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1. Streszczenie

Zaburzenia przemian cholesterolu w mozgu zwigzane sg z przewazajaca czescia
chorob neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona,
ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 (SCA3), jak réwniez chordb neurologicznych
takich jak schizofrenia, padaczka czy autyzm. SCA3 jest chorobg neurodegeneracyjna,
obecnie nieuleczalng. Jedng z gloéwnych struktur zdegenerowanych w SCA3 jest
mozdzek, w ktorym neurony Purkinjego (PC), graja najwazniejszg funkcje w przemianie
cholesterolu moézgowego, stanowigc glowne zrodlo 24-hydroksylazy cholesterolu
(CYP46A1). Enzym ten wpltywa nailo§¢ cholesterolu w mozgu, poprzez kontrole
wydalania tego zwiazku przez bariere krew-mozg. CYP46Al jest takze kluczowym
aktywatorem szlaku mewalonianowego, ktérego produkty pochodne maja istotny wptyw
na szlaki sygnalizacyjne regulujace wazne procesy komorkowe i molekularne, czgsto
zwigzane z neurodegeneracja. Dlatego modulacja poziomu CYP46A1 moze by¢
podstawa skutecznej terapii SCA3 dostarczanej z udziatem nos$nikéw AAV, ktére juz
obecnie sg stosowane w terapiach genowych.

Skuteczna terapia genowa w chorobach uktadu nerwowego podawana z pomoca
AAYV jest uzalezniona od osiagni¢cia zadowalajacej biodystrybucji, ktora w przypadku
SCA3, powinna by¢ skupiona na PC. Na podstawie eksperymentow przeprowadzonych
w pracy doktorskiej poznano wtasciwosci wektoréw wirusowych AAVrh10 oraz AAV-
PHP.eB. Wektory wirusowe o serotypie AAVrh10 oraz AAV-PHP.eB majg zdolnos¢ do
transportu anterogradowego oraz retrogradowego. Wykorzystujac sie¢ projekcji komorek
mozdzku oraz technike wstrzyknie¢ bezposrednich osiggneliSmy transdukcje szerokiej
puli populacji komoérek mozdzku z powtarzalnym wzorem transdukcji. Opracowano
metode selektywnych i efektywnych bezposrednich iniekcji stereotaktycznych z
zastosowaniem wymienionych serotypow wektorow wirusowych, w szczegdlnosci do
transdukcji PC mo6zdzku, poprzez podanie do jader glebokich mozdzku (DCN).

Wszelkie zmiany CYP46A1 moga zmienia¢ poziom cholesterolu w mézgu, a tym
samym wplywa¢ na przebieg i1 cigzko$¢ fenotypu chorob zwigzanych z jego
metabolizmem. WykazaliSmy, ze poziom enzymu CYP46A1 jest obnizony w mézdzku
transgenicznych myszy SCA3 Kil50, ktére wykazujg zmiany motoryczne podobne do
tych obserwowanych u pacjentow SCA3. Zatozylismy, ze zmiany u pacjentow i zmiany
fenotypowe u myszy SCA3 Kil50 moga by¢ zwigzane z zaburzona gospodarka

cholesterolu w moézdzku.



Podanie reagentow shRNA, ktore modulujg poziom CYP46A1, do modelu WT 1
SCA3 Kil50 spowodowaly inhibicj¢ ekspresji CYP46Al. Testy wykazaly poprawe
sprawnos$ci motorycznej u myszy, ktore otrzymaly shRNA hamujace ekspresje CYP46A1,
w porownaniu do odpowiednich grup kontrolnych. Przedstawiamy jeden z pierwszych
wynikow taczacych redukcje poziomu CYP46A1 w moézdzku, z poprawg fenotypu w
mysim modelu WT i zaburzen neurodegeneracyjnych SCA3 Kil50. Prawdopodobnie
zmniejszenie ekspresji genu CYP46A1, a w konsekwencji obnizenie poziomu biatka
CYP46A1, poprawia funkcjonowanie neuronow Purkinjego, na skutek mozliwej
aktywacji mechanizméw kompensujacych, ktorych zadaniem jest promowanie
przezywalno$ci neurondow. Nasze badania prezentuja CYP46Al1 jako potencjalny cel
terapeutyczny 1 wskazuja potrzebe szczegdtowego i1 szerszego zrozumienia obnizonej

ekspresji CYP46A1 w SCA3.



2. Abstract

Disorders of cholesterol metabolism in the brain are associated with many
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s, Parkinson’s, Huntington’s diseases,
spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3), and neurological diseases such as schizophrenia,
epilepsy, and autism. SCAS3 is a neurodegenerative disease, currently incurable. One of
the main brain structures degenerated in SCA3 is the cerebellum, where the cerebellar
Purkinje neurons (PCs) play an essential function in cholesterol metabolism and are the
primary source of cholesterol 24-hydroxylase (CYP46A1). The enzyme affects the
cholesterol level in the brain by controlling the excretion of this compound across the
blood-brain barrier. CYP46A1 is also a vital activator of the mevalonate pathway, whose
downstream products affect signaling pathways regulating important cellular and
molecular processes often associated with neurodegeneration. Therefore, modulation of
CYP46AL1 levels may be the basis for effective SCA3 therapy delivered with AAV
carriers already being used in gene therapies.

Successful gene therapy in nervous system diseases delivered with AAVs depends
on achieving satisfactory biodistribution, which in the case of SCA3, should be focused
on PCs. Based on experiments conducted in the dissertation, the properties of AAVrh10
and AAV-PHP.eB viral vectors were discovered. The AAVrh10 and AAV-PHP.eB viral
vectors can transport genetic load in anterograde and retrograde directions. Using the
cerebellar cell projection network and the direct injection technique, we achieved
transduction of a wide pool of cerebellar cell populations with a reproducible transduction
pattern. We have developed a method for selective and efficient direct stereotactic
injections using the aforementioned viral vector serotypes, particularly for the
transduction of cerebellar PCs by administration to the deep cerebellar nuclei (DCN).

Alteration of CYP46A1 can change cholesterol levels in the brain and thus affect
the course and disease phenotype severity related to cholesterol metabolism. We have
shown that the levels CYP46A1 enzyme are reduced in the cerebellum of SCA3 Kil150
transgenic mice that exhibit motor changes similar to those in SCA3 patients. We
hypothesized that the changes in patients and the phenotypic changes in SCA3 Kil50
mice might be related to impaired cerebellar cholesterol metabolism.

Administration of shRNA reagents that modulated CYP46AL1 levels to the WT
and SCA3 Ki150 models resulted in the inhibition of CYP46A1 expression. Tests showed

improved motor performance in mice that received shRNAs that decreased CYP46A1



expression compared to corresponding control groups. We present one of the first results
linking the reduction of CYP46ALl levels in the murine with improved phenotype in a
mouse model of WT and SCA3 Kil50. Reducing CYP46A1 gene expression, and
consequently a decrease in CYP46ALl protein levels, may improve Purkinje neuronal
function by promoting neuronal survival as a result of the possible activation of
compensatory mechanisms. We postulate the CYP46A1 as SCAS3 therapeutic target, and
we underline the necessity of a broader understanding of the role of CYP46A1 expression

level and the mechanism mediating disease amelioration in SCAS3.
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3. Wprowadzenie

3.1.Metabolizm cholesterolu w mozgu

3.1.1. Synteza i wydalanie mozgowego cholesterolu

Najwyzszy poziom cholesterolu wsrod wszystkich organow ludzkiego ciata,
wystepuje w mozgu i stanowi on okoto jednej czwartej czgsci cholesterolu calego
organizmu, mimo ze jego masa odpowiada tylko okoto 2% catkowitej masy ciata (J. M.
Dietschy i Turley 2001). Ze wzgledu na to, ze mozg jest oddzielony od obwodowej puli
cholesterolu organizmu przez barier¢ krew-mozg (BBB), ktéra w prawidtowych
warunkach jest nieprzepuszczalna dla lipoprotein osocza, produkcja cholesterolu in situ
jest bardzo istotna (John M. Dietschy i Turley 2004; John M. Dietschy 2009). Dlatego tez
aby sprosta¢ zapotrzebowaniu moézgu, cholesterol pochodzi prawie wytacznie z bardzo
aktywnej biosyntezy de novo poprzez szlak mewalonianowy. Cholesterol jest niezbedny
do prawidlowej synaptogenezy i odgrywa wazng role w rozwoju aksonow, uwalnianiu
neuroprzekaznikow i produkcji neurosteroidow (Camargo, Smit, i Verheijen 2009; John
M. Dietschy 2009; Pfrieger i Ungerer 2011; Martin, Pfrieger, i Dotti 2014).

Szlak mewalonianowy prowadzony jest w dwoch réwnoleglych i wzajemnie
powigzanych procesach obejmujacych seri¢ reakcji enzymatycznych nazwanych
sciezkami Kandutscha-Russella (KR) i Blocha (Kandutsch i Russell 1960; Bloch 1965).
Reakcje enzymatyczne tego szlaku przeksztatcaja acetylo-CoA (Rys. 1), w rozne sterole
1 szereg nie sterolowych izoprenoidow, takich jak pirofosforan farnezylu (FPP),
pirofosforan geranylogeranylu (GGPP), ubichinon i dolichol (Bloch 1965; Panda, Basak,
i Panda 2011). Uwaza sig¢, ze neurony preferencyjnie postugujg si¢ szlakiem KR, podczas
gdy komorki glejowe sg zalezne od szlaku Blocha (J. Zhang i Liu 2015). Komorki
odpowiedzialne za syntezg cholesterolu w dorostym moézgu sa nadal przedmiotem
dyskusji. Neurony majg nizszy wskaznik syntezy cholesterolu niz astrocyty (Nieweg,
Schaller, i Pfrieger 2009) i pozyskujg go z astrocytow, w celu utworzenia i utrzymania
aksonow, dendrytéw i synaps (Mauch i in. 2001; Ullian, Christopherson, i Barres 2004;
Pfrieger i Ungerer 2011). Dowiedziono, ze supresja syntezy cholesterolu in vivo w
dorostych neuronach mézdzku nie wptyngta na Zywotno$¢, ksztatt i gesto§¢ neuronow,
ani na ksztatt 1 gestos¢ synaps (Fiinfschilling 1 in. 2007). Natomiast potwierdzono, ze
rozwijajace si¢ neurony produkujg znacznie wigksze ilosci cholesterolu przeliczajac na

komorke, niz astrocyty. Sugeruje si¢, ze endogenna synteza steroli w rozwijajacych sie
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neuronach jest kluczowym i skomplikowanym procesem podczas rozwoju moézgu
(Genaro-Mattos i in. 2019).

Cholesterol syntetyzowany w astrocytach (Rys.1), taczy si¢ z apolipoproteing E
(ApoE) tworzac lipoproteiny (Mauch i in. 2001). Lipoproteiny nastepnie wydziclane sg
do macierzy zewnatrzkomoérkowej przez, znajdujace si¢ na btonach komodrkowych
astrocytow, transportery ABC (ang. ATP-binding cassette; ABC), by nastepnie ulegly
przeniesieniu do neuronéw (de Chaves i Narayanaswami 2008; Bu 2009). Lipoproteiny
zawierajace ApoE sg pobierane przez dwa wazne funkcjonalnie receptory dla lipoprotein
o niskiej gestosci (LDL); receptor LDL (LDLR) i receptor LDL zwigzany z biatkiem 1
(LRP1). Chociaz oba sg charakterystyczne dla astrocytow i neuronow, LDLR ulega silnej
ekspresji w astrocytach, natomiast LRP1 gléwnie w neuronach (Rebeck i in. 1993). Po
endocytozie z udzialem receptora, ApoE jest recyrkulowana do btony plazmatycznej, a
cholesterol jest wykorzystywany do przemian i naprawy btony komorkowej, tworzenia
ostonek mielinowych, synaptogenezy i uwalniania neuroprzekaznikéw (Petrov,
Kasimov, i Zefirov 2017; Gamba i in. 2019; Hussain i in. 2019).

W celu utrzymania stalego poziomu, nadmiar cholesterolu jest metabolizowany
przez trzy rozne S$ciezki. Dwie pierwsze zawierajg proces estryfikacji i pdzniejsze
wewnatrzkomorkowe magazynowanie w formie kropelek lipidowych, lub bezposrednie
wydalanie poprzez transportery ABC. Glownym mechanizmem wydalania mézgowego
cholesterolu jest jednak jego konwersja w oksysterol, 24S-hydroksycholesterol (24-
OHC) (Rys.1), ktéry ma mozliwo$¢ przekraczania BBB do krazenia ogolnego (99%)
napedzanego gradientem stezen, skad ulega dalszej eliminacji w watrobie (Liitjohann 1
in. 1996; Ingemar Bjorkhem i in. 1998; Meaney i in. 2002; 1. Bjorkhem 2006). Dlatego,
ze gtdéwnym Zrédlem pochodzenia 24-OHC jest konwersja w mozgu, jest on uwazany za
interesujgcy biomarker w osoczu do potencjalnego monitorowania przemian cholesterolu
w mozgu (Liitjohann i in. 1996). Szacuje si¢, ze okoto 1% 24-OHC syntetyzowanego w
mozgu dostaje si¢ do ptynu mézgowo-rdzeniowego (CSF) (Liitjohann i in. 1996; Valerio
Leoni 2009). Ponadto, 24-OHC moze by¢ wychwytywany przez astrocyty i neurony,
zwigkszajac ekspresje genow zaangazowanych w przemiany cholesterolu (Gamba i in.
2015). Tempo wydalania cholesterolu odpowiada mniej wigcej procesowi syntezy
cholesterolu de novo w mozgu (1. Bjorkhem, Lund, i Rudling 1997).

Kluczowym enzymem odpowiedzialnym za synteze 24-OHC, jest 24-
hydroksylaza cholesterolu (CYP46A1) nalezaca do rodziny cytochromu P450 (Meaney i

in. 2001). Zlokalizowana jest szczegolnie w neuronach hipokampa, mézdzku i kory
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mozgowej (Ramirez, Andersson, i Russell 2008). Do gtéwnych funkcji CYP46A1 nalezy
neuronalna odpowiedz na stres (Ingemar Bjorkhem i in. 1998; Sodero i in. 2011).
CYP46A1 bierze udziat w aktywacji szlaku mewalonianowego, ktorego zwigzki
posrednie odgrywaja wazng funkcje w neuronalnym transporcie wewnatrzkomorkowym,
sygnalizacji, jak i w procesie komorkowej agregacji i autofagii (T. J. Kotti i in. 2006;
Sodero i in. 2011).

Co ciekawe, stopniowa utrata CYP46Al1 nie powoduje zmian w stezeniu
cholesterolu ani innych oksysteroli (Meljon, Wang, i Griffiths 2014). Mozliwe, ze
posrednicza w tym skomplikowane mechanizmy regulacyjne i sprze¢zenia zwrotnego do
utrzymania réwnowagi cholesterolu. Natomiast nagle zaburzenia funkcji CYP46Al
zmieniajg stezenie cholesterolu i 24S-OHC (Sodero i in. 2012; Djelti i in. 2015; Bialer i
in. 2018; Kacher i in. 2019), co moze mie¢ wplyw na fizjologi¢ mézgu. Pozbawienie lub
zahamowanie ekspresji genu CYP46A 1, na podstawie ktorego powstaje biatko, powoduje
trudno$ci w uczeniu si¢, zwigkszong $mier¢ neurondéw i podwyzszenie poziomu

peptydow B-amyloidu u myszy (T. J. Kotti i in. 2006; Djelti i in. 2015).
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Rysunek 1. Synteza cholesterolu w komorkach, transport cholesterolu pomiedzy
astrocytem, a neuronem oraz wydalanie 24-OHC z mézgu do naczyn krwionos$nych i
ptynu moézgowo-rdzeniowego (Gamba i in. 2021). W procesie wieloetapowych reakcji
enzymatycznych szlaku mewalonianowego z zastosowaniem acetylo-CoA,
produkowany jest mézgowy cholesterol. Pochodzacy z astrocytow cholesterol z ApoE,
jest wydzielany do macierzy zewnatrzkomorkowej w zaleznym od transporterow ABC
procesie. W neuronach cholesterol ulega przemianom do 24-OHC, ktory ma zdolnos¢
do przekraczania BBB, jak rowniez moze zosta¢ wychwycony przez astrocyty z
macierzy zewnatrzkomorkowej (Mohamed i in. 2015).

3.1.2. Zaburzenia przemian cholesterolu w mézgu

Defekty metabolizmu cholesterolu w mézgu moga przyczynia¢ si¢ do wielu
chorob neurodegeneracyjnych, takich jak AD, HD, PD, ataksjach rdzeniowo-
moézdzkowych, choroby Niemann-Pick typu C, stwardnienia rozsianego (MS) czy
stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) (Loftus i in. 1997; Korade i Kenworthy 2008;
Vance 2012; Boussicault i in. 2016; Vejux i in. 2018; X. Huang i in. 2019; Nobrega i in.
2019; Sodero 2021).

Badania osocza pacjentow z chorobg Alzheimera wykazaty zwigkszone stezenie
24-OHC (Liutjohann i in. 2000; Zuliani i in. 2011), podczas gdy w innych badaniach jego
poziom byt obnizony (Bretillon i in. 2000; Solomon i in. 2009). Poniekad przytoczone
rezultaty moga $wiadczy¢ o tym, ze stezenie 24-OHC jest podwyzszone na wczesnym
lub tagodnym etapie AD, za to ulega zmniejszeniu w bardziej zaawansowanym stadium
choroby (Papassotiropoulos i in. 2000; Hughes i in. 2012). Poziom 24-OHC w osoczu
jest rowniez obnizony w HD (Valerio Leoni i in. 2008; 2013).
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Poziom biatka CYP46A1 i metabolitow cholesterolu jest obnizony w mozgach
pacjentow AD, HD oraz mysich modeli transgenicznych tych choréb (Burlot i in. 2015;
Boussicault i in. 2016). Roéwniez 24S-OHC, bedacy pochodng cholesterolu, jest obnizony
w osoczu krwi pacjentow HD (Valerio Leoni i in. 2008; V. Leoni i in. 2011).
Zastosowanie terapii genowej opartej na indukowanej nadekspresji genu CYP46A1 w
chorobach AD i HD koryguje ich obraz fenotypowy. Podwyzszenie poziomu CYP46A1
w mozgu mysiego modelu AD, za pomoca iniekcji wektoréw AAV, zapobiega objawom
neurodegeneracyjnym i zaburzeniom beahawioralnym z bezposrednim wplywem na
patologie wynikajace z obecnosci amyloidu (Hudry i in. 2010) oraz biatka tau (Burlot i
in. 2015). Podobna strategia terapeutyczna wprowadzona do regionu prazkowia dwoch
mysich modeli HD (R6/2 i ZQ175) (Boussicault i in. 2016) koryguje fenotyp chorobowy,
redukuje zaburzenia motoryczne, ogranicza atrofi¢ neurondéw i ogranicza agregacj¢
zmutowanego biatka huntingtyny.

Rola przemiany choleterolu w mézgu w chorobie SCA3 jest nadal mato poznana.
Natomiast dowiedziono wystgpowania zaburzonej gospodarki cholesterolu oraz
obnizonego poziomu bialtka CYP46A1 w tkankach mo6zdzku pobranych od pacjentow
SCA3. Jednoczes$nie zademonstrowano zmniejszong akumulacje agregatow ataksyny-3,
ograniczenie neuropatologii i defektéw motorycznych zwigzanych z chorobg w modelach
SCAZ3, powiazane z dostarczeniem terapii genowej AAV i nadekspresja genu CYP46A1
(Nobrega i in. 2019).

3.2. Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (SCA3)
Ataksje rdzeniowo-mo6zdzkowa typu 3 (ang. spinocerebellar ataxia type 3; SCA3) po raz
pierwszy opisano w USA w 1972 roku jako nowag forme¢ ataksji moézdzkowej
dziedziczonej autosomalnie dominujgco. Zaobserwowano j3 u emigrantow
pochodzacych z Azordw, gdzie czesto$¢ wystepowania jest bardzo wysoka, na nalezace;j
do Azorow wyspie Flores — 1/239 (Nakano, Dawson, i Spence 1972; Bettencourt i in.
2008). Srednia czestosé wystepowania SCA3 na $wiecie wynosi 1-5 / 100 000 (T. Li i
in. 2018), a wyzszg wzgledna czestotliwos¢, czyli procent przypadkow SCA3 w ogodlne;j
liczbie innych SCA, obserwuje si¢ w Portugalii (57.8%), Brazylii (59.6%), Japonii (43%),
Chinach (62.6%) i Niemczech (42%) (L. Schoéls i in. 1997; Takano i in. 1998; Vale i in.
2010; de Castilhos i in. 2014; Z. Chen i in. 2018; Buijsen i in. 2019). Natomiast bardzo
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niskg wzgledng czestotliwo$¢ obserwuje si¢ w poludniowej Afryce i we Wloszech

(Bettencourt i Lima 2011).

3.2.1. Genetyka SCA3

SCA3 nazwana roéwniez chorobg Machado-Josepha (ang. Machado-Joseph
Disease; MJD), jest jedng z neurodegeneracyjnych chorob polyQ (Lieberman, Shakkottai,
I Albin 2019). Do tej grupy choréb nalezy pig¢ innych ataksji rdzeniowo-mézdzkowych
(SCAL, 2,6,7,17) (Henry L. Paulson i in. 2017), jak réwniez choroba Huntingtona, zanik
jadra zebatego, czerwiennego, gatki bladej 1jadra Luysa (ang. dentatorubral-
pallidoluysian atrophy; DRPLA) oraz rdzeniowo-opuszkowy zanik mig¢éni (ang. spino-
bulbar muscular atrophy; SBMA) (Stoyas i La Spada 2018). Znanym czynnikiem
etiologicznym wszystkich chorob polyQ jest wspdlny typ mutacji, ekspansja powtorzen
CAG w odcinkach kodujacych odpowiednich genéw, przektadajaca si¢ na wystgpowanie
wydhuzonego traktu poliglutaminowego w biatku. Ekspansja powtérzen CAG w SCA3
zlokalizowana jest w egzonie 10 genu ATXN3 (Durr 2010; Gardiner i in. 2019). W genie
ataksyny-3 osob zdrowych liczba powtorzen CAG wynosi zazwyczaj miedzy 14 a 42,
natomiast u pacjentow cierpigcych na SCA3 liczba powtorzen CAG podnosi si¢ od 56 do
91 w jednym allelu ATXN3 (Riess i in. 2008; Udo Riib, Brunt, i Deller 2008; Lima i
Raposo 2018). Z SCA3 zwigzano rdwniez pojecie premutacji, ktore polega na niepeine;j
penetracji choroby, co oznacza, ze pacjenci w pojedynczym allelu posiadaja od 45 do 55
powtorzen CAG (Thomas Klockgether, Mariotti, i Paulson 2019). Pomimo, ze wartosci
ciggu powtdrzen charakterystyczne dla niepetnej penetracji choroby nie sg w petni
zdefiniowane, wystepuje przypadek asymptomatycznego pacjenta SCA3 z 68
powtorzeniami CAG (van Alfen i in. 2001). Pojedyncze przypadki o najdtuzszym
raportowanym ciggu powtorzen CAG, to te zawierajace 86 oraz 83 powtdrzen w genie
(Y. X. Zhou i in. 1997). Do rzadkich nalezg przypadki homozygotycznych pacjentow z
SCA3, u ktorych osoba dziedziczy dwie kopie zmutowanego genu ATXN3, co prowadzi
do bardziej nasilonych objawow i wczesniejszego poczatku choroby (Lerer i in. 1996;
Sobue i in. 1996; D. R. Carvalho i in. 2008). Choroba SCA3 zostata zwigzana ze
zjawiskiem antycypacji (charakterystycznym dla choréb polyQ SCA), ktére polega na
wczesniejszym pojawianiu si¢ symptomow choroby uwarunkowanej genetycznie o coraz
wigkszym nasileniu w nastepujacych po sobie pokoleniach (Maciel i in. 1995; Leotti i in.

2021). Co wigcej, ojcowska transmisja zmutowanego genu ATXN3 czesto wigze si¢ z
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silniejszg ekspansja powtdrzen w kolejnym pokoleniu w poréwnaniu do transmisji

matczynej (McMurray 2010; Orr 2012; Kim i Cho 2015; Souza i in. 2016).

3.2.2. Kliniczne objawy SCA3

Pierwsze objawy SCA3 pojawiaja si¢ w okoto 3-5 dekadzie zycia (Udo Riib 1 in.
2013). Choroba charakteryzuje si¢ postepujaca ataksjag mozdzkowg ze zmiennymi
objawami, w tym objawami piramidowymi, dystoniczno-sztywnym zespotem
pozapiramidowym, znaczng amiotrofia obwodowa 1 uogdlniong arefleksja oraz
postepujacg oftalmoplegia zewnetrzng. Rozpoznanie opiera si¢ na podstawie wywiadu z
pacjentem oraz wywiadzie rodzinnym (D’Abreu i in. 2010). Diagnoza pacjenta jest
ustalana na podstawie molekularnego badania genetycznego, w ktorym zidentyfikowano
heterozygotyczng ekspansje powtorzen CAG w genie ATXN3. Rezonans magnetyczny
moézgu (ang. Magnetic Resonance Imaging; MRI) najczesciej ujawnia atrofie mézdzku
(Biirk 1 in. 1996). Najczesciej obserwowanym zaburzeniem jest powigkszenie czwartej
komory (Onodera i in. 1998), odzwierciedlajace zanik mézdzku i pnia mézgu. Wyniki
badan neurologicznych maja tendencj¢ do ewoluowania w miare postepu choroby.
Spektroskopia rezonansu magnetycznego moézgu (ang. Magnetic Resonance
Spectroscopy; MRS) moze wykry¢é wczesne nieprawidtowos$ci neurochemiczne
w regionach mozgu w SCA3 (Joers i in. 2018). Pacjenci maja ograniczong jakos$¢ zycia,
poniewaz choroba postepuje. Smieré nastepuje 6 do 29 lat od wystapienia choroby,
gtownie z powodu powiktan ptucnych i kacheksji (Sequeiros i Coutinho 1993; Diirr i in.
1996; Ludger Schéls i in. 2004; Durr 2010; Vale i in. 2010; Diallo i in. 2018).

Najsilniejsza degeneracja neuronéw obserwowana jest w mozdzku (gtownie w
jadrach glebokich moézdzku), kolumnach grzbietowych 1 drogach rdzeniowo-
moézdzkowych w rdzeniu krggowym, a takze w pniu mozgu (w tym w istocie czarnej),
jadrach podkorowych i samej korze mozgowej. Degeneracja w jadrze zgbatym mézdzku
1 jadrach grzbietowych w kolumnach Clarke’a odpowiadaja za rozwoj ataksji
moézdzkowej, zaburzenia chodu, rownowagi i koordynacji ruchowej, kiedy degeneracja
istoty czarnej zwigzana jest z parkinsonizmem. Degeneracja jadra nerwu podjezykowego
1 zanik jader motorycznych zlokalizowanych w pniu moézgu jest przyczyna ztozonych
zaburzefn motorycznych oczu i jezyka, zaburzen mowy (dyzartii) i potykania (dysfagii)
(Koeppen 2018). Neurodegeneracja nie jest ograniczona do osrodkowego uktadu

nerwowego (OUN), u pacjentow obserwuje si¢ rowniez postepujaca neuropati¢
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obwodowa, szczegblnie w dystalnych czesciach konczyn, prowadzaca do atrofii migséni i

arefleksji (Suga i in. 2014; Linnemann i in. 2016).

3.2.3. Bialtko Ataksyna 3

Struktura ataksyny-3

Ataksyna-3 jest biatkiem o wadze okoto 42kDa, produkowanym powszechnie w
wielu typach komorek tkanek obwodowych i neuronalnych (H. L. Paulson i in. 1997,
Trottier i in. 1998; Ichikawa i in. 2001). Biatko ataksyny-3 zbudowane jest z konca N z
domeng katalityczng Josephin, 2-3 motywéw oddziatujacych z ubikwityna (UIM), ciagu
poliglutaminowego (polyQ) oraz elastycznego konca C (Rys. 2). Co wigcej, ataksyna-3
posiada dwa sygnaly transportu z jadra do cytoplazmy (ang. nuclear export signals; NES)
i jeden sygnat transportu do jadra (ang. nuclear localisation signal; NLS) (Antony i in.
2009).
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Rysunek 2. Struktura domenowa i modyfikacje posttranslacyjne ataksyny-3.
Ataksyna-3 sktada si¢ glownie z N-terminalnej domeny katalitycznej, po ktorej
nastepuje C-koncowy ogon zawierajacy dwa lub trzy motywy oddziatujace z
ubikwityna oraz sekwencj¢ poliglutaminowa o zmiennej dlugosci. Te cechy i opisane
sygnaty lokalizacji subkomorkowej sa zamknigte w gtownym biatym obszarze.
Miejsca, na ktore oddzialuje fosforylacja (fioletowe okragle struktury),
monoubikwitynacja, sumoilacja sg reprezentowane w niebieskim obszarze. Oznaczenia
oparto na podstawie sekwencji ATXN3 przedstawionej w Uniprot (P54252). Skroty:
Qn, ciag poliglutaminowy; NES, sygnat eksportu jadrowego; NLS, sygnat lokalizacji
jadrowej; UIM, motyw oddziatujacy z ubikwityna.

Lokalizacja

Prawidtowe biatko ataksyny-3 wykazuje w komorce glownie lokalizacje
cytoplazmatyczng jednak jest rowniez obecne w jadrze (Trottier i in. 1998; Pozzi i in.
2008; Macedo-Ribeiro i in. 2009). Natomiast bialko zmutowane ma tendencje do

zwiekszonej migracji do jadra i tam podlega agregowaniu niezaleznie od lokalizacji
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komorek i1 miejsca neurodegeneracji w mozgu (H. L. Paulson i in. 1997; T. Schmidt i in.
1998; Riess i in. 2008). Lokalizacja ataksyny-3 podlega wptywowi sygnatu transportu do
jadra pomiedzy aminokwasem 273 do 286 wydtuzonego ciggu powtorzen poliQ, oraz 6
potencjalnych sygnaldéw transportu z jadra do cytoplazmy, sposréd ktorych 2 wykazaty
znaczng aktywnos¢ (Rys. 2) (Antony i in. 2009; 2009; Sowa i in. 2018; Matos, de
Almeida, i Nobrega 2019). Badania nad fosforylacja aminokwasow seryn 236, 240, 1 352
przez kinaze biatkowg CK2 doprowadzily do konkluzji iz to one, spo$rdéd pozostatych
seryn majg najwigksze znaczenie dla jadrowej lokalizacji ataksyny (Mueller i in. 2009).
Fizjologicznie, ataksyna-3 lokalizuje w cytoplazmie, natomiast stresory komorkowe,
takie jak stres oksydacyjny lub szok termiczny, wyzwalajg szybka lokalizacj¢ jadrowa
danego biatka (Reina, Zhong, i Pittman 2010). Tak wigc sygnaty lokalizacji jak i
modyfikacje posttranslacyjne maja istotny wpltyw na wewnatrzkomorkowe miejsce

wystepowania ataksyny-3.

Funkcja ataksyny-3

Ataksyna-3 nalezy do rodziny proteaz cysteinowych z aktywnoscig
deubikwitynazy (Grasty, Weeks, i Loll 2019). Wtasciwosci biochemiczne UIM oraz
domeny Jesephin sugeruja, ze ataksyna-3 pelni wazng role w $ciezkach kontroli jakosci i
degradacji biatek w komorce, czyli autofagii i systemie ubikwityna-proteasom (UPS).
Lancuchy ubikwityny stanowia znacznik do rekrutacji bialek posiadajacych domeny
wigzace ubikwityne, do podjecia okres§lonej funkcji biologicznej (Zhong i Pittman 2006;
Matos, de Almeida, i Nobrega 2019; Singh 1 in. 2019). Omawiane biatko posiada
zdolno$¢ do wigzania 1 cigcia tancuchéw poliubikwitynowych przez wigzanie si¢ do
reszty tetraubikwityny potaczonej lizynami w pozycji 48 lub 63, ktéra oznakowane jest
docelowe biatko. Nastepnie hydrolizuje potgczenie miedzy tancuchem ubikwityny, a
biatkiem, usuwajac w ten sposob molekularny znacznik (Costa i Paulson 2012; A. L.
Carvalho, Silva, i Macedo-Ribeiro 2018). Istot¢ tego mechanizmu w kontekscie calej
komorki przedstawia proces deubikwitynacji przez ataksyne-3 takich bialek jak RNFS,
CHK1 lub bekliny-1. Prawidtowo petniona funkcja przez ataksyne chroni CHK1 i RNF8
przed przedwczesng degradacja pozwalajac na kontrole cyklu komérkowego i naprawe
DNA (Tuiin. 2017; Singhiin. 2019). W przypadku bekliny-1, prawidtowo wykonywana
funkcja ataksyny-3 chroni to biatko, kluczowego aktywatora autofagii, przed degradacja

proteasomalng (Hill i in. 2021). Ponadto, ataksyna-3 bierze udziat w regulacji degradacji
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w procesie autofagii, na drodze bezposredniego wplywu na znane regulatory autofagii, w
tym biatka zwigzane z mikrotubulami LC3 i biatko zwigzane z receptorem kwasu
gamma-aminomastowego GABARAP (Herzog i in. 2020).

W istocie, rola ataksyny-3 nie ogranicza si¢ wytacznie do kontroli jako$ci biatek.
Ataksyna-3 ma powinowactwo do tancuchow ubikwityny taczonych przez resztg lizyny
w pozycji 63 (k63), w konsekwencji umozliwiajagc oddziatywanie na wiele innych
procesow komorkowych, migdzy innymi translacja, endocytoza czy aktywacja kinaz
(Winborn i in. 2008; Z. J. Chen i Sun 2009). Omawiane biatko moze regulowaé proces
ekspresji gendw poprzez zmiang metylacji DNA, sekwestracje biatka CBP (ang. CREB-
binding protein) czy interakcje z deacetylazg histonowg HDAC3 (Chai i in. 2001; Evert i
in. 2006; Ding i in. 2020). Pelni takze funkcj¢ w istotnych procesach komoérkowych
zwigzanych z zachowaniem integralnosci genomu, obrong przed stresem oksydacyjnym

i apoptozg (Chakraborty i in. 2020; Tu i in. 2020).

Patofizjologia molekularna i komorkowa w chorobie SCA3

Wazng cechg neuropatologiczng SCA3, wspdlng dla innych choréb poliQ, jest
wystepowanie wewnatrzkomorkowych agregatow zawierajacych zmutowane bialtko,
zar6wno wewnatrz, jak i na zewnatrz struktur mozgu dotknietych neurodegeneracja (Rys.
3) (H. L. Paulson i in. 1997; T. Schmidt i in. 1998; U. Riib i in. 2006). W duzej mierze sa
one opisywane jako wewnatrzjagdrowe inkluzje oraz agregaty w cytoplazmie komorek,
znajdujace si¢ w neuronach oraz we witoknach aksonow regionow moézgu dotknigtych
choroba (Hayashi, Kobayashi, i Furuta 2003; Kay Seidel i in. 2010; K. Seidel i in. 2012).
Wewnatrzkomorkowe agregaty zawieraja zarowno normalna, jak i zmutowang ataksyne-
3, ubikwityne, czy tez inne biatka, w tym biatka szoku cieplnego, czynniki transkrypcyjne
i inne niz ataksyna-3 biatka warunkujgce choroby polyQ (H. L Paulson i in. 1997; Perez
I in. 1998; Uchihara i in. 2001; Yamada i in. 2001; Hayashi, Kobayashi, i Furuta 2003).
Szczegotowa funkcja tych agregatdéw w procesie patogennym nie jest wcigz wyjasniona.
Natomiast mogg one wywiera¢ szkodliwy wptyw, ze wzgledu na wigzanie i blokowanie
funkcjonalnych biatek (Todd i in. 2013), lub przeciwnie, mogg mie¢ charakter
protekcyjny, stuzac jako ztoza do blokowania patogennego biatka (T. Takahashi, Katada,
I Onodera 2010). Agregaty te moga posrednio warunkowaé chorobe, poprzez wigzanie i
blokowanie biatek, lub poprzez bezposrednie zaburzanie funkcji jadra lub transportu
aksonalnego (Morfini, Pigino, i Brady 2005). Wazne biatka wykryte w agregatach to
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m.in. ubikwityna i biatko wiazace kaset¢ TATA (ang. TATA box-binding protein) (J.
Takahashi i in. 2001), czy molekularne interaktory ataksyny-3 (H. Yang i in. 2014),
czynniki transkrypcyjne i podjednostki proteasomu, wazne dla funkcji komérkowych
(Chai, Koppenhafer, Shoesmith, i in. 1999; Chai, Koppenhafer, Bonini, i in. 1999).
Niektore zaburzenia procesOw komoérkowych obserwowane w regionach moézgu
pacjentow ze SCA3 mozna powigza¢ z dysfunkcjg aksonoéw (T. Klockgether i in. 1999;
D’Abreu i in. 2009). Agregaty zostaly wykryte w aksonach kilku regionéw osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) pacjentow SCA3 (Kay Seidel i in. 2010; K. Seidel i in. 2012)
1 uznane za bardziej istotne dla obserwowanej neurodegeneracji niz zlogi
wewnatrzjadrowe (K. Seidel i in. 2016).

System ubikwityna-proteasom (ang. ubiquitin-proteasome system; UPS) jest
glownym szlakiem kontroli jako$ci bialek (ang. protein quality control; PQC), ktéry
reguluje wewnatrzkomorkowy poziom biatek i bierze udzial w likwidacji zle
sfaldowanych lub uszkodzonych biatek (Rys. 3). Jak wspomniano wyzej, funkcja
prawidtowej ataksyny-3 zostata powigzana ze szlakiem kontroli jakosci biatek, dziatajac
jako bialko rekrutujace ubikwitynowane substraty poprzez swoje motywy oddziatujace z
ubikwityng (Burnett, Li, i Pittman 2003; Doss-Pepe i in. 2003; Chai i in. 2004; Schmitt i
in. 2007). Utrata funkcji ataksyny-3 na skutek posiadania wydtuzonego ciggu powtorzen
poliQ w swojej budowie moze wpltywa¢ na UPS i w ten sposéb leze¢ u podstaw
patogenezy MIJID/SCA3. Dowiedziono, ze w agregatach wewnatrzkomorkowych
ataksyny-3 znajduja si¢ komponenty kompleksu proteasomu (Chai, Koppenhafer, Bonini,
I in. 1999; Chai, Koppenhafer, Shoesmith, i in. 1999; Thorsten Schmidt i in. 2002), jak i
inne biatka zaangazowane w kierowanie biatek do proteasomu w celu ich degradacji (de
Pril i in. 2004; Bergink i in. 2006).

Autofagia stanowi glowny szlak komoérkowy przeznaczony do degradacji biatek
sktonnych do agregacji, w tym biatek polyQ (Ravikumar, Duden, i Rubinsztein 2002). W
SCA3, zahamowanie autofagii w modelu Drosophila MID/SCA3 zwigkszyto
toksyczno$¢ zwigzang ze zmutowang ataksyng-3 (Bilen i Bonini 2007). W tkankach
pobranych z mézgdéw pacjentdéw SCA3 stwierdzono nieprawidlowe nagromadzenie kilku
biatek autofagii (LC3, p62 i Atgl6L) (Nascimento-Ferreira i in. 2011). Ponadto,
stwierdzono kolokalazje bialek autofagii z agregatami wewnatrzkomorkowymi w
materiale biologicznym pobranym od pacjenéow z SCA3 (Mori i in. 2012). Ponad to, jak
wyzej wspomniano, prawidlowe biatko ataksyny-3 oddziatuje z kluczowym biatkiem

uczestniczacym w $ciezce autofagii, bekling-1 poprzez trakt poliQ. Wigzanie bekliny-1 z
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ataksyna-3 wplywa na wigkszg stabilizacje bekliny-1, co daje jej ochrone przed
wstgpieniem na droge degradacji proteasomalnej. Natomiast wydtuzony ciag powtorzen
poliQ w ATXN3 wplywa na destabilizacj¢ bekliny-1 i prowadzi do obnizenia jej
poziomu, prowadzac do deregulacji procesu autofagii (Ashkenazi i in. 2017).

DNA jest nieustannie narazone na zewngetrzne i wewnetrzne czynniki stresowe
prowadzace do pgknig¢ DNA (Madabhushi, Pan, i Tsai 2014). Uszkodzone lub
niepoprawnie naprawione DNA moze sta¢ si¢ onkogenne, uaktywnia¢ szlaki pro-
apoptotyczne lub zapoczatkowac starzenie si¢ komorek. Komorki wyksztatcity ztozone
mechanizmy sygnalizacji 1 naprawy uszkodzen DNA, zwane odpowiedzia na
uszkodzenia DNA (ang. DNA damage response; DDR), aby przeciwdziata¢ réznym
uszkodzeniom DNA (Jackson i Bartek 2009; lyama i Wilson 2013). Bardzo czgstym
zjawiskiem obserwowanym w tkankach pacjentow SCA3 jest wzmozona akumulacja
uszkodzen w DNA (Chatterjee i in. 2015) w mysich modelach SCA3 (Kazachkova i in.
2013). Aktywacja mechanizméw DDR moze aktywowac $ciezki kontroli jakosci biatek,
w tym UPS i makroautofagie (Xie i Jarosz 2018). Zaréwno prawidtowa, jak i zmutowana
ATXN3 sg szybko rekrutowane do ognisk uszkodzen DNA w komorkach narazonych na
czynniki stresowe (Pfeiffer i in. 2017). ATXN3 wptywa na stabilizacj¢ Chkl (ang.
Checkpoint Kinase 1) 1 p53 (ang. tumor protein 53), ktorych rolg jest opdznienie progresji
cyklu komorkowego i wspieranie naprawy uszkodzen DNA (H. Liu i in. 2016; Tu i in.
2017). Natomiast obnizanie poziomu niezmutowanej ATXN3 prowadzi do zwigkszenia
poziomu poliubikwitynowanych podjednostek szlaku DDR (tj. MDC1, Chk1 lub p53),
zaburzonej naprawy DNA oraz wzrostu podatno$ci komorek na czynniki stresowe

(Chatterjee i in. 2015; Gao i in. 2015; H. Liu i in. 2016).
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Rysunek 3. Sciezki patogenezy w SCA3 zwigzane ze zmutowana forma ATXN3
wewnatrz komorki (Matos, de Almeida, i Nobrega 2019; Nobrega i in. 2019).

3.3.Terapie genowe

Terapie genowe to leczenie polegajace na implementowaniu obcych kwasow
nukleinowych (DNA lub RNA) do komoérek. Informacja genetyczna transportowana w
postaci DNA lub RNA powinna wywiera¢ efekt terapeutyczny. Strategie jakimi
postuguje si¢ terapia genowa to migdzy innymi (1) zastgpienie genu powodujacego
chorobe przez jego zdrowa kopig, wykorzystywane w chorobach monogenowych, (2)
zmiana ekspresji genéw ukierunkowana na RNA, (3) wprowadzenie nowego lub
zmodyfikowanego genu do organizmu w zaburzeniach ztozonych i chorobach zapalnych,
(4) edytowanie genéw w celu wprowadzenia ukierunkowanych zmian w genomie
gospodarza (D. Wang i Gao 2014). Pomimo, ze gtéwny czynnik etiologiczny choroby
SCA3 zostat poznany juz dekady temu, oraz ujawniono liczne aspekty patogenezy SCA3,
to jest ona nadal nieuleczalna (Ashizawa, Oz, i Paulson 2018; Duarte-Silva i Maciel 2018;
McLoughlin i in. 2018).

3.3.1. Terapeutyki w terapii genowej SCA3
Ideg terapii genowej moze by¢ celowanie w czynnik etiologiczny SCA3, gen
ataksyny-3, w sposob wyciszajacy lub modyfikujacy. Innym podejsciem jest terapia

ukierunkowana na uposledzone procesy komoérkowe i molekularne, w tym zaburzenia
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funkcja systemu UPS, zaburzonia procesu autofagii, transkryptomiczna dysregulacje,
modyfikacje posttranslacyjne, rozpad lub agregacje zmutowanego biatka, procesy
zapalne, stres siateczki srédplazmatycznej, zaburzong homeostaze gospodarki wapnia,
dysfunkcje mitochondriow oraz uszkodzenia neurondéw (Katsuno i in. 2014; D. Wang i
Gao 2014; Matos, de Almeida, i Nobrega 2019). Do celowania w patogenezg SCA3
stosuje si¢ dwa gtowne rodzaje strategii terapeutycznych opartych na oligonukleotydach,
1 sg to antysensowe oligonukleotydy (ang. antisenseoligonucleotides; ASO) oraz
interferencje RNA (ang. RNA interference; RNAI).

Antysensowe oligonukleotydy to syntetyczne jednoniciowe czasteczki DNA
zdolne do hybrydyzowania do czasteczek mRNA za posrednictwem tworzenia par zasad
w mys$l zasady Watsona-Cricka. Prowadzg do zmiany funkcji lub sztucznej modulacji
ekspresji genow (Zamecnik i Stephenson 1978; Rinaldi i Wood 2018). ASO moze dziata¢
w dwodch mechanizmach. Pierwszy z nich cechuje si¢ degradacja mRNA zalezng lub
niezalezng od RNAzy H, drugi to mechanizm modulowania procesu splicingu mRNA, w
ktorego rezultacie pomijane sg egzony zawierajace patologiczng mutacje (Sazani i Kole
2003; Evers i in. 2013). Wymienione mechanizmy zostaly przetestowane w modelach
zwierzat SCA3 z rdzng efektywnoscia, uzalezniong od sposobu dostarczenia, celu i czasu
interwencji terapeutycznej (Evers i in. 2013; Toonen i in. 2016; 2017; Moore i in. 2017,
Kourkouta i in. 2019).

Odkrycie miRNA (ang. micro RNA) dato poczatek mechanizmom interferencji
RNA. miRNA stanowig grupe endogennych, niekodujacych, krotkich fragmentow RNA
o dtugosci 22 nukleotydow, o wlasciwosciach regulacji wielu procesow komorkowych,
poczawszy od proliferacji, rozwoju, po $mier¢ komorki (Fire i in. 1998; Bartel 2004). Na
ich podstawie zaprojektowano sztuczne RNAI takie jak miRNA, siRNA (ang. small
interfering RNA) czy shRNA (ang. short hairpin RNA). Moga by¢ dostarczone do ustroju
réznymi sposobami (Matos i in. 2018). Natomiast do wnetrza komorki moga
przedostawac si¢ jako siRNA, lub w formie zamkni¢tej w nosniku, dzigki czemu sg w
stanie trwale wyciszy¢ gen przez inkorporowanie do genomu (Han 2018; Nobrega i in.
2019). W celu allelo-nieselektywnego wyciszania ekspresji ataksyny-3 wykorzystano
miRNA. Wsréd konstruktow miRNA redukujacych ekspresje prawidlowej 1 zmutowanej
formy ataksyny-3 w hodowli komoérek znalazt sie miR-25 (F. Huang i in. 2014), w
przypadku miR-9, miR-181a i miR-494 zademonstrowano allelo-selektywna inhibicje
ekspresji zmutowanej ATXN3 w modelu mysim (Carmona i in. 2017). Czasteczki siRNA
zastosowano w hodowli komoérkowej HEK 293T (Y. Li i in. 2004) i mysim

24



transgenicznym modelu SCA3 (Conceigdo i in. 2016). Czasteczki shRNA zbadano
w lentiwirusowym szczurzym modelu SCA3 (Alves i in. 2008; 2010) i hodowli
fibroblastow pochodzacych od pacjentow SCA3 (Kotowska-Zimmer, Ostrovska, i
Olejniczak 2020). Na ich podstawie dowiedziono, ze zastosowanie RNAi powoduje
obnizenie poziomu zmutowanego biatka ataksyny-3, przy jednoczesnie delikatnym
spadku poziomu prawidtowej ataksyny-3. Obserwowano rowniez zmniejszenie liczby
inkluzji jadrowych zmutowanego biatka oraz ztagodzenie objawow fenotypowych
charakterystycznych dla omawianej jednostki chorobowej (Alves i in. 2010).

W zwigzku z planowanym trwalym wyciszeniem genu CYP46A1 w komorkach
moézdzku mysich modeli, i kierowaniem si¢ zasada 3R, zdecydowano o zastosowaniu
wektoréw wirusowych zwigzanych z adenowirusami (ang. Adeno-associated virus;
AAV) dla uprzednio wybranych konstruktéw shRNA. Wektory wirusowe mozna tatwo
wykorzysta¢ do opracowania ukierunkowanych terapii, poniewaz wykazuja tropizm do
okreslonych tkanek i typow komorek (Hudry i Vandenberghe 2019).

Wirusy zwigzane z adenowirusami sg matymi, nieostonietymi, jednoniciowymi
wirusami DNA nalezacymi do rodziny Parvoviridae. Sa one uwazane za najbardziej
obiecujace nosniki terapii genowej ukierunkowanej na OUN, poniewaz sa klinicznie
bezpieczne i skuteczne w transdukcji dzielacych si¢ i niedzielacych komorek, z
dhugotrwalg ekspresja transgenu (Penaud-Budloo i in. 2018). Genom AAV sklada si¢
jedynie z trzech gendéw, w tym genu replikacji (rep), sktadania (aap) i kapsydu (cap)
(Naso i in. 2017), niezbgednych odpowiednio do wirusowej replikacji, integracji i
pakowania (Berns i Giraud 1996; H. Nakai i in. 1999; Musatov i in. 2002). AAV moga
utrzymywacé si¢ w komoérce gospodarza w stanie episomalnym, przy czym tylko
niewielka czg$¢ integruje do genomu komorki gospodarza (Bouard, Alazard-Dany, i
Cosset 2009). Wyizolowano ponad 12 réznych serotypéw AAV (Duan 2016), ktore
roznig si¢ migdzy sobag specyficznymi cechami, w tym zaleznymi od biatek na
powierzchni kapsydu (Kaludov i in. 2001; Wu, Asokan, i Samulski 2006; Bell i in. 2011;
Sheniin. 2011) r6znicami w tropizmie komorkowym (Hiroyuki Nakai i in. 2005; Mandel
I in. 2006), r6znicami w efektywnosci transdukcji, oraz réznym wplywem na odpowiedz
immunologiczng gospodarza, oraz zdolnoscig do przekraczania BBB (H. Zhang i in.
2011; D. Yang i in. 2014). Wiele serotypow skutecznie transdukcje neurony i komorki
glejowe (Davidson i in. 2000; C. Wang i in. 2003; Burger i in. 2004; Aschauer, Kreuz, i
Rumpel 2013). Najczesciej badane serotypy wektorow AAV to 1, 2, 5, 8, 9 i
rekombinowany ludzki (rh)10 (Cearley i Wolfe 2006; Klein i in. 2008; Chan i in. 2017).
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Rekombinowany serotyp AAV-PHP.eB, bedacy pochodnym serotypem AAV9, oraz
AAVrhl0 stanowia obiecujace narzedzia terapii genowej ze wzgledu na
udokumentowane wiasciwosci przenikania przez BBB (D. Liu i in. 2021). Potencjat
terapeutyczny AAV  zostal przetestowany w wielu réznych zaburzeniach
neurologicznych (Kaplitt i in. 2007; Eberling i in. 2008; Christine i in. 2009; Mittermeyer
Iin. 2012; Rafii i in. 2014; Tardieu i in. 2014; Mendell i in. 2017; Dangouloff i Servais
2019; Martier i in. 2019; Rodrigues i Wild 2020).

3.4.Zwierzgce modele SCA3

Badanie patomechanizmu SCA3 w czasie rozwoju choroby na materiale ludzkim
pociaga za soba liczne ograniczenia. Pomimo, Zze material biologiczny pobrany od
pacjentow post-mortem zapewnit wiele cennych badan, w przypadku choréb rzadkich ma
bardzo mata dostepnosé. Co wigcej, potwierdzono, ze w momencie obumarcia mozgu
dochodzi do aktywacji ekspresji grupy gendw bioracych udziat w odpowiedzi na stan
zapalny (Dachet i in. 2021). W ten sposob moze zosta¢ utraconych wiele informacji, co
rzutuje na zaburzong analiz¢ wynikow, waznych dla lepszego poznania chorob
neurodegeneracyjnych. Model iPSC pozwala uzyska¢ neurony z komorek fibroblastow
pobranych od pacjentow cierpigcych na rzadkie choroby, kultywowane in vitro w
hodowli 2D (K. Takahashi i Yamanaka 2006). Jednak proces kultywowania spotyka si¢
z licznymi wadami, gdy zaplanowane sa dlugoterminowe eksperymenty terapii
genowych. Wsrdd nich mozna wyr6zni¢ wystgpienie procesu reprogramowania, ryzyko
aktywacji onkogenow, wczesng letalnos¢, wysoki wskaznik mutacji genu, niestabilnos¢

genetyczng, wysoki koszt utrzymania (Valadez-Barba i in. 2020).

3.4.1. Mysie modele w terapii genowej

Najczgsciej wykorzystywanym w nauce modelowym organizmem ssaczym jest
mysz domowa (tac. Mus musculus) (Hickman i in. 2017). Modelowanie myszy tak aby
jak mnajlepiej odzwierciedlaly objawy SCA3, polegalo na utworzeniu modeli
transgenicznych z ekspresjag cDNA ludzkiej zmutowanej ataksyny-3 lub jej fragmentu,
pod kontrolg egzogennego promotora (Cemal i in. 2002; Goti i in. 2004; Bichelmeier i in.
2007; Colomer Gould i in. 2007; Chou i in. 2008; Boy i in. 2009; 2010; Silva-Fernandes
1 in. 2010; Hiibener 1 in. 2011). Chociaz modele umozliwity zbadanie wybranych cech
SCA3, tj. badania funkcji skroconych form ataksyny-3, mechanizmu lokalizacji jadrowe;,

zmian transkrypcyjnych i metabolicznych oraz $ciezki przekazywania sygnatu w SCA3,
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zawierajag wady wynikajace z metod ich tworzenia. Defektami modeli mysich mogg by¢
nadmierna liczba kopii transgenu, nienaturalne wzorce ekspresji, niepelna ekspresja

biatek, brak sekwencji regulatorowych, lub kombinacja tych wad.

Modele typu knock-in

Nienaturalng ekspresje patologicznego genu w modelach transgenicznych i
opartych na AAV mozna ograniczy¢ przez generowanie zwierzat typu knock-in. Do tej
pory utworzono trzy modele typu knock-in SCA3 (Ramani i in. 2015; 2017; Switonski i
in. 2015; Haas i in. 2022). Ten typ modeli odznacza ekspresja zmutowanego biatka na
poziomie zblizonym do naturalnego, wynikajacego z umiejscowienia genu w
endogennym locus, w jednej kopii kontrolowane przez naturalny dla tego genu promotor.
Do utworzenia modelu knock-in SCA3 mozna uzy¢ dwie strategie. Wprowadzenie
wydtuzonego ciggu CAG do genu myszy pod jej naturalnym promotorem, lub
zmodyfikowanie mysiego genu w procesie petnej humanizacji sekwencji kodujacej genu
ataksyny-3. Takie modele jednak czgsto wykazuja tagodny fenotyp i dodatkowo
wykazujg ekspresje prawidtowej formy mysiej ataksyny-3, CO ogranicza $ledzenie

postepow choroby u takich zwierzat.

3.4.2. Model SCA3 knock-in Ki9l

Ki91 to pierwszy mysi model typu knock-in SCA3 utworzony w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN (Switonski i in. 2015). Model ten wykazuje ekspresje
ludzkiego genu ATXN3 zawierajacego 91 powtorzen CAG. Wygenerowany zostat dzigki
wprowadzeniu ludzkiego cDNA sktadajacego si¢ z egzonow 8 — 11 genu ATXNS3 z 91
powtorzeniami CAG w egzonie 10, w miejsce mysich egzondéw i intronéw 7-11 mysiego
genu ATXN3 (egzon 7 jest hybrydowy). Ze wzgledu na wysokie podobienstwo w mysim
i ludzkim genie ATXNS3, egzony 1-7 nie musialy by¢ zastepowane (Switonski i in. 2015).
Myszy modelu Ki91 SCA3 odzwierciedlajg fenotypowe, molekularne i komorkowe
cechy patogenezy SCA3. Cechujg si¢ poznym poczatkiem choroby, a defekty koordynacji
obserwowane s3 w testach Rotarod oraz testach pretow statycznych. Molekularnie
charakteryzuje je wystgpowanie stanu zapalnego w OUN, zwyrodnienie i obumieranie
komorek nerwowych w mozdzku, oraz formowanie si¢ agregatow biatkowych w
neuronach. W pracy K. Wiatr 2019 oraz 2021 opisano zmodyfikowany model Ki91l.
Zwierzeta powstaly w wyniku utworzenia par zarodowych myszy heterozygotycznych
Ki91 (mut/wt), aby gen ludzkiej zmutowanej ataksyny-3 byt obecny na dwoch allelach.
Zwierzgta SCA3 Ki91 zawieraty od 98 do 123 (Wiatr i in. 2019), oraz od 103 do 132
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powtorzen CAG na pojedynczym zmutowanym allelu ataksyny-3 (Wiatr i in. 2021). Na
podstawie wymienionych publikacji podjeto decyzje o zastosowaniu w badaniach pracy
doktorskiej mysiego modelu SCA3 Kil50/150, ktore stanowig grupe myszy
homozygotycznych (mut/mut), zawierajagcych zmutowany gen ataksyny-3 o dlugosci od
140 do 163 powtorzen CAG w pojedynczym allelu, na dwoch allelach.

Model SCA3 Ki91 przedstawia stopniowo postepujacy fenotyp. Stadium choroby
tych zwierzat podzielono na trzy fazy. Faze presymptomatyczng do 2 miesigca zycia, w
ktorej nie obserwowano zadnych zmian w motoryce myszy, faze wczesng
symptomatyczng miedzy 4 — 8 miesigcem zycia, oraz faz¢ p6zng symptomatyczng
przypadajaca na okres po 12 miesigcu zycia z progresja do konca zycia. Ataksja ruchowa
pojawia si¢ po 8 miesigcu zycia. Zaburzenia motoryczne przeradzaja si¢ w przewlekla
utrat¢ rownowagi i koordynacji, potaczonej z dystonig i ostabieniem sity mig¢$niowej w
fazie poznej symptomatycznej. W mozgach ex vivo 18-miesigcznych myszy ujawniono
znaczny globalny zanik oraz zmniejszenie objetosci wielu regionéw, takich jak kora
przysrodkowo-skroniowa, kora porowata, gruczotowa i ruchowa, cialo modzelowate,
prazkowie, septum, pons i podwzgorze (Wiatr i in. 2019; 2021). Agregaty
wewnatrzkomorkowe zawierajace ataksyne-3 pojawiaja si¢ juz w fazie wczesnej
symptomatycznej, glownie w korze moézgowej 1 mozdzku. Dominujacg formag jest
rozproszone biatko ataksyny-3, chociaz obecne sg tez agregaty wewnatrzjagdrowe (Wiatr
i in. 2019). U zwierzat w fazie poznej symptomatycznej agregaty sa obecne rowniez w
prazkowiu, $rodmoézgowiu, hipokampie, strukturze mostu oraz jadrach glebokich
moézdzku (Wiatr i in. 2021). Zmiany transkrypcyjne obecne u homozygotycznych Ki9l
w wieku 10 1 14 miesigcy sa charakterystyczne dla markerow uszkodzonych komorek w
SCA3 (Wiatr i in. 2019). Zidentyfikowane deregulowane biatka powigzane sg z
prekursorami neuronéw oraz oligodendrocytami, metabolizmem energetycznym,
procesem apoptozy, organizacja cytoszkieletu, projekcjami neuronalnymi, transportem
membranowym i transsynaptycznym (Wiatr i in. 2019). Przez poznanie funkcji
deregulowanych biatek u zwierzat Ki91 w fazie presymptomatycznej i symptomatycznej
udato si¢ znalez¢ wspolne potaczenie w formie aksonu. Akson to struktura wymagajaca
wysokiej produkcji energii, efektywnego transportu wzdtuz jego struktury i stanowi
lokalizacj¢ uwalniania si¢ pecherzykow aksonalnych. Postulowane jest wystepowanie
zaburzen energetycznych w neuronach, ktére nie sa spowodowane wcze$niejszymi

uszkodzeniami aksonu (Wiatr i in. 2021).
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4. Cel pracy

Moja praca doktorska nalezy do badan typu weryfikacja koncepcji naukowej (ang.
proof of principle), w ktorej zaplanowane eksperymenty mialy na celu potwierdzenie lub
zaprzeczenie hipotezie, ze dysfunkcja enzymu CYP46Al, odpowiedzialnego za
metabolizmu cholesterolu w moézgu odgrywa patogenng role w ataksji rdzeniowo-
mozdzkowej typu 3 w mysim modelu Kil50. Hipoteze¢ wysunigto na podstawie uprzednio
przytoczonych wynikéw w chorobach AD i HD, w ktéorych udowodniono udziat
CYP46A1 w patomechanizmie chorob neurodegeneracyjnych. W SCA3 jednymi z
najsilniej zdegenerowanych komoérek w moézdzku s3 komodrki Purkinjego, ktore
specyficznie eksprymuja gen kodujacy biatko CYP46A1. Zdefiniowanie roli CYP46A1
oraz zaburzonego metabolizmu cholesterolu w mozgu w patomechanizmie SCA3
pozwoli na zaproponowanie skutecznej, celowanej terapii genowej, modulujacej poziom

ekspresji genu CYP46A1 w mézdzku.

Cele szczegdtowe pracy doktorskie;j:

Cell. Odkrycie warunkéw transdukcji komoérek Purkinjego w moézgu myszy z
pomoca wektoréw wirusowych typu AAV,

Cel2. W zwigzku ze znaczeniem poziomu CYP46A1 w chorobach
neurodegeneracyjnych, odkrycie czy obnizenie poziomu biatka CYP46A1 w
komorkach Purkinjego z pomoca shRNA, po iniekcji domédzgowej wektordw
AAV, wywola niekorzystne motoryczne objawy  behawioralne
przypominajace SCA3, w myszach kontrolnych WT,

Cel 3.  Zbadanie czy w modelu Kil50 wystepuje patogeneza SCA3 zwigzana z
obnizonym poziomem biatka CYP46A1,

Cel 4. Zbadanie czy patogeneza i zmiany behawioralne w mysim modelu Kil50
ulegna nasileniu w wyniku dalszego obnizenia poziomu biatka CYP46A1 w
komorkach Purkinjego z pomocg shRNA po iniekcji domozgowej wektorow

AAV.
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5. Materialy i Metody

5.1.Materialy

5.1.1. Konstrukty genetyczne — wektory wirusowe AAV

AAVrhl0
e AAVrhl0 shCYP46A1 eGFP (Molecular Biology Service Technology
Platform Inserm U1089, Nantes, France), stezenie 7,7 x 10 vg/ml.

Zawarto$¢ konstruktu:
-shRNA genu CYP46AL1 pod kontrolg promotora PU6
-gen reporterowy eGFP pod kontrolg promotora kinazy fosfoglicerynianowe;j

(PGK)
-sekwencje odwroconych powtorzen terminalnych wektora AAV?2

e AAVrh10 _shScramble_eGFP (Molecular Biology Service Technology

Platform Inserm U1089, Nantes, France), stezenie 3,5 x 102 vg/ml.

Zawarto$¢ konstruktu:
-shRNA Scramble pod kontrola promotora PU6
-gen reporterowi eGFP pod kontrolg promotora kinazy fosfoglicerynianowej

(PGK)

-sekwencje odwroconych powtorzen terminalnych wektora AAV2
AAV-PHP.eB

e AAV-PHP.eB_shCYP46A1_eGFP (Molecular biology and virus service,

IGBMC, Strasbourg, France), stezenie 2,6 x 103 vg/ml.

Zawarto$¢ konstruktu:
-ShRNA genu CYP46AL1 pod kontrolg promotora PU6
-gen reporterowi eGFP pod kontrolg promotora cytomegalowirusa (CMV)

-sekwencje odwroconych powtoérzen terminalnych wektora AAV?2

e AAV-PHP.eB_shScramble_eGFP (Molecular biology and virus service,
IGBMC, Strasbourg, France), stezenie 3,8 x 10% vg/ml.

Zawarto$¢ konstruktu:
-shRNA Scramble pod kontrola promotora PU6

-gen reporterowi eGFP pod kontrolg promotora cytomegalowirusa (CMV)
-sekwencje odwroconych powtdérzen terminalnych wektora AAV?2
Transkrypty shCYP46A1 oraz shScramble maja identyczng sekwencje w obu

serotypach wektorow wirusowych uzytych w eksperymentach pracy doktorskiej
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(AAVrh10i AAV-PHP.eB) i zostaly wybrane na podstawie wynikow badan wykonanych
przez Djelti, F (2015) (Djelti i in. 2015).

Przygotowanie i przechowywanie wektoréw wirusowych

Zamowione wektory wirusowe otrzymano w 10 probowkach pojemnosci 100ul.
Kazdorazowo do operacji stereotaktycznych rozmrazano taka liczbe probowek, ktora
zostanie wykorzystana, aby nie doprowadzi¢ do zmiany miana wektorow wirusowych
przy wielokrotnym rozmrazaniu materiatu. Podczas operacji stereotaktycznych wektory
wirusowe doprowadzano do zadanego stezenia za pomocg roztworu jalowej soli

fizjologicznej.

5.1.2. Materiat biologiczny

Mysie modele uzyte w eksperymentach

Do prac zwigzanych z analiza wyciszenia ekspresji genu CYP46A1 stosowano
mysi model kontrolny C57BL (WT) zakupiony z The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine, USA), oraz myszy transgeniczne odzwierciedlajace fenotyp choroby ataksji
rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 SCA3 Kil50/150. Hodowla myszy prowadzona byta w
Zwierzetarni W Wielkopolskim  Centrum Zaawansowanych Technologii (WCZT,

Poznan, Polska).

5.1.3. Oligonukleotydy

Tabela 1. Sekwencje oligonuklotydow

Nazwa Sekwencja 5’->3°
eGFP_F GACGACGGCAACTACAAGA
eGFP_R CATGATATAGACGTTGTGGCT

CYP46AL1_F 1l CACCCTGGCAAAGTTCATGC
CYP46A1_R_II CAGAACCTCATCGTCCTGAGC

ITR_F GGCACAGGACTTACTCCACA

ITR_R CGGTGCAGTGGTCAGAGTTT
B-actin_F TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT

B-actin _R ATGGAGGGGAATACAGCCC
Intron 9 genu ataksyny 3 F TCCTCTCTAGGATGGCTTTG
Intron 9 genu ataksyny 3 R TAAACGCCCCTACCTATTTG
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Region CAG ludzkiej ataksyny 3 F GGAAGAGACGAGAAGCCTAC

Region CAG ludzkiej ataksyny 3 R TCACCTAGATCACTCCCAAGT

Tabela 2. Sekwencja shRNA wyciszajace ekspresj¢ genu Cyp46al

Nazwa: Nié sens Petla Ni¢ antysens
shCYP46A1 GTATGGTCCTGTTGTAAGAGT TTGATATCCG ACATTGACTCTTACAACAGGA
CAATGT CCATAC
shScramble GTCTTCTAGATTTGTGAGAGG TTGATATCCG AAGTTCCCTCTCACAAATCTA
GAACTT GAAGAC

5.1.4. Wazniejsze odczynniki chemiczne 1 biochemiczne

Chlorek sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

Etanol (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone)

Kwas octowy (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

Tris-base (Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada)

Wodorotlenek sodu (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

Sacharoza (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

Agaroza (EURx, Gdansk, Polska)

EDTA (PoCh, Gliwice, Polska)

Kwas borowy (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

Roztwor zamykajacy Mounting medium Fluoroshield™ (Sigma Aldrich, Saint
Louis, Missouri, Stany Zjednoczone )

Triton X-100 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)
Chloroform cz.d.a. (PoCh, Gliwice, Polska)

Formaldehyd (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone)

SDS (Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada)

4% roztwor paraformaldehydu (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone)

Sdl fizjologiczna 0.9% NaCl (Polpharma, Starogard Gdanski, Polska)

Isotek 1000 mg/g ptyn do sporzadzania inhalacji parowej (Centrowet-Cezal,
Poznan, Polska)

Vidisic, zel do oczu (DR MANN PHARMA, Berlin, Niemcy)

Tribiotic, mas¢ (KATO LABS, Warszawa, Polska)

Opokan (Meloxicam 1mg/kg m.c.) (AFLOFARM, Pabianice, Polska)
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5.1.5. Roztwory i bufory

Western blot

Bufor PB do izolacji biatek, 3x stezony Bufor obciazajgcy do bialek, 3x stezony
Tris 60 mM Tris pH 6.8 150 mM
SDS 2% SDS 6%
Sacharoza 10% B-merkaptoetanol 16%
PMSF 2 mM Glicerol 30%
Blekit bromofenolowy | 3%

Bufor do elektroforezy Bufor do elektrotransferu
Tris 25 mM Tris 25 mM
Glicyna 190 mM Glicyna 192 mM
SDS 0,1% Metanol 20%
TBS-T,pH 7.4 TBST-M
Tris 20 mM Tris 20 mM
NaCl 150 mM NaCl 150 mM
Tween 20 0,1% Tween 20 0,1%

Mleko 5%
Roztwér Ponceau S do barwienia bialek na TBE
membranie
Ponceau S 0,5% Tris 1M
Kwas octowy 1% Kwas borowy 1M

EDTA 20 mM

5.1.6. Bufory dostepne komercyjnie:

e Bufor do ligazy T4, 10x stezony (Promega, Madison, Wisconsin, Stany
Zjednoczone)

e Bufor do polimerazy GoTaq Flexi, 5x st¢zony (Promega, Madison, Wisconsin,
Stany Zjednoczone)

e Bufor PBS (Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada)
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5.1.7. Zestawy 1 materiaty komercyjne

Zestaw do izolacji DNA - Spin Column Genomic DNA Kit (Bio Basic Inc.,
Markham, Canada)

Polimeraza DNA GoTaq Flexi 5 U/ul (Promega, Madison, Wisconsin, Stany
Zjednoczone)

Simple safe (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone)
Mieszanina dNTP o catkowitym stezeniu 40mM (EURx, Gdansk, Polska)
Marker dtugos$ci DNA - Perfect Plus 1 kb DNA Ladder (EURx, Gdansk, Polska)
TRIzol reagent (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Stany Zjednoczone)
Zele komercyjne BIO-RAD Mini-PROTEAN TGX™ Precast Gels, 4-15% 15-
dotkowe (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)
Membrana nitrocelulozowa do analiz typu Western Amersham™Protran™0,45
um NC (GE Healthcare, Chicago, Illinois, Stany Zjednoczone)

Marker wielkos$ci biatek - Pageruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Zestaw do odwrotnej transkrypcji — High-capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone)

Zestaw do oznaczania biatka metodag BCA — Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Odczynniki Chemiluminescent Western Blot (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany Zjednoczone)
Butle z tlenem medycznym (Air Products, Poznan, Polska)

Traktowana DEPC woda wolna od nukleaz (EURx, Gdansk, Polska)
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5.1.8. Przeciwciata

Tabela 3. Lista przeciwciat I i II rzedowych

Przeciwciala I-rzedowe
Nazwa Gospodarz ROZCW;Zeme ROZClelgczeme Producent
Anty-CYP46A1 Oryctolagus cuniculus 1:1000 1:100 ProteinTech
Anty-GFP Oryctolagus cuniculus 1:100 - Hybridoma
Anty-GAPDH Mus musculus 1:10000 - ProteinTech
Anty-lamina B Mus musculus 1:10000 - ProteinTech
Anty-kalneksyna | Oryctolagus cuniculus 1:2000 - Sigma Aldrich
Anty-ataksyna 3 | Oryctolagus cuniculus 1:1000 1:1000 ProteinTech
Anty-GFAP Mus musculus - 1:1000 BDPharmingen
Anty-Calbindyna | Oryctolagus cuniculus - 1:2500 Frontier
Anty-NEUN Mus musculus - 1:200 Millipore
Anty-NEFH Mus musculus - 1:50 Hybridoma
Przeciwciala II-rzedowe
i ; Jackson
- * - -
Anty-mysie Equus asinus 1:5000 ImmunoResearch
Anty-kroélicze * Equus asinus 1:5000 - Jackson
ImmunoResearch
s . ) Jackson
Anty-krélicze-Cy3 Equus asinus - 1:500 ImmunoResearch
Anty-krolicze- . . Jackson
Alexa647 Equus asinus i 1:500 ImmunoResearch

*HRP — peroksydaza chrzanowa

5.1.9. Sprzet laboratoryjny oraz materiaty trwate

e Aparat do elektroforezy pionowej Mini-Protean®Tetra (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)

e Aparat do transferu mokrego Mini Trans-Blot® (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, Stany Zjednoczone)

e pH-metr Seven Easy (Mettler Toledo, Warszawa, Polska)

e Aparat do elektroforezy poziomej (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia,
Stany Zjednoczone)

e Mikroskop konfokalny Leica TCS SP5 (Leica microsystems, Wetzlar, Niemcy)

e Mikroskop konfokalny Opera Phenix™ (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone)

e Sonikator Sonoplus mini20 BANDELIN (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone)

e System dokumentacji zeli G:box (Syngene, Cambridge, Wielka Brytania)

e Homogenizator TissueRuptor (Qigen, Hilden, Niemcy)
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Termocykler ProFlex™ 3 x 32-well (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone)

Termocykler do gPCR CFX Connect™ Real-time PCR Detection System (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)

Termomikser TS-100 (Biosan, Jozefow, Polska)

Wiréwka multi spin MSC-600 (Biosan, Jozefow, Polska)

Wiréwka 5424R (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

Wirowka Mikro120 (Hettich, Lusowo, Polska)

Zasilacz do elektroforezy PowerPac™Basic (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, Stany Zjednoczone)

Aparat RotaRod model 47600 (Ugo Basile, Wtochy)

Aparat StaticRod (wlasna konstrukcja; opracowana na podstawie publikacji
Deacon (2013) oraz Switonski (2015) (Deacon 2013; Switonski i in. 2015)
Aparat sterotaktyczny (RWD Life Science, San Diego, Stany Zjednoczone)
System pompy infuzyjnej (KD Scientific Inc., Holliston, Stany Zjednoczone)
Mieszadto (SunLab, Warszawa, Polska)

Pompa do perfuzji (wlasna konstrukcja)

Systemy do znieczulania i anestezji zwierzagt (RWD Life Science, San Diego,
Stany Zjednoczone)

10-pl-strzykawki Hamilton z iglta 26G (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone)

Nici chirurgiczne wchtanialne (Madens, Poznan, Polska)

Maty grzewcze do klatek operowanych myszy (RWD Life Science, San Diego,
Stany Zjednoczone)

Maty grzewcze dla zwierzat w trakcie operacji stereotaktycznych (RWD Life

Science, San Diego, Stany Zjednoczone)

5.1.10. Programy komputerowe i bazy danych

GeneSys — analiza zeli agarozowych i membran w metodzie Western blot
(Syngene, Cambridge, Wielka Brytania)

ImageJ — analiza zdjg¢ mikroskopowych oraz membran w metodzie Western blot

(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
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e Peak Scanner 1.0 — analiza ilo$ci powtdrzen CAG w elektroforezie kapilarnej
(Life Technologies, Carlsbad, USA)

e Leica Angle Two™ - oprogramowanie stereotaktyczne  ATLAS
(MYNEUROLAB.COM, VWR International, Radnor, Pensylwania, Stany
Zjednoczone)

e GraphPad Prism v.6.01 — statystyczna analiza wynikow (GraphPad Software, San
Diego California USA)

e Tecan Infinite — analiza st¢zenia bialka metoda BCA (Tecan Group AG,
Minnedorf, Szwajcaria)

e BioRender — tworzenie obrazkéw (BioRender.com)

5.2.Metody
5.2.1. Hodowla

Zwierzeta w do§wiadczeniach byly utrzymywane w statych $cisle okreslonych i
kontrolowanych warunkach, tj. w temperaturze 22°C +/- 2°C, wilgotnos$ci powietrza 55-
60 %, w cyklu dobowym 12 godzin $§wiatla (ciagto$¢ 12 godzinna)/12 godzin ciemnosci,
W pomieszczeniu doswiadczalno—bytowym, w ktorym wymiana powietrza jest na
poziomie 8-15 wymian/h. Pomieszczenie wykonane jest w sposob spelniajacy normy
dotyczace pomieszczen przeznaczonych dla zwierzat laboratoryjnych zgodnie z
,Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa | Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia 2016r. w
sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢ osrodek oraz minimalnych
wymagan w zakresie opieki nad zwierzgtami utrzymywanymi w osrodku”. Myszy byly
utrzymywane w regale klatkowym IVC (indywidualnie wentylowane klatki, 54-krotna
wymiana powietrza w klatce na godzing) wyposazonym w klatki o powierzchni podiogi
550 cm2 1 wysokosci 14 cm, wyposazone w filtr zewnetrzny, oznaczone tabliczka.
Zwierzeta mialy nieograniczony dostep do wody pitnej oraz pozywienia dla myszy (lac.
ad libitum). Na kazda klatke przypadato po 2-5 osobnikéw, dla ktérych zapewniano
urozmaicenia w postaci drewnianych klockow oraz bawekianych kokondw, na $cidtce
osikowej odpylonej wymienianej co najmniej 1 raz w tygodniu (lub w zaleznosci od

potrzeb).
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Mysi model kontrolny C57BL

Myszy zostaty pozyskane z Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA).

Mysi model Ki150/150

Mysi model Kil50/150 zostal stworzony w Instytucie Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk. Zwierzeta te majg podtoze genetyczne myszy C57BL.

5.2.2. lzolacja DNA

DNA zostalo wyizolowane z koncowego odcinka ogona. Do izolacji DNA
Z pozyskanego materiatu biologicznego wykorzystano komercyjny zestaw Spin Column
Genomic DNA Kit (Bio Basic Inc., Markham, Canada). Genotypy zostaty
zdeterminowane przez reakcje PCR z GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison,
USA). Warunki reakcji tancuchowej polimerazy to 3 min w 94 °C, 12x (35s w 94°C, [45s
w 64°C — 0,5°C/cykl], 45s w 72°C), 25% (35s w 94°C, 30s w 58°C, 45s w 72°C) oraz 2
min w 72°C. Produkty reakcji PCR rozdzielono na 1,5% zelu agarozowym w buforze

TBE wybarwionym SimplySafe (EURx, Gdansk, Polska).

5.2.3. PCR i elektroforeza kapilarna

W celu zweryfikowania iloSci powtdorzen CAG w grupie myszy modelu
Kil50/150 wykonywano reakcje PCR z uzyciem GoTaq Flexi DNA Polymerase, i
zastosowano znacznik 6-FAM na jednym z primerow potrzebny do elektroforezy
kapilarnej. Warunki przebiegu tancuchowej reakcji polimerazy to 5 min w 94°C, 30% (20s
w 94°C, 10s w 60°C, 30s w 72°C) oraz 7 min w 72°C. Produkty reakcji PCR rozdzielono
na 1,5% zelu agarozowym w buforze TBE, zwizualizowane przy pomocy SimplySafe
(EURx, Gdansk, Polska ). Jednocze$nie w celu oznaczenia ich wielko$¢ uzywajac ABI
3130xI Analyzer zlecono przeprowadzenie elektroforezy kapilarnej na uzyskanych
produktach reakcji PCR w Laboratorium Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Wynik elektroforezy kapilarnej analizowano
indywidualnie w programie Peak Scanner 1.0 (Life Technologies, Carlsbad, USA).

Poniewaz obecnos¢ powtdorzen CAG w fragmentach PCR spowalnia ich
elektroforetyczng migracj¢, przygotowano krzywa kalibracyjng sktadajaca sie
z zweryfikowanych sekwencyjnie fragmentow o wielkosci 21, 69, 81, 91 1 97 CAG

I wykorzystano ja do oceny doktadnej liczby powtdrzen CAG w analizowanych probach.
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5.2.4. Operacje stereotaktyczne

Myszy poddane zostaly operacjom stereotaktycznych wstrzyknie¢ domézgowych
wektoréw wirusowych AAV w znieczuleniu ogolnym mieszanka tlenu i izofluranu w
komorze systemu do anestezji wziewnej. Caly system zbudowany jest z parownika
izofluranu, tlenu medycznego, przeplywomierza i zaworu do r¢cznej kontroli przeptywu
gazowe] mieszaniny znieczulajacej. Parametry przeplywu izofluranu z gazem no$nym
(tlen medyczny) utrzymywane sg na poziomie 2,5 — 3 % podczas operacji. Powierzchnia
okolo zabiegowa zostata zdezynfekowana i przykryta folig, w celu zmniejszenia ryzyka
zakazenia. Po uprzednim sprawdzeniu glebokiej anestezji zwierzecia testem refleksu
konczyny tylnej, zwierz¢ przeniesiono do ramki stereotaktycznej, gdzie dalej
pozostawalo pod znieczuleniem ogoélnym podanym przez stozek nosowy. Glowa
zwierzecia byta unieruchomiona za pomocg kotkéw dousznych i stozka donosowego z
uchwytem na goérne zgby. Oczy zabezpieczano przed wysychaniem za pomoca
lubrykantu. Podczas operacji zwierze jest ogrzewane przez podkiad grzejacy
dedykowany dla ramki stereotaktycznej, a temperatura ciala jest kontrolowana przez
termometr rektalny. Na glowie myszy, w miejscu operowanym, pozbyto si¢ czesci siersci.
Powierzchni¢ skory przemywano wodnym roztworem jodyny, wykonano naci¢cie. Do
uwidocznienia Bregmy uzyto jalowego roztworu nadtlenku wodoru. Bregma stanowi
punkt odniesienia do iniekcji srédmiagzszowych (intraparenchymalnych). Wykorzystujac
aparat stereotaktyczny z oprogramowaniem ATLAS, okreslono koordynaty w miejscu
ktorych, za pomocg iglty 30G nawiercono otwor w czaszce. Terapeutyki zostaty podane
przez igle 26G-przytwierdzong do 10-pl-strzykawki Hamilton wykorzystujac system
pompy infuzyjnej (KD Scientific Inc. Holliston, Stany Zjednoczone). pompy pracowaty
ze stala predkoscig 0,3 pl/min. Procedura zaktada pozostawienie igly w miejscu
wstrzyknigcia przez 5 min po zakonczonej infuzji, w celu uniknigcia wycieku roztworu.
Skore zszywano rozpuszczalnymi ni¢émi chirurgicznymi. Na $wiezo zszyta rang
naktadano mas¢ z antybiotykiem. Zwierzeta pozostawaty pod statg opieka pooperacyjna.
Otrzymywaly podskoérne zastrzyki $rodka przeciwbdolowego Opokanu (Meloxicam
1mg/kg m.c.) (AFLOFARM, Pabianice, Polska).

Operacje stereotaktycznie obejmowaty lobule IV-V 1 VIII mézdzku oraz jadra
glebokie mézdzku (DCN ang. Deep Cerebellar Nuclei).
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Tabela 4. Koordynaty do iniekcji stereotaktycznych.

Koordynaty lobul mézdzku

ML AP DV
0.0 -6.4 -1.6
0.0 -1.4 -1.9
Koordynaty jader gl¢bokich mézdzku
ML AP DV
-1.2 -6.4 -3.0
1.2 -6.4 -3.0

ML-Medial-Lateral; AP-Anterior-Posterior; DV-Dorsal-Ventral

5.2.5. Testy behawioralne
Wszystkie badania behawioralne byty wykonywane bez znajomos$ci genotypu

zwierzat i rodzaju zastosowanego reagenta.

Testy punktacji fenotypu (ang. Phenotype scoring test)

Wykonano testy punktowe przeznaczone do oceny fenotypu ataksji w modelach
mysich (Guyenet i in. 2010). W sktad testow punktowych fenotypu wchodzg 4 analizy;
test krawedzi (ang. ledge test), zaciskania konczyn tylnych (ang. hindlimb clasping), chod
(ang. gait) oraz kifoza (ang. kyphosis). Na ogélny wynik testow fenotypu myszy
transgenicznych modelu Ki150 SCA3 oraz myszy kontrolnych C57BL sktadala si¢ suma
punktow zebranych z 4 testow (skala 0-3, gdzie 0 oznacza brak objawow fenotypowych,

minimalny zsumowany wynik=0, maksymalny wynik=12).

Test Rotarod

Test Rotarod zaktada badanie myszy przez 3 nastgpujace po sobie dni, a kazda
sesja dzienna obejmowala 5-minutowg probe treningowa na aparacie Rotarod przy
predkosci 4 RPM. Po odpoczynku trwajagcym 30 minut, myszy poddawano 3 kolejnym 5
minutowym prébom w warunkach liniowego przyspieszenia predkosci od 4 — 40 RPM w
czasie 300s. Parametr czasu upadku myszy z preta rejestrowano dla kazdej proby.
Maksymalny mierzony czas dla myszy to 300s, po tym okresie zatrzymywano rejestracje,
a mysz wracala do klatki. Dane z dnia treningowego nie byly uwzgledniane w analizach

statystycznych.
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Test pretow statycznych (ang. StaticRod test)

Konfiguracja i protokdt testu pretow statycznych zostaty zaadaptowane z
publikacji Deacon (Deacon 2013), z modyfikacjami. 5 drewnianych pretow o dtugosci 60
cm, o srednicach 35 mm, 28 mm, 21 mm, 17 mm i 9 mm, reprezentujacych rdzne stopnie
trudnosci umieszczono na dedykowanej pdice, 60 cm nad podloga. Pod pretami
umieszczono materac zapobiegajacy zranieniu myszy podczas sporadycznych upadkow.
Na potce rozsypano $ciotke, aby zacheci¢ myszy do podazania w kierunku poftki.
Rejestrowano czas obrotu myszy i czas przejScia przez pret. Myszy otrzymywaty
maksymalny wynik 30s, jesli nie udato im si¢ odwroci¢, spadly, odwrocity sie do gory
nogami na precie, nie udalo im si¢ przejs¢, lub jakakolwiek kombinacja tych zachowan
w danym czasie. Myszy poddawano jednemu dniu treningowemu, a nastgpnie byty
testowane przez 3 kolejne dni. Dane z dnia treningowego nie byly uwzglgdniane w

analizach statystycznych.

Pomiar masy ciata

Wszystkie myszy bioragce udziat w  eksperymentach i operacjach
stereotaktycznych byly poddawane pomiarom masy ciala. Monitorowanie masy ciata
odbywato si¢ w Scisle okreslonych, rownych odstepach czasu przypadajacych na dni

testow behawioralnych.

5.2.6. Pobor tkanek

Grupy myszy poswigcano za pomoca perfuzji przez sercowej. Zwierzeta
znajdowaly si¢ pod gleboka anestezja podczas catego zabiegu. Kolejne zwierzeta,
pojedynczo przytwierdzano do podloza, w pozycji grzbietowej, czg$¢ brzuszng zwilzono
60% roztworem etanolu. Wykonano cigcie przez powloke zewngtrzng i Sciang jamy
brzusznej ponizej jamy klatki piersiowej. Nastepnie wykonano mate nacigcie przepony,
ktore kontynuowano na calej jej dtugosci, aby odstoni¢ jame¢ optucnowa. Nacieto zebra
az do obojczyka po obu stronach klatki piersiowej. Ostroznie przyci¢to tkanki potaczone
z sercem. Szybkim 1 delikatnym ruchem umieszczono iglt¢ w lewej komorze serca przez
koniuszek serca, z jednoczesnym przecigciem prawego przedsionka serca.
Przeprowadzano perfuzj¢ roztworem PBS o temperaturze 4°C, 30ml na mysz. W
zaleznosci  od  kierunku  dalszych  eksperymentow  immunopatologicznych,
genomicznych, proteomicznych, odpowiednio mdzg umieszczano w roztworze 4% PFA
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), lub rozpracowano
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metoda selektywnej dyssekcji na struktury opuszki wechowej (OB ang. Olfactory bulb),
kory mézgu (CTX ang. Cortex), mézdzku (CERE ang. Cerebellum), pragzkowia (ang.
Striatum), hipokamp (HP ang. Hipocampus), pieh mézgu (P, M ang. Pons, Medulla),
miedzymozgowie (M, ang. Midbrain), podwzgorze (T, H ang. Thalamus 1 Hypohalamus).

5.2.7. Western blot

Izolacja i pomiar stezenia biatka

Struktury mézgu zebrano podczas selektywnej dyssekcji. Tkanki w probowkach
natychmiast zanurzono w ciektym azocie i przechowywano w -80°C. W celu izolacji
bialek dodano 300-500 pl (w zaleznos$ci od wielkosci struktury) 1x buforu PB i
homogenizowano. Proces ten przeprowadzono za pomoca TissueRuptor (Qigen, Hilden,
Niemcy), a nastgpnie sonikatora Sonoplus mini20 (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone ) przy parametrach pracy: 20s., 60 % mocy, 2 cykle, 4°C. Proby
pozostawiono na 20 min w temperaturze 4°C, nastgpnie wirowano przy 10000 RPM,
przez 10 min w temperaturze 4°C. W kolejnym etapie lizy supernatant przeniesiono do
nowo przygotowanych proboéwek 1 powtdrzono proces wirowania jeszcze raz.

Stezenie biatka mierzono korzystajac z zestawu Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone), zgodnie z instrukcja
producenta, 1 programu Tecan (Tecan Group AG, Ménnedorf, Szwajcaria). Odczyt 96-
dotkowej ptytki odbywat si¢ przy dlugosci fali 562 nm. Stezenie w probach przeliczono

na postawie sporzadzonej krzywej standardowej stezenia BCA z zestawu.

Elektroforetyczny rozdziat biatka w warunkach denaturujqgcych

Elektroforetyczny rozdzial bialek prowadzono w zZelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych standardowo stosujac zel komercyjny 4-15% (4—15% Mini-
PROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, Bio-Rad). Proby na zel przygotowano
dodajac do otrzymanych lizatow bufor obcigzajacy zawierajacy 2-merkaptoetanol, 1x
stezony bufor PB iinkubujagc Smin w 95°C. Na zel nanoszono probki o objetosci
odpowiadajacej 25ug catkowitego biatka na dotek. Rozdzial elektroforetyczny
prowadzono przez 20 min przy napigciu 70V, po czym podwyzszono warto$¢ napiecia
do 150V, arozdziat prowadzono przez kolejne 2 godziny w aparacie Mini-Protean® Tetra
(Bio-Rad). Do okreslenia masy molekularnej rozdzielanych bialek uzyto marker
wielkos$ci biatek Pageruler™ Prestained Protein Ladder, o zakresie biatek od 10 kDa do

180 kDa.
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Transfer biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowq

Biatka byly transferowane w module Mini Trans-Blot® Module (Bio-Rad),
mokrag metodg. Wycigto membrany nitrocelulozowe o wielkosci porow 0,45um, oraz
bibuty Whatmann. Zel, bibuty Whatmann i gabki inkubowano w buforze do transferu
przez 10 min. Membrang nitrocelulozowa przygotowano przez wyptukanie jej w wodzie
przez 1 min, anastgpnic w buforze do transferu. W plastikowym pojemniku
wypetionym buforem do transferu umieszczono kolejno w nastepujacej kolejnosci
plastikowa kasetg, gabke, 3 bibuly Whatmann, membran¢ nitrocelulozows, zel
poliakrylamidowy, 3 bibuly Whatmann 1 ggbke. Kasete zamkni¢to uprzednio
wyzbywajac si¢ pegcherzy powietrza pomigdzy warstw, umieszczono w aparacie do
transferu mokrego, zalano buforem do transferu, dodano wktad chtodzacy oraz mieszadto
magnetyczne. Warunki transferu mokrego to 90V przez 1,5 godziny w temperaturze 4°C.

Efektywno$¢ procesu sprawdzono przez wybarwienie membrany roztworem Ponceau S.

Detekcja biatek

W celu wyptukania roztworu Ponceau S membrang ptukano 3x TBS-T przez 10
min na mieszadle (SunLab, Warszawa, Polska). Nastepnie, membrane blokowano 5 %
roztworem odtluszczonego mleka w buforze TBS-T przez 1 godzing, w celu uniknigcia
niespecyficznego wigzania si¢ do niej przeciwciat. Po tym czasie membrane¢ ptukano 3x
TBS-T przez 10 min i inkubowano przez noc w 4°C z odpowiednim przeciwciatem
pierwszorzedowym przygotowanym w buforze TBS-T zawierajacym 5% mleko (Tab. 2).
Zakonczono inkubacj¢, membrang ptukano 3x w TBS-T przez 10 min. i inkubowano
przez 1 godzing z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym, sprzezonym z
peroksydaza chrzanowa w buforze TBS-T z 5% mlekiem. Po tym czasie membrang
ptukano 3x w TBS-T przez 10 min, i za pomocg substratu dla peroksydazy chrzanowe]
(SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) przeprowadzano detekcje bialek.
Membrang zamkni¢to pomiedzy dwoma warstwami plastikowej folii, zapobiegajac jej

wysychaniu, a sygnat odczytano za pomocg systemu G:box.

5.2.8. gPCR

Izolacja RNA i oznaczenie jego steZenia
Tkanki pobrano do proboéwek uprzednio napetionych TriReagentem (MRC,
Cincinnati, OH, USA), natychmiastowo zanurzono je w ciektym azocie. W zaleznosci od
wielkos$ci tkanki dostosowano objetos¢ TriReagentu od 300 do 800ul/struktura.
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Catkowite RNA izolowano stosujagc homogenizator Tissue Ruptor (Qigen, Hilden,
Niemcy), zgodnie z instrukcjami producenta. Roztwdr po homogenizacji w objetosci
200ul przeniesiono do $wiezych proboéwek, dopetniono TriReagentem do objetosci 1ml,
dodano 200ul chloroformu, wstrzagsano i odstawiono na 15min w temperaturze
pokojowej. Nastepnie wirowano proby przez 15min w warunkach 120009, w
temperaturze 4°C. Po wirowaniu zebrano roztwor warstwy przezroczystej do nowych
probowek, dodano izopropanolu i worteksowano przez 15 s. Préby inkubowano przez 10
min w temperaturze pokojowej, po czym wirowano je przez 10 min w 12000g, w 4°C.
Usunigto supernatant, a pelet rozpuszczono w 1 ml 75% roztworu etanolu, proby
worteksowano 1 wirowano w 7500g przez 5 min w temperaturze 4°C. RNA osuszono na
termomikserze (Biosan, Jozefow, Polska) w 37°C oraz zawieszono w 30-40ul wodzie
wolnej od RNAz (EURx, Gdansk, Polska).

Po izolacji stezenie i czystos¢ RNA oznaczano spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali 230 nm, 260 nm i 280 nm korzystajac ze spektrofotometru NanoDrop.
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.

Synteza cDNA

Syntez¢ cDNA wykonano przy uzyciu MultiScribe™ odwrotnej transkryptazy
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone) wedlug protokotu
producenta. Przygotowano 2x stgzony RT master mix. Do reakcji uzyto 500 ng
catkowitego RNA wyizolowanego wczesniej z materialu biologicznego. Warunki
przebiegu reakcji syntezy cDNA to 10 min w 25 °C, 120 min w 37 °C, 5 min w 85 °C,

oraz o w 4 °C.

PCR w czasie rzeczywistym (, ang. quantitative PCR; qPCR)

Amplifikacj¢ uzyskanego cDNA przeprowadzono w 10 pl mieszaniny reakcyjne;j
zawierajacej: 9 ul dwukrotnie stezonego roztworu EvaGreen Supermix (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone), 1 pl matrycy oraz pary
specyficznych starteréw (200 nM kazdy). Sekwencje starterow zaprojektowano w
oparciu o baz¢ sekwencji nukleotydowych NCBI przy uzyciu dostgpnego komercyjnie

programu Primer-BLAST (Tab. 3). Jako wewnetrzng kontrole ilosci cDNA w reakcji
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uzyto starterow do amplifikacji genu [-aktyny. Reakcje amplifikacji cDNA
przeprowadzano uzywajac termocyklera CFX Connect™ Real-time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Parametry
uzytego programu to 40% (30s w 95°C, 15s w 95°C, 30s w 60°C), po czym nastepowat
odczyt ptytki. Krzywa topnienia 5 s 65°C -> 95°C (0,5°C/s). Wydajno$¢ amplifikacji par
starterow wyliczano na podstawie wynikow uzyskanych z serii 10-krotnych rozcienczen
matrycy. Wyznaczano w tym celu krzywa regresji na podstawie uzyskanych 5 punktow
pomiarowych 1 wspotczynnik nachylenia prostej. Po zakonczeniu reakcji wartosci
wzglednej ekspresji dla kazdego transgenu obliczono metodg E z uzyciem B-aktyny jako

genu referencyjnego, ktory oznaczano jednoczesnie z badanymi transkryptami.

5.2.9. Barwienia immunofluorescencyjne

Przygotowanie skrawkow mozgowych na mikrotomie

Zebrano mozgi, utrwalono je w 4% PFA przez 48 h, a nastepnie poddano
kriokonserwacji w gradientowym stezeniu roztworu sacharozy (10-20-30%) w PBS przez
72 h.

20um przekroje koronalne i sagitalne wycinkow moézgu myszy byty ciete przy
uzyciu kriostatu w temperaturze -20°C (Leica), by nast¢pnie zostaly zebrane na
szkietkach SuperFrost Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany
Zjednoczone). Sekcje byly poddawane trwajacemu 24h procesowi suszenia bezposrednio
po krojeniu w temperaturze pokojowej, po czym przechowywane w zamrazarkach w

temperaturze -20°C.

Immunofluorescencja

Skrawki inkubowano w 0,1% roztworze Tritonu X-100 w PBS przez 1 godzing,
w temperaturze pokojowej (RT) z mieszaniem. Sekcje ptukano 3x po 5 min w roztworze
PBS, i zablokowano poprzez inkubacje w 4% roztworze normalnej surowicy koziej (NGS
ang. Normal Goat Serum) w PBS przez 1 godzing. Dla metody barwienia
immunofluorescencyjnego, skrawki mézgu inkubowano przez noc w temperaturze 4°C
Z pierwszorzedowym przeciwcialem.

Nastepnie z przeciwciatem drugorzgdowym znakowanym Cy3 1 AlexaFluor647
(1:500). Ostatnim etapem byto barwienie sekcji barwnikiem jadrowym Hoechst 33342
(Sigma) w stosunku 1:1,000. Skrawki wyplukano w roztworze PBS, potem w wodzie
MiliQ, na szkietko nakropiono krople Mounting Medium Fluoroshield (Sigma), potozono

ostroznie szkietka nakrywkowe.
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Wizualizacja biodystrybucji eGFP
Preparaty wizualizowano korzystajac z systemu mikroskopowego Opera LX

(PerkinElmer).

Wizualizacja wybranych markerow neurologicznych

Obrazy konfokalne pozyskiwano przy uzyciu systemu mikroskopowego Opera
LX (PerkinElmer) z uzyciem obiektywow 20% i 40x. Immersj¢ wodng zastosowano przy
obiektywie 40x. Parametry mocy lasera nie zmieniaty si¢ podczas akwizycji obrazow
I wynosity 50-70%, naktadanie si¢ zdjgé utrzymano na poziomie 5% dla zdjec
jakosciowych, dla zdje¢ wykorzystanych do analiz ilosciowych naktadanie si¢ zdje¢ (ang.
overlapping) utrzymano na poziomie 0%, czas ekspozycji 100 ms. Obrazy byty
przetwarzane przy uzyciu oprogramowania Image] (National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA).

5.2.10. Statystyka

Do analiz statystycznych testow behawioralnych, pomiaru wagi zwierzat w pigciu
punktach czasowych zastosowano dwuczynnikowy test ANOVA, potaczony z testem
post hoc LSD Fishera. Kalkulacje statystyczne danych uzyskanych z analiz biatkowych
metody western blot oraz metody immnofluorescencyjnej przeprowadzono za pomoca
jednoczynnikowego testu ANOVA, potaczonego z testem post hoc Mann-Whitneya.
Analizy statystyczne otrzymanych danych przeprowadzono w przypadku PCR w czasie
rzeczywistym za pomocg analizy wariancji jednoczynnikowego testu ANOVA,
potaczonego z testem post hoc Mann-Whitneya. Do analiz uzyto danych z trzech
powtorzen danego eksperymentu. Wszystkie obliczenia statystyczne wykonano uzywajac
programu GraphPad Prism v.6.01 (GraphPad Software, San Diego California USA),
réznice migdzy wartoSciami uznawano za istotnie statystycznie gdy p<0,05. Wyniki
liczbowe przedstawiono jako warto$¢ srednia + SEM. Szczegdly statystyczne
eksperymentoéw (test statystyczny, warto$¢ n) znajduja si¢ w wynikach i legendzie

rysunkow.
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6. Wyniki

6.1.Schemat metody selektywnej i efektywnej transdukcji populacji
komorek moézdzku wektorami wirusowych AAVrhl10 oraz AAV-
PHP.eB

W moézdzku wyrdzni¢ mozna kilka warstw 1 struktur, z wieloma typami komorek,
w tym komorkami Purkinjego (ang. Purkinje cells) neuronami granularnymi (ang.
granular cells), neuronami gwiazdzistymi (ang. stelate cells) i neuronami koszykowymi
(ang. basket cells). Wszystkie populacje komorek sa $cisle powigzane ze soba, poprzez
ich projekcje aksonalne i dendrytyczne, tworzac idealny uktad eksperymentalny do
badania retrogradowego dostarczania terapii opartych na wektorach wirusowych typu

AAV do interesujgcych nas komorek.

Iniekcje AAVrh10 do lobul mozdzku  Iniekcje AAVrh10 do lobul mozdzku  Iniekcje AAV-PHP.eB do DCN
Wczesna faza Pézna faza

Warstwa komérek
molekularnych

> -~
Warst\r.;a komérek vvvvvvvvvvvvvvvvvv )
Purkinjego V \):
Warstwa komoérek
granularnych
Jadra gtebokie LT %
mozdzku | |
+
AAV-PHP.eB AAVrh10 \

& & \

mozdzek

Rysunek 4. Mo6zdzek sktada si¢ z warstwy molekularnej (ang. molecular layer; ML),
warstwy granularnej (ang. granular layer; GL) 1 warstwy komorek Purkinjego (ang.
Purkinje cel layer; PCL), w ktorych wyr6zni¢ mozna rézne populacje komorkowe, w
tym komorki Purkinjego, komorki granularne, neurony gwiazdziste i koszykowe.
Wektory wirusowe typu AAVrh10 i AAV-PHP.eB umieszczone w poblizu zakonczen
aksonalnych w ramach lokalnej iniekcji do lobul lub jader glebokich m6zdzku (DCN),
moga selektywnie transdukowaé neuronow mozdzku, takie jak komorki Purkinjego 1
komérki granularne.

Zielony kolor: komorki transdukowane przez wektory wirusowe AAV, komorki
koszyczkowe 1 gwiazdziste z ekspresja eGFP po iniekcjach AAVrh10 do lobul
mozdzku we wcezesnej fazie; komorki granularne 1 ich aksony z ekspresja eGFP po
iniekcjach AAVrh10 do lobul mézdzku w pdznej fazie; komorki Purkinjego oraz DCN
z ekspresja eGFP po iniekcjach do DCN mdézdzku.
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Naszym glownym celem bylo opracowanie metody lokalnego dostarczania
reagentOow shRNA w formacie AAV do komorek Purkinjego moézdzku. Komorki te
eksprymujg enzym CYP46Al, ktorego obnizenie z pomocag reagentow shRNA jest
jednym z celow eksperymentalnych opisanych w pracy. Zaletg lokalnej iniekcji wektora
AAV_shRNA jest jego selektywne dostarczanie do tkanki, redukcja dawki i efektow
niepozadanych w poréwnaniu do iniekcji systemowej. Zatozylismy, ze odpowiednio
przeprowadzone iniekcje lokalne pozwalaja na lepsza dystrybucje w populacjach
komorek mézdzku, przy wykorzystaniu efektu retrogradowosci AAV. Dlatego schemat
eksperymentalny uwzgledniat mozliwos¢ dostarczenia wektoréw wirusowych AAVrh10
I AAV-PHP.eB w poblizu zakonczen aksonalnych. Takie ukierunkowane wstrzyknigcia
do lobul pozwalaja umie$ci¢ wektor w poblizu zakonczen aksonéw neuronow
granularnych, koszyczkowych i interneuronéw. Natomiast wstrzyknigcia do jader
glebokich mézdzku (DCN) umieszczaja AAV w poblizu zakonczenia aksonalne komorek
Purkinjego (Rys. 4). Wykazalismy, ze wektor wirusowy AAVrh10 wstrzyknigty do lobul,
w wczesne] fazie, transdukuje komoérki gwiazdziste 1 koszyczkowe warstwy
molekularnej. W pdzniejszej fazie, na skutek transportu retrogradowego dochodzi do
transdukcji komorek granularnych. Wektor AAV-PHP.eB umieszczone w DCN, czyli
w okolicy zakonczefn aksonalnych komorek Purkinjego wywotujg ich selektywna
transdukcje (Rys. 4). W zwigzku z silnymg predyspozycja do transportu retrogradowego,
oba serotypy maja zdolno§¢ do selektywnej transdukcji komorek Purkinjego, dzigki
czemu stanowig wazne narzedzie do ukierunkowanego i efektywnego dostarczania

narzedzi terapii genowe.

6.2.Transdukcja komérek mézdzku po iniekcjach wektorem AAVrh10

6.2.1. Iniekcje lobularne

Weczesny wzor transdukcji

Transkrypt kodujacy eGFP zostal wstrzykniety §rodmigzszowo w lobule V-V
oraz VIl moézdzku w no$niku wirusowym AAVrhl0. Obserwacji poddano wzory
transdukcji uzyskane po 2, 4 oraz 7 tygodniach po iniekcjach stereotaktycznych. Sygnat
transdukcji eGFP wczesnej fazy (do 7 tygodnia po iniekcji) lokowal si¢ gtownie w
szerokiej gamie komorek warstwy molekularnej m6zdzku, lobul zlokalizowanych blisko
miejsca iniekcji. Natomiast nie zauwazono efektu transdukcji w komorkach warstwy

Purkinjego, oraz warstwy granularnej mo6zdzku (Rys. 5). Komoérki warstwy molekularne;j
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z pozytywnym sygnalem eGFP, to prawdopodobnie (bazujac na charakterystyce
morfologicznej) komorki gwiazdziste oraz komorki koszykowe. Odpowiednie populacje
neurondéw rozproszonych wzdhuz warstwy molekularnej, u ktérych zaszia transdukcja
eGFP, zostaly przedstawione na rycinie (Rys. 5D-l). Pierwotnie sygnal z warstwy
komorek Purkinjego zostat przypisany jedynie cialom tych komorek. Jednak bardziej
wnikliwa analiza mikroskopowa oraz wigksze powigkszenie ujawnito, ze sygnal eGFP
uktadal si¢ ciasno wokoét ciata komorek Purkinjego, stanowiac koszyki okoto
komorkowe; struktury formowane przez komorki koszykowe, znane jako pedzelek (ang.
pinceau) (Rys. 5B-C, G-I) (Brown et al., 2019). Na podstawie przedstawionych rysunkoéw
(Rys. 5) wnioskowaliSmy, ze iniekcje lobularne do mysiego moézdzku wektora
wirusowego AAVrh10 eGFP, do punktu czasowego 7 tygodni po operacji stanowia
wzorzec dla transdukcji komorek ML mézdzku, z wylaczeniem komoérek Purkinjego.
AAVrh10 wstrzykniety do lobul mézdzku wywoluje wczesng transdukcje w komorkach
gwiazdzistych i koszyczkowych (Rys. 4, 5).
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2 tygodnie po operacji 4 tygodnie po operacji 7 tygodni po operacji
B _

Rysunek 5. Wczesna faza transdukcji mozdzku myszy po wstrzyknieciach
lobulowych wektora AAVrhl10_eGFP. Wzorzec transdukcji zostal okreslony na
podstawie obrazowania komorek eGFP+ 2 tygodnie (A, D, G), 4 tygodnie (B, E, H) i
7 tygodni po iniekcji (C, F, I). Komoérki eGFP+ obserwowano w ML, groty strzatek
(D-F), wskazuja na mate cialta komodrkowe, a ich polozenie charakterystyczne
potozenie sugeruje, ze sa to komodrki gwiazdziste. Co wazne, nie zaobserwowano
sygnatu eGFP w komorkach Purkinjego. Ponadto, silny sygnat eGFP+ obserwowano
w charakterystycznych strukturach zwanych pinceau, owinigtych wokét eGFP-
ujemnych cial komorek Purkinjego (niewypetnione groty strzatek, B-C, G-I). Takie
specyficzne struktury sa od dawna znane wylgcznie jako czgéci projekeji komorek
koszykowych.

Na rysunku A-C, G-I zielone barwienie eGFP potaczono z niebieskim barwieniem
jader komérkowych DAPI. Groty strzalek: komorki eGFP+ w ML. Niewypelnione
groty strzatek: koszyczki okotokomorkowe i pinceau; GCL - warstwa komorek
granularnych; ML - warstwa molekularna; PCL - warstwa komorek Purkinjego.
Przekroje koronalne. Skala: 100 um w prawym dolnym rogu obrazéw. Transdukcja
komorek Purkinjego 1 komorek ziarnistych: mniej niz 1%; N=3 zwierzat.
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Pozny wzor transdukcji

W analizie p6znego stadium, w punkcie czasowym 10 i 20 tygodni po operacji
zauwazono, ze wzor transdukcji w moézdzku po zastosowaniu wektora wirusowego
AAVrh10 eGFP ulegt zmianie. Pomigdzy 10, a 20 tygodniem sygnat ekspresji eGFP byt
réwniez widoczny w warstwie granularnej moézdzku (Rys. 6). Co wiecej w pdznym
stadium po iniekcjach, sygnat pochodzil réwniez z aksonéw komoérek GL, ktore
prowadzity przez PCL, siggajac do ML, w ktorej uktadaty si¢ rownolegle do ML (Rys.
6B, D-E). Jednoczesnie zauwazyliSmy, ze transdukcja komorek granularnych
obejmowata wiele lokalizacji w mézdzku sugerujac szeroka dystrybucje¢ zastosowanego
AAV. Efektywnos¢ transdukcji byta bardzo wysoka, siegneta 87,5% £2,5%, w warstwie
komorek granularnych w regionie miejsca iniekcji (ang. region of injection; ROI) (Rys.
6A), oraz w bardziej odleglym od miejsca iniekcji regionie wynosita 65% + 9% (Rys. 3A,
G) (= SEM, N=3 zwierz¢ta). W zwigzku z bardzo ggstym usieciowaniem GL przez
komorki granularne, obliczenia statystyczne wykonano na podstawie zmierzenia
intensywnosci fluorescencji komorek eGFP+, oraz manualnego liczenia komorek GL.
W poznych punktach czasowych wart odnotowania jest fakt zanikajacej w czasie
ekspresji eGFP w komoérkach warstwy molekularnej i struktur pinceau. ObserwowaliSmy
jedynie nieliczne komorki eGFP+ w ML. Widkna réwnolegle (ang. parallel fibers)
uchwycono w przekroju koronalnym moézgu (Rys. 6B, D-G). W sekcjach sagitalnych
wlokna rownolegle tworza kropkowane pola w ML na Rysunku 6C. Po uptywie 10
tygodni zanikajacy z ML sygnat eGFP pojawit si¢ w komorkach warstwy granularne;.
Dystrybucja eGFP w GL byla intensywniejsza w glebszych regionach tej warstwy, co
wskazuje na znane jako najstarsze filogenetycznie komorki granularne (Ryc. 6F-G).
Komorki transdukowane przez AAVrh10 eGFP zostaty zidentyfikowane na podstawie
badania immunohistochemicznego. Kolokalizacja w komdrkach granularnych wystapita
przez natozenie si¢ dwoch sygnatow; pochodzacych z transdukcji eGFP oraz markera
komorek granularnych NeuN (Rys. 7A-C). Markery pozostatych populacji komorek
moézdzku nie ulegly kolokalizacji z sygnalem eGFP (Rys. 7). Poprzez barwienie
Kalbindyng zwizualizowalo ciata, aksony oraz drzewa dendrytyczne PC (Rys. 7D-F)
potwierdzajac brak kolokalizacji z kanatem eGFP w tych komorkach. Projekcje
neurofilamentu wybarwione markerem NEFH w obu warstwach GL i ML byty eGFP
negatywne sugerujac brak dystrybucji w komorkach koszykowych i projekcji PC w
p6znym stadium po iniekcjach lobularnych (Wiatr et al., 2021) (Rys. 7G-1). AAVrh10 za
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posrednictwem transportu retrogradowego transdukuje komorki granularne w pdznej

fazie.

20 tygodni po operacji

10 tygodni po operacji

10 tygodni po operacji 20 tygodni po operacji §

Rysunek 6. PdéZzna faza transdukcji moézdzku myszy po wstrzyknieciach
lobulowych wektora wirusowego AAVrh10 kodujacego eGFP. Wizualizowanie
transdukowanych komorek eGFP+ przeprowadzono w punkcie czasowym 10 (B, D, F)
120 tygodni od iniekcjach (A, C, E, G). Sygnat eGFP obserwowano w okraglych ciatach
komorkowych warstwy granularnej GL (groty strzatek, B-C, F-G). Zaréwno po 10, jak
1 20 tygodniach od iniekcji, sygnat z eGFP obserwowano w aksonach biegnacych w
warstwie komorek granularnych (strzatki, D-E) oraz poprzecznych wtoknach biegnace
w ML (strzatki, B,D-E, gwiazdki C). Podobnie jak w przypadku wczesnego stadium
transdukcji, sygnat eGFP nie byl obserwowany w komorkach Purkinjego
(niewypetione groty strzatek wskazujg eGFP ujemne ciata PC, C, F, G). Panele E, G
wskazuja ciata i aksony GC pod wigkszym powigkszeniem.

Niewypelnione groty strzatek: Ciata komorek Purkinjego. Strzatki: ekspresja eGFP we
witoknach poprzecznych lub aksonach komorek granularnych. Gwiazdki: widkna
poprzeczne na przekroju poprzecznym. GCL - warstwa komorek granularnych; ML -
warstwa molekularna; PCL - warstwa komorek Purkinjego; WM - istota biata A, B, D-
G przekroje koronalne, C przekroje sagitalne. Skala: 100 um w prawym dolnym rogu
obrazow. Efektywno$¢ transdukcji komorek granularnych po lobularnych iniekcjach z
zastosowaniem AAVrh10 (pdzne stadium): 65%+9% SEM; N=3 zwierzeta.

Podsumowujac, pdzne stadium transdukcji z zastosowaniem wektora wirusowego
AAV serotypu rh10 wykazalo przemieszczenie sygnalu eGFP+ skutkujace prawie
wyltaczng transdukcja komorek granularnych z jednoczesnym znakowaniem ich

proksymalnych aksondw i dystalnych wtokien poprzecznych.
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Rysunek 7. Barwienie ko-immunofluorescencyjne skrawkéw mozdzku myszy
pomiedzy 10, a 20 tygodniem po lobularnych iniekcjach z zastosowaniem wektora
wirusowego AAVrhl0. Zielony sygnat eGFP zostal przedstawiony razem z NeuN
(fioletowy), lub kalbindyng 1 (fioletowy), lub neurofilamentem NEFH (fioletowy).
Marker komorek ziarnistych, NeuN, pojawil si¢ w miejscu komorek emitujacych
zielone $wiatto, w procesie naktadania dajac sygnal koloru biatego (C). Barwienie dla
markera komoérek Purkinjego, kalbindiny 1 (D), nie wykazato kolokalizacji z sygnatem
eGFP (F) Marker NEFH, ktory jest odpowiedzialny za barwienie projekcji komorek
Purkinjego i koszykowych w mézdzku (Wiatr i in., 2021) rowniez nie kolokalizowat z
sygnatem eGFP (I). Puste groty strzatek: komorki granularne (C) lub ciata komorek
Purkinjego (F) lub neurofilamenty (1). GCL - warstwa komorek granularnych; ML -
warstwa molekularna; PCL - warstwa komoérek Purkinjego. Przekroj koronalny. Skala:
100 um w prawym dolnym rogu obrazéw. Niewielkie niedopasowanie ztozonych
obrazéw w panelach A-C wynika z whasciwosci optycznych Opera Phenix. Obrazy
uzyskane od N=3 zwierzeta.
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6.2.2. Iniekcje do jader giebokich mézdzku

Bardzo uboga transdukcja komorek PC po iniekcjach lobularnych AAVrh10
sktonita nas do zastosowania nowej metody dostarczania wybranego wektora AAV.
Poczatkowo wstrzykniecia w lobule mozdzkowe spowodowaly dystrybucje eGFP w
komorkach ML, nastgpnie sygnal translokowal do aksonéw GC i komdrek GL odlegtych
od miejsca iniekcji. Wzor transdukcji jak 1 posrednia dystrybucja ciat komorek dalszych
od regionu iniekcji wskazuje na retrogradowg forme transportu wektorow wirusowych
wzdhuz aksonow. Aksony PC przechodzg przez istot¢ biala i formuja synapsy na
neuronach DCN. Wiedza ta sktonita nas do dedukcji, ze efektywng transdukcj¢ PC mozna
osiggna¢ przez iniekcje AAVrh10 eGFP do DCN i transport wektoréw wzdhuz aksonow.
Wykonane przez nas iniekcje do DCN, wykazaty, ze DCN zostat efektywnie
stransdukowany przez AAVrh10 eGFP, a silny sygnal byt widoczny nawet 10 tygodniu
od iniekcji stereotaktycznej (Rys. 8A). Co wigcej, sygnat lokalizowat si¢ w odlegtych od
miejsca iniekcji regionach mézdzku (Rys. 8A), wzdtuz aksonow (Rys. 8C) jak rowniez
w kilku cialach komorek Purkinjego (Rys. 8D). Neurony nalezace do DCN (Rys. 8B)
oraz aksony istoty biatej (Rys. 8C-D) rowniez emitowaty sygnat eGFP. Pomimo rozleglej
transdukcji w istocie bialej, jedynie nieliczne PC ekspresjonowaty eGFP (13% + 5%
efektywnej transdukcji w PC; £SEM N=3 osobniki) (Rys. 8D).
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Rysunek 8. Transdukcja mézdzku myszy po iniekcji do jader glebokich mozdzku
wektora AAVrh10 kodujacego eGFP. Zielony sygnat eGFP+ obserwowano w DCN
(A, B) 1 w istocie bialej (A-D), w neuronach DCN (B), komodrkach Purkinjego oraz
komorkach warstwy molekularnej 1 granularnej (D).

Niewypelnione groty strzalek: Ciata komorek Purkinjego. Strzatki: ekspresja eGFP w
aksonach komorek Purkinjego. DCN — jadra glebokie mézdzku, GCL — warstwa
komorek granularnych; ML — warstwa molekularna; PCL — warstwa komorek
Purkinjego; WM — istota biala. Przekroje sagitalne. Skala: 100 um w prawym dolnym
rogu obrazow. Efektywno$¢ transdukcji komorek Purkinjego po iniekcjach do DCN z
zastosowaniem AAVrh10: 13% = 5% (£SEM; N=3 zwierzeta).
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6.3.Transdukcja komorek moézdzku po iniekcjach wektorem AAV-
PHP.eB

6.3.1. Iniekcje retro-orbitalne

Ze wzgledu na systemowe dostarczanie wektora AAV-PHP.eB droga retro-
orbitalng, oceny dystrybucji sygnalu eGFP dokonano w obrebie catego moézgu. Jak
pokazano na przekroju sagitalnym trandukcji ulegto wiele struktur mézgowych (Rys. 9).
Szczegodlnie silny sygnat eGFP (Rys. 9) obserwowany byt w opuszce wechowej (1),
wzgobrzu (2), mézdzku (3) i pniu mézgu (4). Ponadto ubogo stransdukowana zostata kora

mozgowa, prazkowie, hipokamp czy podwzgorze.

Rysunek 9. Wzér transdukcji 2 tygodnie po wstrzyknieciu retro-orbitalnym AAV-
PHP.eB_eGFP (A-C). Sygnal eGFP obserwowano w strukturze (1) opuszki
wechowej, (2) wzgorzu, (3) mozdzku, szczegdlnie w PC, i (4) pniu mozgu.
Transdukcja eGFP zostata przedstawiona do oceny biodystrybucji. Przekroje sagitalne.
Skala: 100um w prawym dolnym rogu obrazéw. Obrazy uzyskane od N=3 zwierzat.

Wektor wirusowy AAV-PHP.eB jest zdolny do przekraczania bariery krew mozg,
skutkujac efektywna transdukcja komorek Purkinjego w moézdzku, po systemicznych
retro-orbitalnych iniekcjach (Hordeaux et al., 2019). Co wiecej, efekt silnej transdukeji,
bardzo intensywny sygnat eGFP w komorkach Purkinjego mézdzku, zauwazono juz w
punkcie czasowym 2 tygodnie po iniekcji. Ekspresjonowany eGFP znajdowat si¢ we
wszystkich cze$ciach komorek Purkinjego (Rys. 10A-C), w tym w ciatach, drzewach
dendrytycznych PC (Rys. 10C; niewypelnione groty strzalek) i aksonach przebiegajacych
przez istote biatg oraz warstwe granularng. Transdukcja za pomocg AAV-PHP.eB_eGFP

byta relatywnie selektywna w stosunku do PC, co wskazuje na wysoki tropizm serotypu
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do tej populacji komorek. Co ciekawe, komorki graularne oraz ich aksony w wigkszos$ci

nie wykazywaty sygnalu eGFP po podaniu retro-orbitalnym.

/ ‘ Ak / i)

Rysunek 10. Wzér transdukcji 2 tygodnie po wstrzyknieciu retro-orbitalnym
AAV-PHP.eB_eGFP (A-C). Sygnal eGFP obserwowano w aksonach PC w istocie
biatej (B), ciatach PC i ich drzewach dendrytycznych (C). Sygnat eGFP bardzo staby
w GCL.
Niewypelione groty strzatek: komorki Purkinjego; niewypekione strzatki: aksony
PC. DCN - jadra gtebokie moézdzku, GCL - warstwa komoérek granularnych; ML -
warstwa molekularna; PCL - warstwa komorek Purkinjego; WM - istota biata.
Transdukcja eGFP zostata przedstawiona do oceny biodystrybucji. Przekroje sagitalne.
Skala: 100um w prawym dolnym rogu obrazéw. Obrazy uzyskane od N=3 zwierzat.

6.3.2. Iniekcje lobularne

Odkad dowiedliSmy, Ze ogolnoustrojowe podanie AAV-PHP.eB wykazato
jednorodng transdukcje komorek PC z silnym sygnalem eGFP, zbadaliSmy mozliwos¢
lokalnego podania serotypu w celu zawezenia transdukcji jedynie do PC. W zwigzku z
tym wykonalismy podwdjne iniekcje AAV-PHP.eB do lobul moézdzku, by nastgpnie
pobra¢ struktury mézgu po 4 (Rys. 11A) i 7 (Rys. 11B) tygodniach. Zaobserwowano 2
rozne wzory transdukcji ptatow mézdzku. Pierwszy wzorzec w lobulach cechowat si¢
wysoka ekspresja eGFP w komoérkach Purkinjego (ciata komorek, dendryty i aksony)
oraz komoérkach granularnych (Rys. 11A, B). Drugi wzor transdukcji zaprezentowany w
kilku lobulach charakteryzowal si¢ silnym sygnatem eGFP w komoérkach ML z
jednoczesnym bardzo stabym sygnatem pochodzacym z niewielu komoérek PC (Rys. 11A,
B). WpykonaliSmy barwienia immunohistochemiczne 2z kolokalizacja sygnatu
immunofluorescencyjnego, w ktorym zolty sygnal to potaczenie eGFP oraz sygnalu
pochodzacego z PC (Kalbindyna), neurofilamentu (NEFH), i komorek granularnych
(NeuN) po iniekcjach  lobularnych  moézdzku  (Rys. 12).  Barwienie
immunohistochemiczne z przeciwciatem anty-NEFH (Rys. 12G) wykazato liczne

projekcje neuronalne zlokalizowane w GL 1 ML, oraz w poblizu warstwy PC wykazujac
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pewnag kolokalizacje z eGFP (Rys. 12I). Podsumowujac, lokalne iniekcje do lobul
moézdzkowych zademonstrowaly nieregularny wzor transdukcji, w ktorym transdukcji
uleglo wiele populacji komorek w ROI, ze zmiennym sktadem transdukowanych
komorek. Taki wzor transdukcji dowodzi, ze promotor CMV uzyty do ekspresji eGFP w
konstrukcie AAV-PHP.eB cechuje si¢ bardzo wysoka skuteczno$cig w transdukowaniu

réznych populacji komérek mozdzku.
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Rysunek 11. Transdukcja mézdzku myszy po wstrzyknieciu wektora wirusowego
AAV-PHP.eB kodujacego eGFP w lobule m6zdzku. Zielony sygnat w komoérkach
eGFP+ na sekcjach sagitalnych byt widoczny 4 (A, C-F) i 7 (B) tygodni po iniekcji.
Obserwowano dwa wzorce transdukcji: wzorzec 1 oznaczony kwadratem o linii ciagglej
(A, B), a wzorzec 2 oznaczony kwadratem o linii przerywanej (A, B) i przedstawiony
odpowiednio w C-D i E-F (4 tygodnie). Oba wzorce wykazaty rozne typy i liczbg
transdukowanych komoérek w ML, PCL i GCL. Niewypelione groty strzatek:
pozytywnie transdukowane przez eGFP komorki Purkinjego. Groty strzatek: komorki
eGFP pozytywne; Strzalki: aksony PC z sygnatem z eGFP. GCL - warstwa komoérek
granularnych; ML - warstwa molekularna; PCL - warstwa komoérek Purkinjego; WM -
istota biata. Przekroje sagitalne. Skala: 100 um w prawym dolnym rogu obrazow.
Obrazy uzyskane od N=3 zwierzat.
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Rysunek 12. Barwienie koimmunofluorescencyjne skrawkow mézdzku myszy po
lobularnych iniekcjach z zastosowaniem wektora AAV-PHP.eB kodujacego
eGFP. Zielony sygnal eGFP przedstawiono razem z kalbinding 1 (fioletowy) lub
NEFH (fioletowy), lub NeuN (fioletowy). Sygnat kolokalizacji (biaty) jest obecny dla
wszystkich populacji komorek w mozdzku, wskazujac na transdukcje komorek
Purkinjego (kalbindyna 1; A, D), komorek koszykowych (NEFH widoczny w
koszykach wokoto komorek Purkinjego; G) 1 komoérek granularnych (NeuN w GCL;
J). Niewypehlnione groty strzatek: Ciata komoérek Purkinjego (C) lub koszyczki
okotokomorkowe (F) lub komorki granularne (I). GCL - warstwa komorek
granularnych; ML - warstwa molekularna; PCL - warstwa komoérek Purkinjego.
Mikroobrazy zawierajace jedynie kanat eGFP byly demonstrowane osobno dla oceny
biodystrybucji. Przekroj sagitalny. Skala: 100 um w prawym dolnym rogu obrazéw.
Obrazy uzyskane od N=3 zwierzat.
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6.3.3. Iniekcje do jader giebokich mézdzku

Poprzednie eksperymenty z zastosowaniem iniekcji AAVrh10 w region DCN
wskazaly na zdolno$¢ transportowania sygnalu eGFP za posrednictwem aksonow PC.
Zatem w celu reprodukcji schematu transdukcji wykorzystano region DCN do iniekcji za
pomoca no$nika AAV-PHP.eB_eGFP. Wykonano bezposrednie iniekcje do lewego i
prawego DCN. Tak jak w przypadku serotypu AAVrh10, AAV-PHP.eB dostarczony do
zakonczen nerwowych PC, spowodowal bardzo efektywnag transdukcje¢ w punktach
czasowych 4 i 7 tygodni po wykonanych iniekcjach (Rys. 13A, B). W lobulach mé6zdzku
obserwowano bardzo intensywny sygnat pochodzacy praktycznie wytacznie z ciat PC i
ich drzew dendrytycznych oraz projekcji aksonalnych biegnacych przez GL i istotg biata.
Wzor transdukcji PC uzyskany po iniekcjach w DCN nie roznit si¢ w intensywnosci 1
efektywnosci transdukcji pomigdzy punktem czasowym 4 oraz 7 tygodni po iniekcjach
(93% £ 2% (£SEM; N=3 zwierzgta)) (Rys. 13A, B). W zwiazku z tym pominigto iniekcje
kolejnych grup zwierzat w pdzniejszych punktach czasowych zgodnie z zaleceniami
zasady 3R. DoszliSmy do wniosku, ze wektor wirusowy AAV-PHP.eB_eGFP
dostarczany do DCN mozdzku zapewnia skuteczng transdukcje PC 1 moze stuzy¢ jako
skuteczny model dostarczania bezposredniej terapii genowej do tych komoérek. AAV-
PHP.eB wstrzyknigty do DCN, w okolicy zakonczen aksonalnych komorek Purkinjego
powoduje ich selektywna transdukcje.
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Rysunek 13. Transdukcja mézdzku myszy po wstrzyknieciu wektora wirusowego
AAV-PHP.eB kodujacego eGFP do jader glebokich mézdzku. Silny zielony sygnat
byl obserwowany w catym ML mozdzku i1 byl zlokalizowany prawie wylacznie w
komorkach Purkinjego na sekcjach sagitalnych 4 (A, C-D) i 7 (B) tygodni po iniekcji.
Wzor transdukcji pod wigkszym powigkszeniem pokazano w C-D, 4 tygodnie po
iniekcji. Sygnat eGFP obserwowano we wszystkich subkomoérkowych strukturach PC,
W tym ciatach, drzewach dendrytycznych (niewypetnione groty strzalek) oraz aksonach
(strzatki).

DCN - deep cerebellar nuclei, GCL - granule cell layer; ML - molecular layer; PCL -
Purkinje cell layer; WM - white matter Przekroj sagitalny. Skala: 100um w prawym
dolnym rogu obrazéw. Wydajnos¢ transdukeji komorek Purkinjego przy iniekcji do
DCN: 93% + 5% (£SEM; N=3 zwierzeta).
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6.4.0cena poziomu biatka CYP46A1 w nietraktowanym mysim modelu
SCA3

Metoda Western blot

Zanim wykonano badania zmian poziomu biatka CYP46A1 w mysim modelu
choroby SCA3 po zastosowaniu terapii genowej, postanowiono zweryfikowaé, czy tak
jak u pacjentdow z chorobag SCA3, w transgenicznym modelu SCA3 obserwuje si¢
znamienny spadek poziomu CYP46A1 w tkance mozgu. Okazuje si¢, ze w izolatach
mozdzku myszy transgenicznych SCA3 Kil50 poziom biatka CYP46A1 jest obnizony.
Tendencja spadkowa pomig¢dzy poziomem biatka CYP46A1 w izolatach pochodzacych
od myszy SCAS3, w stosunku do myszy kontrolnych WT w tym samym wieku si¢ga 36%
(Rys. 14). Poziom biatka oceniono metoda Western blot, obliczenia statystyczne
przeprowadzono z zastosowaniem testu Mann-Whitneya, w tkankach myszy
stanowigcych grupy nietraktowane dwoch modeli, odpowiednio myszy kontrolnych WT
oraz myszy Kil50 w wieku 7 miesigcy. W modelu Kil150 w wieku 7 miesiecy wystepuja
juz objawy fenotypowe zwigzane ze SCA3 (Wiatr i in. 2019).
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Rysunek. 14. Reprezentatywny Western blot enzymu 24-hydroksylazy cholesterolu
potkul mozdzku myszy nietraktowanych modelu WT oraz Kil50. Analiza iloSciowa
biatka CYP46A1 metoda Western blot mo6zdzku obu modeli wskazuje na delikatny spadek
jego poziomu w mysim modelu transgenicznym Kil50, (n=3 dla WT, n=3 dla Kil50). Test
Mann-Whitneya, p=0,5333. Biatko CYP46Al znormalizowano o biatko referencyjne
GAPDH.

Barwienia immunofluorescencyjne

Wykonano analiz¢ immunofluorescencyjng skrawkéw moézgu myszy
transgenicznych modelu Ki150 i odpowiadajagcym im wiekowo kontrolnym myszom WT
jednej ptei (7-miesieczne myszy). Poziom biatka CYP46A1 analizowano szczeg6lnie w

ciatach komorek Purkinjego. Wyniki wykazaly ~ 35% redukcj¢ poziomu biatka
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CYP46A1 w ciatach PC myszy SCA3 (test Mann-Whitneya, p<0,0001) (n=3 dla WT;
n=3 dla Ki150) (Rys. 15).
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Rysunek 15. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego
enzymu 24-hydroksylazy cholesterolu skrawkow moézdzku 30-tygodniowych
myszy nietraktowanych modelu dzikiego WT oraz SCA3 Kil50.
Wieloptaszczyznowe obrazowanie fluorescencyjne mikroskopu konfokalnego Opera
Phenix skrawkow sagitalnych mozdzku ujawnilo roéznice w intensywnosci sygnatu
pochodzacego z barwienia immunofluorescencyjnego z zastosowaniem przeciwciata
anty-CYP46A1 pomigdzy dwoma modelami zwierzat. Analiza wykazata obnizenie
poziomu biatka CYP46A1 u myszy Kil50 o ok. 35%, (n=3 dla WT; n=3 dla Kil50).
(Test Mann-Whitneya, p<0,0001. Jadra byly barwione za pomoca 4',6-diamidino-2-
fenylindolem (DAPT). Skala: 100 pm. GL-warstwa granularna, PCL-warstwa komorek
Purkinjego, ML-warstwa molekularna.
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6.5.Wplyw iniekcji lobularnych wektorem AAVrh10 na zmiany
behawioralne i parametry molekularne

6.5.1. Ocena zmian behawioralnych w mysim modelu typu dzikiego WT
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Rysunek 16. Schemat osi czasu dla myszy typu dzikiego WT, poddanych
procedurze iniekcji stereotaktycznych do lobul moézdzku z uzyciem wektorow
wirusowych AAVrh10 w wieku 11 tygodni. Myszy przez 19 tygodni uczestniczyly
w testach behawioralnych, w tym, tescie rotarod, tescie pretow statycznych oraz testach
punktacji fenotypu, po czym poswiecano je w 30 tygodniu zycia i pobrano tkanki.

Zbadalismy neurotoksyczna rol¢ zaburzenia poziomu CYP46A1 in vivo. W tym
celu przeprowadzilismy kilka testéw behawioralnych mierzacych sprawnos$¢ ruchowa
zwierzat. Zastosowalismy sekwencje shRNA, ktora, jak wykazano, hamuje ekspresje
CYP46ALl invitro i in vivo (Djelti et al., 2015). UzyliSmy wektor wirusowy AAVrh10 do
dostarczenia konstruktu shRNA oraz konstruktu shScramble (sekwencja kontrolna, ktora
nie jest skierowana na sekwencj¢ mRNA CYP46A1), za posrednictwem iniekcji do lobul
mozdzku myszy w wieku 11 tygodni (Rys. 16). Zanim wykonano iniekcje na mysim
modelu transgenicznym odzwierciedlajagcym fenotyp chorobowy SCA3 Kil50/150,
badania przeprowadzono na grupie myszy kontrolnych modelu C57BL (WT)
ograniczajac cierpienie grupy myszy fenotypowych (z jednostka chorobow3).

Konsekwencje obnizenia poziomu CYP46Al zwigzane z nagromadzeniem si¢
cholesterolu oceniono w 5 punktach czasowych testu pretow statycznych. Test pretow
statycznych jest jednym z najefektywniejszych testow behawioralnych do mierzenia
postepow zmian fenotypowych w mysich modelach choréb neurodegeneracyjnych.
Zwierzgta modelu WT grupy shCYP46A1 i shScramble, w 5 punktach czasowych
otrzymywaty podobne wyniki czasu obrotu oraz czasu przejscia na kazdym precie. Przez
okres 19 tygodni obserwacji dwdch grup myszy parametry mierzone w tescie pretow
statycznych, r6znily si¢ nieznacznie. Znaczace statystycznie warto§ci w czasie obrotu

(Rys. 17A) w grupie myszy nastrzyknietych shCYP46A1 otrzymano na pretach o
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srednicy 35, 28 oraz 21 mm (odpowiednio dwuczynnikowa ANOVA, p=0,0019;
p=0,0251; p=0,0381). Post-hoc test LSD Fishera wykazat, ze roznice byly obserwowane
w tygodniu 7 na precie 35 1 28 mm oraz w 10 tygodniu od iniekcji na precie 35 1 21 mm.
Przejscie po precie stanowi dla myszy o wiele ciezsze zadanie niz obrocenie si¢ na skraju
pretow roznej Srednicy. Dlatego tez istotne statystycznie roznice (Rys. 17B) wychwycone
jedynie w czasie przej$cia po precie o $Srednicy 28 mm (dwuczynnikowa ANOVA
p=0,3433; test LSD Fishera w 10 tygodniu od iniekcji p<0,05) co sugeruje bardzo
znikomy wptyw czasteczki shRNA wyciszajacej gen CYP46A1 na zmiany sprawnos$ci

motorycznej zwierzat.
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Rysunek 17. Testy pretow statycznych myszy WT wykonane w przedziale
czasowym 7 — 19 tygodni po wstrzyknieciach lobularnych wektoréw
AAVrh10_shCYP46A1_eGFP oraz AAVrh10_shScramble_eGFP. 11-tygodniowe
myszy modelu WT poddano iniekcjom lokalnym do lobul moézdzku za pomoca
AAVrh10_shCYP46A1 lub AAVrhl10_shScramble. Ocena zmian behawioralnych na
podstawie czasu obrotu (A), oraz czasu przejscia (B) po precie o $rednicy 35, 28, 21,
17, 10 mm, zwierzat jednej ptci (n=14 dla shScramble, n=12 dla shCYP46A1) Myszy
poswiecono w 30 tygodniu zycia. Testy behawioralne do oceny réwnowagi i
koordynacji myszy ujawnity brak zmian motorycznych w grupie myszy traktowanych
mRNA shCYP46A1 w poréwnaniu z myszami kontrolnymi z czgsteczka shScramble.
Dwuczynnikowa ANOVA, p<0,05; post-hoc test LSD Fishera, p<0,05.

Nie zaobserwowaliSmy zadnych deficytow motorycznych u myszy WT w tescie
rotarod, myszy WT po operacjach stereotaktycznych miaty zblizone wyniki do tych
sprzed operacji. W zadnym z badanych punktow czasowych nie obserwowano
statystycznie istotnych roznic w czasie do upadku myszy z grupy shCYP46Al w
porownaniu do myszy, ktorym podano czgsteczke kontrolng (Rys. 18A) (dwuczynnikowa
ANOVA, p=0,4817; test LSD Fishera, p>0,05). Podobnie do testu rotarod, wyniki w
testach punktacji fenotypu myszy z shCYP46A1 réwniez nie odbiegaly od tych
uzyskanych przez myszy nastrzyknigte czasteczka kontrolng shScramble we wszystkich
analizowanych punktach czasowych eksperymentu (dwuczynnikowa ANOVA,
p=0,0597; test LSD Fishera, p>0,05) (Rys. 18B). Masa ciala w obu grupach miata
tendencje¢ wzrostowg, bez znaczacych roznic spowodowanych terapeutykami
(dwuczynnikowa ANOVA, p=0,1616; test LSD Fishera, p>0,05) (Rys. 18C). Do analiz
statystycznych testow rotarod, testu pretow statycznych, testdow punktacji fenotypu i

pomiaru wagi uzyto zwierzeta ptci meskiej.
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Rysunek 18. (A) Test rotarod, (B) test punktacji fenotypu, oraz (C) waga myszy
WT wykonane w przedziale czasowym 0 — 19 tygodni po wstrzyknig¢ciach
lobulowych wektorow AAVrh10_shCYP46A1_eGFP oraz
AAVrh10 shScramble eGFP. Ocena zmian behawioralnych na podstawie:
oznaczenia parametru czasu do upadku myszy w tescie rotarod, sumarycznego
wyniku otrzymanego z oceny punktowej 4 podrzednych parametréw fenotypowych
w tescie punktacji fenotypu, oraz oceny wagi zwierzat. Zwierz¢ta jednej plci (n=14
dla shScramble, n=12 dla shCYP46A1). Brak réznic w zachowaniu zwierzat z
shCYP46A1 w tescie réwnowagi 1 sprawnosci fizycznej rotarod oraz testach
punktacji fenotypu. Waga zwierzat z shCYP46A1 nie ulegata zmianie w pordwnaniu
do myszy z czasteczka shScramble we wszystkich 6 punktach czasowych.
(dwuczynnikowa ANOVA, p>0,05; post-hoc test LSD Fishera p>0,05).

W wyniku wstrzyknie¢ AAVrh10 do lobul m6zdzku myszy WT nie obserwowano
zalozonych, ewidentnych zmian fenotypowych, analizowanych w testach
behawioralnych. Delikatne odchylenia grupy z shCYP46A1 od wynikow grupy

kontrolnej prawdopodobnie nie majg duzego znaczenia biologicznego.

6.5.2. Ocena zmian poziomu biatka CYP46A1 metoda Western blot w
mysim modelu typu dzikiego WT
Biatko CYP46A1, kodowane przez gen CYP46A1 jest wysoce konserwatywnym
enzymem z rodziny cytochromu P450. Jego funkcja jest konwertowanie cholesterolu
powstatego in situ w moézgu do postaci 24S-hydroksycholesterolu w celu utrzymania
rownowagi syntezy 1 wydalania cholesterolu przez barier¢ krew-mozg (Bjorkhem et al.,
1998; Russell et al., 2009). Analiza poziomu tego biatka w strukturze dwoch potkul
moézdzku, oraz robaku u myszy modelu WT traktowanych wektorami AAVrhl0

transportujacymi czasteczke kontrolng lub wyciszajaca ekspresje genu CYP46Al,
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wykazala brak obnizenia poziomu tego biatka w strukturze robaka mézdzku (10%, Rys.
19A ), ktory jednoczesnie byt bezposrednim regionem iniekcji (test Mann-Whitneya,
p>0,05). Wynik eksperymentu nie uzyskal warto$ci statystycznie istotnych, natomiast
zaobserwowano trend spadkowy (16%) poziomu biatka CYP46A1 w obu poétkulach
nastrzyknigtych czasteczka shCYP46A1 (test Mann-Whitneya, p>0,05) (Rys. 19B).
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Rysunek. 19. Reprezentatywny Western blot enzymu 24-hydroksylazy
cholesterolu poltkul mozdzku 20 tygodni po wstrzykni¢ciu wektorow
AAVrh10_shScramble eGFP oraz AAV- rh10_shCYP46A1 eGFP myszy WT.
Analiza iloSciowa biatka CYP46A1 metoda Western blot w robaku (A) oraz potkulach
moézdzku (B) 20 tygodni po wstrzyknieciu wektora AAVrh10 shScramble eGFP oraz
AAVrh10 shCYP46Al1 eGFP (n=7 dla shScramble, n=6 dla shCYP46A1l). Test
Mann-Whitneya p>0,05. CYP46A1 znormalizowano o bialko referencyjne GAPDH.

Na podstawie wynikow analiz grupy myszy WT, poddanych obustronnym
iniekcjom wektorow wirusowych AAVrh10 shCYP46A1 1 AAVrhl0 shScramble,
zadecydowano o wyeliminowaniu tego serotypu wektora wirusowego z dalszych
eksperymentéw. Decyzje¢ podjeto w oparciu o obserwowana ubogg transdukcje w
komorkach PC. Tropizm wektora wirusowego, pomimo uzycia dwoch regiondéw iniekcji
tkanki neurologicznej (lobule lub DCN moézdzku), nie spetnial wymogow transdukcji
komorek Purkinjego. Komorki Purkinjego sg kluczowym typem komorek neuronalnych,
ktére odpowiadaja za syntezg enzymu CYP46A1. Poprzez optymalizacj¢ koordynat dla
iniekcji domozgowych wektorow wirusowych AAVrh10 uzyskano rézne wzory silnej

transdukcji komoérek mozgu, ktore byly powtarzalne. Wektor nie byl jednak
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ukierunkowany na komorki Purkinjego. Z tego wzgledu u myszy traktowanych
czasteczka shRNA wyciszajaca gen CYP46Al efekt uzyskanego wyciszenia nie byt
zadowalajacy 1 obserwowano jedynie subtelne zmiany fenotypowe w testach
behawioralnych. Ponadto analiza Western blot struktury, ktora ulegla bezposredniej
iniekcji, wykazata tendencje spadkows, jednak nie osiggajac istotnego obnizenia
poziomu biatka CYP46Al. Zaniechano dalszych eksperymentow bazujacych na

wektorze wirusowym AAVrh10.

6.6. Wptyw iniekcji lokalnych wektorem AAV-PHP.eB na zmiany
behawioralne i parametry molekularne

6.6.1. Ocena zmian behawioralnych po iniekcjach do DCN wektorem
AAV-PHP.eB

Do bezposrednich iniekcji mysich modeli wybrano wektor wirusowy AAV o
serotypie PHP.eB. Zoptymalizowano region bezposrednich iniekcji oraz opracowano
metode selektywnej 1 wydajnej transdukcji komoérek mozgu z zastosowaniem wektora
wirusowego AAV-PHP.¢B (Rys. 4). Dawka reagentow terapii genowej dobierana byta na
podstawie danych literaturowych, po ktorych nastepowaty krotkie eksperymenty
pilotazowe na matych grupach myszy. Wytypowana literaturowo dawka 4x10% vg/mysz
powodowata niepozadane efekty uboczne. W pojedynczych przypadkach zastosowana
dawka okazata si¢ letalna dla zwierzat. Testy behawioralne grup myszy musialy zosta¢
przerwane, a zwierzeta poswigcono w punkcie czasowym 2 tygodnie po operacjach
stereotaktycznych. Zadecydowano o 10- i 20-krotnym obnizeniu dawki AAYV,
odpowiednio 4x10° vg oraz 2x10° vg/mysz. Potwierdzono brak obecnosci efektow
ubocznych tacznie ze sprawdzeniem efektywnosci transdukcji komoérek Purkinjego. Do
glownego eksperymentu wytypowano najnizszg badang dawke konstruktow w formacie
AAV-PHP.eB.

6.6.2. Mysi model typu dzikiego WT

Do testow behawioralnych wybrano zwierzeta modelu WT, jednej ptci w wieku 9
tygodni zycia, traktowanych czasteczka wyciszajaca AAV-PHP.eB_shCYP46Al _eGFP
oraz czgsteczka kontrolng AAV-PHP.eB_shScramble_eGFP (n=5 dla shScramble, n=5
dla shCYP46A1). Test pretow statycznych, ktoremu poddano myszy, jest szczegolnie
dobrym testem do oceny zmian behawioralnych i motorycznych w chorobach

neurodegeneracyjnych. Zwierz¢ta modelu WT w punkcie czasowym 0 tygodni (przed
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operacjg) osiaggaty krotki czas w teScie pretow statycznych (czas obrotu i czas przej$cia
po pretach), sugeruje to tatwo$¢ wykonywania zadanych czynnos$ci oraz brak objawow
fenotypowych u tych myszy. Przez okres 19 tygodni testOw czas obrotu na pr¢cie myszy
traktowanych czasteczkg wyciszajaca nie roznil si¢ od tego uzyskanego przez myszy z
czagsteczkg kontrolng i utrzymywal si¢ w podobnym zakresie wartosci w kazdej grupie i
we wszystkich badanych punktach czasowych (Rys. 20A). Réznice w parametrze czasu
obrotu w grupie traktowanej czgsteczka wyciszajacg gen CYP46A1 w stosunku do grupy
myszy kontrolnych, ujawnity si¢ jedynie na pretach o $rednicy 21 1 10 mm, odpowiednio
w 19 i 4 tygodniu po operacjach (test Isd Fishera p<0,05). Natomiast parametr czasu
przejscia po pretach o zmniejszajacej sie srednicy (Rys 20B) wskazuje na silng roznice w
grupie myszy z czasteczka shRNA wyciszajaca CYP46A1 w porownaniu do myszy z
czasteczka kontrolng. Analizujac fenotyp behawioralny, szybciej po pretach przechodza
myszy traktowane shCYP46A1. W czasie przej$cia po pretach istotnos$¢ statystycznag
zyskano na pretach o $rednicy 35 mm (dwuczynnikowa ANOVA, p=0,0027), 28 mm
(dwuczynnikowa ANOVA, p=0,0254), oraz 10 mm (dwuczynnikowa ANOVA,
p=0,0006, test LSD Fishera, p<0,05 w 10 tygodniu po operacji).
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Rysunek 20. Testy pretow statycznych myszy WT wykonane w przedziale
czasowym 0 — 19 tygodni po operacjach wstrzykniecia wektorow AAV-
PHP.eB_shCYP46Al eGFP oraz AAV-PHP.eB_shScramble eGFP do DCN
moézdzku. 9-tygodniowe myszy modelu WT poddano iniekcjom stereotaktycznym.
Ocena zmian behawioralnych na podstawie oznaczenia parametru czasu obrotu (A),
oraz czasu przejscia po precie (B) o srednicy 35, 28, 21, 17, 10 mm. Zwierzat jedne;j
ptci (n=5 dla shScramble, n=5 dla shCYP46A1). Myszy poswigcono w 30 tygodniu
zycia. Zmiany w sprawnosci ruchowej myszy wskazujg na poprawe wynikOw w grupie
traktowanej shCYP46A1 w porownaniu do myszy kontrolnych. Dwuczynnikowa
ANOVA, p<0,05; post-hoc test LSD Fishera, p<0,05.

W tych samych punktach czasowych wykonano test rotarod. Analizowano czas
utrzymania si¢ zwierzat na obracajagcym si¢ precie przez parametr czasu do upadku.
Poczatkowo myszy obu grup uzyskiwaty wysokie warto$ci czasu do upadku, ktére malaty
przy kolejnych dwoch punktach czasowych, po czym utrzymywaty si¢ na stalym
poziomie do konca obserwcji. Moment pogorszenia nastgpowat przez pierwsze 8 tygodni
po operacji i zwigzany byl z czasem rekonwalescencji zwierzat. Roznice w czasie do
upadku myszy WT po iniekcjach czasteczka shCYP46A1 byly istotnie wyzsze
(dwuczynnikowa ANOVA, p<0,0001; test LSD Fishera, p<0,05 w 4, 12, 16 tygodniu po
iniekcji), niz w przypadku iniekcji czasteczka kontrolng (Rys. 21A). Na testy punktacji
fenotypu skladaja si¢ 4 parametry brane pod uwagg przy ocenie fenotypowej myszy. Im
mniejszg sumaryczng warto$¢ zyskuje zwierze w testach, tym jest bardziej sprawne
motorycznie. Wykres testow punktacji fenotypu przedstawia istotne statystycznie roznice
w fenotypie grupy myszy traktowanych shCYP46A1 w poréwnaniu do grupy traktowane;j
czasteczka shScramble (dwuczynnikowa ANOVA, p=0,0392; test LSD Fishera, p>0,05).
Myszy z czasteczka shRNA wyciszajaca CYP46A1 otrzymujac mniejsza sumaryczng
liczbe punktow w kazdym punkcie czasowym, co sugeruje wigkszg sprawnosc

motoryczng w stosunku do myszy grupy kontrolnej (Rys 21B).

Wazenie myszy modelu WT po operacjach stereotaktycznych wskazuje na
prawidtowy przyrost masy dwoch grup zwierzat (Rys. 21C). Pomimo, Ze istotnie wyzsze
wagi mialy myszy traktowane czgsteczka shScramble w punkcie czasowym 014 tygodnie
po operacji (dwuczynnikowa ANOVA, p=0,0015; test LSD Fishera p<0,05 w tygodniu 0
1 p<0,01 w 4 tygodniu po injekcji) to w koncowym punkcie czasowym waga obu

analizowanych grup myszy wyrowanta si¢.
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Rysunek 21. Test rotarod (A), test punktacji fenotypu (B), oraz waga (C),
wykonane w przedziale czasowym 0 — 19 tygodni po operacjach wstrzyknigcia
wektorow AAV-PHP.eB shCYP46Al1 eGFP oraz AAV-
PHP.eB_shScramble_eGFP do DCN myszy WT. Ocena zmian behawioralnych na
podstawie: oznaczenia parametru czasu do upadku myszy w te$cie rotarod,
sumarycznego wyniku otrzymanego z oceny punktowej 4 podrzednych parametrow
fenotypowych w tescie punktacji fenotypu, oraz oceny wagi zwierzat. Zwierzeta jedne;j
ptci (n=5 dla shScramble, n=5 dla shCYP46A1). (dwuczynnikowa ANOVA, p<0,05;
post-hoc test LSD Fishera, p<0,05).

Iniekcje z uzyciem AAV-PHP.eB-shCYP46A1 eGFP okazaty si¢ mie¢ korzystny
wplyw na motoryke zwierzat w teScie pretow statycznych, teScie rotarod 1 testach
punktacji fenotypu w poréwnaniu do grupy myszy kontrolnych. Masa ciala zwierzat z
czasteczka shCYP46A1 pod koniec eksperymentdow, w punkcie czasowym 19 tygodni

ustanowila si¢ w przedziale warto$ci uzyskanych przez myszy kontrolne shScramble.

6.6.3. Mysi model SCA3

Model myszy Kil50 odtwarza wiele cech ludzkiej choroby SCA3, w tym
zaburzenia ruchowe pojawiajace si¢ u myszy przed ukonczeniem 6 miesigca zycia (Wiatr
i in. 2019).

Zwierzgta modelu SCA3 Kil50 otrzymaly wektory wirusowe AAV-
PHP.eB_shCYP46A1 eGFP (n=5) oraz AAV-PHP.Eb_shScramble eGFP (n=5) w
postaci obustronnych wstrzyknie¢ do DCN mozdzku w wieku 9 tygodni. Myszom
zapewniono komfortowe i bezpieczne dla zdrowia warunki rekonwalescencji z opieka
pooperacyjng trwajaca tydzien. Opieka pooperacyjna polegata na podawaniu $rodkow
przeciwzapalnych i gdy byto to wymagane, masci antybiotykowej na miejsce zszytej
rany. Testy behawioralne rozpoczynaty si¢ od punktu 0, tydzien przed wykonang

operacja, w celu scharakteryzowania poziomu koordynacji myszy transgenicznych Kil50
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przed przystgpieniem do eksperymentu. W tescie pretow statycznych, wartosci czasu
obrotu na pretach (Rys. 22A) o zmniejszajacych si¢ srednicach dla myszy traktowanych
czasteczka shCYP46A1, podobnie jak w grupie myszy modelu WT, nie odbiegaty od tych
reprezentowanych przez grupe myszy kontrolnych. Wyniki istotnie statystyczne czasu
obrotu w punktach czasowych 0 i 4 tygodnie pojawily si¢ miedzy myszami z czasteczka
kontrolng i1 czasteczka shCYP46A1 na precie o Srednicy 35 mm (dwuczynnikowa
ANOVA, p<0,05; post-hoc test LSD Fishera,p<0,05 i p<0.01) oraz w punkcie czasowym
0 tygodni na precie o $rednicy 21 mm (dwuczynnikowa ANOVA, p>0,05; post-hoc test
LSD Fishera, p<0,01) wskazujace, ze niektére myszy modelu Kil50 potrzebowaty wiecej
czasu i1 doswiadczenia/treningu przy obrocie na wskazanych pretach. Model Kil50 po
analizie czasu przejs$cia po pretach (Rys. 22B), wskazuje na wigksze zdolnoséci ruchowe
1 motoryczne grupy myszy z czasteczka wyciszajaca CYP46A1. Wyniki po raz kolejny
odzwierciedlaja zachowanie myszy modelu dzikiego WT traktowanych tym samym
reagentem, chociaz w przypadku modelu Kil50 obserwowano silniejszg poprawe, a
wyniki osiggaja istotno$¢ statystyczng na wigkszosci pretow. Dla wszystkich pretow
odnotowano istotno$¢ statystyczng réznic¢ w czasie przejscia po pretach w przynajnmniej
jednym obserwowanym punkcie czasowym. Statytstycznie istotne réznice obserwowane
byly w trzech punktach czasowych na pretach o $rednicy 35, 28 1 21 mm (dwuczynnikowa
ANOVA, p=0,0001; p=0,0002; p<0,0001). Najsilniejsze zmiany w motoryce
obserwowane sg na precie 21 mm 4, 8 1 15 tygodni po opracjach (odpowiednio test LSD
Fishera, p<0,05; p<0,01; p<0,05), myszy z wyciszajacg czasteczka shCYP46Al
wykonujg zadanie szybciej. Wyniki wskazuja na wyrazng poprawe koordynacji ruchowe;

u Kil50 po zastosowaniu czasteczki AAV-PHP.eB_shCYP46A1_eGFP.
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Rysunek 22. Testy pretow statycznych myszy Kil50 wykonane w przedziale
czasowym 0 — 19 tygodni po operacjach wstrzykniecia wektorow AAV-
PHP.eB_shCYP46Al1 eGFP oraz AAV-PHP.eB_shScramble_ eGFP do DCN
moézdzku. 9-tygodniowe myszy modelu SCA3 poddano iniekcjom stereotaktycznym.
Ocena zmian behawioralnych na podstawie oznaczenia parametru (A) czasu obrotu (A)
oraz czasu przejscia po precie (B) o srednicy 35, 28, 21, 17, 10mm zwierzat jednej pici
(n=5 dla shScramble, n=5 dla shCYP46A1). Myszy poswigcono w 30 tygodniu zycia.
Obserwowano poprawe motoryki myszy w grupie traktowanej shCYP46A1 w
poroéwnaniu do myszy kontrolnych. (dwuczynnikowa ANOVA, p<0,05; post-hoc test
LSD Fishera, p<0,05)

Obserwowane zmiany w wynikach osiaganych przez myszy w tescie rotarod w
przedziale czasowym 0-19 tygodni, nie wykazywaly na wystepowanie istotnych zmian
pomiedzy dwoma analizowanymi grupami (dwuczynniowa ANOVA, p=0,0753) (Rys.
23A). Przez okres 8 tygodni od operacji kondycja motoryczna spadata niezaleznie od
zastosowanej czasteczki w formacie AAV, co moze wskazywa¢ na zwigzek z
rekonwalescencja po operacji. pomimo ze czasy do upadku myszy ze wstrzyknieta
czasteczka wyciszajaca gen CYP46Al, nie byly istotnie rézne od grupy myszy
kontrolnych, to w grupie Kil50 (shCYP46Al) po 8 tygodniu od iniekcji wyniki
utrzymywaty si¢ na stalym poziomie (wartosci rzedu 150s). Roznice w koordynacji
myszy Kil50 shCYP46A1 obserwowano jedynie w ostatnim punkcie czasowym 19
tygodni zyskujac istotno$¢ statystyczng na poziomie p=0,0425; test LSD Fishera.
W badanym przedziale czasowym 0 — 19 tygodni od operacji, testy punktacji fenotypu
(Rys. 23B) nie ujawniajag zmian w zachowaniu zwierzat traktowanych dwoma réznymi
reagentami (dwuczynnikowa ANOVA, p=0,1799). Zwierzgta dwoch grup zyskiwaty
sumaryczny wynik zblizony do wartosci ok. 2 (Rys 23B). Waga osobnikow przyrastata
w funkcji czasu do 8 tygodnia, nastgpnie utrzymywata si¢ do zakonczenia eksperymentu.
Nie obserwowano odchylen warto$ci wagi pomiedzy grupa myszy z shCYP46Al i
shScramble po procedurze operacji stereotaktycznych (dwuczynnikowa ANOVA,
p=0,4339; test LSD Fishera, p<0,05 dla punktu czasowego 0, przed operacjami
stereotaktycznymi) (Rys. 23C).
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Rysunek 23. Test rotarod (A), testy punktacji fenotypu (B), oraz waga (C)
wykonane w przedziale czasowym 0 — 19 tygodni po operacjach wstrzykniecia
wektorow AAV-PHP.eB_shCYP46Al eGFP oraz AAV-
PHP.eB_shScramble_eGFP do DCN myszy Kil50. Ocena zmian behawioralnych na
podstawie oznaczenia parametru czasu do upadku myszy w tescie rotarod (A), wyniku
sredniego otrzymanego z zsumowania 4 podrzednych parametrow w testach punktacji
fenotypu (B), oraz wagi (C) zwierzat. Zwierzeta jednej plci (n=5 dla shScramble, n=5
dla shCYP46A1). (dwuczynnikowa ANOVA, p<0,05; post-hoc test LSD Fishera,
p<0,05)

Efektem iniekcji  stereotaktycznych — wektoréw  wirusowych ~ AAV-
PHP.eB_shCYP46A1 modelu SCA3 Kil50 jest poprawa sprawnosci ruchowej
obserwowana gldwnie w testach pretow statycznych, ktore stanowig jedng z najczulszych
metod oceny zmian fenotypowych w zaburzeniach neurodegeneracyjnych. Obserwacja

jest spojna dla dwdoch mysich modeli WT oraz Kil50.

6.6.4. Ocena zmian poziomu biatka CYP46A1 metodg Western blot po
iniekcjach do DCN wektorem AAV-PHP.eB

Mysi model typu dzikiego WT

Jednym z postulowanych patomechanizméw SCA3 jest wystepowanie posredniej
sciezki zaburzonej homeostazy cholesterolu w mozgu spowodowanej obnizonym
poziomem biatka CYP46Al. Zaburzona funkcja enzymu CYP46Al1 wplywa na
podwyzszenie poziomu cholesterolu w mdzgu, przez ograniczenie jego konwersji do
pochodnej o wtasciwosci przekraczania przez BBB. Przedstawiony patomechanizm jest
wspolny dla wielu chordb neurodegeneracyjnych jak AD, HD oraz PD. Poprzez operacje
stereotaktyczne, obustronnej iniekcji do DCN wektorow wirusowych AAV-
PHP.eB_shCYP46A1_eGFP oraz AAV-PHP.eB_shScramble eGFP sprawdzono wptyw
czasteczki wyciszajacej gen CYP46Al na poziom biatka w strukturze podlegajacej
iniekcji. Wyizolowano biatko z potkul mézdzku grup myszy WT traktowanych
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shCYP46A1 oraz shScramble po 19 tygodniach od operacji wstrzyknieé
stereotaktycznych myszy 9-tygodniowych (n=8 dla AAV-PHP.Eb_shCYP46Al eGFP,
oraz n=8 dla AAV-PHP.eB shScramble_eGFP). Enzym CYP46Al zwalidowano o
biatko referencyjne; Laming B (Rys. 24).

Analiza Western blot izolatow biatkowych pochodzacych z myszy WT wskazuje
na wystepowanie znamiennego statystycznie obnizenia poziomu biatka CYP46A1 grupy
myszy z czasteczka wyciszajaca gen CYP46Al na poziomie 22% wzgledem grupy
kontrolnej (test Mann-Whitneya, p=0,0175).

WT
2.0

shScramble ShCYP46AT 1.59

22%

1.0

T ———— i N0} (o VN

Lamina B

0.5

CYP46A1/Lamina B

0.0-
shScramble shCYP46A1

Rysunek 24. Reprezentatywny Western blot enzymu 24-hydroksylazy
cholesterolu potkul moézdzku 19 tygodni po wstrzyknieciu wektorow AAV-
PHP.eB_shScramble_eGFP oraz AAV-PHP.eB_shCYP46Al1 eGFP myszy WT.
Analiza ilo$ciowa biatka CYP46A1 metodg Western blot mézdzku 19 tygodni po
wstrzyknigciu wektora AAV do DCN wskazuje na spadek jego poziomu w grupie z
shCYP46Al, (n=7 dla shScramble, n = 7 dla shCYP46A1). Test Mann-Whitneya,
p<0,05. Bialko CYP46A1 znormalizowano o bialko referencyjne Laming f.

Mysi model SCA3

Zbadano wptyw wektoro6w wirusowych transportujacych czasteczke wyciszajaca
ekspresje genu CYP46A1 na poziom biatka CYP46A1 w tkankach, w ktorych doszto do
bezposredniej iniekcji. Analizie poddano izolaty potkul mézdzku pochodzace od mysiego
modelu SCA3 po iniekcji czasteczka kontrolng shScramble, oraz czasteczka wyciszajaca
shCYP46A1. Na podstawie analizy Western blot , otrzymano wyniki istotnego
statystycznie obnizenia poziomu biatka CYP46A1 w grupie myszy po iniekcjach
wektorem zawierajacym czasteczke shRNA wyciszajaca ekspresje genu CYP46A1 na
poziomie 19% (test Mann-Whitneya, p<0,05) (Rys. 25). Na podstawie wykonanych

badan behawioralnych oraz analiz molekularnych potwierdzono poprawe koordynacji
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ruchowej na skutek obnizenia poziomu biatka CYP46A1 (grupy myszy z wstrzyknigtym
shCYP46A1) jednoczesnie w dwoch mysich modelach WT oraz Kil50.
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Rysunek 25. Reprezentatywny Western blot enzymu 24-hydroksylazy
cholesterolu poétkul moézdzku 19 tygodni po wstrzyknieciu wektorow AAV-
PHP.eB_shScramble eGFP oraz AAV-PHP.Eb_shCYP46Al1 eGFP myszy
Ki150. Analiza ilo§ciowa biatka CYP46A 1 metoda Western blot mézdzku 19 tygodni
po wstrzyknigciu wektora AAV do DCN (n=7 dla shScramble, n=7 dla shCYP46A1).
Test Mann-Whitneya, p<0,05. CYP46A1 znormalizowano o biatko referencyjne
Laming B.

6.6.5. Ocena zmian poziomu biatka CYP46A1 metoda
immunofluorescencyjng po iniekcjach do DCN wektorem AAV-
PHP.eB

Mysi model typu dzikiego WT oraz SCA3 Kil50

W celu potwierdzenia wystgpowania efektu inhibicji ekspresji genu CYP46A1 w
tkance neurologicznej myszy, postanowiono zbada¢ zmiany poziomu biatka CYP46A1
metoda immunofluorescencyjng. Odkad wektory wirusowe zostaly zaprojektowane tak,
ze w ich konstruktach poza sekwencjg wyciszajaca ekspresje genu CYP46A1, znajduje
si¢ sekwencja eGFP do produkcji biatka, udaje si¢ je tatwo wysledzi¢ technika
mikroskopii fluorescencyjnej poprzez wzbudzenie laserem o odpowiedniej dtugosci fali.
Wykonano barwienie immunofluorescencyjne sagitalnych skrawkow mézgu myszy WT
i Kil50 traktowanych dwiema czgsteczkami shRNA z uzyciem przeciwciata anty-
CYP46A1. Jadra komoérek zabarwiono 4',6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI).
Przedstawione obrazy stanowig zdjecia szkielek ze skrawkami sagitalnymi grubos$ci
20um, pochodzgacych z systemu wieloptaszczyznowego obrazowania fluorescencyjnego
mikroskopu konfokalnego Opera Phenix™ (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone). Zdjecia wykonano pod obiektywem 40x z immersja wodng, warto$¢
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z-stack dla wybranego obiektywu to 0,5, zbierano obraz catej powierzchni mézdzku o
przekroju z=20um. Wzgledna intensywnos$¢ $wiecenia CYP46A1 zbierano jedynie z
powierzchni cial komoérek Purkinjego, u ktéorych wystepowata kolokalizacja z
pozytywnym sygnatem eGFP. Przeprowadzone analizy immunofluorescencyjne
wzglednej intensywnos$ci $wiecenia pokazaty silny spadek poziomu CYP46A1 skrawkow
myszy WT traktowanych czasteczka wyciszajaca gen CYP46A1, az o 43% w stosunku do
wzglednej intensywnosci CYP46A1 myszy z czasteczkg kontrolng (test Mann-Whitneya,
p=0,0002 (Rys. 26).
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wzgledna intensywnosé CYP46A1

AAV-PHP.eB_shCYP461

Rysunek 26. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego
enzymu 24-hydroksylazy cholesterolu skrawkow mozdzku, biodystrybucja eGFP,
19 tygodni po wstrzyknieciu wektorow AAV-PHP.eB_shScramble_eGFP oraz
AAV-PHP.Eb_shCYP46Al1 eGFP myszy modelu WT. Wieloptaszczyznowe
obrazowanie fluorescencyjne mikroskopu konfokalnego Opera Phenix skrawkow
sagitalnych moézdzku myszy WT ujawnito biodystrybucje eGFP w mozdzku, w
warstwie PCL, ML po wstrzykni¢ciach wektoréw wirusowych AAV-PHP.eB do DCN.
Barwienie immunofluorescencyjne z przeciwcialem anty-CYP46A1 ujawnito
zmniegjszony poziom CYP46A1 u myszy z AAV-PHP.eB_shCYP46A1 w stosunku do
myszy z AAV-PHP.eB_shScramble (obliczenia intensywnos$ci S$wiecenia cial komorek
Purkinjego, n=8, Test Mann-Whitneya, p=0,0002. Skala: 100 um. GL-warstwa
granularna, PCL-warstwa komorek Purkinjego, ML-warstwa molekularna.
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Analiza wzglednej intensywnos$ci sygnatu CYP46A1 w grupie Kil50 pokazata
bardzo silny, statystycznie istotny spadek tego biatka o 42% u myszy z AAV-
PHP.eB shCYP46A1 eGFP, w porownaniu do myszy kontrolnych (test Mann-
Whitneya, p<0,0001) (Rys. 27). Barwienie immunofluorescencyjne z zastosowaniem
przeciwciala anty-CYP46A1, jednocze$nie wykorzystanego do analiz Western blot,
stanowi druga metode molekularna, ktora potwierdza wplyw czasteczki wyciszajacej gen
CYP46Al, na znamienny spadek poziomu tego biatka w strukturze ulegajacej

bezposredniej iniekcji wektorami AAV w modelach mysich.
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Rysunek 27. Reprezentatywne obrazy barwienia immunofluorescencyjnego
enzymu 24-hydroksylazy cholesterolu skrawkéw mozdzku, biodystrybucje eGFP,
19 tygodni po wstrzyknieciu wektorow AAV-PHP.eB_shScramble_eGFP oraz
AAV-PHP.Eb_shCYP46A1 eGFP myszy modelu Kil50. Wieloptaszczyznowe
obrazowanie fluorescencyjne mikroskopu konfokalnego Opera Phenix skrawkow
sagitalnych mézdzku myszy Kil50 ujawnilo biodystrybucje eGFP w moézdzku, w
warstwie PCL, ML po wstrzyknig¢ciach wektorow wirusowych AAV-PHP.eB do DCN.
Barwienie immunofluorescencyjne z przeciwcialem anty-CYP46A1 wykazato
obnizenie CYP46A1 u myszy z AAV-PHP.eB _shCYP46A1 w poréwnaniu do myszy
z AAV-PHP.eB shScramble (obliczenia wzglgdnej intensywnosci CYP46A1 cial
komorek Purkinjego z pozytywnym eGFP, n=8. Test Manm-Whitneya, p< 0,0001.
Jadra byty barwione za pomoca 4',6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI). Skala: 100 um.
GL-warstwa granularna, PCL-warstwa komorek Purkinjego, ML-warstwa
molekularna.
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6.6.6. Ocena wyciszenia genu CYP46A1 metodg gPCR po iniekcjach do
DCN wektorem AAV-PHP.eB
Mysi model WT oraz SCA3 Kil150

W zwiazku z wprowadzeniem do ustroju zwierzat modeli WT i1 Kil150 wektorow
wirusowych AAV-PHP.eB shCYP46A1 i AAV-PHP.eB shScramble w dawce
2x10%vg/mysz do DCN, mozliwe bylo zanalizowanie wptywu czgsteczki ShRNA na
wyciszenie ekspresji genu CYP46A1 w mézdzku.

RNA wyizolowano z potkul moézdzku myszy dwéch modeli traktowanych
shCYP46A1 oraz shScramble po 19 tygodniach od operacji wstrzykniec
stereotaktycznych. Wyniki dla genu CYP46Al1 znormalizowano wzgledem genu
referencyjnego p-aktyny. Analiza gPCR wskazuje na statystycznie istatne obnizenie
ekspresji genu CYP46A1 grupy myszy z czasteczkg shCYP46A1 na poziomie 30% w
grupie myszy WT (test Mann-Whitneya, p= 0,0667) (Rys. 28A) oraz 15% w grupie
myszy modelu Kil50 (test Mann-Whitneya, p=0,8857) (Rys. 28B).
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Rysunek 28. Wplyw iniekcji wektoréow AAV-PHP.eB_shCYP46Al i AAV-
PHP.eB_shScramble do jader glebokich mézdzku mysich modeli typu dzikiego
(A) i SCA3 (B) na poziom ekspresji genu CYP46A1 znormalizowanego wzgledem
3-aktyny. Potraktowanie myszy czgsteczkg shCYP46A1 spowodowato 15% obnizenie
ekspresji genu CYP46A1 w grupie myszy Kil50 i 30% w grupie myszy WT (+SEM).
Poréwnania dokonano wzgledem grup nastrzyknietych czasteczka kontrolng
shScramble. Test Mann-Whitneya, p>0,05.
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7. Dyskusja i perspektywy

Wektory wirusowe AAV sg coraz bardziej powszechnym 1 skutecznym
narzedziem stuzgcym do dostarczania terapeutykéw do uktadu nerwowego, zarowno
osrodkowego jak i obwodowego (Connor i in. 2016; Tervo i in. 2016). Przyszte metody
terapeutyczne opierajace si¢ na AAV beda wymagaly wigkszej selektywnosci dla
wybranych populacji komodrek, w celu zminimalizowania potencjalnych efektow
ubocznych terapii. Obecnie tropizm AAV do komorek mozgu jest w duzej mierze zalezny
od zastosowania dedykowanych promotoréw neuronalnych lub glejowych (Griffin i in.
2019; Hoshino i in. 2021). Jednak mimo zastosowania takich promotorow dochodzi do
niekontrolowanej transdukcji innych komorek za pomocg AAV (bez wywotania ekspresji
transgenu), co moze powodowac¢ odpowiedz zapalng, integracj¢ do genomu lub inne
efekty zalezne od metody dostarczania (Timmers i in. 2020). Problemy wynikajace z
tropizmu niektorych AAV do szerokiej puli komoérek, obejmuja niepozadany transport
wektorow do tkanek obwodowych, takich jak watroba i krew (Albright i in. 2018;
Sherafat, b.d.; D. Liu i in. 2021). Dlatego tez bardzo wazng czeScig przyszlej terapii
genowej jest precyzyjne zbadanie wlasciwosci serotypow AAV w kontekscie
ukierunkowanego dostarczania terapii genowej do populacji komoérek zaangazowanych
w procesy patogenne. Serotyp AAVrh10 oraz nowy AAV-PHP.eB sg bardzo obiecujace
ze wzgledu na transport retrogradowy oraz biodystrybucj¢ w roznych typach komorek, w
tym glejowych i neuronow (Petrosyan i in. 2014; Tanguy i in. 2015). Dodatkowo serotypy
AAV-PHP.eB oraz AAVrhl0, posiadaja bardzo atrakcyjng wiasciwos¢, ktorg jest
transport przez BBB (H. Zhang i in. 2011; Mathiesen i in. 2020).

W wielu chorobach neurodegeneracyjnych, w tym w chorobie Huntingtona,
a szczegolnie w ataksjach rdzeniowo-moézdzkowych, takich jak SCA3 (Wiatr i in. 2019;
Tereshchenko i in. 2020; Cook, Fields, i Watt 2021; Niewiadomska-Cimicka i in. 2021)
jednym z gtéwnych regionow degeneracji jest moézdzek. Struktura skomplikowanej sieci
potaczen neuronéw w moézdzku jest na tyle dobrze opisana (De Zeeuw, Lisberger, i
Raymond 2021), ze prawie wszystkie typy komorek nerwowych w nim wystepujac, moga
by¢ stosunkowo precyzyjnie zidentyfikowane na podstawie ich morfologii i1 lokalizacji.
Mozdzek zawiera pobudzajace (glutamatergiczne) 1 hamujace (GABAergiczne) typy
neurondw tworzace sieci neuronalne, ktore sg dobrze zbadane (Gilkes, Bloom, i
Heldermon 2016; Tervo i in. 2016). Komorki Purkinjego w tej sieci, sag prawdopodobnie

najbardziej dotkniete w chorobach neurodegeneracyjnych. Dlatego dzigki poznanej
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strukturze i funkcjom, mozdzek moze stanowi¢ wazny cel do dostarczania terapii
genowych przez wektory AAV, a ograniczenie terapii do jednego typu komorek, moze
ograniczy¢ wystepowanie efektow niepozadanych z nig zwigzanych.

Aby pozna¢ patomechanizm SCA3, zwigzany z nieprawidlowa przemiang
cholesterolu w moézgu, wybranym regionem w modelu WT 1 Kil50 do dostarczania
wektorow AAV byl mézdzek. Do tego zadania wymagana byla metoda skutecznej i
efektywnej transdukcji komoérek Purkinjego, poprzez iniekcje stereotaktyczne méozdzku
myszy, ktorag wraz z zespolem opracowalismy uzywajac dwéch serotypow AAVrh10 oraz
AAV-PHP.eB. Wstrzyknigcia miaty na celu wyciszenie ekspresji genu kodujacego biatko
CYP46A1 w komorkach Purkinjego mozdzku, gtdéwnego enzymu przemiany mdzgowego
cholesterolu. Nastgpnie zbadano molekularne, komoérkowe 1 fenotypowe konsekwencje
takiego wyciszenia w modelu SCA3 Ki150.

W moich badaniach zdecydowatam si¢ zastosowa¢ wymienione wektory w dwoch
r6znych miejscach iniekcji w mozdzku. Wstrzykniecie do lobul mézdzku lokowato AAV
W poblizu aksondéw komorek koszykowych i interneurondw oraz dendrytow komorek
Purkinjego. Natomiast podanie do jader gtebokich mozdzku lokowato AAV w poblizu
aksonow komorek Purkinjego. Podczas wstrzyknigcia, umiejscowienie AAV w obrebie
aksondw neurondw mozdzku wykorzystuje zdolnosci retrogradowe AAV 1 stanowi
obiecujace narzedzie terapii genowej (Bravo-Hernandez i in. 2020; J. Wang i Zhang
2021).

W przypadku dostarczania AAVrhl0 do lobul moézdzku uzyskano silng
transdukcja komorek gwiazdzistych 1 koszykowych (Rys. 5). Obie populacje komorek
fatwo mozna odr6zni¢ w obrazie mikroskopowym, dzigki charakterystycznej budowie
morfologicznej. Komorki koszykowe swoimi neurytami oplataja ciala neuronow
Purkinjego, i tworza specyficzne struktury, zwane ,,pinceau” (J. Zhou i in. 2020). Po
okresie 7-10 tygodni od wprowadzenia wektorow, sygnat translokowal z komorek
warstwy molekularnej do warstwy granularnej (Rys. 6). Od 10 do 20 tygodnia po iniekcji,
komodrkami wykazujacymi pozytywna biodystrybucje byly komodrki granularne wraz z
aksonami (Rys. 7). We wszystkich analizowanych punktach czasowych komorki
Purkinjego pozostawaty jednak w wigkszosci bez sygnatu eGFP (Rys. 6 i 7).
Prawdopodobnym wyjasnieniem opisanego mechanizmu jest aspekt retrogradowego
transportu wektorow wirusowych AAVrhl0 i zwigzany z nim mi¢dzykomérkowy
transport kapsydow, ktory juz podnoszono w literaturze (J. Wang i Zhang 2021). Ponadto

lokalizacja aksonéw komorek gwiezdzistych i koszykowych w ML, sprzyja dostepnosci
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wektorow wirusowych AAVrh10 w metodzie iniekcji lobularnych. Z metodologicznego
punktu widzenia, aksony komorek Purkinjego nie byly dostgpne dla lobularnych iniekcji
AAVrh10, ze wzgledu na ich lokalizacj¢ w DCN. Nasze rezultaty wskazuja, takze na
nieskuteczng transdukcje ciat i dendrytéw komorek Purkinjego przez AAVrhl10. W
zwigzku z nieskutecznym efektem transdukcji PC po lobularnych iniekcjach AAVrh10,
postanowiono zmieni¢ miejsce podania AAV na DCN (Rys. 8). W rezultacie modyfikacji
metody uzyskano biodystrybucje AAVrh10 w niewielkiej liczbie komorek Purkinjego.

Taka transdukcja PC za posrednictwem iniekcji AAVrh10 do DCN pokazuje
réwniez, ze promotor PGK kierujacy eGFP, jest aktywny w PC. Dlatego tez brak
transdukcji PC po iniekcjach lobularnych, nie jest spowodowany brakiem aktywnosci
tego promotora. Co wigcej, PGK jest bardzo skutecznym promotorem eGFP dla PC za
posrednictwem  kasety lentiwirusowej (Bosch, Nerbonne, i Ornitz 2014).
PrzedstawiliSmy, ze promotory PGK i CMV obecne w konstruktach AAV zaréwno
indukujg intensywng i porownywalng ekspresje¢ ¢GFP w neuronach Purkinjego, jak i
neuronach granularnych.

Pomimo, ze efekt transdukcji w PC wywotanej AAVrhl10 byt ograniczony,
postanowiono sprawdzi¢ mozliwe zmiany behawioralne oraz biatkowe u zwierzat WT
traktowanych AAVrh10 shCYP46A1 eGFP oraz AAVrh10_shScramble eGFP. Tak
jak si¢ spodziewalismy niewielka transdukcja oraz idacy za tym brak wyciszenia genu
CYP46A1 w PC, przyczynily si¢ do obserwowanego braku rdznic motorycznych
wzgledem grupy kontrolnej, wérod myszy WT (Rys. 16, 17) w badanym przedziale
czasowym. Rezultaty wskazuja na to, ze czasteczka shRNA mogla dziata¢ na zmiang
ekspresji omawianego biatka w PC, jednak mata liczba transdukowanych komoérek nie
pozwolita na osiagniecie poziomu istotnego statystycznie w eksperymentach (Rys. 18).
Woyciszenie genu CYP46A1 powinno by¢ realizowane w neuronach, wykazujacych silng
ekspresje tego genu (Ramirez, Andersson, i Russell 2008).

W celu podwyzszenia efektywnosci transdukcji PC, zadecydowano o
zastosowaniu serotypu AAV-PHP.eB. Serotyp AAV-PHP.eB powstal jako pochodna
wektora AAV9. Wektor AAV9 byt uzywany w badaniach terapii stwardnienia
zanikowego bocznego (ALS) w zwigzku ze zdolnoS$cig transdukcji motoneurondéw o
bardzo dtugich aksonach oraz przechodzeniu przez bariere krew-mozg (Bravo-Hernandez
I in. 2020). AAV-PHP.eB jest rowniez zdolny do przekraczania BBB i transdukcji PC po
iniekcjach systemowych do splotu naczyniowego zatoki oka. Po przeprowadzeniu

iniekcji retro-orbitalnej (do zatoki oka myszy), dostrzeglisSmy silng transdukcje
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wigkszosci komorek PC w mozdzku myszy (Rys. 10), jak rowniez licznych komorek w
pozostalych regionach moézgu (Rys. 9). Dlatego, rozwazono mozliwos¢ rdéwnie
efektywnej 1 selektywnej transdukcji, ograniczonej tylko do komorek PC wektorem
AAV-PHP.eB, ale uzywajac lokalnych iniekcji do lobul lub do DCN moézdzku. Iniekcji
do lobul spowodowaty niespojny wzor transdukcji szerokiej populacji komorek w okolicy
miejsca iniekcji (Rys. 11). Natomiast w efekcie umieszczenia AAV w DCN, uzyskano
obraz bardzo selektywnej i1 jednolitej transdukcji komoérek PC juz po 4 tygodniach od
iniekcji (Rys. 13). Uzyskanie tak efektywnej transdukcji pozwolito przejs¢ do dalszego
etapu pracy, jaka bylo badanie znaczenia wyciszenia CYP46Al specyficznie w
komorkach Purkinjego, ktore sg zaangazowane w patogeneze SCA3.

Komoérki PC w moézdzku stanowia najbogatsze zrodto CYP46A1 (Ramirez,
Andersson, i Russell 2008), ktory jest kluczowym enzymem przemian cholesterolu w
moézgu. Pomimo, ze czynnik etiologiczny w SCA3 jest bardzo dobrze udokumentowany,
nie wiadomo czy podobnie jak w inny chorobach neurodegeneracyjnych zaburzenia
gospodarki cholesterolu w mézgu moga by¢ skladowa patogenezy SCA3. Wykazano, ze
poziom CYP46A1 jest obnizony w dotknigtych chorobg regionach moézgu u pacjentow i
mysich modeli HD, AD i SCA3 (Hudry i in. 2010; Boussicault i in. 2016; Toonen i in.
2018; Kacher i in. 2019; Nobrega i in. 2019; Burlot i in. 2015). W mysim modelu SCA3
Kil50, wygenerowanym w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN, potwierdziliSmy
wystgpowanie obnizonego poziomu CYP46A1 w mézdzku (Rys. 14). Dowiedlismy, ze
wystepuje obnizony poziom biatka CYP46A1 na podstawie badan metoda
immunofluorescencyjng w PC, oraz ze istnieje tendencja spadkowa poziomu tego biatka
w moézdzku.

Zalozeniem naszych eksperymentéw byta indukcja fenotypu u zwierzat WT,
ktéry odzwierciedlatby fenotyp choroby SCA3, a w przypadku zwierzat transgenicznych
SCA3 Kil50 zatozeniem bylo dalsze obnizenie CYP46Al skutkujace nasileniem
fenotypu SCA3. PrzewidywaliSmy, Ze obnizenie ekspresji CYP46A1 doprowadzi do
uszkodzenia neuronéw moézdzku. Dojdzie do odktadania nadmiaru cholesterolu w mézgu
1 obnizonego poziomu 24-OHC, jak i innych produktéw rozpadu cholesterolu, w zwigzku
z jego ograniczong konwersja (Dai i in. 2021). CYP46AL1 nie tylko produkuje 24-OHC,
ale takze aktywuje caty szlak mewalonianowy syntezy cholesterolu. Zwiazki posrednie
syntezy cholesterolu sg waznymi czynnikami wielu kluczowych $ciezek komérkowych,
w szczegblnosci endocytozy, autofagii i transmisji synaptycznej (Moutinho, Nunes, i
Rodrigues 2016).

88



Wykazano, ze wiele metabolitow cholesterolu, w tym oksysteroli, peini role
sygnalizacyjne w OUN (Collingridge i in. 2013; Paul i in. 2013; Sun i in. 2016). 24-OHC
stanowi wazny produkt rozpadu cholesterolu, poniewaz moduluje funkcje kanatow
jonowych, takich jak receptory N-metylo-D-asparaginianowe (NMDAR) (Paul i in.
2013), ktore posredniczg w neurotransmisji pobudzajacej w catym o$rodkowym uktadzie
nerwowym (OUN). Aktywacja wymienionych receptoréw zwigzana jest z prawidtowym
funkcjonowaniem dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP, ang. long-term
potentiation), waznym dla plastycznosci synaptycznej i uczenia si¢ (Paul i in. 2013;
Emnett i in. 2015; Sun i in. 2016; Wei i in. 2019). Donoszono rowniez, ze 24-OHC moze
wplywac¢ na uktad renina-angiotensyna (RAS; ang. renin-angiotensin system) w mozgu.
Oproécz kluczowych funkcji systemowych RAS, takich jak regulacja ci$nienia krwi 1
gospodarki elektrolitowej, sugeruje si¢, ze uktad ten rowniez reguluje funkcje
plastyczno$¢ neurondw, uczenie si¢ i pamig¢ w mozgu (Wright i Harding 2013).

Natomiast zmiany 24-OHC w AD w moézgu prawdopodobnie odzwierciedlaja
dysfunkcj¢ neuronow podczas rozwoju AD. Poziom 24-OHC byl zmniejszony w
obszarach mézgu o najsilniejszej degeneracji post mortem u pacjentow AD, i u
starzejacych sie¢ myszy AD (APP751) (Heverin i in. 2004). Obnizenie poziomu 24-OHC
w modelach AD i obserwowano w razem z zaburzeniami w LTP ( Balschun and Rowan,
2018). Natomiast przywrocenie prawidlowej gospodarki cholesterolu w modelu mysim
AD, przez podwyzszenie poziomu CYP46A1 wptywatlo na poprawe pamigci i
zmniejszenie zaburzen synaptycznych (Burlot i in. 2015). Niska aktywnos¢ CYP46A1 i
zwigzany z nim wysoki poziom 24-OHC powigzano z niekorzystnym promowaniem
procesu neurozapalnego, produkcja AP peptydow, inicjacja stresu oksydacyjnego i
$miercig komorek neuronalnych w liniach komoérkowych (Gamba i in. 2011; 2014;
Yamanaka i in. 2011).

Obnizony poziom 24-OHC, moze skutkowaé¢ podwyzszeniem poziomu 27-OHC
w mozgu. Hydroksylaza 27-cholesterolu jest produkowana powszechnie w organizmie,
natomiast 27-OHC jest glownym metabolitem cholesterolu w krazeniu ogdlnym
(Marwarha i Ghribi 2015), ma on zdolnos¢ do przenikania przez BBB. Podwyzszony
poziom 27-OHC w moézgu prowadzi do nasilenia LTP w hipokampie modelu
transgenicznych myszy Cyp27Tg. Zatozono, ze wysoki poziom 27-OHC zaburza
przewodzenie synaptyczne (ang. synaptic potentiation) i precyzyjne przetwarzanie

informacji w hipokampie, co skutkuje uposledzeniem funkcji poznawczych (Loera-
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Valencia i in. 2021). Jednoczesnie stanowi to dowod na to, ze zwigkszenie aktywnosSci
LTP, rowniez moze nie$¢ negatywne reperkusje.

Istnieja rowniez przestanki o funkcji oksysterolu 27-OHC w zmniejszaniu
wychwytu glukozy w méozgu. Co przektada si¢ na zaburzenia pamigci przestrzennej in
Vivo, poprzez wptyw na ukltad renina-angiotensyna w mozgu (Ismail i in. 2017).

Dzigki opracowaniu metody efektywnych iniekcji stereotaktycznych do mézdzku
| poznania wlasciwo$ci wektorow wirusowych osiggneliSmy pierwszy szczegodtowy cel
pracy. Uzyskano specyficzng i efektywng transdukcje wybranych komoérek mézdzku z
zastosowaniem bezposrednich iniekcji z AAVrh10 oraz AAV-PHP.eB przy ograniczeniu
stosowanej dawki podawanego reagenta. Mozliwe bylo prowadzenie dalszych
eksperymentdéw do osiggniecia kolejnych celow szczegotowych.

Na podstawie iniekcji stereotaktycznych osiggnigto istotne statystycznie
obnizenie biatka CYP46A1 w PC w mozdzku z zastosowaniem AAV-
PHP.eB_shCYP46A1 eGFP w poroéwnaniu do AAV-PHP.eB_shScramble_ eGFP oraz
réwnie silny sygnat eGFP w PC dla obu wektorow w modelach WT 1 Kil150. Widoczna
réznica w poziomie obnizenia biatka migdzy dwiema metodami (Western blot, barwienie
immynofluorescencyjne) moze wynika¢ z odmiennej charakterystyki dwoch metod. W
przypadku Western blot do analizy wzigto biatko catkowite, ktore zawiera bardzo niski
procent CYP46A1 ze wzgledu na ilos¢ PC w mo6zdzku w poréwnaniu do innych komorek.
Natomiast, metoda immunofluorescencyjna jest bardzie selektywna i1 umozliwia
przeanalizowanie  intensywno$¢ sygnalu CYP46A1 w transdukowanych PC
(wybarwionych GFP). Bardzo podobna tendencja spadku ekspresji CYP46A1 pojawia
si¢ w analizie ilosciowej qPCR ktdra nie osigga jednak warto$ci istotnej statystycznie.
Podobnie jak w analizie Western blot moze to by¢ spowodowane uzyciem materiatu
wyizolowanego z catej potkuli mézdzku do qPCR z wieloma populacjami komorek.

Uzyskane wyniki analizy poziomu biatka i mRNA CYP46A1 wskazuja, ze mogto
doj$¢ do kompensacji CYP46A1 w mézdzku ze strony innych populacji komorek, ktore
moga zainicjowa¢ produkcje tego biatka w przypadku braku ekspresji w PC.
Kompensacja ekspresji CYP46ALl przez astrocyty w chorobach neurodegeneracyjnych
byta juz podnoszona w danych literaturowych (Bogdanovic i in. 2001; Brown i in. 2004).
Poniewaz AD prowadzi do zaburzen synaptycznych, a nastgpnie utraty neurondw i
ekspresji CYP46A1, dlatego ekspresja CYP46A1 w astrocytach zostata zasugerowana
jako zréwnowazenie spadku CYP46A1 w wyniku neurodegeneracji (Bogdanovic i in.
2001).
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Niespodziewanym odkryciem w modelach WT i Kil50 po operacjach z uzyciem
AAV-PHP.eB_shCYP46A1 eGFP, byta obserwowana poprawa sprawno$ci ruchowe;j
zwierzat w testach behawioralnych w poréwnaniu do grup myszy kontrolnych w
badanym przedziale czasowym 0-19 tygodni po operacjach. Szczegélnie jest to
obserwowane w testach prgtow statycznych. Testy pretow statycznych sg bardzo czulg
metoda analizy behawioru motorycznego mysich modeli choréb neurodegeneracyjnych.
Test ten obejmuje etap obrotu zwierzecia, oraz etap przejscia dla kazdego z 5 pretow o
malejacej Srednicy (Deacon 2013). U myszy WT z czgsteczkg shCYP46A 1 obserwowano
pewna poprawe sprawnosci ruchowej kiedy poréwnano zwierzeta WT wzgledem Kil50.
Natomiast zwierzgta Kil50 traktowane shCYP46A1 wykazaly polepszenie fenotypu
motorycznego, w poréwnaniu do Kil50 traktowanych niewyciszajagcym shScramble.
Analizy kontrolne fenotypow popieraja uzyskane wyniki. W przypadku poréwnania
myszy kontrolnych Kil50 nietraktowanych i traktowanych shScramble nie
zaobserwowano wigkszych réznic w fenotypie. Zaobserwowano fenotyp motoryczny (od
20 tygodnia zycia) nietraktowanych Kil50 w poréwnaniu do nietraktowanych WT. W
koncowym etapie eksperymentdw masa ciata zwierzat dwoch modeli z czasteczka
shCYP46A1 miescila si¢ w przedziale warto$ci uzyskanych przez myszy kontrolne
shScramble.

Zwiazkiem pomig¢dzy indukowanym obnizeniem ekspresji genu CYP46A1 w
moézdzku, a korzystng zmiang motoryczng u myszy traktowanych modelu WT 1 Kil50
moze by¢ czesciowo i lokalnie podwyzszona ekspresja CYP46A1 (Sodero i in. 2011).
Podczas procesu zapalnego aktywacje gleju jednoczesnie potaczono z aktywnym
oczyszczaniem tkanki z nieprawidlowo zlozonych bialek. Wnioski oparto na
obserwacjach mechanizmow w chorobie neurodegeneracyjnej AD (Burlot i in. 2015).

Polepszenie w testach behawioralnych wraz z obnizeniem poziomu CYP46A1
w modelu Ki150 moze by¢ efektem wzmozonego agregowania zmutowanego bialka,
ATXN3. Rozwazano juz funkcje neuroprotekcyjng tego procesu, i wynikajace z niego
obnizenie aktywno$ci patologicznego biatka w procesie sekwestracji (Invernizzi i in.
2012; Todd i in. 2013; Vinatier i in. 2015). Mozliwe, ze agregowanie zmutowanej
ATXN3 spetnia role protekcyjng, jedynie we wczesnym stadium choroby, kiedy jeszcze
inne funkcjonalne bialka nie ulegajg procesowi sekwestracji razem z nig (Sanchez,
Mahlke, 1 Yuan 2003). W zwiagzku z moimi badaniami potrzebnych jest wigcej

eksperymentéw w celu potwierdzenia wysunigtej hipotezy.
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Dotychczas eksperymenty badawcze zwigzane z obnizeniem ekspresji CYP46A1
wykorzystywaty t¢ samg sekwencje niesiong w wektorach wirusowych AAV, ktorg
zawdzigcza si¢ Djelti (2015) (Djelti i in. 2015; Boussicault i in. 2016; Ayciriex i in. 2017;
Nobrega iin. 2019; Burlot i in. 2015). W wyzej wymienionych pracach iniekcja w region
hipokampu myszy WT spowodowata symptomy zblizone do tych w chorobie AD, mi¢dzy
innymi zaburzen poznawczych, atrofii struktury nastrzykiwanej, zwickszona produkcje
amyloidu B, uposledzong fosforylacje tau oraz stres siateczki srodplazmatycznej (Djelti i
in. 2015). W transgenicznym mysim modelu APP23 fenotyp chorobowy zostat jeszcze
bardziej zaostrzony poprzez utrate neuronéw prowadzaca do napadéw padaczkowych
(Chali i in. 2015; Djelti i in. 2015). Natomiast iniekcje w region pragzkowia myszy WT
generowaty fenotyp charakterystyczny dla HD ze spontaniczng degeneracja neurondéw
prazkowia (Boussicault i in. 2016), wraz z odktadaniem si¢ endosoméw i lizosomow
(Nobrega i in. 2019).

Przytoczone rezultaty wczesniejszych prac ktoére demonstrujg niekorzystny
wpltyw obnizenia CYP46A1 wykazuja znaczne réznice w przeprowadzeniu
eksperymentow 1 modelach badawczych. Jedng z roznic jest region mozgu podania
shCYP46A1, ktérym przewaznie byto prazkowie i hipokamp, majace bardzo szczegolne
znaczenie dla LTP (ang. long-term potentiation). Prawdopodobnie zaburzenia przemian
cholesterolu w neuronach tych dwoch struktur moga przyczynia¢ si¢ do zmian
plastycznosci synaptycznej 1 wptywac na proces uczenia si¢ i zapamigtywania. Podkresli¢
jednak nalezy, ze istnieje bardzo ograniczona ilos¢ badan odzwierciedlajaca te, ktore
przedstawiam w swojej pracy doktorskiej. Mowa tu o badaniach wyciszenia CYP46A1
w moézdzku, w modelu choroby SCA3. Natomiast te, ktére zostaty opublikowane,
skupiaja si¢ na podwyzszeniu ekspresji CYP46A1 w mozdzku modelu transgenicznego
myszy SCA3 69Q, oraz w prazkowiu lentiwirusowego modelu myszy SCA3, na
podstawie operacji stereotaktycznych z zastosowaniem AAVrh10 (Nobrega i in. 2019).
Jednak wzgledem do$wiadczen uzyskanych z przeprowadzonych operacji z uzyciem
AAVrh10, oraz poznaniu wiasciwosci tego wektora wirusowego dowiedliSmy, ze
iniekcje do moézdzku powodowaly bardzo uboga transdukcje komorek PC mozdzku,
najbardziej dotknietych przez SCA3, a jednoczes$nie najsilniej eksprymujacych
CYP46AL.

W zwigzku z ta wiedza, mozna przypuszczaé, ze rezultaty uzyskane przez
Nobrega 1 wsp. sa skutkiem innego mechanizmu, zwigzanego z podniesieniem ekspresji

CYP46A1 ale nie w komorkach PC, aktywowanego na skutek wprowadzenia czasteczki
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AAVrh10 CYP46A1 do mozdzku. Terapia w przytocznych eksperymentach
obejmowata myszy transgeniczne, ktére juz zdazyty naby¢ objawy fenotypowe SCA3, co
stanowi kolejng réznice wzgledem naszych badan. Natomiast wczesniejsze badania
indukujgce nadekspresje CYP46A1 z pomoca AAVrhl0 potaczone z indukowaniem
SCA3 w strukturze prazkowia przez wprowadzenie zmutowanej ATXN3 w lentiwirusie,
bardzo trudno poroéwnaé z eksperymentami na mysim humanizowanym modelu SCA3
Ki150. Myszy transgeniczne Kil50 sag modelem bardzo $cisle odzwierciedlajagcym SCA3
z fenotypowego i molekularnego punktu widzenia. Jest to model humanizowany, uznany
jako jeden z doktadniejszych, w ktorym neurodegeneracji ulega wigcej niz jedna struktura
moézgu (Switonski i in. 2015).

Co wigcej, badania nad transgenicznym mysim modelem typu knock-out bez
ekspresji CYP46A1 -/- (ang. knock-out; KO), sugeruja, ze pozbawienie genu nie jest
letalne dla zwierzat (Lund i in. 2003; Meljon, Wang, i Griffiths 2014), prawdopodobnie
dzigki mechanizmom kompensacyjnym aktywowanym we wczesnym rozwoju. Model
zostal stworzony w 2003r. i charakteryzuje go silna korelacja miedzy eliminacja
cholesterolu, a jego produkcja w mozgu. Poziom cholesterolu w mozgu u tych zwierzat
byt niezmieniony i odzwierciedlal ten u myszy WT. Natomiast wykazano 40% spadek
syntezy cholesterolu de novo w moézgu i odpowiadajacy mu 40% spadek eliminacji
cholesterolu z mézgu do krazenia ogolnego (Lund i in. 2003; Meljon, Wang, i Griffiths
2014). Charakterystyka myszy KO w poréwnaniu do myszy WT, ujawnita powazne
zaburzenia poznawcze, ktore razem z funkcjg CYP46A1 oraz metabolizmem cholesterolu
polaczono z funkcjami wyzszego rzedu w mozgu (T. J. Kotti i in. 2006). Myszy KO
wykazujace brak 24-hydroksylazy cholesterolu, wykazuja zmniejszone tempo syntezy
cholesterolu 1 innych izoprenoidow niesterolowych, ktore powstaja na drodze szlaku
mewalonianowego. Co z kolei przyczynia si¢ do pojawienia si¢ zmian kognitywnych
poprzez uposledzenie LTP w hipokampie (T. Kotti i in. 2008). Jednak nie dopatrzono si¢
zmian behawioralnych w testach otwartego pola oraz rotarod. Nie wykazano rowniez
zmian motorycznych nawet u 2 letnich myszy KO (Lund i in. 2003).

Badania modulacji syntezy cholesterolu w chorobach neurodegeneracyjnych
sugeruja, ze neurony ulegaja uszkodzeniu w zwigzku z obnizonym poziomem
cholesterolu i zaburzonym procesem jego biosyntezy w HD (Valenza i in. 2015;
Shankaran i in. 2017). Jednak leki hamujace synteze cholesterolu, statyny, sa
proponowane  jako  terapia  neuroprotekcyjna, w niektorych ~ chorobach

neurodegeneracyjnych, w tym, PD i AD (Saeedi Saravi i in. 2017). Inhibicja syntezy
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cholesterolu przez satyny jest realizowana poprzez inhibicj¢ szlaku mewalonianowego
(Nassief i Marsh 2008; van der Most i in. 2009; Barone, Di Domenico, i Butterfield 2014).

Neuropatologia w SCA3 nie ogranicza si¢ jedynie do zaburzen w obrgbie
struktury moézdzku, ale takze wystepuje w obrebie prazkowia, istoty czarnej, czy
niektdorych jadrach ruchowych nerwow czaszkowych (Diirr 1 in. 1996; T. Klockgether i
in. 1998; Alves i in. 2008; Udo Riib, Brunt, i Deller 2008). Do tej pory jednak zbiér badan
w obrebie mézdzku w chorobach neurodegeneracyjnych, a w szczegdlnosci SCA3 jest
bardzo ograniczony.

Na podstawie eksperymentdw w pracy doktorskiej wnioskujemy, ze oba serotypy
AAVrh10 oraz AAV-PHP.eB, oraz kierowana przez nie dystrybucja retrogradowa, moga
by¢ stosowane do selektywnej transdukeji gtownych rodzajow neuronéw w mozdzku w
celu efektywnego dostarczania terapii genowej. Oba wektory moga by¢ stosowane w
parze jako wzajemne kontrole efektu terapeutycznego i efektow ubocznych w terapii
genowej w moézdzku. Nasze strategie in vivo sg dostosowane do dalszego rozwoju
przedklinicznych 1 klinicznych badan dostarczania gendw do komorek granularnych
przez AAVrhl0 i komoérek Purkinjego przez AAV-PHP.eB. Nasze badania, sg
prawdopodobnie pierwszymi, w ktorych poza specyficzng i efektywng transdukcja
neurondéw PC, uzyskano korzystny efekt behawioralny na skutek redukcji CYP46A1, po
bezposrednich iniekcjach do mézdzku dwoch traktowanych mysich modeli.

Dowody, ze CYP46A1 jest obnizony nie tylko u pacjentow i w mysich modelach
AD (Burlotiin. 2015) i HD (Boussicault i in. 2016), ale takze w SCA3, wraz z wykryciem
uposledzonej syntezy cholesterolu w moézdzku Kil50, silnie wskazuje na zwigzek
CYP46Al iprzemian cholesterolu w patofizjologii tych choréb. Wyniki jednakze
sugeruja, ze redukcja CYP46A1 ograniczona do struktury moézdzku, moze stanowié
bezposredni element neuroprotekcyjny w procesie neurodegeneracyjnym. Na podstawie
uzyskanych wynikow, mozemy postawi¢ hipotezg, Zze obnizenie metabolizmu
cholesterolu, wplywajace posrednio na obnizenie jego syntezy w szlaku
mewalonianowym, moze by¢ $ciezka neuroprotekcyjna, gdy terapeutyk zostanie
wprowadzony do neuronéw moézdzku w fazie presymptomatycznej modelu SCA3 Kil50
oraz WT.
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8. WhniosKi

Wplyw syntezy i przemian cholesterolu w chorobach mézgu nie zostal jeszcze
doktadnie poznany. Nie zdefiniowano roli poziomu CYP46A1 w mo6zdzku oraz w mysich

modelach ataksji rdzeniowo mozdzkowych. Nasze badania pokazaty:

[1] Ustalono wydajno$ci i rodzaju populacji komoérek mozdzku transdukowanych przez
serotypy AAV na podstawie szerokiego zastosowania wektorow wirusowych AAVrh10
oraz AAV-PHP.eB.

[2] Po bezposrednich iniekcjach do moézdzku ustalono bardzo efektywny i selektywny
sposob transdukcji komorek Purkinjego poprzez uzycie: AAV.PHP.eB, inikecje do DCN
i efektywnego stezenia wektora.

[3] Obnizenie poziomu CYP46A1 w moézdzku w komorkach Purkinjego u myszy typu
dzikiego (C57BL) nie doprowadza do wywotania fenotypu SCA3. Takie wyciszenie
umiarkowanie poprawia motoryke myszy C57BL.

[4] Obnizenie poziomu CYP46A1 w mézdzku w komoérkach Purkinjego w mysim modelu
choroby neurodegeneracyjnej SCA3 Kil50 nie doprowadza do zaostrzenia fenotypu
SCAZ3, jednoczesnie dziatajac przeciwnie i poprawia zaburzong sprawno$¢ motoryczng
w tym modelu.

[5] Selektywne obnizenie CYP46A1 w komorkach Purkinjego moze by¢ celem
teraputycznym w SCA3 i1 w innych chorob neurodegeneracyjnych zwigzanych z

zaburzeniem przemian cholestorolu w moézdzku w PC.

Moje przyszte badania nad rola CYP46A1 w SCA3 skupig si¢ na zbadaniu zmiany
poziomu prekursoréw, oraz produktow rozpadu cholesterolu w badaniach
lipidomicznych tkanki mézgowej, ptynu mozgowo-rdzeniowego (CSF) oraz osocza krwi.
Jednoczes$nie postaram si¢ skorelowaé zmiany poziomu prekursoréw i pochodnych
cholesterolu, z poziomem zmutowanego biatka ataksyny-3 w mysim modelu Kil150. Po
wykonaniu szczegdétowego profilowania lipidomicznego w materiale pobranym z
traktowanych grup myszy, ciekawym eksperymentem bytoby zanalizowanie zmian w
procesach, na ktére majg wptyw zwiazki szlaku mewalonianowego, to jest endocytozy,
autofagii czy transmisji synaptycznej, jak i bezposrednia analiza poziomu zwigzkow
biorgcych udzial w syntezie cholesterolu. W celu lepszego poznania efektu redukcji
CYP46A1 w mézdzku, warto byloby oceni¢ poziom bialek charakterystycznych dla RAS

i szlaku glutaminianowego.
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10. Spis wybranych skrotow

24-OHC 24S-hydroksycholesterol

AAV wektory wirusowych zwigzanych z adenowirusami
ABC transportery ABC

AD choroba Alzheimera

ALS stwardnienie zanikowe boczne

ApoE apolipoproteina E

ASO antysensowe oligonukleotydy

Atgl6L biatko autofagii

BBB bariera krew-mozg

CBP biatka zwigzane z CREB

CHK1 kinaza biatkowa

CSF ptyn mozgowo-rdzeniowy

CYP46A1 24-hydroksylaza cholesterolu

DCN jadra glebokie mézdzku

DDR system odpowiedzi na uszkodzenia DNA
DRPLA zanik jadra zgbatego, czerwiennego, gatki bladej 1 jadra Luysa
FPP pirofosforan farnezylu

GABARAP Biatko zwigzane z receptorem kwasu gamma-aminomastowego
GGPP pirofosforan geranylogeranylu

HD choroba Huntingtona

HDAC3 deacetylaza histonowa

KR $ciezka Kandutscha-Russella

LC3 biatka zwigzane z mikrotubulami

LDL lipoproteiny o niskiej gestosci

LDLR receptor LDL

LRP1 receptor LDL zwigzany z biatkiem 1

LTP dhugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (
miRNA mikroRNA

MRI Rezonans magnetyczny mozgu

MRNA matrcowe RNA

MRS Spektroskopia rezonansu magnetycznego
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MS stwardnienie rozsiane

NES sygnaty transportu z jadra do cytoplazmy
NLS sygnat transportu do jadra

OUN osrodkowy uktad nerwowy

p62 biatko autofagii

PD choroba Parkinsona

polyQ choroba poliglutaminowa

PQC szlak kontroli jakos$ci biatek

RAS uktad renina-angiotensyna

RNAI interferencje RNA

RNF8 ligaza ubikwitynowa ()

SBMA rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni
SCA ataksje rdzeniowo-mozdzkowe
SCA3/MJD ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3/choroba Machado-Josepha
shRNA krotkie RNA o strukturze petli

SIRNA mate interferujagce RNA

UM motywy oddziatujace z ubikwityng

UPS system ubikwityna-proteasom
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