej ataksyny-3 1 transgendw byto mozliwe badanie
catkowitego poziomu ekspresji ataksyny-3 (endogenu razem z transgenem) jak i samego

endogenu. Poziom ekspresji ataksyny-3 w badanych modelach SCA3 byt odnoszony do linii
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otrzymanej przy uzyciu pustego wektora pcDNAS™/FRT/TO (linia kontrolna). Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w ekspresji endogennej ataksyny-3 w badanych modelach (Ryc.
24A). Natomiast we wszystkich analizowanych liniach obserwowano istotne statystycznie
zwigkszenie poziomu ekspresji transgenu, ktory byt co najmniej 40 krotnie wyzszy W
poréwnaniu do linii kontrolnej. (Ryc. 24B). Ponadto zobserwowano, ze transgeny zawierajace
krotki cigg powtdrzen, oprocz 20 CAG/STOP, ulegaly ekspresji na okoto dwa razy wyzszym

poziomie niz transgeny z dlugim ciggiem powtoérzen. Przyczyng tego moze by¢ nizsza
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Rycina 24. Analiza poziomu ekspresji ataksyny-3 za pomocg qPCR. A — Wzgledny poziom ekspresji
endogennej ataksyny-3. B - Wzgledny poziom ekspresji catkowitej ataksyny-3. * - p < 0,05
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4.4.4 Jakosciowa analiza biatek powstajgcych z ekspresji transgenu metodg Western Blot

W celu wykonania dodatkowej walidacji wyprowadzonych modeli SCA3 i
zanalizowania wszystkich linii w tym samym czasie zbadano poziom biatka ataksyny-3 przy
pomocy metody Western blot. Analizy przeprowadzono 72 godziny po dodaniu do komorek
doksycykliny. Ataksyng-3 wizualizowano za pomoca dwoch przeciwcial, jedno bylo
skierowane na ataksyne-3 a drugie na ciagg poliQ (Ryc. 25).

20 20 20 20 120 120 120 120
CAG/START CAG/STOP CAA/START CAA/STOP CAG/START CAG/STOP CAA/START CAA/STOP
-+ - + - + - + - 4+ - + - + - + - +
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poliQ 70— —_—
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[¢—powtorzen
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Rycina 25. Analiza poziomu ataksyny-3 w stabilnych liniach komérkowych SH-SY5Y za pomoca
metody Western blot. ATXN3 — detekcja ataksyny-3 za pomocg przeciwciata anty-ataksyna-3, poliQ
— detekcja ataksyny-3 za pomocg przeciwciata anty-poliQ. ,,-” — brak indukcji ekspresji transgenu, ,,+”
— indukcja ekspresji transgenu

Analizy Western blot z zastosowaniem obydwu przeciwcial potwierdzity wyniki
przeprowadzonych wcze$niej analiz. Wszystkie powstajace biatka posiadaty odpowiednig mase
a wprowadzone do transgenéw kodony stop hamowaly proces translacji powstajacych z nich

transkryptow.

4.4.5 Analiza znanych markerow patogenezy SCA3

Dalszym analizom zostaly poddane wybrane linie: 20 CAG/START, stanowigca w tych
analizach lini¢ kontrolng z ekspresjg ataksyny-3 z normalng dtugoscia ciggu powtorzen i linie
zmutowane: 120 CAG/START odzwierciedlajaca toksycznos¢ RNA i biatka oraz 120
CAG/STOP obrazujaca potencjalng toksycznos¢ RNA. Jest to kluczowy zestaw modeli

umozliwiajacy rozrdznienie toksycznosci RNA od toksycznosci biatka.
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4.4.5.1 Analiza obecnosci agregatow zmutowanego biatka ataksyny-3

W celu okreslenia czy ulegajaca nadekspresji zmutowana ataksyna-3 tworzy agregaty
wykorzystano metode immunofluorescencji. Komorki zostaty poddane analizom po 72
godzinach indukcji doksycykling. Jak pokazano na Ryc. 26, we wszytkich komorkach linii 20
CAG/START i 120 CAG/START widoczny byt silny sygnat, pochodzacy zaréwno od
endogennej ataksyny-3, jak i transgenu, natomiast w linii 120 CAG/STOP obserwowany byt
jedynie sygnatl od endogennego biatka. Ponadto, ataksyna-3 we wszystkich analizowanych
liniach wykazywata lokalizacj¢ jadrowa i cytoplazmatyczng (Ryc. 26A). W linii 120
CAG/START zaobserwowano nieliczne komorki posiadajace agregaty biatkowe zmutowane;j
ataksyny-3 (Ryc. 26B). Ze wzgledu na dane literaturowe wzkazujace, ze powstawanie
agregatow biatkowych jest skomplikowanym procesem, wymagajacym czasu, zdecydowano
wydhuzy¢ czas ekspresji zmutowanej ataksyny-3 do 6 dni. Analizy przeprowadzone po 6 dniach
indukcji doksycykling wykazaty, ze procent komorek linii 120 CAG/START posiadajacych

agregaty wzrodst 3 krotnie aczkolwiek w dalszym ciagu byt on niewielki (Ryc. 26).
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Rycina 26. Analiza obecnosci agregatow ataksyny-3. A - Wizualizacja lokalizacji biatka ataksyny-3
za pomocag immunofluorescencji w liniach 20 CAG/START, 120 CAG/STOP po 3 dniach indukcji
ekspresji transgenu i 120 CAG/START po 3 i 6 dniach indukcji. Biatymi strzatkami zaznaczono
agregaty biatkowe. B - Udzial procentowy komorek posiadajacych agregaty w linii 120 CAG/START
po 3 i 6 dniach indukcji ekspresji transgenu. Na czerwono wybarwiono ataksyne-3, a na niebiesko, za
pomocg DAPI, jadra komorkowe. ** - p < 0,01
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4.4.5.2 Analiza obecnosci skupiern RNA tworzonych przez zmutowang ataksyne-3

Wizualizacje potencjalnie tworzonych przez zmutowany transkrypt ataksyny-3 skupien
RNA przeprowadzono za pomocg SMFISH. Jest to niezwykle czuta metoda pozwalajaca na
analizowanie pojedynczych czasteczek RNA dzigki zastosowaniu kilkudziesigciu roznych sond
skierowanych na jeden RNA.

Modele SCA3 poddano analizom smFISH po 72 godzinach indukcji ekspresji
transgenu. Jak przedstawiono na Ryc. 27 badany RNA byl obecny w bardzo duzej ilosci
czasteczek w pojedynczej komoérce oraz byl zlokalizowany zaro6wno na terenie jadra
komorkowego jak i cytoplazmy. W Zadnej z analizowanych linii zawierajgcej zmutowany ciag
CAG nie zaobserwowano skupien RNA. Nie wykryto ich takze po wydtuzeniu czasu indukcji
transkrypcji do 6 dni. Zidentyfikowane jasne punkty stanowity miejsca startu transkrypcji. Jako

kontrole zastosowano wystepujacy w duzej ilosci w komorce transkrypt GAPDH.
smFISH ATXN3 smFISH ATXN3+DAPI smFISH GAPDH+DAPI

20 CAG/START

40 pm 40 pm

120 CAG/START

—_—
40 pm

120 CAG/STOP

Rycina 27. Analiza lokalizacji transkryptu ataksyny-3 za pomoca smFISH w liniach 20
CAGI/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP po 6 dniach indukcji ekspresji transgenu. Na
biato wybarwiono transkrypty ataksyny-3, na zotto transktypty GAPDH, na niebiesko, za pomocg DAPI,
jadra komoérkowe.

103



4. Wyniki

4.4.5.3 Analiza wplywu ekspresji transgenu na indukcje apoptozy

Apoptoza jest programowang $miercig komorki, ktora moze by¢ indukowana w
odpowiedzi na rozne czynniki uszkadzajace komorke lub zaburzajace jej prawidlowe
funkcjonowanie, w tym przez zmutowang ataksyng-3. Powszechnie stosowanym markerem
aktywnego procesu apoptozy jest obecnos¢ cigtej kaspazy-3. Analizom poddano linie 20
CAG/START, 120 CAG/START 1120 CAG/STOP. Ze wzgledu na wyniki wykonanych analiz
tworzenia si¢ agregatow ataksyny-3, apoptoze badano po 3 i 6 dniach indukcji ekspresji
transgenow. Jako kontrole pozytywna zachodzacego procesu apoptozy uzyto komorek linii 120
CAG/START traktowanych przez 24 godziny 50 puM staurosporyng (inhibitor kinaz
biatkowych, ktory indukuje apoptoze przez aktywacje kaspazy-3). Sygnat pochodzacy od cigte;j
kaspazy-3 zidentyfikowano we wszystkich badanych liniach zaréwno po 3 jak i 6 dniach
indukcji, jednak byt obecny tylko w niewielkiej liczbie komoérek (Ryc. 28). Po 3 dniach indukcji
linie nie wykazywalty miedzy soba istotnych statystycznie réznic w iloSci komorek
apoptotycznych, natomiast po 6 dniach ilos¢ sygnatow od cigtej kaspazy-3 w linii 120
CAG/START byta istotnie wyzsza w porownaniu do pozostatych linii (Ryc. 28B). Nie
zidentyfikowano r6znic miedzy liniami 1220CAG/STOP i 20CAG/START (Ryc. 28B).
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Rycina 28. Analiza apoptozy w w liniach 20 CAG/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP. A
- Wizualizacja biatka cigtej kaspazy-3 za pomoca immunofluorescencji w liniach 20 CAG/START, 120
CAG/START i 120 CAG/STOP po 6 dniach indukcji ekspresji transgenu. Komorki linii 120
CAG/START traktowane przez 24 godziny 50 uM staurosporyna stanowity kontrole pozytywna. B -
Procentowy udzial komoérek zawierajgcych sygnat pochodzacy od cietej kaspazy-3 po 3 i 6 dniach
indukcji ekspresji transgenu. Na czerwono wybarwiono cieta kaspaze-3, a na niebiesko, za pomocg
DAPI, jadra komérkowe. * - p < 0,05, ** - p < 0,01.
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4.4.5.4 Analiza wplywu ekspresji transgenu na indukcje stresu retikulum endoplazmatycznego

Jednym z postulowanych patomechanizméw prowadzacych do SCA3 jest indukcja
stresu retikulum endoplazmatycznego w odpowiedzi na obecnos¢ nieprawidtowo sfatdowanej
zmutowanej ataksyny-3. Postanowiono wig¢c sprawdzi¢ poziom ekspresji markerow stresu
takich jak: CHOP, Grp78, EDEM, ATF4 oraz alternatywny splicing genu XBP1 w badanych
modelach po 6 dniach indukcji ekspresji transgenu. Kontrole pozytywna stanowity komorki
SH-SY5Y 120 CAG/START traktowane przez 6 godzin 0,8 uM tapsigarging, znanego
aktywatora stresu retikulum endoplazmatycznego (Ryc. 29A). Przeprowadzone analizy
pokazaty, ze poziom ekspresji genow CHOP, Grp78 i EDEM byt istotnie statystycznie
podniesiony w linii 120 CAG/STOP w stosunku do linii 20CAG/START i 120CAG/START.
Ponadto, zaobserwowano wzrost transkrypcji genu Grp78 w linii 120 CAG/START w
porownaniu do linii 20CAG/START (Ryc. 29B). W badanych liniach komoérkowych nie
wykryto zmian w alternatywnym splicingu XBP1 (Ryc. 29C). Podj¢to takze probe okreslenia
poziomu biatka CHOP za pomoca metody Western blot, jednak dostepne komercyjnie

przeciwciala okazaty si¢ niespecyficzne, co uniemozliwito przeprowadzenie tej analizy.
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Rycina 29. Analiza markerow stresu retikulum endoplazmatycznego w liniach 20 CAG/START,
120 CAG/START i 120 CAG/STOP po szesciu dniach indukcji ekspresji transgenu. A - Wzgledny
poziom ekspresji badanych genow CHOP, Grp78, EDEM, ATF4 w komorkach linii 120 CAG/START
nietraktowanych i traktowanych tapsigarging. B - Wzgledny poziom ekspresji badanych genéw CHOP,
Grp78, EDEM, ATF4 w badanych lliniach. C — Analiza alternatywnego splicingu genu XBP1. K —
kontrola pozytywna, komorki traktowane przez 6 godzin 0,8 uM tapsigarging. 1 — sygnat pochodzacy
od hybrydyzacji produktéw amplifikacji roznych form XBP1, glownej oraz powstalej z alternatywnego
splicingu, 2 — sygnal pochodzacy z amplifikacji gtéwnej formy XBP1, 3 — sygnat pochodzacy z
amplifikacji formy XBP1 powstajacej, z alternatywnego splicingu, w odpowiedzi na stres retikulum
endoplazmatycznego
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4.6 Poszukiwanie nowych markerow toksycznosci RNA przy uzyciu globalnych analiz
transkryptomicznych i proteomicznych

Globalne analizy transkryptomu i proteomu sg powszechnie stosowane w badaniach
majgcych na celu wykrycie wszelkich zmian jakie zachodza w komoérkach pod wptywem
badanego czynnika. Ponadto, umozliwiaja okre§lenie obserwowanych zmian zaré6wno W
sposob jakosciowy, jak i ilosciowy. Globalne podejécia transkryptomiczne i proteomiczne sa
niezwykle istotne w badaniu patomechanizméw wielu choréb w tym neurodegeneracyjnych,
bowiem pozwalajg na wytypowanie nie znanych jeszcze molekularnych podstaw patogenezy
tych chorob. Z tego powodu postanowiono zastosowa¢ analizy transkryptomiczne i
proteomiczne do identyfikacji nowych, potencjalnych markeréw toksycznosci RNA w
wyprowadzonych modelach SCAS3.

4.6.1 Poszukiwanie markerow toksycznosci RNA za pomocq analiz transkryptomicznych

W celu wytypowania potencjalnych $ciezek przez jakie moze dziata¢ toksyczny
transkrypt ataksyny-3 analizom glebokiego sekwencjonowania RNA poddano linie 20
CAG/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP po 72 godzinach indukcji ekspresji
transgenu oraz nieindukowang lini¢ 20 CAG/START. Wariant nieindukowany linii 20
CAG/START stanowit tto komoérkowe linii SH-SY5Y, natomiast indukowany pokazywat
zmiany jakie zachodza w wyniku nadekspresji normalnej ataksyny-3. Linia 120 CAG/START
odzwierciedlata toksyczno$¢ RNA i biatka, natomiast linia 120 CAG/STOP obrazowata
toksyczno$¢ RNA. Eksperyment przeprowadzono w trzech powtorzeniach biologicznych. W
Tab. 7 przedstawiono uzyskane parametry przeprowadzonego sekwencjonowania RNA
badanych prob. Parametry QMS (ang. mean quality score), jak i ilos¢ zasad 0 QS (ang. quality
score) > 30 we wszystkich probkach sg na wzglednie wysokim poziomie. MQS powyzej
trzydziestu oznacza doktadnos¢ odczytu na poziomie powyzej 99,9%, a wiec, ze blednie
odczytane zasady wystepuja rzadziej niz jedna na tysigc. Ponadto, we wszystkich probkach
zasady o QS > 30 stanowig co najmniej 92% wszystkich odczytow. Taki poziom doktadnosci
zapewnia wiarygodng analize¢ danych glgbokiego sekwencjonowania RNA. Ponadto uzyskana
liczba odczytow dla badanych linii, wynoszaca $rednio od 72 do 111 milionéw, pozwalata na

bardzo doktadne okreslenie poziomu ekspresji genow.
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Tabela 7. Parametry wykonanych analiz glebokiego sekwencjonowania. ,+’ — komorki z
zaindukowang ekspresja transgenu, ,,-, — komorki nieindukowane, pl, 2, 3 — powtorzenie biologiczne
1, 2, 3, MQS — ang. Mean Quality Score — parametr opisujacy prawdopodobienstwo btgdnego odczytu
zasady azotowej

e | e s | e
20 CAG/START-pl 104,637,206 39 94,34
20 CAG/START-p2 104,901,744 38,76 93,57
20 CAG/START-p3 104,890,073 38,88 93,97
20 CAG/START+ p1 105,492,153 39,07 94,6
20 CAG/START+ p2 105,240,878 38,73 93,49
20 CAG/START+ p3 85,672,302 38,91 94,09
120 CAG/START+ pl 79,023,844 38,33 92,19
120 CAG/START+ p2 87,624,823 38,33 92,23
120 CAG/START+ p3 49,359,758 38,39 92,45
120 CAG/STOP+ pl 110,937,076 38,69 93,40
120 CAG/STOP+ p2 113,964,976 38,73 93,53
120 CAG/STOP+ p3 109,004,566 38,73 93,53

Glownymi etapami wstgpnych analiz  bioinformatycznych byta analiza jakoSciowa
otrzymanych wynikéw W celu odrzucenia odczytow o zlej jakosci, mapowanie otrzymanych w
ten sposob danych do ludzkiego transkryptomu oraz identyfikacja genéw o zmienionej
ekspresji. Nastepnie, zidentyfikowane geny poddano analizie ontologicznej aby okresli¢
procesy w jakich biorg udziat. Poréwnanie komorek indukowanych i nieindukowanych linii 20
CAG/START pokazato, ze indukcja ekspresji transgenu ataksyny-3 z krotkim ciggiem
powtdrzen powoduje niewielkg ilo$¢ zmian w transktyptomie. Duzo wigkszg ilo§¢ zmian
zaobserwowano w przypadku porownan nieindukowanej linii 20 CAG/START z liniami 120
CAG/START oraz 120 CAG/STOP. Ponadto, w zestawieniu linii 120 CAG/START czy 120
CAG/STOP z liniag 20 CAG/START indukowang i nieindukowana obserwowano niemal
identyczng liczbe gendw o zmienionym poziomie ekspresji. W dalszych analizach
porownywano komorki linii 120 CAG/START i 120 CAG/STOP do indukowanych komorek
linii 20 CAG/START. Na Ryc. 30A przedstawiono profile ekspresji genow badanych linii z
poszczegolnych powtdrzen biologicznych eksperymentu. Na czerwono zaznaczono geny o
podwyzszonym a na zielono o obnizonym poziomie ekspresji. Probki pochodzace z tej samej
linii grupowaly si¢ obok siebie, co $wiadczy o powtarzalno$ci wynikéw uzyskanych migdzy

kolejnymi powtérzeniami eksperymentu.
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Rycina 30. Wstepna analiza bioinformatyczna wynikéw sekwencjonowania RNA przy uzyciu
pakietu DESeq2. A — Profil ejspresji genéow, na czerwono zaznaczono geny o podwyzszonej a na
zielono o obnizonej ekspresji. B — Wykresy zaleznosci logarytmu o podstawie 2 z krotno$ci zmiany
ekspresji genu od $redniej znormalizowanych odczytow. C —Wykresy zaleznosci dyspersji od sredniej
znormalizowanych odczytow.
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Widac¢ tez, ze profile ekspresji linii 120 CAG/START i 120 CAG/STOP bardzo rdznity si¢ od
profilu ekspresji linii 20 CAG/START. Aby mie¢ pewnos¢, co do otrzymanych wynikow
sporzadzono wykresy diagnostyczne: zaleznosci logarytmu o podstawie 2 z krotno$ci zmiany
ekspresji genu od $redniej znormalizowanych odczytow (ang. MA-plot) i zaleznosci dyspersji
od $redniej znormalizowanych odczytow (Ryc. 30B i C). Wykres MA-plot przedstawia rozktad
ekspresji genow, gdzie warto$¢ 0 na osi pionowej oznacza brak réznic, wartosci dodatnie
podwyzszenie, a ujemne obnizenie wzglednego poziomu ekspresji. Czarne punkty oznaczajg
geny o zmianach nieistotnych, a czerwone o istotnych statystycznie. Otrzymane wykresy MA
—plot (Ryc. 30B) pokazaty obraz prawidtowych danych — dla obydwu zestawu danych mediana
znajduje si¢ w centrum rozktadu punktow na wykresie. Z kolei dyspersja jest parametrem, ktory
opisuje zmienno$¢ migdzy powtdrzeniami biologicznymi. Czarne punkty na wykresie
oznaczajg 0szacowane warto$ci dyspersji dla kazdego z genéw, czerwona linia trendu obrazuje
zalezno$¢ dyspersji od $redniej, natomiast niebieskie punkty oznaczaja koncowe wartosci
dyspersji uzyskane po korekcie wartosci oszacowanych. Otrzymane wykresy dyspersji (Ryc.
30C) posiadaty dobre dopasowanie, poniewaz niemal wszystkie punkty uktadaty si¢ wokot linii
trendu. Reasumujac, otrzymane wykresy MA-plot jak i dyspersji swiadczyly o poprawnosci
uzyskanych danych i pozwalalty na wykonanie dalszych analiz bioinformatycznych. W
przeprowadzonych analizach ekspresj¢ genu uznawano za istotnie zmieniong jesli warto$¢ q <
0,05. Takie podejscie jest powszechnie stosowane w analizach transkryptomicznych, dzigki
niemu otrzymuje si¢ mniej wynikow fatszywie pozytywnych niz przy zastosowaniu zwyklej
wartosci p. W Tab. 8 i 9 przedstawiono geny o najbardziej zmienionej ekspresji. W linii
120/CAG START w poréwnaniu do linii 20 CAG/START zaobserwowano podwyzszenie
poziomu ekspresji genow odpowiedzialnych za proliferacje komorki oraz sekrecje hormonow.
Co ciekawe obserwowano, ze cze$¢ genéw odpowiedzialnych za procesy zwigzane z rozwojem
uktadu nerwowego posiadata podniesiony a cze$¢ zmniejszony poziom ekspresji. Ponadto
wykazano obnizenie poziomu ekspresji genow zwigzanych z cytoszkieletem komérkowym i
sekrecjg chemokin (Tab. 8). Podobne obserwacje poczyniono w linii 120 CAG/STOP w
poréwnaniu do linii 20 CAG/START. Zaobserwowano, ze cze$¢ gendéw biorgca udziat w
procesach zwigzanych z rozwojem uktadu nerwowego posiadala obnizony a cze$é
podwyzszony poziom ekspresji. Ponadto obserwowano obnizony poziom ekspresji genow

odpowiedzialnych za sekrecje chemokin oraz kodujacych biatka wigzace wapn (Tab. 9).
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Tabela 8. Lista wybranych gendow o najbardziej zmienionej ekspresji w linii 120 CAG/START w
poréwnaniu do linii 20 CAG/START. Dla genéw nie zidentyfikowanych w analizie ontologicznej

(GO, ang. gene ontology) podano rodzaj RNA lub biatka jakie koduja.

Ensembl ID Nazwa Zmlana_l_ Proces (analiza GO)
ekspresji
ENSG00000152402 GUCY1A2 75,90 Metabolizm nukleotydow
'z | _ENSG00000164649 CDCAT7L 40,37 Proliferacja komoérki
;-). ENSG00000145808 ADAMTS19 22,31 Metalopeptydaza
IC—E = ENSG00000210151 MT-TS1 10,35 Mitochondrialne tRNA
< g ENSG00000163394 CCKAR 9,69 Sekrecja hormonoéw
(*,_, 'g Generowanie neuronéw
) 2 | ENSG00000139352 ASCL1 9,45 autonomicznego uktadu
S %” nerwowego
S ‘s | ENSG00000239039 SNORD13 9,36 Mate jaderkowe RNA
= _g ENSG00000027644 INSRR 8,70 Odpowiedz na glukoze
= & | ENSG00000200156 RNU5B-1 7,48 Mate jadrowe RNA
8 ENSG00000199568 RNUSA-1 6,78 Mate jadrowe RNA
% ENSG00000274618 HIST1H4F 167,965 Histon
= Negatywna regulacja
§ = ENSG00000182195 LDOC1 20,69 oroliferacji
= % ENSG00000203812 | HIST2H2AA3 5,99 Histon
= 2 ENSG00000123609 NMI 5,76078 Kaskada STAT
EE ; ENSG00000167641 PPP1R14A 4,36 Regulacja defosforylacji
& é ENSG00000160307 S100B 4,28 Rozw®j centralnego ukdadu
0] 2 nerwowego
S 2 | _ENSG00000197956 S100A6 3,58 Aksonogeneza
S :g ENSG00000137033 IL33 3,52 Sekrecja chemokin
; § ENSG00000118523 CTGF 2,95 Sk*:sfme wiokien
ynowych
ENSG00000130208 |  APOC1 2,88 Negatywny regulator

transportu steroli
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Tabela 9. Lista wybranych genéw o najbardziej zmienionej ekspresji w linii 120 CAG/STOP w
poréwnaniu do linii 20 CAG/START. Dla genow nie zidentyfikowanych w analizie GO podano rodzaj

RNA lub biatka jakie koduja.

Ensembl ID Nazwa eigg?:s?i Proces (analiza GO)
ENSG00000106236 NPTX2 140,74 Rozwdj wypustek neuronalnych
Czynnik transkrypcyjny
:= | ENSG00000178403 | NEUROG2 100,69 decydujacy o losie neuronow
= o ektodermy
9(: §' ENSG00000177511 ST8SIA3 81,39 Synteza gangliozydow
y ; ENSG00000155052 | CNTNAP5 81,16 Bialtko adhezyjne neuronow
® | .© | ENSG00000077279 DCX 68,29 Migracja Neuronow
S §_ ENSG00000120675 DNAJC15 58,673 Import bialek do Mitochondrium
9 > | ENSG00000139767 SRRM4 54,43 Metabolizm RNA
= | ‘8 | ENSGO0000100095 |  SEZ6L 53,37 Funkcjonowanie retikulum
= | 2 endoplazmatycznego w neuronach
8 3 | ENSG00000125879 OTOR 49,01 Zatadunek pecherzykow
g o Generowanie neuronow
= ENSG00000139352 ASCL1 47,87 autonomicznego uktadu
8 nerwowego
g | _ENSG00000204379 XAGE1A 46,0196 Antygen z rodziny X
- ‘?’ | ENSG00000137033 1L33 16,8512 Sekrecja chemokin
EE § ENSG00000196136 | SERPINA3 14,5666 | Utrzymanie struktury epitelialnej
P | < | ENSG00000272727 | LINC02266 | 11,2583 Dlugie niekodujace RNA
D) g ENSG00000275757 | RNA5-8SN2 11,1224 5.8S rybosomalne RNA
S '§ ENSG00000169884 WNT10B 9,30 Odpowiedz na kwas retinowy
8 g» ENSGO0000159200 | RCAN1 8,05 Regukl;"g;‘nléisrl;iiy_S,ilgfﬂowq
‘= | _ENSG00000188643 S100A16 7,33 Biatko wigzace wapn
8 ENSG00000182636 NDN 7,18 szwéj systemu nerwowego
ENSG00000166592 RRAD 6,79 Sciezka sygnatowa insuliny

W celu identyfikacji proces6w na jakie moze wptywac transkrypt zmutowanej

ataksyny-3, wyniki z programu DESeq2 poddano analizom w programie Enrichr. Program ten

na podstawie listy zadanych genéw umozliwia identyfikacje nadreprezentowanych i istotnie

zmienionych procesow. Osobno analizowano geny o podwyzszonej i obnizonej ekspresji. Taki

sposob procesowania danych umozliwiat identyfikacje najbardziej zmienionych $ciezek i

pozwalat na jasne okre$lenie, ktore procesy ulegaja deregulacji. Wyniki z analiz przedstawiono

na Ryc. 31.
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A
Wybrane deregulowane procesy w linii 120 CAG/START w poréwnaniu do 20 CAG/START
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stymulacja rozwoju systemu nerwowego
regulacja cyklu komérkowego

stymulacja dojrzewania synaps

rozwdj systemu nerwowego
poliubikwitynylacja biatek

potranslacyjne modyfikacje biatek

$ciezka sygnatowa NIK/NF-kappaB
regulacja metabolizmu amin

modyfikacje biatek

regulacja metabolizmu aminokwaséw
regulacja odpowiedzi na uszkodzenia DNA
sciezka proteasomu

regulacja apoptozy

transport biatek

o

1

N
w
~
wn
)]
~

B -logy00
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Rycina 31. Analiza ontologiczna przeprowadzona za pomoca programu Enrichr. Wyboér
prezentowanych procesow opieral sie na warto$ci . A —Procesy dla analizy linii 120 CAG/START w
porownaniu do 20 CAG/START. B - Procesy dla analizy linii 120 CAG/STOP w poréwnaniu do 20
CAG/START. Na czerwono zaznaczono procesy, w ktorych udziatl biorg geny o podwyzszonej
ekspresji, na zielono zaznaczono procesy w ktorych udziat biora geny o obnizonej ekspres;ji.
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Nastepnie zidentyfikowane przez program Enrichr procesy o q < 0,05 zwizualizowano w
programie Cytoscape za pomocg wtyczek ClueGo i CluPedia. Analiza ta data mozliwosc¢
pogrupowania procesow w klastry, a nastgpnie potaczenie poszczegdlnych wezldw na
podstawie ontologii. Przy wykorzystaniu tych programéw zobserwowano w linii 120
CAG/START w poroéwnaniu do linii 20 CAG/START podwyzszony poziom ekspresji genow
odpowiedzialnych za rozwo6j uktadu nerwowego, aksonogeneze i dojrzewanie synaps. Co
ciekawe, podniesiony byt tez poziom ekspresji genow zwigzanych z negatywnag regulacja

transkrypcji (Ryc. 32).

. ' axonogenesis ‘ 6

regulation of
insulin secretion

neural tube closure '

negative regulation posijtiVe regutation L . positive regulation
of fat cell of synapse “ ‘ (?f cell cycle arrest

differentiation maturation

TORC1 signaling
nucleosome

. .‘\-. organization
positive regulation . g \ eguation of gen et
of mitotic cell cycle n =

phase transition

Rycina 32. Analiza ontologii deregulowanych procesow w ktorych udzial biora zidentyfikowane
geny o podwyzszonej ekspresji w linii 120 CAG/START w poréwnaniu do linii 20 CAG/START.
Poszczegdlnymi kolorami oznaczono procesy nalezace do jednego klastra. Nazwy klastrow pochodza
od najistotniejszego procesu w Klastrze (wedtug wartosci K), wielko$¢ wezta odzwierciedla warto$¢ q
wyliczong przez program Enrichr, potaczenia wegzlow zostaly wykonane na podstawie ontologii.
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Wsréd gendéw o obnizononej ekspresji bylty miedzy innymi te regulujace poliubikwitynylacje,
transport biatek, jak 1 te zwigzane z funkcjonowaniem mitochondriéw. Ponadto,
zaobserwowano zmniejszony poziom ekspresji genéw regulujacych transkrypcje snRNA, co

moze $wiadczy¢ 0 zaburzeniach alternatywnego splicingu (Ryc. 33).

. sosomal transport snRNA - 7-m
L transcription .
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activation involved

protein targeting to
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polyubiquitination

cellular protein
modification

process . UDP-N-acetylglucosamine

biosynthetic
purine process
ribonucleotide
metabolic process

regulation of DNA

damage response,
. signal transduction &

by p53 class
mediator

tRNA
aminoacylation

Rycina 33. Analiza ontologii deregulowanych procesow w ktorych udzial biora zidentyfikowane
geny o obnizonej ekspresji w linii 120 CAG/START w poréwnaniu do linii 20 CAG/START.
Poszczegolnymi kolorami oznaczono procesy nalezace do jednego klastra. Nazwy klastréw pochodza
od najistotniejszego procesu w klastrze (wedlug wartosci K), wielko§¢ wezta odzwierciedla wartos¢ g
wyliczong przez program Enrichr, potaczenia wegzlow zostaly wykonane na podstawie ontologii.

Na podstawie otrzymanych wynikow wydaje si¢, ze obecnos¢ zmutowanego RNA i bialka,
moze prowadzi¢ do indukcji ekspresji gendw zwigzanych z rozwojem uktadu nerwowego, a

jednoczesnie powodowac zaburzenia $ciezek charakterystycznych dla patogenezy SCA3.
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Ta sama analiz¢ wykonano dla genéw 0 zmienionej ekspresji w linii 120 CAG/STOP w
stosunku do linii 20 CAG/START. Zaobserwowano podniesiony poziom ekspresji genow
zwigzanych z rozwojem uktadu nerwowego, w tym aksonogeneza, jednak byto ich mniej niz w

przypadku linii 120 CAG/START (Ryc. 34).

./ax:n guidance

. membrane

chemical synaptic depolarization
transmission

Rycina 34 . Analiza ontologii deregulowanych procesow w ktorych udzial biora zidentyfikowane
geny o podwyzszonej ekspresji w linii 120 CAG/STOP w porownaniu do linii 20 CAG/START.
Poszczegdlnymi Kolorami oznaczono procesy nalezgce do jednego klastra. Nazwy klastrow sg wzigte
od najistotniejszego procesu w klastrze (wedlug wartosci K), wielko$¢ wezta odzwierciedla wartos¢ g
wyliczong przez program Enrichr, potaczenia weztow zostaly wykonane na podstawie ontologii.

Duzo wigcej, bo az 304, deregulowanych procesow zidentyfikowano dla gendow o obnizone;j
ekspresji. Wsrod zaburzonych proceséw byly te zwigzane z transportem biatek i odpowiedzia
na niesfaldowane biatka, co moze §wiadczy¢ o uposledzeniu systemeu UPS. Co wigcej,
obnizony byl poziom ekspresji genéw odpowiedzialnych za ustalenie polarnosci komorki (Ryc.
35), ktory jest jednym z kluczowych szlakow wptywajacych na migracje neuronéow podczas

rozwoju uktadu nerwowego, a takze ich asymetryczng morfologie.
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Rycina 35. Analiza ontologii deregulowanych procesow w ktorych udzial biora zidentyfikowane
geny 0 obnizonej ekspresji w linii 120 CAG/STOP w porownaniu do linii 20 CAG/START.
Poszczegolnymi Kolorami oznaczono procesy nalezgce do jednego klastra. Nazwy klastrow sg wzigte
od najistotniejszego procesu w klastrze (wedlug wartosci K), wielko§¢ wezta odzwierciedla wartos¢ g
wyliczong przez program Enrichr, polaczenia wezlow zostaty wykonane na podstawie ontologii. Do
analiz wzigto 50 najistotniejszych procesow (wedlug wartosci ¢, z pominigciem procesow zupeinie
niezwigzanych z patogeneza SCA3 jak np. odpornos¢ zalezna od neutrofili), poniewaz wizualizacja
wszystkich 304 bylaby zupehie nieczytelna.

W przeprowadzonych analizach zaobserwowano, ze nadekspresja samego transkryptu
zmutowanej ataksyny-3 powodowata deregulacje podobnych proceséw zwigzanych z
rozwojem uktadu nerwowego, co nadekspresja biatka. Co ciekawe, w obydwu przypadkach
obnizony byl poziom genéw zwigzanych ze $ciezka sygnatowa Wnt. Jednak réznica polegata
na tym, ze w przypadku nadekspresji biatka efekty bylo wida¢ w $ciezce kanonicznej, ktora
odpowiada za regulacje transkrypcji. By¢ moze z tego powodu zauwazono w tej linii obnizony
poziom ekspresji genow kodujacych SnRNA. Z Kolei, przy nadekspresji transkryptu dochodzito

do hamowania $ciezki niekanonicznej, zwigzanej z organizacjg cytoszkieletu komérkowego,
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co wpisuje si¢ w zaburzone procesy ustalania polarnosci komorki. Celem identyfikacji
procesow za jakie odpowiedzialny jest transkrypt, najlepszym sposobem bylo okreslenie
procesow, ktore ulegaty deregulacji zarowno w linii 120 CAG/START, jak i w linii 120
CAG/STOP. Aby to zrobi¢ z list genow wzictych do analiz wyznaczono geny, ktére w obydwu
powyzszych przypadkach posiadaja zmieniong ekspresj¢. Nastepnie, postepowano tak jak w
przypadku wczesniejszych analiz: zidentyfikowane geny poddano analizie w programie Enrich,
a nastepnie zwizualizowano za pomocg wtyczek ClueGo i CluPedia w programie Cytoscape.
Program Enrichr zidentyfikowal w przypadku procesow w ktorych udziat biorg geny o
podwyzszonym poziomie ekspresji zaledwie 8 0 q < 0,05 z posrdéd 1704 (Ryc. 36), natomiast
w przypadku procesow w ktorych udziat biorg geny o obnizonym poziomie ekspresji 51 z 3403
posiadato q < 0,05 (Ryc. 37).

noradrenergic
neuron
differentiation

Rycina 36. Analiza ontologii proceséw deregulowanych w ktorych udzial biora zidentyfikowane
geny o podwyzszonej ekspresji zaréwno w linii 120 CAG/START w stosunku do linii 20
CAGI/START jak i 120 CAG/STOP w poréwnaniu do linii 20 CAG/START. Poszczegdlnymi
Kolorami oznaczono procesy nalezace do jednego klastra. Nazwy klastrow sg wziete od najistotniejszego
procesu w klastrze (wedtug wartosci K), wielkos¢ wezta odzwierciedla warto$¢ q wyliczong przez
program Enrichr, potaczenia we¢zlow zostaly wykonane na podstawie ontologii.
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Rycina 37. Analiza ontologii proceséw deregulowanych w ktérych udzial biora zidentyfikowane
geny 0 obnizonej ekspresji zarowno w linii 120 CAG/START w stosunku do linii 20 CAG/START
jak i 120 CAG/STOP w poréwnaniu do linii 20 CAG/START.Pomini¢to procesy zupeinie
niezwigzane z patogeneza SCA3 jak np. prezentacj¢ antygenéw. Poszczegdlnymi kolorami oznaczono
procesy nalezace do jednego klastra. Nazwy klastrow sg wzigte od najistotniejszego procesu w klastrze
(wedtug wartosci K), wielko$¢ wezta odzwierciedla warto§¢ q wyliczong przez program Enrichr,
potaczenia weztdw zostalty wykonane na podstawie ontologii.

Przeprowadzone analizy pokazaly, Ze procesami, w ktorych udziat biora geny o podwyzszonej
ekspresji zaroéwno w linii 120 CAG/START w porownaniu do linii 20 CAG/START, jak i 120
CAG/STOP w stosunku do linii 20 CAG/START byt rozwoj systemu nerwowego, a w
szczegoOlnosci aksonogeneza. W przypadku procesow, w ktorych udziat biorg geny o obnizonej
ekspresji zidentyfikowano regulacj¢ kanonicznej $ciezki Wnt, transport pecherzykowy i
ustalanie polarnosci komorki. Geny zidentyfikowane w powyzszych analizach zestawiono w
Tab. 10.
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Tabela 10. Lista genéw o podniesionej i obnizonej ekspresji zaréwno w linii 120 CAG/START, jak

i 120 CAG/STOP.
Proces (GO) Gen Funkcja bialka
Czynnik transkrypcyjny, moze bra¢ udzialt w
TFAP2B r6znicowaniu komorek pochodzacych od grzebienia
L. nerwowego
Rozwoy Czynnik transkrypcyjny uczestniczacy w rozwoju
sympatycznego PHOX2B 4 p iy ) Yy !
Klad neurono6w noradrenergicznych
uktadu
nnik transkr ' Iiacy istot 1
rerwoviego GATAG Caymmik ranskrypeyiny pehiacy ot rolg w
iologii komorek srodbtonka
(GO:0048485) D107081 XOMe :
Czynnik transkrypcyjny odgrywajacy role w
ASCL1 réznicowaniu neuronoéw, tworzeniu neuronéw
wechowych i autonomicznych
Receptor transmembranowy odgrywajacy role w
RET rozwoju tkanek pochodzacych z grzebienia
nerwowego
Receptor transmembranowy bioracy udziat w
ROBO2 . . e . .
migracji komorek i kierowaniu aksonow
NRXNL Receptor na powierzchni komorki bioracy udziat w
:ET’T neurotransnjiéji i tworzeniu potgczen syne.lptycznych
s Fosfataza lipidow fosforanowych, zlokalizowana w
2 PLPPR4 . L. .
> btonie aksondéw i wazna dla ich wzrostu
o CXCR4 Receptor dla chemokin
o
g IRS2 Cytoplazmatyczne biatko sygnatowe
5 Biatko adaptorowe stuzace do transdukcji sygnatow
o) GAB2 )
o pochodzacych od cytokin
o B " B
> ISL1 Czynnik transkrypcyjny potrzebny do tworzenia
R neurondéw motorycznych
Aksonogeneza . -
(GO:0007409) Receptor transmembranowy bioracy udziat w
' EFNB2 przekazywaniu sygnalow zwigzanych z rozwojem
uktadu nerwowego
Biatko adhezyjne zaangazowane w oddziatywania
NCAM1 mi¢dzykomodrkowe i komorka — macierz
miedzykomorkowa
Biatko ulegajace sekrecji i wptywajgce na migreje
SLIT3
komorek
Neuronalne biatko adhezyjne zaangazowane w
NRCAM adhezje migdzy neuronami i przekazywanie sygnatu
wzdtuz aksonu podczas jego rozwoju
CNTN4 Biatko btonowe biorgce udziat w tworzeniu potaczen
aksonoéw w rozwijajagcym si¢ uktadzie nerwowym
EPHB2 Receptor dla efryn
NEFH Bialtko neurofilamentow
UNC5A Receptor dla netryn, ktore nakierowywujg aksony
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Geny o obnizonej ekspresji

GRIAL Podjednostka receptora glutaminowego
ANKRD?28 Biatko uczestniczace w_transporme do aparatu
Golgiego
TRAPPC3 Regulacja transportu z retikulum _
endoplazmatycznego do aparatu Golgiego
SEC23A Rola w transporcie miedzy retlkulul_n
) endoplazmatycznym a aparatem Golgiego
Optaszczanie - — ;
Utatwia transport czynnikdw koagulacyjnych z
pecherzykow MCFD2 ) )
‘ . h retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego
(rca;rgp(;) Or O(ZSVS\),())/;) SAR1B Podjednostka biatkowego ptaszcza COPII
' usol Cze$¢ kompleksu cis-SNARE
KLHL12 Adaptor substratu dla ligazy ubikwityny CUL3
LMAN1 Receptor transportowanych glikoprotein
SCFD1 Transport do aparatu Golgiego
CD59 Transdukcja sygnatu od limfocytow
SEC22B Kierowanie transportem miedzy retlkqlum
endoplazmatycznym a aparatem Golgiego
TMED2 Transport do aparatu Golgiego
WNT2B Sekrecyjny czynnik sygnatowy szlaku Wnt, odgrywa
role w wielu procesach rozwojowych
SMURF2 Ligaza ubikwityny
PSMD13 Podjednostka kompleksu proteasomu 26S
FzZD9 Receptor $ciezki Wnt
Pozytywna GSKIP Negatywna regulacja GSK3-f
regulacja W formie 105 kDa jest inhibotorem transkrypcji
kanonicznej NFKB1 biatka Rel, w formie 50 kDa jest podjednostka
sciezki wigzacg DNA w czynniku transkrypcyjnym NF-xB

sygnalowej Wnt

PSMB8, PSME2,

Podjednostki proteasomu

(G0O:0090263) PSME1, PSMC2,
PSMA2, PSMA1,
PSMDG6, PSMAS5,
PSMB9
DAAM2 Udziat w $ciezce sygnalowej Wnt
LGR4 Aktywator §ciezki Wnt
WLS Biogeneza i kierowanie ligandu $ciezki Wnt
SMURF2 Ligaza ubikwityny
WNT5A Biatko sygnatowe odgryvs_&g ace kluczowa role
podczas embriogenezy
. Receptor dla biatek sygnatowych Sciezki Wnt,
Regulacja . . C
; FZD6 hamuje kaskade sygnatowa kanonicznej $ciezki
ustalenia '
olarmnodci Wnt/p-katenina
pkomérki PSMB8, PSME2, Podjednostki proteasomu
(GO:0090175) PSMD13, PSMB9,

PSMA5, PSMDG6,
PSMA1, PSMA2,
PSMC2, PSME1

NPHP3

Bialtko niezbedne do rozwoju ciata rzgskowego
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Przygladajac si¢ funkcjom biatek kodowanych przez te geny mozna zauwazy¢, ze
obecno$¢ zmutowanego transkryptu moze prowadzi¢ do deregulacji proceséw zwigzanych z
rozwojem uktadu nerwowego i1 aksonogeneza poprzez zaburzenie poziomu ekspresji genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne i biatka receptorowe. Co ciekawe, zaobserwowano
obnizenie poziomu aktywatorow szlakow Wnt (WNT5A i WNT2B), ktore odgrywaja wazna role
podczas embriogenezy. Ponadto, wykryto obnizony poziom ekspresji GRIAL, ktory koduje
podjednostke receptora glutaminowego zaangazowanego w proces transpotu pecherzykowego,

€0 moze potencjalnie $wiadczy¢ o zaburzeniach w przekazywaniu sygnatu migedzy synapsami.

4.6.2 Poszukiwanie markerow toksycznosci RNA za pomocq analiz proteomicznych

Ilosciowym badaniom proteomicznym metoda iTRAQ poddano ten sam zestaw linii co
w przypadku analiz transkryptomicznych, tj. linie 20 CAG/START, 120 CAG/START i 120
CAG/STOP po 72 godzinach indukcji ekspresji transgenu i nieindukowang linie 20
CAG/START. Eksperyment przeprowadzono w czterech powtorzeniach biologicznych.
Wydajno$é znakowania biatek znacznikami iTRAQ, tzn. obwiednia wynosita > 99,8%. Taki
wysoki poziom znakowania pozwalat na wiarygodna iloSciowa analiz¢ proteomiczna.

Po wstepnej analizie bioinformatycznej uzyskanych wynikéw spektrometrii mas udato
si¢ zidentyfikowac i1 otrzymac relatywng wartos¢ ilosciowg dla ponad 5668 roznych biatek.
Porownywano ze sobg ilosci biatek w nastgpujacych liniach: 120 CAG/START w stosunku do
linii 20 CAG/START i 120 CAG/STOP w stosunku do linii 20 CAG/START. Poréwnanie
indukowanych i nieindukowanych komorek linii 20 CAG/START wykazato roznice ilosciowe
w przypadku zaledwie dwoch bialek, mozna wigc sadzi¢, ze nadekspresja normalnego biatka
ataksyny-3 praktycznie nie powoduje zmian w proteomie badanych linii. Podobne obserwacje
poczyniono tez w badaniach transkryptomicznych, gdzie ekspresja ataksyny-3 z ciggiem 20
powtorzen CAG powodowata niewiele zmian w transkryptomie analizowanych linii. Tlos¢
biatka uznawano za istotnie zmieniona jesli jego krotno$¢ zmiany wynosita wiecej niz 1,1 i byta
istotna statystycznie (g < 0,05). Ponizej przedstawiono tabele zawierajgce biatka o najbardziej

zmienionej ilosci.
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Tabela 11. Lista wybranych bialek o najbardziej zmienionym poziomie w linii 120 CAG/START
w porownaniu z liniag 20 CAG/START.

Uniprot ID Bialko Zmiana Proces (analiza GO)
P08758 ANXAS5 1,65 Organizacja komorki
P29373 CRABP2 1,61 Rozwoj organizmu
P07949 RET 1,35 Powstawanie neurondéw
S P62805 HIST1H4D 1,31 Organizacja chromatyny
g P57053 H2BFS 1,29 Organizacja chromatyny
S
% P23527 HIST1H2BO 1,18 Organizacja chromatyny
-§ 043602 DCX 1,14 Powstawanie neuronéw
* QIUPT6 MAPKSIP3 1,14 Powstawanie neuronow
}0—: P16401 HIST1H1B 1,13 Organizacja chromatyny
(é P09429 HMGB1 1,12 Powstawanie neuronéw
g P37802 TAGLN2 1,23 Roznicowanie komorek
é Q9Y678 COPG1 1,25 Transport pecherzykowy
P09486 SPARC 1,25 Cykl komérkowy
g P05783 KRT18 1,28 Transport pecherzykowy
g P07355 ANXAZ2 1,30 Transport pecherzykowy
§ P05787 KRT8 1,30 Organizacja cytoszkieletu
§ P09172 DBH 1,30 Metabolizm Dopaminy
000299 CLIC1 1,33 Cykl komoérkowy
P60981 DSTN 1,36 Organizacja cytoszkieletu
P31949 S100A11 1,54 Transport pecherzykowy
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Tabela 12. Lista wybranych bialek o najbardziej zmienionym poziomie w linii 120 CAG/STOP w
poréwnaniu z linig 20 CAG/START.

Uniprot ID Bialko Zmiana Proces (analiza GO)
043602 DCX 4,77 Powstawanie neuronow
pP20711 DDC 3,31 Biosynteza neurotransmitero6w
Q16623 STX1A 2,79 Odpowiedz na bodziec
_g P29373 CRABP2 2,57 Rozwoj organizmu
g Q8WWM9 CYGB 2,57 Odpowiedz na stres
-é P07949 RET 2,52 Powstawanie neuronow
% P07197 NEFM 2,3 Neurogeneza
- Q16352 INA 2,23 Organizacja neurofilamentow
a P07196 NEFL 2,21 Neurogeneza
E Q12860 CNTN1 1,98 Powstawanie neuronow
% P04792 HSPB1 1,64 Transport biatek aksonalnych
§ Q92870 APBB?2 1,72 Procesy komorkowe
000299 CLIC1 1,75 Cykl komérkowy
g P05783 KRT18 1,85 Transport pecherzykowy
g P05787 KRT8 1,85 Organizacja cytoszkieletu
_g Q9UKES TNIK 1,89 Procesy komorkowe
g pP37802 TAGLN2 1,92 Roznicowanie komoérek
P60903 S100A10 2,13 Transport pecherzykowy
P07355 ANXA2 2,27 Transport pecherzykowy
P31949 S100A11 2,86 Transport pecherzykowy

W linii 120 CAG/START w porownaniu z linig 20 CAG/START zaobserwowano wigksze
ilosci biatek odpowiedzialnych za rozwoj i powstawanie neurondéw, natomiast obnizony byt
poziom bialek zwigzanych z organizacja cytoszkieletu i transportem pecherzykowym. Co
ciekawe, w porownaniu linii 120 CAG/STOP z linig 20 CAG/START zaobserwowano zmiang
w ilo$ci bialek uczestniczacych w analogicznych procesach.

Analiza interakcji migdzy biatkami zostata wykonana w programie STRING. Wyniki
zostaly nastepnie wyeksportowane do programu Cytoscape, gdzie zanalizowano je za pomoca

NetworkAnalyzer (narzedzie Cytoscape analizujgce parametry sieci) i GOliorize (wtyczka do
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programu Cytoscape, analiza GO). Wyniki przedstawiono w formie rycin a kolorami
zaznaczono wezly bialek, bioracych udzial w procesach, mogacych by¢ istotnymi z punktu
widzenia patogenezy SCA3. Analiza ta pokazata, ze w linii 120 CAG/START podwyzszony
byl poziom biatek biorgcych udzial w powstawaniu neuronéw: DCX, RET, HMGBI1 i
MAPKSIP3 (Ryc. 37).

CNTN1 CRABP2

DHFR PARSS2 M@s
-

Rycina 37. Analiza interakcji miedzy bialkami o podniesionym poziomie w linii 120 CAG/START
w poréwnaniu z linia 20 CAG/START przeprowadzona programami STRING i Cytoscape.
Wielkos¢ wezlow odpowiada ilosci posiadanych potaczen (wezty biatek DCX, RET i MAPKSIP3
zostaty sztucznie powickszone dla lepszej przejrzystosci ryciny). Kolorami zanaczono wezty biatek
bioragcych udzial w nastepujacych procesach (na podstawie analizy GO): niebieski — neurogeneza,
pomaranczowy — tworzenie wypustek neuronalnych, zielony — rozwdj neurondéw, zoty powstawanie
neurondw, fioletowy — réoznicowanie neuronow, szary — chemotaksja komorek dendrytycznych.

Natomiast, zmniejszona w tej linii byta ilo$¢ bialek odpowiedzialnych za organizacje komorki
i metabolizm neurotransmiterow, w tym dopaminy. Ponadto, obnizony byt tez poziom biatek
odpowiedzialnych za transport biatek z cytozolu do retikulum endoplazmatycznego, co moze
$wiadczy¢ o uposledzeniu systemu UPS (Ryc. 38). Co ciekawe, zaobserwowano tez obnizenie
poziomu biatka SACS, ktore ulega ekspresji na wysokim poziomie w centralnym uktadzie

nerwowym.
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Q Q HIQD Q ES¥T1 P4HA2 NT5DC3  NAMPT
CBR3 BAG2  L3H¥YPDH RMBN2
Q Q Q @ FILiP1L SLC42A4  LMmED1

Rycina 38. Analiza interakcji miedzy bialkami o zmniejszonym poziomie w linii 120 CAG/START
w porownaniu do linii 20 CAG/START przeprowadzona programami STRING i Cytoscape.
Wielkos¢ weztow odpowiada ilosci posiadanych polaczen (wezty biatek COMT, DSH, SACS, RAB32,
HISTIH1D, DAPK3, PALMD, COPGI1, TUBB6, MAPIB sztucznie powickszone dla lepszej
przejrzystosci ryciny). Kolorami zanaczono wezty biatek bioracych udzial w nastepujacych procesach
(na podstawie analizy GO): biaty — pozytywna regulacja plastycznosci synaptycznej, rozowy — indukcja
plastycznosci synaptycznej, turkusowy — metabolizm neurotransmiterow, zotty — metabolizm
dopaminy, fioletowy — katabolizm katecholamin, czerwony — transport biatek, pomaranczowy —
transport biatek do retikulum endoplazmatycznego z cytozolu, zielony — organizacja komorki, niebieski
—regulacja organizacji komorki
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W analizach linii 120 CAG/STOP zaobserwowano obnizenie poziomu ataksyny-3, co
byto wynikiem spodziewanym, poniewaz biatko to ulega nadekspresji w linii 20 CAG/START.
Z tego powodu ataksyne-3 wykluczono z péOzniejszych analiz. Porownanie linii 120
CAG/STOP z linig 20 CAG/START wykazato podwyzszony poziom bialek, bioragcych udziat
w powstawaniu neuronow: DCX, RET, HMGBI1, GNAO1, DPYSL5, MAPKS8IP3, w tym
biatek tworzacych neurofilamenty: NEFL oraz NEFM (Ryc. 39).

@

STX1A M@zs CRABP2
v/

SHD RFEL1 ARHGDIB RBP1 @ 091

Rycina 39. Analiza interakcji miedzy bialkami o podniesionym poziomie w linii 120 CAG/STOP
w porownaniu do linii 20 CAG/START przeprowadzona programami STRING i Cytoscape.
Wielko$¢ weztow odpowiada ilosci posiadanych potaczen (wezel biatka MAPKSIP3 zostat sztucznie
powigkszony dla lepszej przejrzystosci ryciny). Kolorami zanaczono wezly biatek biorgcych udziat w
nastepujacych procesach (na podstawie analizy GO): bialy — organizacja cytoszkieletu
neurofilamentow, rézowy — transport aksonalny, turkusowy — rozwoj wypustek neuronalnych, zotty —
rozwo0j neurondéw, czerwony — generowanie neurondéw, pomaranczowy — réznicowanie neuronow,
zielony — morfologia wypustek neuronalnych, niebieski — neurogeneza, szary — rozwdj systemu
nerwowego
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Obserwowano natomiast obnizenie ilo$ci wielu biatek zaangazowanych w procesy takie jak:
transport bialek do retikulum endoplazmatycznego, faldowanie biatek, homeostaze redoks i
odpowiedZ na zle sfaldowane biatka (Ryc. 40). Co ciekawe, wykazano réwniez obnizenie

poziomu biatka SACS, ktore posiada wlasciwosci ochronne wobec biatek poliQ (Parfitt et al.,
2009).
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Rycina 40. Analiza interakcji miedzy bialkami o obnizonym poziomie w linii 120 CAG/STOP w
porownaniu do linii CAG/START przeprowadzona programami STRING i Cytoscape. Wielkosé¢
weztow odpowiada ilosci posiadanych potaczen. Kolorami zanaczono wezty biatek bioracych udziat w
nastgpujacych procesach (na podstawie analizy GO): biaty — $ciezka sygnatowa integryn, czerwony —
komoérkowa homeostaza redoks, zielony — procesy metabolizmu DNA mitochondrialnego, szary —
transport z cytozolu do retikulum endoplazmatycznego, fioletowy — transport pecherzykowy, zotty —
odpowiedz komorki na stres oksydacyjny, pomaranczowy — odpowiedz na niesfaldowane biatka,
turkusowy — fatdowanie biatek
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Nastepnie, tak jak w przypadku analiz transkryptomicznych, zidentyfikowano biatka o
zmienionej ilo$ci zardwno w linii 120 CAG/START, jak i 120 CAG/STOP. Zestawienie danych
dla obydwu linii wykazato podniesiony poziom biatek odpowiedzialnych za rozw¢;j uktadu
nerwowego (Ryc. 41). Obserwowano tez zmniejszone ilosci bialek biorgcych udzial w
organizacji cytoszkieletu, sekwestracji jondw wapnia i transporcie wewnatrzkomorkowym

(Ryc. 42)

Q @ MQ’S DHFR CNTN1 CRABP2

Rycina 41. Analiza interakcji miedzy bialkami o podniesionym poziomie w liniach 120
CAG/START i 120 CAG/STOP w porownaniu do linii 20 CAG/START przeprowadzona
programami STRING i Cytoscape. Wielko$¢ weztow odpowiada ilosci posiadanych potaczen (wezty
biatek RET, DCX i MAPKSIP3 zostaly sztucznie powickszone dla lepszej przejrzystosci ryciny).
Kolorami zanaczono wezty bialek bioracych udzial w nastgpujacych procesach (na podstawie analizy
GO): granatowy — neurogeneza, zotty — rozwdj wypustek neuronalnych, zielony — rozwdj neurondw,
czerwony — generowanie neurondéw, fioletowy — rdznicowanie neurondw, blekitny — chemotaksja
komorek dendrytycznych
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BAG2 CaMT

NT5DC3 FILtP1L CBR3 SLO42A4 RMBN2 P4HA2 COPG1 ES¥T1

TUBB6 NAMPT SACS  L3H¥PDH  LMeD1 DAPK3 RAB32 MA®1B

Rycina 42. Analiza interakcji miedzy biatkami o zmniejszonej ilosci w liniach 120 CAG/START i
120 CAG/STOP w poréwnaniu do linii 20 CAG/START przeprowadzona programami STRING
i Cytoscape. Wielko$¢ weztow odpowiada ilosci posiadanych potaczen Kolorami zanaczono wezty
biatek bioracych udziat w nastepujacych procesach (na podstawie analizy GO): niebieski — organizacja
cytoszkieletu, zotty — transport wewnatrzkomorkowy, zielony — transport z cytozolu do retikulum
endoplazmatycznego, czerwony — sekwesttracja jonow wapnia
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Funkcje biatek zidentyfikowanych w powyzszych analizach, ktére moga bra¢ udziat w

patogenezie SCAS3 przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Funkcje bialek o zmienionym poziomie w liniach 120 CAG/START i 120 CAG/STOP
w porownaniu do linii 20 CAG/START.

Uniprot ID

Bialko

Funkcja

Biatka o podwyzszonej ilosci

043602

DCX

Biatko zwigzane z mikrotubulami, reguluje ich organizacje 1
stabilno$¢ przez co kieruje migracja neuronow.

P07949

RET

Rola w rozwoju systemu nerwowego a takze rozwoju tkanek
i organd6w wywodzacych si¢ z grzebienia nerwowego.

P29373

CRABP2

Biatko zaangazowane w sciezke sygnalowa kwasu
retinowego.

P09429

HMGB1

Biatko wigzace jadrowe DNA, ktore bierze udziat w
regulacji traskrypcji i jest zaangazowane w organizacje
DNA. Wiazac si¢ z biatkiem RAGE stymuluje wzrost
neuronow.

Q9UPT6

MAPKS8IP3

Bialko rusztowania dla komodrek neuronalnych. Stymuluje
elongacje aksonow i jest to tez kluczowe biatko dla ich
regeneracji. Reguluje migracje neuronéw kory moézgowe;j.

Bialtka o zmniejszonej iloSci

000299

CLIC1

Kanal chlorkowy sciezek

sygnatowych.

zaangazowany w wiele

P31949

S100A11

Biatko wigzace wapn, znajduje si¢ ono w cytoplazmie wielu
komorek i jest zaangazowane w regulacje wielu procesow
takich jak cykl komorkowy i ré6znicowanie komorek.

P27797

CARL

Biatko funkcjonujgce miedzy innymi w retikulum
endoplazmatycznym, gdzie wigze jony wapnia i stanowi w
ten sposob ich gléwny rezerwuwar.

P21964

COMT

Bialko bioragce udziat w jednej z glownych Sciezek
degradacji  neurotransmiterow nalezacych do grupy
katecholamin: dopaminy, epinefryny i norepinefryny.

Q9Y678

COPG1

Podjednostka kompleksu optaszczajacego pecherzyki,
zaangazowana w transport z retikulum endoplazmatycznego
do aparatu Golgiego.

QINZJ4

SACS

Bialko, ktore ulega wysokiej ekspresji w centralnym
uktadzie nerwowym. Uwaza si¢, ze chroni komorke przed
biatkami poliQ.

Analizy proteomiczne wykazaty, ze zmutowany transkrypt ataksyny-3 moze

powodowac¢ deregulacje szeregu procesow zachodzacych w komorce w wyniku zmiany ilosci
wielu biatek. Na podstawie otrzymanych wynikoéw, jak i biorgc pod uwage rozwoj SCA3,
mozna przypuszczaC, ze toksyczny RNA przyczynia si¢ do patogenezy tej choroby przez
zaburzanie rozwoju uktadu nerwowego i homeostazy jonow wapnia. Ciekawa jest tez
obserwacja dotyczaca obnizenia ilosci biatka SACS. Wydaje si¢ bowiem, ze biatko to chroni
komorke przed toksycznoscia biatek poliQ (Parfitt et al., 2009).
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4.7 Roznicowanie komorek SH-SY5Y

Powszechnie wiadomo, ze w obecnosci kwasu retinowego komoérki SH-SYSY
roznicujg przez co ich fenotyp jeszcze bardziej przypomina komorki neuronalne: tworza
wypustki dendrytyczne i zaczynaja syntetyzowa¢ markery dojrzatych neuronéw (Xicoy et al.,
2017). Dane literaturowe sugeruja, ze cechy te moga sprzyja¢ pojawieniu si¢ ostrzejszych
efektow cytotoksycznych w badanych liniach komoérkowych (Evert et al., 1999; Neves-
Carvalho et al., 2015). Zr6znicowane modele SCA3 moglyby zatem stanowi¢ atrakcyjny uktad
do przysztych walidacji wynikdw otrzymanych w niniejszej pracy w analizach
transkryptomicznych i proteomicznych. Postanowiono zatem zréznicowaé komorki SH-SY5Y
a nastepnie wstepnie je scharakteryzowac analizujgc tworzenie si¢ agregatow biatkowych i

skupien RNA.

4.7.1 Opracowanie protokotu do roznicowanie modeli komorkowych SH-SY5Y

W celu zréznicowania komérek SH-SY5Y do komoérek neuropodobnych dokonano
analizy literaturowej i wybrano najpowszechniej stosowany, trwajacy 7 dni, protokét: dodatek
do medium hodowlanego DMEM/F12 kwasu retinowego (RA, ang. retinoic acid) w st¢zeniu
10uM i FBS w stezeniu: 1%, 3% lub 10%. Zrdznicowane komorki powinny mie¢ podniesiony
poziom markeréw neuronalnych, takich jak: neuroswoista enolaza (NSE, ang. neuron specific
enolase), synaptofizyna (SYP, ang. synaptophysin), synapsyna | (SYN1, ang synapsin 1) i
biatko zwigzane z synaptosomem 0 masie 25 kDa (SNAP25, ang. synaptosome associated
protein of 25 kDa) jak réwniez obnizong proliferacje i tworzy¢ wypustki dendrytyczne.
Efektywnos¢ roznicowania okreslano na podstawie morfologii komoérek oraz poziomu ekspresji
powyzszych markeréw neuronalnych za pomoca qPCR. W pierwszych eksperymentach uzyto
linii 20 CAG/START. Na Ryc. 43A przedstawiono komoérki hodowane w pelnym medium
DMEM/F12, ktére stanowity w tym eksperymencie kontrole negatywna. Jak przedstawiono na
Ryc. 43B komorki hodowane w medium do réznicowania z dodatkiem 1% FBS umieraty po
trzecim dniu, te hodowane w medium do r6znicowania z dodatkiem 3% FBS nie wykazywaty
zadnych morfologicznych oznak réznicowania (Ryc. 43C), natomiast te hodowane w medium
z dodatkiem 10% FBS wykazywaly w przeciwienstwie do innych morfologiczne oznaki
zréznicowania, jednak nie doszto w nich do zahamowania proliferacji, przez to osiggnety one

zbyt duzg konfluencje co uniemozliwito kontynuacje procesu roznicowania (Ryc. 43D).
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Rycina 43. Reprezentatywne zdjecia komérek SH-SYSY roznicowanych przez 7 dni w medium z
dodatkiem 10uM RA i zawierajacym rozne stezenia FBS. A — Kontrola, komorki hodowane w
pelnym medium DMEM/F12 bez dodatku kwasu retinowego. B — Komorki hodowane z dodatkiem RA
i 1% FBS. C — Komorki hodowane z dodatkiem RA i 3% FBS. D - Komorki hodowane z dodatkiem
RA i 10% FBS. RA — kwas retinowy

Ze wzgledu na zaobserwowane problemy z przezywalnoscia, jak i iloscig komorek, w kolejnym
eksperymencie zastosowano medium z dodatkiem 6% FBS. Komorki hodowane w tych
warunkach przez 7 dni wykazywaty obnizong proliferacje i zmiany morfologiczne swiadczace
o zroznicowaniu. Jednakze analiza poziomu ekspresji markeréw neuronalnych nie potwierdzita
fenotypu neuronalnego. Poziom ekspresji SYP byt podniesiony, natomiast NSE pozostat bez
zmian, a SYN1 i SNAP25 byt obnizony (Ryc. 44).
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Rycina 44. Wzgledny poziom ekspresji markeréw neuronalnych: NSE, SYP, SYN1 i SNAP25 w
komérkach 20 CAG/START po réznicowaniu. NSE (neuroswoista enolaza), SYP (synaptofizyna), SYN1
(synapsyna I), SNAP25 (biatko zwigzane z synaptosomem o masie 25 kDa), * - p < 0,05

Wobec powyzszych faktow postanowiono zastosowaé zmodyfikowany protokot
zaproponowany przez Shipley i wsp. (Shipley et al., 2016). Populacja komérek SH-SY5Y
wystepuje w dwoch frakcjach morfologicznych: N — 0 morfologii neuroblastomalnej i S — o
morfologii epitelialnej. Komorki typu N, w poréwnaniu do S, barwig si¢ pozytywnie na
markery neuronalne i sg bardziej podatne na roznicowanie. Przy korzystaniu z protokotu
opracowanego przez Shipley i wsp. populacja komoérek powinna w catosci byé¢ typu N,
natomiast stosowane w niniejszych badaniach komoérki byty takie w 80%. Aby
wyselekcjonowa¢ komorki typu N wykorzystano fakt, Ze s3 one znacznie slabiej
przytwierdzone do szalki w poréwnaniu do komorek typu S i w trakcie pasazu odklejaja sie od
powierzchni naczynia hodowlanego jako pierwsze. Po kilkunastu przeprowadzonych pasazach
otrzymano populacje komoérek SH-SYSY sktadajaca si¢ wylacznie z typu N. Istotne w
powyzszym protokole jest tez stopniowe obnizanie w medium hodowlanym st¢zenia FBS
inaktywowanego termicznie (hiFBS, ang. heat inactivated FBS). Jest to zwigzane z tym, ze
komorki typu S sg komoérkami aktywnie dzielgcymi sig, jednak dzielg si¢ wolniej w medium z
dodatkiem hiFBS. Ponadto komorki typu S potrzebuja wyzszego poziomu FBS niz
zroznicowane komorki, ktore zatrzymatly swoje podziaty. Kluczowe jest wiec w tym protokole
takie obnizenie poziomu hiFBS aby frakcja komoérek typu S nie zdominowata komorek
roznicujacych sie. Z drugiej strony nalezy zrobi¢ to w taki sposob, aby nie wptyna¢ na kondycje
komorek i nie uniemozliwi¢ im réznicowania si¢. Aby rozwigzac tg kwestie komorki poddano
roznicowaniu w medium EMEM, z dodatkiem 10uM kwasu retinowego 1 6% hiFBS, ktorego

stezenie stopniowo obnizano w dwoch rdznych wariantach jak przedstawiono w Tab. 12.
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Tabela 12. Przetestowane warianty obnizania poziomu hiFBS podczas réznicowania komorek SH-
SY5Y. Lp. — liczba porzadkowa, dzien ,,0” jest dniem wysiania komorek do réznicowania.

Dzien
Lp. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 10% 6% 6% 3% 3% 1% 1% 1% 1% 1%
2 10% 6% 6% 6% 6% 3% 3% 1% 1% 1%

W obydwu sprawdzonych wariantach komorki wykazaty morfologiczne oznaki
réznicowania w postaci tworzenia si¢ wypustek dendrytycznech (Ryc. 45A). Ponadto nie
zaobserwowano ekspansji komorek typu S. Jednak z przetestowanych sposobow oObnizania
poziomu hiFBS pierwszy okazat si¢ zbyt surowy dla komorek, poniewaz wiekszos¢ z nich nie
przezyta do dnia 9. Aby potwierdzié, ze komorki zroznicowaly sprawdzono poziom ekspresji
markeréw neuronalnych za pomocg qPCR. Wykazano, ze wszystkie badane markery posiadaty
istotnie statystycznie zwigkszony poziom ekspresji (Ryc. 45B). Na podstawie uzyskanych
wynikéw stwierdzono, ze za pomoca zmodyfikowanego protokotu zaproponowanego przez
Shipley i wsp. oraz ustalonego sposobu obnizania poziomu hiFBS udato si¢ zréznicowac
komorki SH-SY5Y. Nastepnie postanowiono poddac réoznicowaniu linie 120 CAG/START i
120 CAG/STOP, zdjecia zroznicowanych komoérek przedstawiono na Ryc. 45A. Fenotyp
zroznicowanych komorek linii 120 CAG/START oraz 120 CAG/STOP potwierdzono na

podstawie analiz poziomu ekspresji marker6w neuronalnych (Ryc. 45B)
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Rycina 45. Réznicowanie komorek linii 20 CAG/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP. A
— Reprezentatywne zdjecia komorek linii 20 CAG/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP
poddanych procesowi roznicowania. B - Wzglgdny poziom ekspresji markeréw neuronalnych: NSE,
SYP, SYN1 i SNAP25 w liniach 20 CAG/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP po
réznicowaniu. kontrola - komoérki hodowane w standardowym medium hodowlanym, * - p < 0,05. NSE
(neuroswoista enolaza), SYP (synaptofizyna), SYN1 (synapsyna ), SNAP25 (biatko zwigzane z
synaptosomem o masie 25 kDa)
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W celu walidacji procesu roznicowania komorek SH-SY5Y przeprowadzono takze
barwienia in situ biatka MAP-2. Ze wzgledu na to, ze biatko to wigze si¢ z tubuling i uczestniczy
w tworzeniu si¢ mikrotubul w dendrytach, w zréznicowanych komorkach daje intensywny
sygnat zlokalizowany w utworzonych wypustkach (Xicoy et al.,, 2017). Na Ryc. 46
przedstawiono wizulizacj¢ biatka MAP-2. Jak pokazano, w komorkach niezréznicowanych
biatko MAP-2 byto zlokalizowane w ciele komdorkowym, natomiast w komoérkach poddanych

procesowi réznicowania obecne byto rowniez W sieci zbudowanej z wypustek wytworzonych

przez komorki. Reasumujac, ustalony protokot pozwolit na efektywne zrdznicowanie linii
komoérkowych 20 CAG/START, 120 CAG/START oraz 120 CAG/STOP.

20 CAG/START 120 CAG/START 120 CAG/STOP

Komérki nieréznicowane

Komérkiréznicowane

Rycina 46. Wizualizacja bialka MAP-2 w réznicowanych i nieréznicowanych liniach 20
CAGI/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP. Zaprezentowano natozone na siebie obrazy z
barwien bialka MAP-2 oraz jader komérkowych. Na czerwono wybarwiono biatkko MAP-2, a na
niebiesko, za pomoca DAPI, jadra komorkowe.

4.7.2 Analiza obecnosci agregatow zmutowanej ataksyny-3 w zroznicowanych modelach SCA3

W celu okreslenia, czy fenotyp zroznicowanych komorek sprzyja procesowi tworzenia
si¢ agregatow biatkowych wykorzystano metod¢ immunofluorescencji. Komorki zroznicowano
za pomocg opracowanego protokotu, a nastepnie zaindukowano w nich transkrypcje transgenu.
Ze wzgledu na zaobserwowang w poprzednich eksperymentach zalezno$¢ tworzenia sig
agregatow od czasu, analizy zostaty wykonane po 6 dniach od momentu podania do komoérek
doksycykliny. Jak przedstawiono na Ryc. 47 po tym czasie w liniach 20 CAG/START i 120
CAG/START widoczny byt silny sygnat pochodzacy od egzogenu i endogennej ataksyny-3,
natomiast w linii 120 CAG/STOP wizualizowane byto tylko endogenne biatko. W badanych
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liniach ataksyna-3 znajdowata si¢ zarowno w jadrze komorkowym jak i cytoplazmazmie.
Ponadto sygnat od ataksyny-3 identyfikowano w wypustkach dendrytycznych. Obecnos¢
agregatow zmutowanej ataksyny-3 zaobserwowano w nielicznych komoérkach linii 120
CAG/START (Ryc. 47A). Co ciekawe, ich ilo$¢ byla istotnie statystycznie wigksza w
poréwnaniu do liczby niezréznicowanych komorek posiadajacych agregaty (Ryc. 47B).
Przyczyna tego moze by¢ to, ze komorki zrdéznicowane zatrzymuja swoja proliferacjg, O
zapewne ulatwia formowanie si¢ agregatow zmutowanej ataksyny-3.

A
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Rycina 47. Analiza obecnos$ci agregatow ataksyny-3 w zréznicowanych liniach 20 CAG/START,
120 CAG/START oraz 120 CAG/STOP po 6 dniach indukcji ekspresji transgenu. A - Wizualizacja
biatka ataksyny-3 za pomoca immunofluorescencji w zréznicowanych liniach 20 CAG/START, 120
CAG/START i 120 CAG/STOP po 6 dniach indukcji ekspresji transgenu. Biatymi strzatkami
zaznaczono agregaty biatkowe. B - Udzial procentowy komérek posiadajacych agregaty w linii 120
CAG/START niezréznicowanej i zroznicowanej. Na czerwono wybarwiono ataksyne-3, a na niebiesko,
za pomocg DAPI, jadra komérkowe. * - p < 0,05
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4.7.3 Analiza obecnosci skupienn RNA ataksyny-3 w zréznicowanych modelach SCA3

W celu okres$lenia czy w zréznicowanych komodrkach SH-SY5Y zmutowany transkrypt
ataksyny-3 tworzy skupienia RNA wykorzystano metode smFISH. Komoérki zréznicowano
korzystajac z opracowanego protokotu, a nastepnie dodano do nich doksycykling. Analizy
wykonano po 6 dniach od momentu indukcji ekspresji transgenu. Jak przedstawiono na Ryc.
48, we wszystkich liniach obserwowano duze ilosci sygnatu pochodzacego od transkryptu
ataksyny-3, ktory byt zlokalizowany w jadrze komoérkowym oraz cytoplazmie.
Przeprowadzone analizy nie wykazatly obecnosci skupien RNA w liniach z ekspresjg

zmutowanego transkryptu ataksyny-3.
smFISH ATXN3 smFISH ATXN3+DAPI smFISH GAPDH+DAPI

20 CAG/START

40 ym 5 y 40 ym 1 y 40 ym

120 CAG/START

120 CAG/STOP

O — Y
40 pm 40 pm

Rycina 48. Analiza lokalizacji transkryptu ataksyny-3 za pomoca smFISH w zréznicowanych
liniach 20 CAG/START, 120 CAG/START i 120 CAG/STOP po 6 dniach indukcji ekspresji
transgenu. Na biato wybarwiono transkrypty ataksyny-3, na zoto transktypty GAPDH, na niebiesko
jadra komorkowe za pomocg DAPIL.
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W niniejszej pracy postanowiono zglebi¢ stabo poznane zagadnienie toksycznosci RNA
w SCAZ3, jednej z najpowszechniej wystepujacych ataksji rdzeniowo-mozdzkowych. Choroba
ta posiada skomplikowany mechanizm patogenezy i do dzi§ pozostaje niculeczalna.
Identyfikacja $Sciezek przez jakie moze dziata¢ potencjalnie toksyczny transkrypt zmutowanej
ataksyny-3 mogtaby wskaza¢ nowe cele dla terapii SCA3. Prowadzone do tej pory badania nad
ta chorobg opieraly si¢ na modelach komoérkowych lub zwierzecych uniemozliwiajacych
rozroznienie toksycznosci RNA od biatka. Transgeny ulegajace w nich ekspresji nie posiadaty
odpowiedniego kontekstu genetycznego lub ulegaty zardwno transkrypciji, jak i translacji, przez
co toksyczno$¢ biatka naktadata si¢ na potencjalng toksyczno$é RNA ( Tsoi et al., 2011, 2012;
Fiszer and Krzyzosiak, 2013).

Stad, w niniejszej pracy utworzono po raz pierwszy taki uktad modeli komoérkowych,
ktory umozliwiat zidentyfikowanie efektow za jakie moze by¢ odpowiedzialny jedynie
transkrypt zmutowanej ataksyny-3. Po wstgpnej charakterystyce wyprowadzonych modeli
SCA3 poddano je globalnym analizom transkryptomicznym i proteomicznym w celu
wytypowania $ciezek patogenezy aktywowanych obecno$cia zmutowanego transkryptu

ataksyny-3, ktorego rola w patogenezie SCA3 jest w dalszym ciggu nieznana.

5.1 Wyprowadzenie i charakterystyka stabilnych modeli komorkowych, umoZliwiajgcych
odréznienie toksycznosci RNA od toksycznosci biatka w SCA3

W badaniach patogenezy SCA3, w tym roli zmutowanego transkryptu w modelach
komoérkowych, stosowane sg rozne wersje transgenu zmutowanej ataksyny-3. Zawierajg one
roéznej dtugosci ciagi powtorzen CAG, stanowig fragmenty petnej dlugosci ataksyny-3 czy tez
ulegaja ekspresji w fuzji z genem reporterowym (Fiszer and Krzyzosiak, 2013). W celu
uzyskania uktadu modelowego, ktory jak najwierniej oddawalby sytuacj¢ fizjologiczna, do
otrzymania transgenow, ulegajacych ekspresji w wyprowadzonych modelach komdrkowych,
wykorzystano cDNA ataksyny-3 pochodzacy z fibroblastow od pacjenta ze SCA3 (Mykowska
et al., 2011). Jego istotnymi cechami bylo posiadanie pelnej dlugosci sekwencji kodujacej
ataksyne-3, jak i fragmentow sekwencji 5’ i 3> UTR. W badaniach toksycznosci transkryptu
niezwykle wazny jest kontekst sekwencji w jakim znajduja si¢ powtdrzenia. Pokazano, ze

sekwencja pseudopowtorzen flankujgca cigg CAG w ataksynie-3 ma kluczowe znaczenie dla
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formowania struktury RNA tworzonej przez powtorzenia (Sobczak et al., 2003; Michlewski
and Krzyzosiak, 2004; Ciesiolka et al., 2017).

W niniejszej pracy poprzez wprowadzenie kodonow stop do sekwencji ataksyny-3,
skutecznie uniemozliwiajgcych proces kanonicznej translacji, otrzymano pierwszy model do
badania toksycznosci transkryptu zmutowanej ataksyny-3. Co wazne, kodony stop zostaty
wprowadzone poza miejscami majacymi kluczowe znaczenie dla struktury transkryptu, a wigc
nie powinny wplywaé na potencjalng toksyczno$¢ RNA. Ostatecznie, w celu rozrdznienia
toksyczno$ci RNA od biatka stworzono zestaw modeli komoérkowych, tak jak opisano to
wczesniej w rozdziale 3.1.

Modele komoérkowe SCA3 wyprowadzono przy uzyciu systemu Flp-In T-REXx. Jest on
powszechnie stosowany do otrzymywania stabilnych modeli komorkowych, w tym modeli
choréb neurodegeneracyjnych (Y. Liu et al., 2011; Chang et al., 2014; Yu et al., 2014; Stopford
et al., 2017). Dzigki modelom stworzonym za jego pomoca pokazano, ze biatka poliQ moga
zaburzac proces endocytozy i ustalono zwigzek migdzy zmianami w alternatywnym splicingu
a iloscig MBNL1 w komorce. Ponadto, z wykorzystaniem systemu Flp-In T-REX badano tez
role zmutowanego RNA w patogenezie COALS/FTD (Yu et al., 2014; Wagner et al., 2016;
Stopford et al.,, 2017). Przewagg systemu Flp-In T-REx nad innymi systemami do
wyprowadzenia stabilnych modeli komérkowych, w tym podejécia lentiwirusowego jest
integracja transgenu w jedno $cisle okre§lone miejsce w genomie komorki. Dzigki temu wplyw
kontekstu genetycznego na ekspresje transgenu jest taki sam. Druga zaleta jest mozliwo$¢
kontrolowania transkrypcji badanego transgenu, co umozliwia migdzy innymi badanie wptywu
czasu ekspresji transgenu na fenotyp komorek. Do otrzymania modeli komérkowych SCA3
wybrano komorki ludzkiej linii neuroblastoma: SH-SY5Y, ze wzgledu na to, ze posiadaja one
cechy charakterystyczne dla komodrek neuronalnych. Sg nimi miedzy innymi ekspresja
receptorow neuronalnych i aktywno$¢ neuronalnych markerow enzymatycznych. Ponadto,
komorki SH-SY5Y mozna zréznicowaé w komorki neuropodobne, w wyniku czego syntetyzuja
one markery charakterystyczne dla dojrzatych neurondw, takie jak neuroswoista enolaza i
synaptofizyna. Zroéznicowane komorki SH-SYSY zmieniajg tez swoja morfologie przez
tworzenie wypustek dendrytycznych (Xicoy et al., 2017). Linia SH-SY5Y jest powszechnie
stosowana jako model do badan patogenezy chordb neurodegeneracyjnych, w tym roli
zmutowanej ataksyny-3 w SCA3 (Schlachetzki et al., 2013; Yusuf et al., 2013; Krishna et al.,
2014; Xicoy et al., 2017).

Po wstepnej charakterystyce, majacej na celu jakoSciowa i ilo§ciowq analize ekspresji

transgenu, w wybranych liniach komérkowych badano znane markery patogenezy SCA3, w

142



5. Dyskusja

tym toksycznos$¢ biatka i RNA. Analizowano tworzenie si¢ agregatoéw biatkowych i skupien
jadrowych, oraz apoptoze¢ i stres retikulum endoplazmatycznego. Badaniami objeto lini¢
kontrolng 20 CAG/START, oraz lini¢ 120 CAG/START odzwierciedlajacg toksycznosc,
zarowno RNA i biatka, oraz lini¢ 120 CAG/STOP obrazujacg potencjalng toksyczno$¢ RNA.
Jedna z oznak patogenezy SCA3, ktérag mozna obserwowac¢ w modelach komérkowych,
jest obecnos¢ agregatow biatkowych tworzonych przez zmutowane biatko. Uwazane sg one za
gléwny element toksycznosci ciggu poliQ, ze wzgledu na ich zdolnos$¢ do sekwestracji roznych
biatek, w wyniku czego dochodzi do zaburzenia wielu szlakéw komorkowych regulowanych
przez te biatka (Matos et al., 2011). Analizy wykonane po trzech dniach indukcji ekspresji
transgenu wykazaty obecno$¢ agregatow jedynie w linii 120 CAG/START, co jest obrazem
oczekiwanym, jakkolwiek procent komoérek zawierajacych inkluzje byl niewielki. Po
wydluzeniu czasu ekspresji transgenu do sze$ciu dni, agregaty biatkowe zaobserwowano w
ponad trzykrotnie wigkszej liczbie komorek, jednak w dalszym ciggu bylo to jedynie 1,5%
(Ryc. 23). Otrzymane wyniki sa zgodne z doniesieniami literaturowymi opisujacymi czgstos$é
wystepowania inkluzji tworzonych przez zmutowang ataksyng-3 w modelach komoérkowych.
W modelach z ekspresja krotkich fragmentow ataksyny-3 obserwuje si¢ wigksza ilos¢ komoérek
zawierajacych agregaty w poréwnaniu z modelami w ktorych dochodzi do ekspresji petnej
dhugosci ataksyny-3. Transfekcja komoérek mysiej neuroblastomy plazmidem kodujacym C-
koncowy fragment ataksyny-3 z 71 powtdrzeniami CAG powodowala utworzenie si¢
agregatow po 24 godzinach w 99% komorek, natomiast transfekcja plazmidem kodujacym
petnej dhugosci biatko w zaledwie 9% komorek (Haacke et al., 2006). Z kolei w komorkach
HEK293T, po trzech dniach ekspresji petnej dtugosci ataksyny-3 z ciggiem 148 CAG, 0,4%
komorek zawierato agregaty (Sowa et al., 2018). Co wigcej, w przypadku ekspresji peinej
dlugosci ataksyny-3 niektorzy badacze w ogole nie obserwujg agregacji tego biatka, jak mialo
to miejsce w linii SH-SY5Y z ekspresja ataksyny-3 z 83 powtorzeniami CAG (Neves-Carvalho
et al., 2015). Ponadto, nawet bardzo dluga ekspresja biatka zawierajacego ciagi poliQ nie
powoduje pojawienia si¢ agregatow w przewazajacej liczbie komorek. Po trwajacej az trzy
miesigce ekspresji huntingtyny z 72 powtorzeniami CAG badacze obserwowali agregaty w
25% komorek HEK293 (Lu et al., 2015). Ponadto, nalezy wzia¢ pod uwage, ze pojawienie si¢
inkluzji tworzonych przez zmutowang ataksyne-3 w mysich modelach choroby SCA3 zajmuje,
w zaleznosci od modelu, nawet 12 miesiecy, a minimalny czas po ktorym byly one
obserwowane w tego typu modelach wynosit okoto 10 tygodni (Ramani et al., 2015; Switonski
et al., 2015). Z drugiej strony pokazano, ze agregacja pelnej dlugosci zmutowanej ataksyny-3

moze zosta¢ zaindukowana przez transfekcje komorek wektorami kodujagcymi krotkie

143



5. Dyskusja

fragmenty ataksyny-3, zawierajace wydtuzony ciag poliQ (Nguyen et al., 2013). Obecnie
postuluje si¢, ze powstajace w komorkach pacjentéw, w wyniku cigcia zmutowanej ataksyny-
3 przez kalpainy, krotkie fragmenty biatka moga stuzy¢ jako katalizator lub ognisko dla
agregacji pelnej dtugosci biatka. (Schmidt et al., 2002; Hubener et al., 2013; Simoes et al.,
2012). Podsumowujac, jak do tej pory nie jest jasne czy obserwowane w komoérkach pacjentow
SCAS3 inkluzje sa formowane przez petnej dlugosci czy krotkie fragmenty zmutowanego biatka.
Agregacja ataksyny-3 jest niezwykle ztozonym procesem, ktory prawdopodobnie zalezy od
czasu jak i rodzaju komoérek w ktorych dochodzi do ekspresji zmutowanego biatka. Ponadto na
szybkos¢ agregacji wydaje si¢ mie¢ tez wptyw dlugosé ciggu poliQ, co pokazano zaréwno in
vitro jak i in vivo (Teixeira-Castro et al., 2011; Streets et al., 2013).

W ramach tej pracy powyzsze modele badano rowniez pod katem tworzenia przez
zmutowany transkrypt ataksyny-3 charakterystycznych struktur jadrowych, tzn. skupien RNA,
ktore sg jedng z dobrze udokumentowanych oznak toksycznosci RNA w chorobach DM1, DM2
I COALS/FTD (Zhang and Ashizawa, 2017). Pomimo obecnosci duzych ilosci transkryptu
ataksyny-3 na terenie jadra komorkowego nie obserwowano skupien RNA w liniach 120
CAG/START i 120 CAG/STOP, w ktorych ekspresji ulegat zmutowany transkrypt ataksyny-
3. Nasuwajg si¢ zatem pytania czy skupienia RNA wystepuja w SCA3, czy moze sg tylko
nieobecne w wyprowadzonych modelach? Do tej pory jedynymi doniesieniami opisujgcymi
skupienia RNA w komorkach z ekspresja zmutowanej ataksyny-3 sa badania wykonane
wczesniej] w ZBM (Mykowska et al., 2011; Urbanek et al., 2016). W tych badaniach, w celu
identyfikacji struktur jadrowych zastosowano technik¢ FISH i sondy skierowane na region
powtorzen. Strategia ta jest powszechnie stosowana do wizualizacji skupien RNA w innych
chorobach zwigzanych z ekspansja sekwencji powtorzonej, w tym DM1 czy COALS/FTD (Ho
et al., 2005; Cooper-Knock et al., 2015; Xia and Ashizawa, 2015). Ponadto, za jej pomoca
identyfikowano skupienia RNA takze w modelach komoérkowych choroby Huntingtona (Sun et
al., 2015; Rué et al., 2016). Jednak obecnie, po zastosowaniu bardziej czulej metody jaka jest
SMFISH przypuszczamy, ze obserwowane w poprzednich badaniach struktury moga by¢
artefaktami, wynikajacymi z niewystarczajacej specyficznosci sond rozpoznajacych
powtdorzenia CAG w ataksynie-3. W porownaniu do SCA3, dlugos¢ ciagéw powtodrzen
identyfikowana w chorobach DM1, DM2 i C9ALS/FTD moze wynosi¢ nawet tysigce, jak w
przypadku DM1, gdzie liczba ta dochodzi nawet do 4 500 (Zhang and Ashizawa, 2017
Sznajder et al., 2019). Stad mozliwe, ze zastosowanie sond rozpoznajacych region powtorzen
sprawdza si¢ tylko w przypadku skupien jadrowych tworzonych przez trankrypty, zawierajace

wystarczajgco dhugi cigg powtdrzen, bowiem w takim przypadku liczba zwigzanych sond jest

144



5. Dyskusja

na tyle wysoka, ze daje specyficzny sygnal. Ponadto, powyzsze obserwacje moga rowniez
wskazywaé, ze zdolno$¢ transkryptu do tworzenia skupien RNA w komorce jest Scisle
uzalezniona od dlugosci sekwencji powtdrzonej, bowiem im dluzszy region powtorzen tym
struktura typu spinki tworzona przez powtérzenia moze by¢ bardziej stabilna. Zmutowany
transkrypt ataksyny-3 w przeciwienstwie do zmutowanego transkryptu DMPK obecnego w
DM1 zawierat 120 powtorzen CAG, co prawdopodobnie tlumaczy nie powstawanie tych
struktur. Ponadto, jak wykazano w przypadku agregatow zmutowanego biatka ataksyny-3 nie
jest wykluczone, ze pojawienie si¢ skupien RNA jest uzaleznione od czasu i typu komorek. Jak
do tej pory nie badano tez obecnosci tych struktur w skrawkach tkanki mozgowej pochodzacej
od pacjentow ze SCA3. Reasumujgc, kwestia obecnosci skupien RNA w SCA3 i ich rola w
patogenezie tej choroby pozostaje nierozstrzygnigta. Na podstawie danych literaturowych nie
jest wykluczone, ze zmutowany transkrypt ataksyny-3 dziata poprzez inne mechanizmy. Znane
sg patogenne oddzialywania toksycznego RNA nie zwigzane z sekwestracjg biatek do skupien
jadrowych, takie jak deregulacja transkrypcji w COALS/FTD, indukcja stresu jaderkowego w
SCA3, RAN translacja w DM, przesuni¢cie ramki odczytu w HD czy rekrutacja kompleksu
MID1 w chorobach zwigzanych z ekspansjg powtorzen CAG (Tsoi et al., 2012; Haeusler et al.,
2014; Wojciechowska et al., 2014; Griesche et al., 2016; Gourdon and Meola, 2017). Mozliwe
wigc, ze istnieje wiecej tego typu interakcji w wyniku ktorych transkrypt zaburza
funkcjonowanie komorki. Obecnie w ZBM trwaja badania, majace na celu identyfikacje biatek
wiazacych sie do powtorzen CAG.

Biatko zmutowanej ataksyny-3 zawierajgce wydluzony cigg poliQ wywoluje caty
szereg zaburzen, ktore moga prowadzi¢ do $mierci komorki, co jest przyczyng obserwowanej
neurodegeneracji u pacjentow SCA3 (Evers et al., 2014; Matos et al., 2018; Nobrega et al.,
2018). Stad postanowiono sprawdzi¢, czy w wyprowadzonych w niniejszej pracy modelach
komorkowych dochodzi do aktywacji procesu apoptozy. Wplyw zmutowanego biatka i
transkryptu na apoptoze badano analizujgc obecno$¢ cigtej kaspazy-3, powszechnie
stosowanego markera aktywacji procesu programowanej $mierci komorki. Przeprowadzone
badania pokazaty, ze do indukcji tego procesu doszto w niewielkim procencie komorek we
wszystkich badanych liniach. Zaobserwowano istotnie statystycznie wigkszg ilos¢ sygnatow
pochodzacych od cietej kaspazy-3 w linii 120 CAG/START wzgledem linii 20 CAG/START i
120 CAG/STOP. Nie zaobserwowano natomiast réznic mi¢dzy lininig 120 CAG/STOP a linig
komorkowa 20 CAG/START. W zaleznos$ci od uzytego uktadu eksperymentalnego obserwuje
si¢ bardzo rézne poziomy wzrostu ilosci cigtej kaspazy-3 (Liu et al., 2016; Hsu et al., 2017).

W komorkach mysich fibroblastéw zarodkowych (MEF, ang. mouse embryonic fibroblast) nie
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obserwowano indukcji apoptozy, z kolei w szczurzych neuronach ekspresja peilnej dtugosci
ataksyny-3 z ciggiem 79 CAG dawala tak duze zmiany, Zze poziom cigtej kaspazy-3 mogt by¢
analizowany za pomocg metody Western blot (Chou et al., 2006; Liu et al., 2016). Natomiast
w komorkach SH-SY5Y stabilna ekspresja ataksyny-3 w trakcie 7 dni réznicowania
spowodowata wzrost $Smiertelnosci 0 7%. Tymczasem ekspresja C-koncowego fragmentu tego
biatka przez 48 godzin w komodrkach mysiej neuroblastomy spowodowata wzrost $miertelnosci
0 5% (Neves-Carvalho et al., 2015; Hsu et al., 2017). Najwicksze obnizenie przezywalnosci (o
55%) obserwowano w szczurzych komoérkach CSM14.1 zroéznicowanych do fenotypu
neuronalnego gdzie indukowano ekspresje ataksyny-3 z 70 powtorzeniami CAG przez 26 dni.
(Evert et al., 1999). Powyzsze dane $wiadcza to o tym, ze do obserwacji duzego obnizenia
przezywalnos$ci komorek potrzebny jest stosunkowo dtugi czas ekspresji zmutowanej ataksyny-
3. Co wigcej, mozna przypuszczaé, ze wplyw zmutowanej ataksyny-3 na apoptoze¢ zalezy
réwniez od typu komodrek. Co ciekawe, w niniejszej pracy nie zaobserwowano indukcji
apoptozy w linii z ekspresja jedynie zmutowanego transkryptu. Mozliwe zatem, ze Sama
obecnos¢ toksycznego RNA nie kieruje komorki na droge apoptozy albo indukuje inne szlaki
niezalezne od kaspazy-3 (Lopez-Meraz et al., 2010).

Indukcja stresu retikulum endoplazmatycznego i zaburzenia UPS sg jednym z
mechanizméw prowadzacych do rozwoju SCA3 (Chai et al., 1999; Fardghassemi et al., 2017).
Jest to glownie zwigzane z obecnoscig nieprawidlowo sfatdowanej zmutowanej ataksyny-3, jak
| tworzenia przez nig agregatow biatkowych (Chai et al., 1999; Jager et al., 2012; Pereira, 2013;
Roussel et al., 2013). Stres retikulum endoplazmatycznego jest monitorowany przez trzy rozne
biatka transmembranowe umieszczone w btonie retikulum endoplazmatycznego: IRE1 (enzym
zalezny od inozytolu), PERK (kinaza biatkowa) i ATF6 (czynnik transkrypcyjny 6) (Zhang,
2015). Kazda z tych $ciezek sygnatowych mozna monitorowac za pomoca okreslenia poziomu
ekspresji odpowiednich genow. Dla $ciezki IRE1 jest to EDEM (koduje biatko opiekuncze
retikulum endoplazmatycznego) i alternatywny splicing XBP1 (koduje czynnik
transkrypcyjny), dla sciezki PERK jest to ATF4 (koduje czynnik transkrypcyjny 4) i CHOP
(koduje biatko opiekuncze), a dla $ciezki ATF6 jest to Grp78 (koduje biatko opiekuncze) i
CHORP (Oslowski, 2012). Przeprowadzone w niniejszej pracy analizy pokazaty, ze w linii 120
CAG/START istotnie statystycznie podniesiony byt jedynie poziom ekspresji Grp78. Wynik
ten moglby $wiadczy¢ o aktywacji $ciezki zaleznej od ATF6, jednak ze wzgledu na to, ze
poziom ekspresji CHOP byt nieznacznie podniesiony, nie jest jasne, czy w tej linii dochodzi do
indukcji powyzszego szlaku. Interesujace wyniki otrzymano dla linii 120 CAG/STOP, gdzie
istotnie wzrost poziom eksprsji genow CHOP, Grp78 i EDEM, wskazujac na aktywacje $ciezki
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zaleznej od ATF6. Wczesniejsze badania pokazaty, ze ekspresja ataksyny-3 zawierajacej ciag
89 CAG powodowata u nicieni zwigkszenie si¢ ilosci biatka Grp78 (Fardghassemi et al., 2017).
Tymczasem ekspresja pierwszego egzonu huntigtyny, zawierajacego ciag 96Q, w komorkach
HEK293 przez 30 godzin spowodowata aktywacje wszystkich trzech $ciezek sygnatowych
stresu retikulum endoplazmatycznego. Zaobserwowano zmieniony splicing XBP1, wzrost
poziomu fosforylacji biatka elF2a (indykator aktywacji sciezki PERK), jak 1 zwigkszong ilos¢
cigtego biatka ATF6 (Leitman et al., 2013). Analizy wykonane w niniejszej pracy pracy w linii
120 CAG/START wydajg sie by¢ zgodne z obserwacjami przeprowadzonymi na nicieniach,
natomiast nie obserwowano aktywacji tych samych szlakow, jak w przypadku huntingtyny.
Moze to $wiadczy¢ o tym, ze stres retikulum endoplazmatycznego powodowany przez
ekspresj¢ ataksyny-3 i huntingtyny jest inicjowany przez rozne Sciezki.

Badania pokazuja, ze nie tylko obecnos¢ nieprawidtowo sfatdowanych biatek moze
indukowaé stres retikulum endoplazmatycznego. Okazalo si¢ bowiem, ze obecnosé
zmutowanego transkryptu DMPK moze réwniez aktywowac ten proces. Zwigkszong ilo$¢
biatka Grp78 odnotowano we fragmentach tkanki migsniowej pobranej od pacjentow DM1
(Ikezoe et al., 2007). Ponadto, w komoérkach mioblastow pacjentéw DM1 zréznicowanych do
miotubul obserwowano podniesiony poziom ekspresji genow CHOP i Grp78 (Botta et al.,
2013). Nie poznano natomiast roli jakg odgrywa w tych obserwacjach zmutowany transkrypt
DMPK. Badacze postuluja, ze jego obecnos¢ moze indukowaé stres retikulum
endoplazmatycznego przez zaburzenia splicingu gendéw odpowiedzialnych za utrzymanie
homeostazy jonow wapnia, co prowadzitoby do deregulacji ich st¢zenia (Botta et al., 2013). Co
wazne, zakldécenie homeostazy jonow wapnia jest jednym z postulowanych mechanizmow
patogenezy SCA3 (Chen et al., 2008, Zhivotovsky and Orrenius, 2011). Rezultaty
eksperymentow przeprowadzonych w linii 120 CAG/STOP wydaja si¢ by¢ zbiezne z
obserwacjami poczynionymi przez Botta i wspolpracownikow (Botta et al., 2013).
Teoretycznie obecnos¢ zmutowanego transkryptu ataksyny-3 mogtaby wptywaé na ilo$¢ lub
prawidtowe funkcjonowanie biatek opiekunczych, przez co w komorce podnositby si¢ ogolny
poziom Dbiatek nieprawidlowo sfatdowanych. Jednak powyzsze hipotezy wymagaja
eksperymentalnego potwierdzenia.

Reasumujgc, molekularna charakterystyka wyprowadzonych modeli SCA3 wskazuje,
ze obrazuja one wczesne etapy patogenezy tej choroby. Swiadczy o tym zaréwno obserwowany
poziom tworzenia si¢ agregatow biatkowych, jak i analizy apoptozy i stresu retikulum
endoplazmatycznego. Wydaje si¢ zatem, ze otrzymane modele stanowia idealny uktad do badan

molekularnych mechanizméw stojacych u podstaw rozwoju SCA3.
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globalnych analiz transkryptomicznych i proteomicznych

Do tej pory postulowanymi markerami toksycznosci RNA w chorobach poliQ, w tym
w SCAZ3, byly migdzy innymi skupienia RNA, zmiany alternatywnego splicingu i markery
stresu jaderkowego (Chan, 2014; Ciesiolka et al., 2017; Coyne et al., 2017). Jednak wiele z
przeprowadzonych badan nad rola RNA w chorobach poliQ zostato wykonanych na modelach,
w ktorych naktadaty si¢ na siebie efekty wywotane przez zmutowane biatko i transkrypt (Fiszer
and Krzyzosiak, 2013; Schmidt and Schmidt, 2018). Kwestionuje to wiarygodnos$¢ wskazanych
markerow toksyczno$ci RNA. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy nie potwierdzity niektoérych
zidentyfikowanych we wczesniejszych badaniach markerow toksycznosci zmutowanego
transkryptu. Stad, aby wytoni¢ nowych kandydatow przez ktorych faktycznie moze dziataé
RNA postanowiono wykona¢ analizy transkryptomiczne i proteomiczne w wyprowadzonych
modelach SCA3. Takie podej$cie daje mozliwos¢ globalnego zidentyfikowania wszelkich
zmian jakie majg miejsce w komoérce pod wpltywem ekspresji poszczegolnych transgenow.
Ponadto integracja otrzymanych danych pozwala na otrzymanie petnego obrazu efektow za
jakie moze by¢ odpowiedzialny transkrypt zmutowanej ataksyny-3. Wywotywane zmiany
powinny by¢ obserwowane w linii 120 CAG/STOP i mie¢ takze odzwierciedlenie w linii 120
CAG/START, gdzie rowniez obecny jest transkrypt. Stad potencjalnych kandydatow
poszukiwano przez identyfikacje gendw/biatek, ktorych poziom ekspresji/ilos¢ ulegat zmianie
w obydwu powyzszych liniach. Przeprowadzone nastepnie analizy ontologiczne otrzymanych
danych transkryptomicznych i proteomicznych wskazaly szereg procesow za ktorych
zaburzenie moze by¢ potencjalnie odpowiedzialny zmutowany transkrypt ataksyny-3.
Zidentyfikowanych kandydatow mogacych by¢ markerami toksycznosci RNA w patogenezie
SCA3 omoéwiono ponizej.

Przeprowadzone analizy pokazaly, Zze obecno$¢ trankryptu zmutowanej ataksyny-3
podnosi poziom ekspresji gendéw i ilosci biatek odpowiedzialnych za procesy zwigzane z
rozwojem uktadu nerwowego, a w szczegodlnosci aksonogeneze. Wsrod 20 gendw o
podwyzszonym poziomie ekspresji byty geny kodujace czynniki transkrypcyjne, receptory
transmembranowe i biatka adhezyjne (Tab. 10). Z kolei w analizach proteomicznych wykryto
podwyzszone ilosci bialek RET, DCX i MAPKS8IP3. Biatko RET jest receptorem
transmembranowym odgrywajacym wazng role w rozwoju systemu nerwowego, natomiast
DCX kieruje migracja neurondow przez regulacje organizacji i stabilnos$ci mikrotubul. Z kolei

MAPKSIP3 stymuluje elongacj¢ aksonow 1 jest wazne dla ich regeneracji. Co wazne,
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podwyzszony poziom ekspresji genow kodujacych biatka RET i DCX zaobserwowano rowniez
w analizach transkryptomicznych. Wydaje si¢ zatem, ze moga one by¢ silnymi kandydatami na
markery toksycznosci RNA. Deregulacja procesow w ktorych udzial biorg powyzsze geny i
biatka przez transkrypt zmutowanej ataksyny-3 moglaby zatem zaburza¢ rozwdj uktadu
nerwowego 1 przyczyniac si¢ w ten sposob do patogenezy SCA3. Obecnie istnieje relatywnie
niewiele danych opisujacych globalne analizy modeli SCA3. Wigkszo$s¢ wykonanych
wczesniej analiz przeprowadzono na mysich modelach SCA3, w ktérych ekspresji ulegat
zarowno transkrypt jak i biatko zmutowanej ataksyny-3 (Chou et al., 2008; Toonen et al., 2018;
Zeng et al., 2018; Wiatr et al., 2019; Chuang et al., 2019). Ponadto, jak do tej pory nie
przeprowadzono globalnych analiz badajacych toksycznos¢ RNA. W badaniach transkryptomu
myszy, w ktorych ekspresji ulegata ataksyna-3 zawierajagca 77 CAG zaobserwowano, ze
zaburzeniu ulegaja Sciezki sygnatowe CREB (odpowiedzialna za plastyczno$¢ synaptyczng) i
a-adrenergiczna (jej receptory zwigzane sg z czgscig wspotczulna autonomicznego uktadu
nerowego). Z kolei w prazkowiu tych myszy zaobserwowano zmienione procesy kierowywania
aksonéw oraz przekazywania sygnalu miedzy synapsami za pomoca neurotransmiterow
(Lodewijk J A Toonen et al., 2018). Ponadto, w komoérkach Purkinjego myszy z ekspresja C-
koncowego fragmentu ataksyny-3 z 69 powtorzeniami CAG, obserwowano zaburzenia procesu
rozwoju dendrytow (Konno et al., 2014). W badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy
cze$¢ z obserwacji pokrywa si¢. Zarowno w badanych liniach, jak i wspomnianych powyzej
badaniach, zaobserwowano zmiany w procesach kierowywania aksonow i transportu
pecherzykowego, z ktorych ten ostatni moze mie¢ zwigzek z przekazywaniem sygnatu miedzy
synapsami. W zadnej z badanych linii nie zaobserwowano natomiast zmiany w innych
procesach wskazanych u myszy, takich jak sciezka CREB i a-adrenergiczna czy biosynteza
cholesterolu. Moze to by¢ zwigzane z tym, ze powyzsze badania zostaty przeprowadzone na
17-miesiecznych zwierzgtach w ktorych, obecne byly najprawdopodobniej pozniejsze etapy
patogenezy natomiast, jak pokazata charakterystyka molekularna, wyprowadzone w niniejszej
pracy modele SCA3 odzwierciedlajg wczesne etapy rozwoju tej choroby. Przypuszczenia te
moga by¢ poparte badaniami transkryptomu miodych myszy Ki91 gdzie nie wykrywano
zadnych zmian w transkryptomie tych zwierzat (Wiatr et al., 2019).

Zachowanie homeostazy jonéw wapnia ma niezwykle wazne znaczenie w rozwoju
uktadu nerwowego. Miejscowe zwigkszenie ich st¢zenia hamuje rozwoj stozkow wzrostu, €O
negatywnie wptywa na aksonogeneze¢ (Zheng, 2000). Z przeprowadzonych analiz wynika, ze
obecno$¢ zmutowanego transkryptu moze zakldoca¢ homeostazg jonow wapnia. W analizach

transkryptomicznych zaobserwowano obnizony poziom ekspresji genoéw S100A6, SI00A10 i
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S100A16, kodujacych biatka wigzace wapn. Z kolei porownanie profili biatkowych badanych
linii wykazato zmniejszone ilo$ci biatek CARL oraz S100A1l, ktére rowniez wigza jony
wapnia. Zmiany st¢zenia jonOw wapnia majg negatywny wptyw na funkcjonowanie komorek
neuronalnych, gdyz zaburzajg uwalnianie neurotransmiter6w, wzrost neurytow i plastycznos¢
synaptyczna. Obnizenie poziomu biatek wigzacych wapn mogloby powodowaé wzrost i
utrzymywania si¢ wysokiego st¢zenia wapnia w cytoplazmie komorki, a w konsekwencji
indukowa¢ cytotoksyczne mechanizmy, takie jak permeabilizacja mitochondriéw, stres
oksydacyjny, zaburzenia funkcjonowania cytoszkieletu i aktywacja biatek zaleznych od wapnia
— np. kalpainy (Zhivotovsky and Orrenius, 2011). Zaburzenia homeostazy wapnia sg obecnie
postulowane jako jeden z patomechanizméw prowadzacych do rozwoju chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzhaimera, Parkinsona czy Huntingtona
(Marambaud et al., 2009; Bezprozvanny, 2010; Pchitskaya et al., 2018). Co wazne w
komorkach Purkinjego myszy z ekspresja C-koncowego fragmentu ataksyny-3 z 69
powtorzeniami CAG obserwowano obnizenie poziomu receptora RORa, ktory wptywa na
ekspresje genow bioracych udziat w $ciezkach przekazywania sygnatu zaleznych od wapnia
(Konno et al., 2014). Zaproponowany mechanizm deregulacji homeostazy jonow wapnia dla
SCA3 obejmuje réwniez wigzanie si¢ zmutowanego biatka do Insp3R1 -
wewnatrzkomorkowego kanalu wapnia obecnego w retikulum endoplazmatycznym i
zwigkszenie w ten sposob uwalniania jondw wapnia z retikulum endoplazmatycznego (Chen et
al., 2008). Analogiczny mechanizm postulowany jest tez dla zmutowanej huntingtyny
(Bezprozvanny, 2010; Pchitskaya et al., 2018). Jednak do tej pory nie przypisano udziatu
transkryptu zmutowanej ataksyny-3 w tym mechanizmie. Tymczasem zaobserwowano, ze w
komorkach mioblastéw pacjentow DM1 zr6znicowanych do miotubul dochodzi do zaburzenia
homeostazy jonow wapnia i zmian w splicingu genow kodujacych biatka je transportujace. Nie
znany jest natomiast mechanizm przez jaki transkrypt DMPK powoduje powyzsze zmiany
(Botta et al., 2013). Na podstawie wynikow uzyskanych w nieniejszej pracy, wydaje sie, ze
obecno$¢ transkryptu zmutowanej ataksyny-3 prowadzi do obnizenia poziomu ekspresji genow
regulujgcych homeostaze jondw wapnia, przez co komoérki dotkniete SCA3 nie radza sobie ze
zwigkszonym stezeniem wapnia, CO W konsekwencji prowadzi do ich $mierci (Zhivotovsky and
Orrenius, 2011). Mozliwy jest rowniez scenariusz w ktorym biatko i transkrypt dziataja
kooperatywnie uzupeniajgc swoje dziatania.

Ciekawymi kandydatami toksycznosci RNA wydaja si¢ by¢ biatka SACS i HMGBI.
Co istotne, zgodnie z analizami proteomicznymi, zaobserwowano réwniez obnizony poziom

ekspresji genu kodujgcego biatko SACS, natomiast wzrost ilosci HMGB1 wykazano jedynie w
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analizach profili biatkowych. Biatko SACS ulega ekspresji na wysokim poziomie w centralnym
uktadzie nerwowym. Z kolei biatko HMGBI1 bierze udziat w regulacji transkrypcji oraz wiazac
si¢ do biatka RAGE stymuluje wzrost neuronéw. Ponadto postuluje si¢, ze obydwa biatka
chronig komorke przed toksycznos$cig zwigzang z biatkami poliQ (Parfitt et al., 2009; Min et
al., 2013). Pokazano, ze biatko HMGBI1 znajduje si¢ w agregatach tworzonych przez biatko
TBP w SCA17. Mozliwe wigc, ze w modelu z ekspresja biatka zmutowanej ataksyny-3
zmniejszajaca si¢ pula wolnego biatka HMGBL1 indukuje mechanizmy zwrotne podnoszace
jego ekspresje (Lee et al., 2014). Dlaczego wigc ekspresja zmutowanego transkryptu ataksyny-
3 wptywa na poziom biatek SACS i HMGB1? Czy mozliwe jest, ze zmutowany transkrypt
hamuje mechanizmy komorki chroniace ja przed toksycznym biatkiem?

Kolejne markery toksycznosci RNA w SCA3 wytypowano na podstawie jedynie analiz
transkryptomicznych. Zaobserwowano bowiem, ze obecno$¢ transkryptu zmutowanej
ataksyny-3 prowadzita do obnizenia poziomu ekspresji genéw kodujacych aktywatory Sciezek
sygnatowych Wnt: WNT2B (kanoniczna $ciezka Wnt) i WNT5A (niekanoniczna $ciezka Wnt),
co potencjalnie moze prowadzi¢ do zaburzenia kontrolowanych przez nie procesow.
Kanoniczny szlak Wnt odpowiada za aktywacj¢ czynnikow transkrypcyjnych regulujacych
ekspresje gendéw odpowiedzialnych za procesy rozwojowe organizmu. Wnt2b koduje
sekrecyjne bialko sygnatowe i odpowiada za utrzymanie pluripotencji progenitoréw
neuronalnych podczas embriogenezy (Katoh, 2005). Natomiast niekanoniczna $ciezka zalezna
od Wnt5a odgrywa kluczowa rolg przy tworzeniu si¢ nowych kolcow dendrytycznych w
osrodkowym uktadzie nerwowym i dystrybucji do nich mitochondriow (Arrazola et al., 2015).
Ponadto, obecnie postuluje si¢ o protekcyjnej roli Sciezek Wnt w chorobie Alzheimera (Harvey
and Marchetti, 2014). Aktywacja kanonicznej $ciezki Wnt okazata si¢ znosi¢ toksycznos¢ -
amyloidu wobec komoérek neuronalnych przez zapobieganie ich apoptozie, jednak doktadny
mechanizm jej dzialania nie zostat jeszcze okreslony (Alvarez et al., 2004; Silva-Alvarez et al.,
2013). Z kolei podanie ligandu Wnt5a neuronom traktowanym B-amyloidem powstrzymywato
spadek a nawet prowadzitlo do zwigkszenia si¢ liczby ich mitochondriow w pordéwnaniu z
komorkami kontrolnymi. Na podstawie tych badan autorzy postuluja, ze $ciezka Wnt posiada
funkcje ochronne lub stymuluje podzialy mitochondriow, co umozliwiatoby komoérkom
utrzymanie ich prawidtowej ilosci (Silva-Alvarez et al., 2013; Arrazola et al., 2015). Co
ciekawe, deregulacja funkcjonowania mitochondriéw zostata takze zaproponowana jako jeden
z patomechanizmow SCA3 (Yu et al., 2009; Bonanomi et al., 2015). W oparciu o wykonane w
niniejszej pracy analizy transkryptomiczne mozna stwierdzi¢, ze zmutowany transkrypt mogltby

przyczynia¢ si¢ do powyzszego patomechanizmu przez zaburzenie szlaku Wnt zaleznego od
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Whntba. Co ciekawe, podobne obserwacje odnosnie szlakow Wnt co w niniejszej pracy zostaty
poczynione w eksperymentach na komérkach MEF z wyciszonym genem ataksyny-3, gdzie
réwniez obserwowano obnizenie poziomu ekspresji WNT5A (Zeng et al., 2018). Ta zbieznos¢
moglaby §wiadczy¢ o tym, ze obecnos¢ zmutowanego transkryptu zaburza procesy regulowane
przez normalne biatko ataksyny-3 w komorce. Ponadto Zeng i wspdipracownicy obserwowali
w swoich badaniach podwyzszony poziom ekspresji inhibitoréw szlaku Wnt: Apcddl i Sfrpl
(Zeng et al., 2018). Co ciekawe, w linii 120 CAG/START nie wykryto istotnie statystycznie
zmienionego poziomu Sfrpl, natomiast w linii 120 CAG/STOP byl on istotnie obnizony, co
moze $wiadczy¢ o tym, ze za obserwowang zaburzong regulacj¢ $ciezki Wnt odpowiada inny
mechanizm niz ten zaobserwowany w komoérkach MEF. Reasumujac, powyzsze dane moga
$wiadczy¢ o tym, ze transkrypt zmutowanej ataksyny-3 moze przyczyniac si¢ do wywotywania
negatywnych efektow na uklad nerwowy przez deregulacje $ciezek Wnt, jednak aby to
potwierdzi¢ niezbgdne sa odpowiednie eksperymenty walidacyjne.

Innym obiecujacym kandydatem moze by¢ gen GRIA1 kodujacy podjednostke
pobudzajacego receptora glutaminowego dla neurotransmiteréw. Zaburzona regulacje $ciezki
przekazywania sygnatu zaleznej od glutaminianu obserwowano zaro6wno w modelach mysich
jak 1 komoérkowych SCA3 (Chou et al., 2008; Toonen et al., 2018; Chuang et al., 2019).
Ponadto pokazano, ze W komodrkach iPSC, wyprowadzonych z fibroblastow od pacjentow
SCA3, pod wplywem glutaminianu dochodzi do obnizenia poziomu ekspresji genow
kodujacych podjednostki receptorow glutaminianu, w tym GRIA1(Chuang et al., 2019). GRIA1
jest zwigzany ze S$ciezka transportu pecherzykowego 1 jego obnizenie moze zaburzaé
przekazywanie sygnalu miedzy neuronami uposledzajac w ten sposob dziatanie uktadu
nerwowego.

Podsumowujac, W niniejszej pracy otrzymano modele komoérkowe umozliwiajace
okreslenie roli jaka odgrywa transkrypt zmutowanej ataksyny-3 w patogenezie SCAS3.
Przeprowadzona charakterystyka molekularna pokazata, Zze stanowig one obraz wczesnych
etapow rozwoju tej choroby. Wykonane analizy transkryptomiczne i proteomiczne
wyprowadzonych modeli SCA3 pozwolity na wytypowanie potencjalnych kandydatéw przez
ktérych moze dziata¢ zmutowany transkrypt ataksyny-3. Na podstawie otrzymanych wynikow
mozna przypuszczaé, ze toksyczny RNA zaburza procesy zwigzane z rozwojem uktadu
nerwowego, a w szczeg6olnosci aksonogeneze (Ryc. 54). Zaobserwowano rowniez obnizenie
poziomu ekspresji genoéw i iloéci biatek wigzacych wapn co moze $wiadczy¢ 0 zaburzeniach
homeostazy jonéw wapnia. Co wiecej, toksyczny transkrypt moze zaburzaé S$ciezki

przekazywania sygnatu migdzy neuronami przez obnizenie poziomu podjednostek receptorow
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pobudzajacych dla neurotransmiteréw. Ponadto wydaje si¢, ze zmutowany RNA pozbawia
komorki neuronalne mechanizméw ochronnych przed toksycznym biatkiem ataksyny-3 w
wyniku obnizenia poziomu ekspresji aktywatorow Sciezek Wnt i ilosci biatka SACS (Ryc. 54).
W zwigzku z powyzszym, zmutowany RNA moze by¢ odpowiedzialny za molekularne
mechanizmy wczesnych etapow SCA3, natomiast pozniej, gdy dochodzi do wytworzenia si¢
agregatoOw Dbiatkowych jego rola polegalaby zapewne na kooperatywnym dziataniu z
toksycznym biatkiem (Ryc. 49).
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Rycina 49. Proponowany mechanizm dzialania zmutowanego transkryptu w patogenezie SCA3.
Kandydaci wytypowani zaré6wno w analizach transkryptomicznych jak i proteomicznych zostali
podkresleni. Czerwonymi strzatkami zaznaczono zmiang¢ poziomu ekspresji genow i ilosci biatek.

5.3 Perspektywy

Zidentyfikowane w oparciu o globalne analizy transkryptomiczne i proteomiczne
procesy, ulegajace deregulacji w obecnosci zmutowanego transkryptu ataksyny-3 stanowig
dobry punkt wyjscia do dalszych badan nad rolg RNA w patogenezie SCA3. Planowane jest
zwalidowanie otrzymanych wynikow na petlnym zestawie wyprowadzonych modeli. Istotne
bedzie wykorzystanie modelu, zawierajacego dlugie ciagi CAA, ktory obrazuje toksyczno$é
wylacznie bialka ataksyny-3. Interesujacymi wynikami w tych eksperymentach bytoby
zaobserwowanie zidentyfikowanych wczesniej zmian w linii obrazujacej toksyczno$¢ RNA i
linii odzwierciedlajacej toksyczno§¢ RNA i biatka, a ich brak w modelu opisujacym
toksyczno$¢ samego biatka. Swiadczyloby to o tym, ze za deregulacje danego procesu

odpowiada wylgcznie zmutowany transkrypt ataksyny-3. Co wigcej, wyprowadzony zestaw
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modeli umozliwia rowniez badanie toksycznosci biatka w patogenezie SCA3, ktéra mimo iz
lepiej poznana niz toksyczno$¢ RNA, w dalszym ciaggu nie jest do konca wyjasniona.

Ponadto w niniejszej pracy opracowano protokot, umozliwiajagcy rdéznicowanie
komorek SH-SYS5Y w kierunku komorek neuronalnych, co pozwala na analiz¢ toksyczno$ci
RNA w bardziej ztozonym uktadzie modelowym. Otwiera to nowe mozliwos$ci do badan
udziatu zmutowanego transkryptu ataksyny-3 w patogenezie SCA3. W przysztosci planowane
jest przeprowadzenic eksperymentow Wwalidujacych wyniki otrzymane w analizach

transkryptomicznych i proteomicznych na zréznicowanych komorkach SH-SY5Y.
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SCA3 jest jedna z najpowszechniej wystepujacych ataksji i nalezy do grupy chordb
poliQ. Do niedawna uwazano, ze choroby poliQ, w tym SCA3, sa powodowane tylko przez
patogenne biatko, zyskujace w wyniku mutacji toksyczne funkcje, a w mniejszym stopniu przez
utrate funkcji normalnego bialka. Jednakze, coraz wigcej doniesien sugeruje, ze oprocz
toksycznos$ci biatka w patomechanizm chorob poliQ moze by¢ zaangazowany takze transkrypt
zawierajagcy wydtuzone ciagi CAG. Wigkszo$¢ z przeprowadzonych dotychczas badan zostata
wykonana na modelach komdrkowych, w ktorych naktadaly si¢ na siebie efekty wywotane
przez zmutowane biatko 1 transkrypt, co uniemozliwialo okreslenie faktycznej roli
zmutowanego RNA w rozwoju SCA3. W zwiazku z powyzszym toksyczno$¢ transkryptu
ataksyny-3 w dalszym ciggu stanowi niewyjasniony aspekt patogenezy tej choroby.

Gléwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto poszukiwanie $ciezek patogenezy
przez ktére moze dziata¢ zmutowany transkrypt ataksyny-3, w nowo wygenerowanych
modelach komérkowych SCA3, umozliwiajacych odréznienie toksycznosci RNA od biatka.

Stabilne i izogeniczne modele komorkowe SCA3, z indukowang doksycykling ekspresja
petnej dlugosci transkryptu ataksyny-3 ulegajacego, badZ nieulegajacego translacji i
zawierajacego powtorzenia CAG lub CAA o dtugosci: patogennej (120 powtorzen) i normalnej
(20 powtorzen), utworzono w linii neuroblastoma SH-SY5Y przy uzyciu systemu Flp-in T-
REx. Otrzymane linie komorkowe SCA3, w zaleznosci od rodzaju modelu, charakteryzowaty
si¢ wysokim poziomem ekspresji transkryptu i/lub biatka ataksyny-3.

Dalsza charakterystyka wybranych modeli SCA3 metodg smFISH pokazata, ze badany
mRNA, obecny w bardzo duzej ilosci czgsteczek w pojedynczej komorce, byt zlokalizowany
zardwno na terenie jagdra komorkowego, jak 1 cytoplazmy. W Zadnej z analizowanych linii
zawierajacych zmutowane ciagi CAG, po wzglednie dtugim czasie od indukcji transkrypcji (3
I 6 dni), nie wykryto skupien RNA. W modelu z nadekspresja zmutowanego biatka
zaobserwowano charakterystyczne dla pacjentow z chorobg SCA3 agregaty tworzone przez
zmutowang ataksyne-3. Ponadto, w porownaniu do linii kontrolnej, sygnal pochodzacy od
cigtej kaspazy-3, $wiadczacy o indukcji procesu apoptozy, byt ponad dwukrotnie i
pottorakrotnie wyzszy, w odpowiednio komoérkach z obecno$ciag zmutowanego biatka lub
jedynie transkryptu ataksyny-3. W modelu z ekspresja niculegajacego translacji transkryptu
zmutowanej ataksyny-3 zaobserwowano takze podwyzszony w stosunku do kontroli poziom

wybranych markerow stresu retikulum endoplazmatycznego (CHOP, GRP78 i EDEM).

155



6. Streszczenie

Przeprowadzone globalne analizy transkryptomiczne i proteomiczne modeli SCA3
wykazaly, ze ekspresja samego transkryptu zmutowanej ataksyny-3 powodowata podniesienie
poziomu ekspresji gendw oraz ilosci biatek zwigzanych z rozwojem uktadu nerwowego, a w
szczegOlnosci aksonogenezg. Jednocze$nie zaobserwowano obnizenie poziomu ekspresji
komponentow $ciezek Wnt, w tym ligandow WNT5A 1 WNT5B, oraz transportu
pecherzykowego i biatek wigzacych wapn. Sciezki te maja rowniez kluczowe znaczenie dla
rozwoju uktadu nerwowego oraz sg zwigzane z prawidlowym funkcjonowaniem dojrzatego
mozgu. Na postawie tych analiz postawiono hipoteze, ze zmutowany transkrypt ataksyny-3
moze dziata¢ na wczesnych etapach rozwoju SCA3 uposledzajac kluczowe dla rozwoju
komorki procesy biologiczne.

W toku niniejszej pracy opracowano takze protokot umozliwiajacy roéznicowanie
komorek SH-SYSY, dzigki czemu nabieraja one cech fenotypu neuronalnego. Umozliwia to w
przysztosci badanie toksycznosci RNA w bardziej ztozonym uktadzie modelowym.

Reasumujgc, w niniejszej pracy doktorskiej wyprowadzono nowe modele komorkowe
SCA3 pozwalajace na okreslenie roli transkryptu ataksyny-3 w patogenezie tej choroby.
Wytypowane na podstawie globalnych analiz transkryptomicznych i proteomicznych,
deregulowane obecnos$cig zmutowanego RNA, procesy biologiczne stanowig doskonaty punkt

wyjscia do dalszych badan nad rolg transkryptu ataksyny-3 w rozwoju SCAS3.
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»Role of RNA toxicity in pathogenesis of spinocerebellar ataxia type 3”

SCAZ3 is one of the most common ataxias and belongs to polyQ diseases. Until recently
it was thought that polyQ diseases, including SCA3 are caused exclusively by mutated protein
and the gain-of-function mechanism. However, raising number of reports suggest that in
addition to the protein toxicity, transcript containing expanded CAG tracts may also contribute
to the pathomechanism of polyQ diseases. Most of the studies carried out so far have been done
on cellular models in which the protein and RNA toxicity overlapped each other which made it
impossible to determine the actual role of mutant RNA in the development of SCA3. Therefore,
the toxicity of the ataxin-3 transcript remains an unexplained aspect of the pathogenesis of this
disease.

The main aim of this thesis was to search for novel pathways affected by mutated
transcript of ataxin-3 that could lead to SCA3 pathogenesis. To address this, novel SCA3
cellular models were generated that allow to distinguish between RNA and protein toxicity.

Stable and isogenic cell models of SCA3, with doxycycline induced expression of full
length ataxin-3 transcript which was translated or untranslated and contained CAG or CAA
repeats of varying lengths: pathogenic (120 repeats) and normal (20 repeats) were created in
the SH-SY5Y neuroblastoma cell line using the Flp-in T-REX system. The obtained SCAS3 cell
lines, depending on the type of the model, had high levels of transcript and/or ataxin-3 protein.

Further characteristics of selected SCA3 models by the smFISH method showed that
the examined mRNA, is present in a very large number of molecules in a single cell and is
located both in the cell nucleus and in the cytoplasm. In none of the analyzed cell lines
containing mutated CAG repeats, after relatively long time of transcription induction (3 and 6
days), no RNA foci were observed. However, in the model with overexpression of the mutant
protein, aggregates formed by mutant ataxin-3, characteristic for patients with SCA3 disease,
were observed. Moreover in comparison to the control cell line, signal from cleaved caspase-3,
indicator of apoptosis process, was more than twice or one and a half times higher in cells
expressing mutated protein or only the ataxin-3 transcript respectively. In the model expressing
the untranslated transcript of mutant ataxin-3, in comparison to the control, increased levels of
selected markers of endoplasmic reticulum stress response (CHOP, GRP78 and EDEM) were

observed.
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The global transcriptomic and proteomic analysis of SCA3 models have shown that the
expression of the mutant ataxin-3 transcript increases the levels of gene expression and the
amount of proteins involved in the development of the nervous system, in particular
axonogenesis. At the same time, lower expression levels of the Wnt pathways components were
observed, including the WNT5A and WNT5B ligands, as well as vesicular transport and calcium-
binding proteins. These pathways are crucial for the development of the nervous system and
are associated with the normal functioning of the mature brain. Based on these analysis, it was
hypothesized that the mutant transcript of ataxin-3 may act at the early stages of SCA3,
impairing the key biological processes for normal neuronal cell development.

In the course of this thesis a protocol for the differentiation of SH-SY5Y cells was
developed, enabling them to acquire the characteristics of a neuronal phenotype. This will allow
to perform the studies of RNA toxicity in a more complex model system.

To summarize, in this thesis new SCA3 cell models were established, which enable to
determine the role of the ataxin-3 transcript in the pathogenesis of SCA3. Identified by the
global transcriptomic and proteomic analysis, deregulated by the presence of mutant RNA,
biological processes are an excellent starting point for further research on the role of the ataxin-

3 transcript in the development of SCA3.
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