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Streszczenie

Ataksja rdzeniowo-mdzdzkowa typu 3 (SCA3/MID) jest neurodegeneracyjng choroba
poliglutaminowg, ktérg wywotuje mutacja polegajagcg na ekspansji powtérzen trojki
nukleotydow CAG w genie ATXN3. Skutkuje to powstawaniem dtugiej domeny
poliglutaminowej w zmutowanym biatku ataksyny-3 (ATXN3). Doktadny mechanizm choroby
SCA3 nie zostat jeszcze poznany i dlatego nie istniejg jeszcze terapie celujace w przyczyne

choroby.

Gtéwnym celem mojej pracy doktorskiej byto okreslenie patomechanizmu choroby
SCA3. W tym celu wygenerowatem nowy mysi modelu SCA3 o zaostrzonym fenotypie jako
platforme in vivo do badania patogenezy, okreslenia zmian biatkowych i tkankowych,
interakcji biatkowych oraz szybkiego testowania terapii SCA3. W mysim modelu SCA3
o tagodnym fenotypie nie zaobserwowatem wczesnych, presymptomatycznych zmian
transkrypcyjnych, natomiast zidentyfikowatem post symptomatyczne zmiany w mRNA.
Okazato sie, ze zmiany w mRNA odzwierciedlaty zaburzenie w populacjach komérek mézgu
zwigzanych z oligodendrocytami, mikroglejem oraz metabolizmem energetycznym. Mimo
braku zmian transkrypcyjnych i behawioralnych na bardzo wczesnym etapie choroby,
w fagodnym modelu SCA3, zidentyfikowatem zmieniong lokalizacje i mikroagregaty
zmutowanego biatka ATXN3. Te markery mogg by¢ przydatne w badaniach przedklinicznych

na wczesnym, bezobjawowym etapie choroby.

Kolejnym etapem badan byto wygenerowanie nowego modelu mysiego SCA3 Kil50,
o zaostrzonym fenotypie, ktory jest modelem klasy przedklinicznej stuzagcym do badan nad
skuteczng terapig dla pacjentéw chorych na SCA3. Przeprowadzone testy motoryczne na
mysim modelu Kil50 wskazujg na zaostrzony fenotyp chorobowy u tych myszy. Osobniki juz
w 1 miesigcu zycia wykazywaty obnizong sprawnosé motoryczng. U myszy Ki150, w przekroju

catego mdzgu, widoczne sg bardzo liczne i duze agregaty nieprawidtowego biatka ATXN3.

W nastepnym etapie badaid zidentyfikowano interakcje biatkowe pomiedzy
prawidtowym i zmutowanym biatkiem ATXN3. W tym celu wykorzystano rdwnolegle metody
frakcjonowania lizatbw mézgu za pomocg ortogonalnej chromatografii oraz
koimmunoprecypitacje, a nastepnie dla kazdej z tych metod zidentyfikowano réwniez biatka

i kompleksy metody proteomiczng. Kompleksy zmutowanej i prawidtowej ATXN3 zostaty



scharakteryzowane pod wzgledem ich wielkosci i zawartosci. Zidentyfikowano biatka wigzgce
sie ze zmutowang i normalng ATXN3 w mdzgach myszy Kil50. Miedzy innymi, wykryto duze
kompleksy biatkowe pomiedzy zmutowang ATXN3 a takimi biatkami jak CCT5 i 6, Tcpl
(Chaperon Containing TCP1; kompleks CCT; kompleks T) oraz kinazy Camk2a i Camk2b
odpowiedzialne za homeostaze wapnia oraz liczne biatka proteasomu. Odkrytem rowniez, ze
wszystkie te biatka majg charakterystyczng kolistg forme strukturalng. Co ciekawe jednym
z etapdw przejsciowych w tworzeniu inkluzji fibrylnych poliQ jest etap inkluzji o formie kolistej.
Przeprowadzone analizy danych wskazujg, ze nastepuje nieprawidtowa interakcja pomiedzy
zmutowang ATXN3 a biatkami waznych szlakdow komérkowych, biorgcych udziat
w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych; sg to m.in. biatka zaangazowane w translacje
oraz transport mitochondriéw w aksonach. Na podstawie zidentyfikowanych interaktorow
iich cech wigzania do ATXN3 zaproponowano sposéb terapii celowanej SCA3 zwigzkami

niskoczgsteczkowymi.

Podsumowujgc, stworzenie nowego modelu o zaostrzonym fenotypie i badanie
interakcji biatkowych w tym modelu pozwolito na zidentyfikowanie patogennych procesow
biologicznych w SCA3. Dzieki temu, zaproponowano strategie terapeutyczng nakierowang na
jeden z tych procesdéw, co spowodowato znaczgce obnizenie poziomu zmutowanego biatka

ATXN3 w komérkach fibroblastéw pacjentéw chorych na SCA3.
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Abstract

“CHARACTERISTICS OF THE SCA3/MIJD KI91 AND KI150 MOUSE MODELS: TISSUE
PATHOGENESIS, MUTANT ATAXIN-3 INTERACTION AND BRAIN TRANSCRIPTOMIC
ALTERATIONS”

Spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3/MIJD) is a neurodegenerative polyglutamine
disease caused by the CAG triplet repeat expansion mutation in the ATXN3 gene. This results
in forming of a long polyglutamine domain in the mutant ataxin-3 protein (ATXN3). The exact
mechanism of SCA3 has not been determined, and therefore no targeted therapies currently

exist.

Therefore, the main goal of my Ph.D. thesis was to determine the pathomechanism of
SCA3 by generating a new mouse model of SCA3 with an exacerbated phenotype as an in vivo
platform for studying pathogenesis, determining protein and tissue changes, protein-protein
interactions, and rapid evaluation of potential SCA3 therapy. In the SCA3 mouse model with
a mild phenotype, | did not observe early presymptomatic transcriptional changes but
identified post-symptomatic mRNA changes. Such changes reflected a disturbance in brain cell
populations associated with oligodendrocytes and microglia and energy metabolism. Despite
the lack of transcriptional and behavioral changes at the very early stage of the disease in the
mild SCA3 model, | identified altered localization and microaggregates of the mutant ATXN3

protein, useful as a marker in preclinical studies.

The next task of the research was to generate a new SCA3 Ki150 mouse model with an
exacerbated phenotype, a preclinical-class model for testing effective therapies for the SCA3.
Motor tests performed on the Ki150 indicate an exacerbated disease, such as reduced motor
performance already at 1 month of age, and numerous and large aggregates of abnormal

ATXN3 protein seen across the brain.

Next, protein interactions of normal and mutant ATXN3 were identified in Ki21 and
Ki150 models. Parallel methods of brain lysate fractionation using orthogonal chromatography
and co-immunoprecipitation were used, and then proteins and complexes were identified by
proteomics for each method. The mutant and normal ATXN3 complexes were characterized
by their size and content. Among others, large protein complexes with disturbed interaction

with ATXN3 were detected, such as CCT5 and 6, Tcpl (Chaperon Containing TCP1; CCT
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complex; T complex), and Camk2a and Camk2b kinases responsible for calcium homeostasis
and numerous proteasome proteins. | found that all these proteins have a characteristic
circular structural form. Interestingly, one of the transient stages in the formation of polyQ
fibrillar inclusions are the circular inclusions. Data analysis indicates that the mutated ATXN3
interacts abnormally with proteins of crucial cellular pathways involved in the pathogenesis
of neurodegenerative diseases, including proteins involved in the translation, and transport
of mitochondria in axons. Based on the identified interactors and their binding to ATXN3,

a method of SCA3 targeted therapy with low molecular weight compounds was proposed.

In conclusion, the creation of a new model with an exacerbated phenotype and the
study of protein interactions in this model allowed the identification of pathogenic biological
processes in SCA3. The therapeutic strategy aimed at one of these processes resulted in
a significant reduction in the level of the mutated ATXN3 protein in the fibroblast cells of

patients with SCA3.
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1. Wstep

1.1. Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (SCA3)

Ataksja rdzeniowo-modzdzkowa typu 3 (ang. spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3)),
znana takze jako choroba Machado-Josepha (ang. Machado-Joseph Disease; MJD), jest
chorobg neurodegeneracyjng zaliczang do choréb poliglutaminowych (poliQ), ktoéra
spowodowana jest przez ekspansje powtdrzen trojki nukleotydowej CAG w odcinku
kodujgcym biatko ataksyny-3 (ATXN3). Choroba ta zaliczana jest do grupy 9 choréb poliQ,
ktérymi sg choroba Huntingtona (HD), rdzeniowo-opuszkowy zanik miesni (SBMA), zanik jagdra
zebatego, czerwiennego, gatki bladej i jadra niskowzgdrzowego (DRPLA) oraz pie¢ innych
ataksji rdzeniowo-moézdzkowych (SCA1, 2, 6, 7 i 17). Pierwsi pacjenci chorzy na SCA3 zostali
zdiagnozowani w latach 70tych XX wieku posréd emigrantéw pochodzenia Azorskiego
mieszkajgcych w USA (Coutinho and Andrade, 1978). Dwie ze zidentyfikowanych rodzin
prezentujacych te dominujgco dziedziczong ataksje wywodzity sie od Williama Machado
i Antone Josepha, co doprowadzito do okreslenia choroby Machado-Joseph Disease (MJD).
Nazwa ta jest nadal uzywana regionalnie, szczegdlnie w krajach portugalskojezycznych. Uwaza
sie, ze choroba SCA3 jest najczestszg dominujgcg dziedziczng postacig ataksji, dotykajaca
okoto 1:50 000-100 000 osob i jest drugg po HD pod wzgledem czestosci wystepowania wsréd
chordb poliQ (Durr, 2010; Gardiner et al., 2019). Chociaz wykazano, ze portugalskie rodziny
SCA3 wywodzg sie z dwéch haplotypdw, ustalono, ze wiekszos¢ rodzin SCA3 na catym swiecie
pochodzi z jednego wewnatrzgenowego haplotypu (Gaspar et al., 2001). Nadal obserwuje sie
znaczace rdéznice regionalne i etniczne w czestosci wystepowania choroby SCA3, przy czym
najwiekszg czestos¢ odnotowano w krajach Azji Wschodniej, w tym w Chinach, Japonii oraz

Tajwanie, a takze w Portugalii i Brazylii (Buijsen et al., 2019).

1.2.  Objawy SCA3

Pierwsze objawy choroby SCA3 zwykle pojawiajg sie w wieku dorostym chorego,
miedzy trzecig a pigtg dekadg zycia i postepujg powoli wraz z wiekiem (Rib et al., 2013).
Pacjenci ze SCA3 wykazujg szeroki zakres postepujgcych zaburzen motorycznych, w tym
wyrazng ataksje moézdzkowsq z nieprawidtowym chodem, zaburzeniami rdwnowagi, brakiem

koordynacji konczyn, dystonig, spastycznoscig, dyzartrig, dysfagia i nieprawidtowosciami
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okoruchowymi (Paulson et al., 2017; Rib et al., 2013). Parkinsonizm z drzeniem lub bez
drzenia wystepuje réwniez u czesci pacjentéw ze SCA3 (Park et al., 2015). Chociaz nasilenie
i tempo spadku sg rézne u pacjentdw ze SCA3, niewydolnos¢ funkcji zwigzanych z pniem
mozgu zwykle prowadzi do zgonu w ciggu 10-15 lat od wystgpienia objawéw (Diallo et al.,

2018).

Postepujace uposledzenie motoryczne w SCA3 wynika z dysfunkcji neurondw i utraty
komadrek nerwowych w jadrach czuciowych i ruchowych obejmujacych pien mézgu, mézdzek,
srodmozgowie, rdzen kregowy, prazkowie i wzgoérze (Rib et al., 2013). Istotng cechg
anatomiczng u pacjentéw z SCA3 jest powiekszenie czwartej komory wynikajgce z atrofii
neurondéw w moscie podstawnym i gtebokich jadrach mézdzku oraz utrata wtdkien mostowo-
mozdzkowych i dréog rdzeniowo-modzdzkowych (Dirr et al., 1996; Rib et al., 2013). Tkanki
pobrane posmiertnie z mézgéw chorych na SCA3 wykazujg znaczng degeneracje neuronow
dopaminergicznych istoty czarnej i jgder przedsionkowych (Dirr et al., 1996; Rib et al., 2013,
2004). SCA3 prowadzi réwniez do degeneracji neurondw ruchowych jader nerwdw
czaszkowych, jadra czerwonego, jadra podwzgdrzowego, gatki bladej i niektérych jader
wzgodrza (Rib et al.,, 2013, 2003, 2002b, 2002a). Zanik rdzenia kregowego moze wystgpic

w rogu przednim, zwojach korzeni grzbietowych i jadrach grzbietowych (Fahl et al., 2015).

1.3. Patogeneza SCA3

1.3.1. Agregaty biatkowe w komérkach

Nagromadzenie ubikwitynowanych agregatéw biatkowych lub inkluzji zawierajgcych
zmutowane biatko ATXN3 wydtuzony cigg poliQ znajduje sie we wszystkich wrazliwych
obszarach mézgu w SCA3 (Paulson et al.,, 1997; Schmidt et al., 1998; Sittler et al., 2018).
Inkluzje jadrowe neurondw (NNI) stanowig wiekszo$¢ agregatéw biatkowych, chociaz
wystepujg réwniez mniejsze neuronalne inkluzje cytoplazmatyczne (NCI) i dystalne agregaty
w aksonach (Hayashi et al., 2003; Seidel et al., 2017, 2010). Podobnie jak agregaty w innych
chorobach poliQ, ATXN3 NNI wybarwia sie pozytywnie dla wielu innych biatek, w tym
ubikwityny (Ub), biatek czynnika szoku cieplnego, podjednostek proteasomdw, czynnikéw
transkrypcyjnych, biatek opiekuficzych zwigzanych z autofagia, takich jak p62, oraz innych
biatek poliQ i prawidtowej ATXN3 (Yaohui Chai et al., 1999; Y. Chai et al., 1999; Seidel et al.,
2017, 2010; Uchihara et al., 2001). Dokfadna rola, jakg agregacja ATXN3 odgrywa w SCA3
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pozostaje wcigz niejasna, chociaz ogdlnie przyjmuje sie, ze sekwestracja krytycznej maszynerii
kontroli jakosci biatka w agregaty biatkowe moze przyczyniac sie do stresu neuronalnego. To

samo prawdopodobnie odnosi sie takze do innych chordb poliQ (Paulson et al., 2017).

1.3.2. Zmiany w tkance mézgowej, neuronach i gleju

Pien mdézgu i jadra mdézdzku, sg obszarami moézgu wykazujgcymi najwieksze zmiany
u pacjentéw ze SCA3, natomiast kora mézgowa wykazuje mniejszy stopiert zmian (Yamada et
al.,, 2001). W badaniu MRI pacjenci ze SCA3 wykazujg zmniejszong objetos$¢ istoty szarej
w obszarze skroniowym, czotowym, ciemieniowym i wyspowym (Lopes et al., 2013).
Spektroskopia rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance spectroscopy, MRS)
pacjentéw ze SCA3 zidentyfikowata nieprawidtowosci metaboliczne w traktach istoty biatej,
rozpoczynajace sie przed wystgpieniem objawéw SCA3 (Adanyeguh et al., 2015; Joers et al.,
2018). Natomiast pacjenci z objawami SCA3 wykazujg tagodne zaburzenia funkgcji
poznawczych w zakresie funkcji wykonawczych i pamieci, prawdopodobnie odzwierciedlajgce
zaangazowanie mdzgu w chorobe i/lub zaktécenia w obwodach mdzdzkowo-médzgowych
(Lopes et al., 2013). Zaburzenia snu sg rowniez powszechne wsrdd pacjentow, w tym
zaburzenia zachowania podczas fazy snu REM i zespét niespokojnych nég (Pedroso et al., 2011;

Seshagiri et al., 2018).

1.3.3. Stan zapalny

Choroby neurodegeneracyjne zwigzane z wiekiem tgczy sie z przewlektym zapaleniem
uktadu nerwowego, a zapalenie z udziatem mikrogleju jest istotnym czynnikiem patogenezy
tych choréb (Bachiller et al., 2018; Caldeira et al., 2014; Chen et al., 2016; Glass et al., 2010;
Kwon and Koh, 2020). Starzenie sie powoduje, ze mikroglej przyjmuje nieprawidtowy fenotyp,
czasami okreslany jako dystroficzny lub starzejgcy sie, zwykle zwigzany z obnizong zdolnoscig
do zapewnienia prawidtowej odpowiedzi na uraz (Caldeira et al., 2014). Starzenie sie komérek
zazwyczaj charakteryzuje sie zatrzymaniem wzrostu z powodu podwyzszonego uszkodzenia
DNA i stresu oksydacyjnego, ktory zwieksza ilos¢ markerdw starzenia, w tym regulatoréw cyklu
komdrkowego P16Ink4a (znany réwniez jako Cdkn2a), P19Arf (znany réwniez jako Cdkn2a)
i P21Cip1/Waf1 ( znany réwniez jako Cdknla) oraz cytokiny prozapalne, takie jak Pail (znany
rowniez jako Serpinel), Il-6, II-8, 1l-1 alfa i ll-1 beta (Bussian et al., 2018). Zmniejszona zdolnos¢
fagocytarna (Caldeira et al., 2014; Li, 2013), uposledzona homeostaza biatek (proteostaza)

(Mosher and Wyss-Coray, 2014) oraz morfologia dystroficzna, charakteryzujgca sie
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zmniejszeniem rozgatezien i skroceniem proceséw neuronalnych (Streit and Xue, 2009), sg
réwniez spdjnymi zmianami mikrogleju zwigzanymi z wiekiem. Zmiany te mogg przyczyniac sie
do zwiekszonej podatnosci na dysfunkcje neuronéw i zamieranie w czasie starzenia, poprzez
zwiekszong produkcje mediatoréow stanu zapalnego i zaburzenie funkcji neuroprotekcyjnych

mikrogleju (Angelova and Brown, 2019; Chen et al., 2016).

Chociaz mikroglejoza zostata zaobserwowana zaréwno w mdzgach pacjentéw z MJD
pos$miertnie (Duarte Lobo et al., 2020; Evert et al., 2001; McLoughlin et al., 2020), jak
i w mysim modelu MJD (Cunha-Santos et al., 2016), potrzebne sg dalsze badania, aby w petni
zrozumie¢ podstawy aktywacji mikrogleju w SCA3 (MclLoughlin et al., 2020). Poniewaz
wiekszos¢ komdrek madzgowych eksprymuje gen ATXN3, dysfunkcja mikrogleju moze
przyczyniaé sie do procesu chorobowego z powodu dziatania zmutowanego biatka ATXN3

w mikrogleju lub w wyniku interakc;ji tego biatka z neuronami.

Najnowsza praca dotyczgca wptywu mikrogleju na patogeneze SCA3 wskazuje na
zmiany morfologiczne, ktére wskazujg na zwiekszony stan aktywacji mikrogleju u myszy
CMVMJD135 i specyficzny dla choroby profil transkryptomiczny mikrogleju SCA3, obejmujgcy
tacznie 101 gendw o zmienionej ekspresji, ktére sg zaangazowane w szlaki molekularne
zwigzane ze stresem oksydacyjnym, odpowiedzig immunologiczng, proliferacjg komoarek,
Smiercig komodrek i metabolizmem lipiddw. Podsumowujac, wyniki te definiujg profil
komodrkowy i molekularny mikrogleju zwigzanego z MJD oraz pozwalajg zidentyfikowaé geny
i szlaki metaboliczne, ktdre mogga stanowic potencjalne cele terapeutyczne dla leczenia tego

zaburzenia (Campos et al., 2022).

1.3.4. Patogeneza obwodowa

Patologia SCA3 nie ogranicza sie do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Pacjenci
ze SCA3 wykazujg znaczne zmniejszenie amplitudy ztozonego potencjatu czynnosciowego
miesni (ang. compound muscle action potential, CMAP) i potencjatu czynnosSciowego nerwow
czuciowych (ang. sensory nerve action potential, SNAP), co wskazuje na neuropatie aksonalng
zaréwno wtdkien motorycznych, jak i czuciowych. Ponadto, u pacjentow tych wystgpito
rowniez umiarkowane spowolnienie przewodnictwa nerwowego sugerujgce tagodng
demielinizacje obwodowag. Regresja wieloczynnikowa wykazata, ze amplitudy CMAP i SNAP
zmniejszaty sie wraz z wiekiem, ale dtugos¢ powtdrzen nukleotydowych CAG nie miata na nie

wptywu, jak réwniez i na okres pojawienia sie objawdw i czas trwania choroby. Zwigzany
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z wiekiem spadek amplitud CMAP i SNAP w SCA3/MID byt wiekszy niz u oséb zdrowych
(Klockgether et al., 1999). Ponadto, pacjenci wykazujg postepujgca neuropatie obwodows,
szczegolnie w dystalnych koriczynach, prowadzaca do atrofii miesni i arefleksji (Linnemann et

al., 2016; Suga et al., 2014).

1.4. Biatko ATXN3

1.4.1. Struktura

ATXN3 zawiera ustrukturyzowany globularny N-koniec biatka, ktéry ztozony jest ze 198
aminokwaséw — katalityczna domena Jézefiny (ang. Josephin domain, JD) — po ktérym
nastepuje nieustrukturyzowany, elastyczny C-koniec biatka zawierajgcy odcinek poliQ i dwa
lub trzy motywy oddziatujgce z ubikwityng (ang. ubiquitin-interacting motifs, UIM),

w zaleznosci od izoformy biatka (Goto et al., 1997; Masino et al., 2003).

Chociaz kilka potencjalnych izoform ATXN3 moze ulegac translacji, tylko dwie zostaty
szczegdtowo zbadane. Obie izoformy sg biatkami petnej dtugosci, ktore zawierajg cigg poliQ
oraz motywy UIM 1 i 2, ale réznig sie C-koricami, pozbawionymi lub zawierajgcymi UIM 3.
Badania z uzyciem przeciwciat, ktére rozpoznajg obie izoformy biatka, lub tylko ATXN3
zawierajgcg UIM3 wskazujg, ze UIM3 ATXN3 jest dominujgcy izoformg wyrazang w mdzgu

(Harris et al., 2010; Schmidt et al., 1998; Trottier et al., 1998).

Domena JD przyjmuje czesciowo wydfuzong strukture w ksztatcie litery ,L” ztozong
z kulistej poddomeny katalitycznej i spiralnej czesci przypominajgcej strukture spinki do
wioséw (Mao et al.,, 2005; Nicastro et al., 2006, 2005). Aktywnos¢ proteazy ubikwityny
zlokalizowana jest w subdomenie katalitycznej, ktéra obejmuje kieszonke rozszczepiajaca (Q9,
C14, H119, N134) typowa dla proteaz cysteinowych podobnych do papainy oraz dwa miejsca
wigzania Ub (Mao et al., 2005; Nicastro et al., 2009, 2006). Aktywnos¢ Ub-proteazy ATXN3
wymaga wystepowania w miejscu aktywnym obecnosci cysteiny w pozycji 14 (Berke and
Paulson, 2003; Burnett et al., 2003; Chai et al., 2004). Struktura krystalograficzna domeny
Jézefiny Ataxin-3 (PDB: 1YZB, 2AGA, 3065, 2JRI, 2D0OS) pokazuje, ze fragment na koncu
karboksylowym ma 14 reszt glutaminowych o nieregularnej konformacji spirali i a-helikalne;.
Sekwencja poliQ w strukturze a-helikalnej jest stabilizowana przez wewnatrzhelikalne
wigzania wodorowe, w ktérych posredniczg tancuchy boczne glutaminy. Wewnatrzhelikalne

oddziatywania wigzan wodorowych w bocznych tancuchach glutaminy na poliQ a-helisy
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stabilizujg natomiast strukture drugorzedowg (Zhemkov et al.,, 2016). Dane uzyskane ze
struktury ATXN3 i jej domeny poliQ pokazujg, ze gdy glutaminy wchodzg w interakcje
z wewnatrzhelikalnym wodorem, moze to skutkowac agregacjg, a interakcja ta moze by¢
podstawg do wyjasnienia patogennego procesu tworzenia agregatéw wydtuzonej ATXN3.
Struktura JD jest identyczna w biatkach ataksyny-3L i ATXN3 (Weeks et al., 2011). taricuchy
PoliUb z co najmniej czterema jednostkami Ub, sg ciete in vitro przez ATXN3. ATXN3 wykazuje
réwniez powinowactwo do potgczonych z K63 i mieszanych K48/K63 taricuchéw poliUb
w pordéwnaniu z faicuchami potgczonymi z K48 in vitro (Burnett et al., 2003; Chai et al., 2004;
Winborn et al., 2008). Chociaz odziatywanie to sprzyja rozszczepianiu dtugich taricuchow
poliUb, ATXN3 moze réwniez deubikwitynowaé specyficzne monoubikwitynowane substraty

w funkcjonalnych kompleksach biatkowych (Scaglione et al., 2011).

Wigzanie Ub do JD nastepuje poprzez mechanizm indukowanego dopasowania,
w ktérym posredniczy czes$¢ spiralna przypominajgca strukture spinki do wtoséw (Nicastro et
al., 2009). Lezac blisko aktywnej szczeliny, miejsce wigzania UbS 1 jest niezbedne do
rozszczepienia wszystkich tancuchéw Ub, podczas gdy miejsce 2 (UbS2), znajdujgce sie po
przeciwnej stronie i zachodzgce na powierzchnie interakcji domeny Ub-podobnej do HHR23B
(Ubl). Moze nadawac taricuchowi poliUb preferencje wigzania, poniewaz mutacja tego miejsca
zmniejsza rozszczepianie fancuchéw poliUb potgczonych z K48 i mieszanych z K63/K48, ale nie
z K63 (Nicastro et al., 2010). Co ciekawe, tylko czgsteczka di-Ub zwigzana z K48 wydaje sie by¢

zdolna do jednoczesnego zajmowania obu miejsc Ub na wyizolowanej JD (Nicastro et al., 2010)

(Ryc. 1).
Domena Josephin Tandemowa domena UIM
PDB: 1YZB é PDB: 2KLZ
P ‘j\.~_/\/
P
y

Chory 52-87 CAG

Q9 C14 H119  N134 Zdrowy 12-43 CAG

N Domena
Josephin
NES77 ¢+ NES141
S111 K7 5236 5256 $340 8352

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie biatka ATXN3. ATXN3 jest biatkiem o dtugosci 376
aminokwasow sktadajgcym sie z N-koncowej katalitycznej JD i C-koricowej domeny wigzacej
ubikwityne. JD zawiera miejsce katalityczne deubikwitynazy (ang. deubiquitinase, DUB) w C14, dwa
jadrowe sygnaty eksportu (ang. nuclear export signals, NES) w pozycjach 77 i 141, jak rowniez dwa
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miejsca wigzania ubikwityny (Ub). Biatko ATXN3 jest modyfikowane potranslacyjnie przez fosforylacje
w S77 i ubikwityne w K117. C-koncowa domena wigzgca ubikwityne zawiera dwa lub trzy motywy
oddziatujace z ubikwityng (ang. ubiquitin-interacting motifs, UIMs), sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) w
pozycji 273 i odcinek poliglutaminowy o zmiennej dtugosci. Jest najczesciej modyfikowany
potranslacyjnie przez fosforylacje w S236, S256, S340 i S352.

Specyficzne rozpoznawanie i pozycjonowanie taiicuchéw Ub stuzgce do trawienia
proteolitycznego przez ATXN3 wymaga wspodtpracy miedzy jego miejscami wigzania Ub w JD
i UIM na C-koncu. UIM s3 niezbedne zaréwno do wigzania tancucha poliUb o wyzszym

powinowactwie, ale s3 wymagane do procesu trawienia (Winborn et al., 2008).

Czesc¢ puli komorkowej ATXN3 jest ubikwitynowana. Chociaz ATXN3 moze by¢ mono-
i oligo-ubikwitynowana (ATXN3-Ub), gtdwne rodzaje ATXN3-Ub sg monoubikwitynowane
(Berke et al., 2005; Todi et al., 2009). Ta modyfikacja potranslacyjna zwieksza aktywnos¢
deubikwitynazy ATXN3 wobec ubikwitynowanych substratow i wolnych faricuchow poliUb
(Todi et al., 2010, 2009). Wsrdd kilku reszt lizyny, ktére moga by¢ ubikwitynowane na ATXN3,
reszta K117 znajduje sie w poblizu kieszeni katalitycznej jest resztg najbardziej modyfikowang
(Todietal., 2010). Ubikwitynacja reszty K117 zwieksza aktywnos$é ATXN3 niezaleznie od innych
kofaktoréw/interaktoréw, innych typéw modyfikacji potranslacyjnych czy znanych domen

wigzacych Ub (Todi et al., 2010).

1.4.2. Funkcja ATXN3

ATXN3 posiada kilka domen, dzieki ktérym moze petni¢ wiele funkcji (Ryc. 1).
Ustrukturyzowany globularny N-koniec zawiera wysoce konserwatywng JD odpowiedzialng za
katalityczne ciecie tancuchéw ubikwityny. Elastyczny ogon C-kofncowy zawiera trzy motywy
UIM, ktore utatwiajg wigzanie ATXN3 z poliubikwitynowanymi faricuchami (Costa and Paulson,
2012). Biatko ATXN3 jest regulowane przez monoubikwitynacje na Lys117, co zwieksza
aktywnos¢ DUB (Todi et al.,, 2009). Obecnos¢ lub brak trzeciego UIM moze zmienié
specyficznos¢ ATXN3 wobec taricuchdw i substratéw poliubikwityny (Weishdupl et al., 2019).
ATXN3 w réznym stopniu lokalizuje sie zaréwno w cytoplazmie, jak i w jadrze komdrkowym,
a jej transport przez btone jgdrowa wydaje sie by¢ bardzo dynamiczny. Biatko ATXN3 petnej
dtugosci zawiera dwie sekwencje eksportu jagdrowego (NES) i sekwencje lokalizacji jgdrowej
(NLS), ktére utatwiajg aktywny transport biatka przez btone jagdrowg (Antony et al., 2009; Sowa
et al., 2018) (ryc. 1). W wielu typach komdrek ATXN3 gtéwnie lokalizuje sie w cytoplazmie
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w warunkach neutralnych (Antony et al.,, 2009), ale stresory komodrkowe, takie jak stres
oksydacyjny lub szok cieplny, wywotujg szybkg zmiane lokalizacji biatka ATXN3
z cytoplazmatycznej na jgdrowg (Reina et al., 2010). Jak zauwazono wczesniej, nieprawidtowe
stezenie i agregacja zmutowanej ATXN3 w jadrach neuronalnych jest cecha definiujaca
neuropatologie SCA3 (Paulson et al., 1997; Rib et al., 2013). Co ciekawe, dzieki wymuszeniu
zmiany lokalizacji zmutowanego biatka z jgdrowej na cytoplazmatyczng prowadzi do
tagodzenia wielu cech choroby, i odwrotnie podczas gdy wymuszenie zwiekszenia lokalizacji

jadrowej zmutowanego ATXN3 nasila to chorobe u myszy SCA3 (Bichelmeier et al., 2007).

1.4.3. Rola zmienionej homeostazy biatek

Zaburzenia homeostazy biatek stanowig istotny temat w chorobach poliQ, w tym SCA3
(Klockgether et al., 2019; Paulson et al., 2017). Trzy gtdwne gatezie kontroli jakosci biatek (ang.
protein quality control, PQC) — UPS, biatka opiekuricze i autofagia — sg powigzane z SCA3
i innymi chorobami poliQ. W tych chorobach konsekwencjg ciggtego wytwarzania biatek
podatnych na agregacje (np. ATXN3 zawierajgca patologiczng liczbe powtérzen CAG) jest to,
ze wydajnos¢ szlakéw PQC jest niewystarczajgca. Co wiecej, agregacja ATXN3 i innych biatek
w chorobach poliQ moze sekwestrowaé elementy szlakow PQC w inkluzjach, jeszcze bardziej
wptywajgc na jego wydajnosé. Wsréd choréb poliQ problem ten jest spotegowany
w przypadku SCA3, poniewaz samo biatko DUB bezposrednio uczestniczy w kontroli jakosci

powstajgcych biatek.

Jak wspomniano wczesniej, ATXN3 to kontrola jakosci DUB, ktéra jest najblizej
powigzana z UPS. Zmutowana ATXN3 nadal wigze i rozszczepia taricuchy poliQ w prostych
testach komérkowych i in vitro. Jednak w bardziej ztozonych warunkach fizjologicznych
stosunkowo niewiele wiadomo o tym, jak ekspansja poliQ wptywa na zdolno$¢ ATXN3 do
regulowania ubikwitynacji, rodzaju wigzan tancuchowych, ktére moze trawié, oraz
skutecznos¢ dostarczania substratéw przez proteasom. Wiadomo, ze podjednostki ubikwityny
i proteasoméw s3g sekwestrowane w agregatach wewnatrz neuronalnych w mdzgu
w modelach myszy z chorobg SCA3 (Yaohui Chai et al., 1999; Schmidt et al., 2002; Seidel et al.,
2010). Chociaz taka sekwestracja moze ogranicza¢ wydajno$¢ neuronalnych proceséw UPS,
nie zostato to dokfadnie ustalone. Jednakze silne ostabienie dziatania UPS moze nie by¢

wymagane, aby miec szkodliwy wptyw na patogeneze SCA3. Sugeruje sie, ze nawet dosc
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niewielki wptyw na wydajnos¢ UPS moze miec gteboki posredni wptyw na inne aspekty

sygnalizacji ubikwityny w neuronach lub innych typach komoérek.

1.4.4. Rola ubikwityny i proteasomu w patogenezie SCA3

W réznych chorobach neurodegeneracyjnych, przecigzenie UPS przez akumulacje
nieprawidtowo sfatdowanych biatek moze wywotac tworzenie szlaku komdérkowego stuzgcego
do konsolidacji agregatéw proteotoksycznych (ang. aggresome), (Kopito, 2000). S3 to
dynamiczne struktury okoto jagdrowe regulowane przez elementy maszynerii UPS, w tym ligazy
E3, podjednostki proteasoméw i taricuchy poliubikwitynowe potgczone z K63 oraz biatko p62
zwigzane z autofagig (Olzmann et al., 2008). Powstawanie tzw. aggresomoéw zalezy rowniez
od zaleznego od mikrotubul transportu zagregowanych biatek. Niepatogenna ATXN3 wykazuje
preferencje w stosunku do wigzan ubikwityny K63 (Winborn et al., 2008) i bezpos$rednio
oddziatuje z wieloma biatkami cytoszkieletu, regulatorami proteasomoéw i biatkami
autofagicznymi zaangazowanymi w tworzenie aggresomu, (tj. tubulina, dyneina, HDACS6,
Parkin, CHIP, i p62) (Bonanomi et al., 2014; Mazzucchelli et al., 2009a; Scaglione et al., 2011;
Zhou et al.,, 2014). ATXN3 réwniez lokalizuje i reguluje tworzenie tzw. aggresomoéw
zawierajgcych nieprawidtowo sfatdowane biatka chorobowe zwigzane 1z chorobg
neurodegeneracyjng, w tym zmutowanym biatkiem SOD1 i CFTR (Burnett and Pittman, 2005;
Wang et al., 2012). Zdolno$¢ ATXN3 do posredniczenia w tworzeniu tzw. aggresomow jest
zmniejszona przez mutacje miejsc katalitycznych lub usuwanie UIM, co sugeruje, ze role
zalezne od DUB ATXN3 sg kluczowe dla tworzenia tzw. aggresoméw (Burnett and Pittman,

2005).

1.4.1. Modyfikacje potranslacyjne ATXN3

ATXN3 jest poddawana licznym  modyfikacjom  potranslacyjnym (ang.
posttranscriptional modification, PTM), w tym ubikwitynacji na K117, SUMOilacji i fosforylacji
(Ryc. 1). Wszystkie trzy modyfikacje zmieniajg zachowanie i funkcje ATXN3. Ubikwitynacja
reszty aminokwasowej w K117 wzmacnia aktywnos¢ DUB ATXN3 (Todi et al., 2010, 2009),
a fosforylacja w okreslonych miejscach moze zmienié lokalizacje jgdrowo-cytoplazmatyczna
ATXN3 (Mueller et al., 2009). Chociaz ATXN3 moze wigza¢ SUMO i ulega¢ SUMOilacji (Almeida
et al., 2015; Zhou et al.,, 2013, p. 1), nie jest jeszcze jasne, w jaki sposdb wigzanie lub
SUMOilacja SUMO zmienia funkcje lub degradacje biatka ATXN3. W jednym z badan mutacja

miejsca wigzania SUMO w ATXN3 przyspieszyta degradacje zmutowanego, ale nie normalnego
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ATXN3 (Almeida et al.,, 2015), co sugeruje, ze efekty wigzania biatka SUMO mogg by¢
szczegolnie istotne dla zmutowanej postaci tego biatka. Potrzebne sg dalsze prace, aby ocenig¢,

w jaki sposéb te rozne modyfikacje potranslacyjne mogg modulowac patogeneze choroby.

1.4.2. Udziat ATXN3 w autofagii

W przypadku chordéb poliQ wiekszos¢ dowodéw wskazuje na nieprawidtowe dziatanie
zmutowanego biatka ATXN3 jako gtdwnego czynnika wywotujgcego chorobe (Paulson et al.,
2017). Kliniczne i neuropatologiczne rdznice miedzy chorobami prawdopodobnie
odzwierciedlajg unikalny kontekst biatkowy, w ktédrym ekspansja poliQ jest obecna w kazdej
chorobie. Jednak funkcja ATXN3 prawdopodobnie wykracza poza uktad proteasomu
ubikwityny (UPS) i obejmuje inne procesy, w tym makroautofagie, regulacje transkrypcji,
organizacje cytoszkieletu i naprawe uszkodzerh DNA (Araujo et al., 2011; Burnett et al., 2003;
Costa and Paulson, 2012; Doss-Pepe et al., 2003; Evert et al., 2003; Gao et al., 2015, 2019; Li
et al., 2002a; Rodrigues et al., 2010).

1.4.3. Interakcje normalnej i zmutowanej ATXN3

Przez ponad dwie dekady badania ustality powigzanie miedzy SCA3 a réznymi biatkami
opiekuriczymi (Y. Chai et al., 1999; Chan et al., 2000; Ito et al., 2016; Seidel et al., 2012; Vos et
al., 2010; Warrick et al., 1999). Liczne biatka opiekunicze, gdy ulegajg nadmiernej ekspresji,
mogg tagodzi¢ cechy chorobowe w uktadach modelowych SCA3, poprawiajgc ,obstuge”
zmutowanego ATXN3 lub zwiekszajagc ogdlng homeostaze biatka, albo jedno i drugie.
Wczesniejsze badania ustality ogélng role Hsp40 w biatkach opiekunczych Hsp70, a nowsze
badania zidentyfikowaty okreslone biatka opiekuricze ulegajace ekspresji w madzgu jako
szczegolnie istotne dla SCA3 (np. HSPB7, HSPB8-BAG3 i DNAJC8). Podczas gdy wiele badan
potwierdza role klasycznego, dziatania zaleznego od ATP biatek opiekuriczych w celu
ponownego fatdowania lub przeciwdziatania agregacji zmutowanego ATXN3, niektére badania
potwierdzajg powigzania miedzy zaangazowanymi chaperonami a ukfadem autofagia-
lizosomalnym (Pavel et al., 2016). Tak jak rézne elementy systemu sygnalizacji ubikwityny
mogg wptywac na siebie nawzajem, tak trzy gtéwne $ciezki PQC sg ze sobg scisle powigzane

i moga wywiera¢ na siebie gteboki wptyw.

Niedawno pojawity sie powigzania miedzy SCA3 a autofagig. Na przyktad w mdzgu
z chorobg SCA3 poziomy kluczowych biatek autofagii sg zaburzone (Sittler et al., 2018).

Wzmocnienie Sciezek cholesterolu w mézgu moze poprawié autofagie i ztagodzi¢ cechy
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choroby w mysim modelu SCA3 (Nébrega et al., 2019b). Podobnie, inhibitor translacji biatka
Cordycepin i inhibitor kalpainy, kalpeptyna, tagodzg objawy choroby w modelach choroby
SCA3, prawdopodobnie poprzez mechanizm zwigzany ze zwiekszong autofagia (Marcelo et al.,

2019; Watchon et al., 2017).

Co ciekawe, ATXN3 wydaje sie by¢ bezposrednio zwigzana z autofagia: w kilku
badaniach zidentyfikowano role regulatorowg prawidtowego biatka ATXN3 w makroautofagii.
ATXN3 wigze sie i reguluje poziomy Beclinl, kluczowego biatka w szlaku autofagii
zaangazowanym w nukleacje autofagosomoéw. Interakcja ATXN3-Beclinl stabilizuje Beclini,
zapobiegajgc jego degradacji przez proteasom. Zmutowana ATXN3 przez rejon poliQ wigze sie
z Beclinl, ale wydaje sie, ze utatwia jego dostarczanie i degradacje przez proteasom, co
skutkuje obnizonymi poziomami Beclin 1 (Ashkenazi et al., 2017). Modele komdrkowe
i zwierzece SCA3 wykazujg zmieniong ekspresje kluczowych biatek autofagii, ktéra moze byé
czesciowo spowodowana destabilizacjg Beclinl zalezng od poliQ. Fibroblasty pochodzace od
pacjentéw z SCA3 wykazujg obnizony poziom Beclinl, zmniejszone natezeniu autofagii (ang.
autophagy flux) i zaburzone tworzenie autofagosomoéw (Onofre et al., 2016). Poziomy Beclin1
s3 znacznie obnizone w modzgach pacjentéw z SCA3, podczas gdy inne kluczowe biatka
autofagii, w tym ATG-12, LAMP-2, Rab7, Rab1A i LC3, sg znacznie zwiekszone (Sittler et al.,
2018). Biatka autofagii, takie jak p62 i LC3, réwniez lokalizujg sie w agregatach ATXN3 we
wrazliwych regionach mdézgu u pacjentow z SCA3 (Sittler et al., 2018). Zatem zaburzenia PQC
w SCA3 mogag byc¢ rownie dobrze kulminacyjnym efektem akumulacji zmutowanych agregatéw

ATXN3, sekwestracji kluczowych UPS i autofagicznych regulatoréow oraz destabilizacji Beclinl.

1.5. Modele zwierzece SCA3

Modele zwierzece chordéb neurodegeneracyjnych stanowig doskonate narzedzie
umozliwiajgce przesledzenie patogenezy, a takze testowanie i tworzenie nowych podejsé
terapeutycznych. Najczesciej stosowanym organizmem modelowym w przypadku badania
schorzen takich jak choroba Parkinsona, Alzheimera czy plgsawica Huntingtona, sg zwierzeta
laboratoryjne takie jak szczur oraz mysz. W przypadku choroby Alzheimera, transgeniczne
organizmy modelowe umozliwity zdobycie cennych informacji odnosnie patogenezy oraz
wspotistniejgcych zaburzen behawioralnych, poznawczych, w tym zmian anatomicznych

i histopatologicznych w mézgu. Chociaz dostepnych jest kilka mysich modeli SCA3, wiekszos¢
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z nich ma wade polegajgcg na ekspresji cDNA pod kontrolg sztucznych promotoréw, np. CMV,
L7, rHtt, PrP lub specyficznych dla komdrek Purkinjego (PC) (Bichelmeier et al., 2007; Boy et
al., 2010, 2009; Goti et al., 2004; lkeda et al., 1996; Silva-Fernandes et al., 2010).

1.5.1. Modele transgeniczne (indukowalne)

Boy i wspotpracownicy (Boy et al., 2009) wygenerowali pierwszy indukowalny mysi
model SCA3 stosujgcy system Tet-Off (Gossen and Bujard, 1992) pod kontrolg promotora
biatka prionowego (Tremblay et al., 1998), co prowadzi do silnej ekspresji transgenu
w moézdzku (Boy et al., 2006; Nuber et al., 2008). Myszy transgeniczne rozwijajg fenotyp
podobny do ludzkich pacjentéw z SCA3: myszy wykazujg progresywny fenotyp neurologiczny
charakteryzujacy sie nadpobudliwoscig, zmniejszonym lekiem, uposledzonym uczeniem sie
motorycznym, krotszymi czasami w tescie Rotarod, zmniejszong wagg i inkluzjami
wewnatrzjagdrowymi. Jednak po wyfaczeniu ekspresji wydtuzonej ATXN3 obserwowane
objawy motoryczne ustepujg i po 5 miesigcach leczenia transgeniczne myszy SCA3 sg nie do
odréznienia od swoich kontrolnych miotéw. W naszym modelu mysim in vivo wykazujemy

zatem, ze zardwno neurologiczne, jak i fizjologiczne objawy SCA3 sg odwracalne.

1.5.2. Model 84, MID

Model mysi, ktéry dos$é dobrze nasladuje SCA3, zostat stworzony przy uzyciu
konstruktu YAC o dtugosci 250 kb, ktdry zawiera 50 kb ludzkiego genu ATXN3 flankowanego
przez sekwencje genomowe 30 i 170 kb (Cemal K. Cemal et al., 2002). Wskazuje to, ze MID-
84.2 YAC moze w rzeczywistosci by¢ transgeniczny dla innych ludzkich gendéw, a mozliwymi
kandydatami sg TRIP11 i NDUFB1. Zwierzeta, ktore zostaty wygenerowane, obejmujg linie
z 15, 67, 72 i 84Q, ktdre rdznig sie wiekiem zachorowania i ciezkoscig choroby, ale ogélnie
wykazujg fagodne fenotypy. Zaburzenia neurobehawioralne obserwowane w modelu
obejmujg nieprawidtowy chéd (od tagodnego do ciezkiego), fagodne drzenie ciata,
hipoaktywno$¢ i podwijanie konczyn (Cemal K. Cemal et al., 2002). Wzorzec neuropatologii
obejmuje przede wszystkim powstawanie NlI, utrate neurondw i glejoze jadra zebatego, jadra
mostu i istoty czarnej, wraz z widocznymi defektami mielinizacji w obwodowym uktadzie
nerwowym (Cemal K. Cemal et al., 2002; Chen et al., 2008). Kora mdézdzku, ktdra jest mniej
dotknieta u pacjentéw z SCA3 niz u pacjentéw z SCA1, jest zanikowa z utratg, dysfunkcjg

i zwyrodnieniem komorek Purkinjego (Cemal K. Cemal et al., 2002; Shakkottai et al., 2011).
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1.5.3. Modele knock-in

Chociaz modele transgeniczne umozliwity badanie wybranych cech SCA3, majg pewne
wady, takie jak nadmierne ilosci kopii transgenu, nienaturalne wzorce ekspresji, niepetna
ekspresja biatka, brak sekwencji regulatorowych, a nawet potgczenie tych wad. W 2002 r.
Cemal i wspotpracownicy przedstawili pierwszy model petnego genu, w ktérym zachodzi
ekspresja ludzkiego genu ATXN3 ze wszystkimi sekwencjami regulatorowymi, a mimo to
ekspresjonujgcy mysi endogenny Atxn3 (Cemal K. Cemal et al.,, 2002). W 2015 roku
wprowadzono pierwsze modele SCA3 typu knock-in. Modele te majg zalete ekspansji CAG
w mysim locus Atxn3 pod endogennymi elementami regulatorowymi i na poziomie
fizjologicznym., w Instytucie Chemii Bioorganicznej stworzono model mysi, w ktérej mysi gen
Atxn3 zastgpiono humanizowang wersjg z 91 powtdrzeniami CAG, w tym samym czasie
Paulson i wspétpracownicy przedstawili linie Kl zawierajacg 82 powtdrzenia CAG w mysim
locus Atxn3 (Ramani et al., 2015, 2017; Switonski et al., 2015a). Chociaz myszy te wykazywaty
tworzenie agregatéw i tagodny fenotyp, nie odzwierciedlaty petnego fenotypu ludzkiego SCA3.
Z modeli zwierzecych HD wiemy, ze nie wystarczy wprowadzi¢ takg samg dtugosé ekspansji
CAG u myszy lub szczurdw, jaka wystepuje w genie chorobotwdrczej ludzkiej huntingtyny
(HTT). Wymagane jest natomiast kilkukrotne wydtuzenie tej dtugosci, aby wywota¢ fenotyp
(Farshim and Bates, 2018). Badacze doszli do wniosku, ze konieczne jest wprowadzenie
znacznie diuzszych powtdérzen CAG w mysim Atxn3 niz obserwowane u pacjentow, aby

wywoftac¢ fenotyp podobny do ludzkiego (Haas et al., 2022).

1.6. Terapie eksperymentalne w leczeniu SCA3

Chociaz przeprowadzono wiele badan klinicznych z udziatem réznych potencjalnych
terapii SCA3, wcigz nie ma leku na te chorobe zaakceptowanego przez Amerykarnska Agencje
ds. Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug Administration, FDA). Na chwile obecng w bazie
ClinicalTrials.gov znajduje sie lista 32 testow klinicznych dotyczacych terapii SCA3 (tabela 1),
ktore trwajg lub zostaty ukoriczone. Testowane leki obejmujg modulatory neuroprzekaznikéw,
inhibitory transportu jonéw, czynniki wzrostu, inhibitory deacetylazy histonowej (HDAC)
i wzmacniacze autofagii, oraz testy z uzyciem komoérek macierzystych pochodzacych

z adipocytéw i krwi pepowinowej (Chen et al., 2020).
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1.6.1. Terapia genowa

Najbardziej oczywistym celem interwencji terapeutycznej jest supresja lub modyfikacja
zmutowanego biatka w celu ztagodzenia fenotypdw choroby. Brak jawnych fenotypdéw po linii
zarodkowej lub warunkowy nokaut endogennego ATXN3 u myszy sugeruje, ze ATXN3 nie jest
niezbednym biatkiem u ssakéw (Boy et al., 2009; Schmitt et al., 2007). Zatem zmniejszenie
catkowitych poziomoéw biatka ATXN3 bytoby prawdopodobnie dobrze tolerowane u pacjentéw

z SCA3.

Strategie wyciszania ATXN3 obejmujg transfekcje konstruktow RNAi specyficznych dla
alleli i niespecyficznych skierowanych na 3'UTR mRNA ATXN3. Specyficzny knockdown
zmutowanego biatka ATXN3 mozna przeprowadzi¢ przez celowanie w pojedynczy allel
polimorfizmu nukleotydowego Ilub przy uzyciu konstruktéw z pominieciem eksonu
ukierunkowanych na ekson 9 lub 10 (Buijsen et al., 2019; Moore et al., 2019). Alternatywnie,
wyciszanie niespecyficzne dla allelu zmutowanego i typu dzikiego ATXN3 réwniez osiggnetoby
cel polegajacy na zmniejszeniu agregacji biatek i wynikajacej z tego neuropatologii, poniewaz

knockdown ATXN3 typu dzikiego nie pogorszytby patologii SCA3 (Alves et al., 2010).

Shii wspotpracownicy stwierdzili nizsze poziomy ekspresji mikroRNA (miRNA) miR-29a,
miR-25 i miR-125b w surowicy pacjentdow w poréwnaniu z grupg kontrolg (Shi et al., 2014).
Jednak tylko transfekcja miR-25 nasladowata ekspresje dzikiej ATXN3 lub zmutowanej ATXN3
w komodrkach modelowych HEK293T, SH-SY5Y i SCA3/MID (Huang et al.,, 2014, p. 25).
Wykazano, ze oprécz miR-25, gatunki miR-9, miR-181a i miR-494 wigzg 3’-UTR mRNA ATXN3
i hamuja ekspresje ATXN3 (Carmona et al., 2017). Obnizenie poziomu miR-9 i miR-181a zostata
potwierdzona w egzosomalnych macierzach miRNA pochodzgcych z ptynu mdzgowo-
rdzeniowego pochodzgcego od pacjentéw z SCA3 i modeli zwierzecych SCA3 (Carmona et al.,

2017; Hou et al., 2019).

Te konstrukty RNAi mogg by¢ dostarczane pacjentom przy uzyciu wektordéw, takich jak
wirus adenowirusowy (ang. Adeno Associated Virus, AAV) (do Carmo Costa et al., 2013)
i lentiwirus (Nobrega et al.,, 2019a) lub przez systemy niewirusowe, takie jak nanoczgstki
lipidowe (Conceicdo et al.,, 2016). W kazdym przypadku wymagana jest wydajna
dtugoterminowa ekspresja RNAI, aby zahamowac¢ agregacje biatek. Nobrega i wsp. donosili
o dtugotrwatej supresji (20 tygodni po wstrzyknieciu) przy uzyciu wektora lentiwirusowego

kodujgcego krotkie RNA o strukturze spinki do wtoséw (LV-shmutatx3) (Nobrega et al., 2019a).
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Chociaz terapeutyki oparte na miRNA nie zostaty jeszcze zastosowane w leczeniu SCA3/MIJD,
zostaty przebadane w badaniach klinicznych pod katem innych chordéb, takich jak dziedziczny
zespot Alporta i ALS. Na podstawie tych ustalen mozliwe wydaje sie zastosowanie terapii

opartych na miRNA w przypadku SCA3/MIJD.

1.6.2. Modulatory neurotransmiteréw

Agregacja zmutowanych biatek ATXN3 in vivo byta zwigzana z nieprawidtowa
transmisjg synaptyczng. Zostato to wywnioskowane przez podawanie lekéw, ktére celujg
w neurotransmisje acetylocholiny do nicieni SCA3. Wrazliwo$¢ na modulatory sygnalizacji
acetylocholiny w potgczeniu z obrazowaniem in vivo sugerowata uposledzenie uwalniania
acetylocholiny z neuronéw presynaptycznych poprzez wychwytywanie pecherzykéow do
agregatow zmutowanego biatka ATXN3 (Khan et al., 2006). Ponadto analiza transkryptomiczna
mozgdéw dwdch odrebnych modeli myszy transgenicznych SCA3 wykazata obnizenie ekspresji
gendéw zaangazowanych w neuroprzekaznictwo glutaminergiczne i alfa-adrenergiczne (Chou
et al., 2008; Toonen et al., 2018). Defekty sygnalizacji glutaminergicznej byty réwniez badane

na poziomie funkcjonalnym poprzez elektrofizjologie (Chou et al., 2014; Konno et al., 2014).

Wiekszos¢ srodkéw terapeutycznych stosowanych do SCA3 moduluje sygnalizacje
neuroprzekaznikow, w tym agonistéw receptora 5-HT1A, agonistéw receptora nikotynowego
acetylocholiny (Zesiewicz et al., 2012), inhibitory transportu jonéw (Saute et al.,, 2014),
aktywatory kanatéw potasowych, inhibitory transmisji glutaminergicznej i réznych innych

agonistow lub antagonistéw receptora neuroprzekaznikow.

Wareniklina, agonista neuronalnych receptoréow nikotynowych acetylocholiny a4f2,
obecnie stosowana klinicznie jako pomoc w rzucaniu palenia, zostata rowniez przetestowana
w badaniu fazy 2. Wareniklina istotnie ztagodzita objawy osiowe i szybkie ruchy naprzemienne
(Zesiewicz et al., 2012), natomiast najczestszym skutkiem ubocznym byty nudnosci. Jednak
w innym badaniu tylko jeden pacjent na siedmiu ukonczyt badanie z powodu uporczywych
nudnosci, bezsennoscii/lub depresji. Mimo to leczony pacjent wykazywat nieznaczng poprawe
objawdéw osiowych (Connolly et al., 2012). Liczne badania kliniczne badaty skutecznos¢
terapeutyczng lekéw, ktére zakidcajg neuroprzekaznictwo glutaminergiczne jako nadmierna
stymulacja i wynikajgca z tego ekscytotoksycznos¢, w ktdrej posredniczy glutaminian, ma
zwigzek z wieloma zaburzeniami neurologicznymi. Badanie (NCT01104649) wykazato, ze

inhibitor uwalniania glutaminianu, riluzol, obnizyt wynik skali oceny ataksji (ang. Scale for the
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Assessment and Rating of Ataxia, SARA) u potowy badanych pacjentéw, bez powaznych
skutkéw ubocznych (Romano et al., 2015). W 2018 r. rozpoczeto badania fazy 2 dla dwdéch
pochodnych riluzolu, troriluzolu (pochodna tripeptydu) i BHV-4157 (proleku riluzolu). Hormon
uwalniajgcy  tyreotropine (TRH) jest plejotropowym  modulatorem hormondw
i neuroprzekaznikdow, a takze domniemanym neuroprzekaznikiem. Jest to réwniez jeden
z pierwszych lekéw zatwierdzonych w Japonii na degeneracje rdzeniowo-modzdzkowe.
W modzdzku TRH promuje dtugotrwatg depresje pobudzajgcej transmisji glutaminergicznej
z wtékien rownolegtych do komérek Purkinjego (ang. Purkinje cells, PC) poprzez zmniejszenie
aktywnosci receptora typu kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolepropionowego
(AMPA) poprzez sygnalizacje NO/cGMP droga (Watanave et al., 2018). Receptor jadrowy
RORa (RORa), metabotropowa czgsteczka sygnalizacyjna receptora glutaminianu typu 1
(Konno et al., 2014), podtrzymuje ztozonos$¢ dendrytyczng PC i mono- unerwienie poprzez
pngce widkna (Chen et al., 2013). Zmniejszong ekspresje RORa wykryto w jadrach mysich PCs
SCA3 (Konno et al., 2014; Watanave et al., 2019), a pojedyncze wstrzykniecie agonisty RORa/y
SR1078 poprawiato behawioralne, morfologiczne i funkcjonalne zaburzenia u myszy

modelowych SCA3 (Watanave et al., 2019).

1.6.3. Terapie nakierowane na autofagie

Ukierunkowana autofagiczna degradacja zmutowanej ATXN3 zostata rowniez
zaproponowana jako potencjalna strategia leczenia SCA3/MID (Rozdziat 2.3.3) (Berger et al.,
2006; Bové et al., 2011). W zasadzie ta terapeutyczna autofagia moze by¢ indukowana przez

ssacze szlaki zalezne lub niezalezne od rapamycyny (mTOR) (Bové et al., 2011; Wang, 2018).

Ekspresja beclin-1, inicjatora autofagii zaleznej od mTOR, byfa nizsza w fibroblastach
pacjentow (Nascimento-Ferreira et al., 2011; Onofre et al., 2016). Ponadto stosunek LC311/LC3I
byt nizszy, a ekspresja p62 wyzsza u pacjentdw (Nascimento-Ferreira et al., 2011), co wskazuje
na zatrzymanie przeptywu autofagicznego w fagoforze bez progresji do autofagosomu. Moze
to wynika¢ z degradacji becliny-1 spowodowanej przez ekspandowany zmutowany poliQ
ATXN3, podczas gdy normalna ATXN3 sprzyja autofagii poprzez zapobieganie degradacji

becliny-1 przez proteasom (Ashkenazi et al., 2017; Herzog et al., 2020).

Rapamycyna (Ou et al., 2016), kordycepina (Marcelo et al., 2019) i nadekspresja
becliny-1 mogg nasila¢ autofagie (Nascimento-Ferreira et al., 2011). Kordycepina aktywuje

autofagie poprzez zwiekszenie aktywnosci AMPK (Marcelo et al., 2019), a strategia ta zostata
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zastosowana w badaniu klinicznym w leczeniu opornej na leczenie biataczki TdT-dodatniej
(NCT00709215). Rapamycyna jest dobrze znanym induktorem autofagii zaleznej od mTOR,
zatwierdzonym przez FDA i sprzedawanym pod wieloma markami (sirolimus, ewerolimus
i temsirolimus) w leczeniu kilku choréb. Rapamycyna nie zostata jeszcze przetestowana
w badaniach klinicznych pod katem SCA3, jednak chemiczny chaperone cabaletta (trehaloza),
induktor autofogii niezaleznej od mTOR, byt przedmiotem jednego badania klinicznego dla

SCA3 (NCT02147886), ale nie obnizyt wyniku SARA.

Zmniejszong ekspresje biatkowej deacetylazy Sirtl wykazano zaréwno w modelach
zwierzecych SCA3, jak i u pacjentéw, a resweratrol zalezna od dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego moze regulowac autofagie poprzez zwiekszong ekspresje Sirtl.
Ograniczenie kalorii lub resweratrol przywrdécity prawidtowg ekspresje SIRT1, wywotaty
autofagie, zmniejszyly stres oksydacyjny i poprawity koordynacje ruchowg w modelu
zwierzecym (Cunha-Santos et al., 2016). Chociaz resweratrol nie byt testowany na pacjentach
z SCA3, zostat zastosowany w leczeniu ataksji Friedreicha, choroby autosomalnej recesywnej
spowodowanej mutacjag w genie frataksyny. Stwierdzono, ze podawanie resweratrolu
poprawia funkcje neurologiczne, audiologiczne i mowy oraz zmniejsza markery stresu
oksydacyjnego, ale nie zmienia poziomu frataksyny (Yiu et al., 2015). Trwajg badania kliniczne

resweratrolu w ataksji Friedreicha (NCT03933163).

1.6.4. Terapie nakierowane na proteasom

Inng strategig zmniejszania agregacji zmutowanej ATXN3 jest ukierunkowana regulacja
w gore szlaku ubikwityny-proteasomu (UPS). Biatka proteasomalne zostaty znalezione
w inkluzjach jadrowych i wykazano, ze hamujg agregacje poliglutaminy (Yaohui Chai et al.,
1999). Jako potencjalne induktory usuwania ATXN3 przez UPS zaproponowano leki takie jak
inhibitor kinazy rho (H1152), katapol, pueraryna i daidzeina (te ostatnie sg aktywnymi
sktadnikami ziét leczniczych, odpowiednio, Rehmannia glutinosa i Pueraria lobata) (I.-C. Chen

et al., 2019; Wang, 2018).

Jednak strategia ta jest skomplikowana przez dziatanie ATXN3 jako enzymu
deubikwitynujgcego i nie jest jasne czy prawidtowa ataxin-3, czy zmutowana ATXN3 s3
silniejszym modulatorem aktywnosci proteasomalnej. Wykazano, ze nadekspresja enzymu
deubikwitynujgcego ubikwitynowo-specyficznej proteazy 14 (USP14) u pacjentéw z HD
zmniejsza agregacje biatka poliQ (Hyrskyluoto et al., 2014). W przeciwienstwie do tego,
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nadekspresja USP14 hamowata degradacje koniugatéw ubikwityny-zmutowanej ATXN3 in
vitro, podczas gdy niskoczgsteczkowy inhibitor USP14 odwracat ten efekt (Lee et al., 2010), co
sugeruje mozliwg uzyteczno$¢ wzmocnienia usuwania ATXN 3 poprzez degradacje

proteasomalna.

Podsumowujac, aktywacja systemu proteasomoéw i autofagia moga utatwi¢ degradacje
zagregowanej ATXN3. Jednakze efekty mogg by¢ komplikowane przez proces deubikwitynacji

ATXN3, co wymaga dalszych badan.

1.6.5. Regulacja transkrypcji

Zdolnos¢ ATXN3 do wigzania DNA i interakcji z regulatorami transkrypcji wskazuje na
role ATXN3 w regulacji transkrypcji, najprawdopodobniej jako korepresora transkrypcji (Li
i wsp., 2002). Poprzez interakcje z biatkiem wigzgcym element odpowiedzi cAMP (CREB) (CBP),
p300 i czynnikiem zwigzanym z p300/CREBBP (PCAF), ATXN3 hamuje transkrypcje za
posrednictwem CREB (Chai et al., 2001; Li et al., 2002a). ATXN3 reguluje réwniez acetylacje
histondw, hamujgc acetylacje histonéw za posrednictwem p300 i promujac deacetylacje
histondw poprzez interakcje z deacetylazg histonowg 3 (HDAC3) i korepresorem receptora
jadrowego 1 (NCOR1) (Bernd O. Evert et al., 2006a; Li et al., 2002b). Specyficzna biochemiczna
rola ATXN3 w tych reakcjach jest jednak nieznana. Prawidtowa ATXN3 promuje ekspresje
enzymu antyoksydacyjnego SOD2 poprzez interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym FOX04
(Araujo et al., 2011). Ponadto ATXN3 oddziatuje z ludzkim Rad23, biatkiem, ktére moze
translokowaé substraty proteolityczne do proteasomu (Doss-Pepe et al.,, 2003).
W przeciwienstwie do tego, zmutowana ATXN3 zmniejsza ekspresje SOD2 i dostarczanie
substratéw proteolitycznych do proteasomu. Ponadto, odcinki poliQ zmutowanej ATXN3
mogq wigzac TAFII130 i silnie ttumi¢ aktywacje transkrypcyjng zalezng od CREB (Shimohata et
al., 2000). Dlatego tez aktywatory transkrypcji, a takze promotory degradacji proteasoméw
mogg stuzy¢ jako terapie SCA3. Na przyktad, inhibitory HDAC, takie jak maslan sodu, VPA
i suberoiloanilid kwas hydroksamowy, zmniejszajg poziomy hipoacetylowanych histonéw H3
i H4, zwiekszajgc w ten sposdb transkrypcje. Ponadto jako terapie SCA3 proponowano réwniez

nikotynamid i dinukleotyd nikotynamidoadeninowy, ktére hamujg HDAC klasy .

Jednak prawidtowa ATXN3 moze rowniez ttumic transkrypcje przez wigzanie z HDAC3.
Ponadto, zwiekszong aktywno$é HDAC stwierdzono u myszy z nadekspresjg normalnej ATXN3,

podczas gdy zmniejszong aktywno$é HDAC stwierdzono u myszy zmutowang ATXN3 (Bernd O.
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Evert et al., 2006b). W zwigzku z tym nie ma obecnie wystarczajgcej wiedzy na temat regulacji
transkrypcji poprzez szlaki ATXN3/HDAC, aby spekulowac na temat potencjalnego wptywu

inhibitorow HDAC na procesy zwigzane z SCA3.

1.6.6. Inhibicja stanu zapalnego

U pacjentéw z MID wykryto znaczgce podwyzszenie poziomu markerdw zapalnych
TNFSF14, FCGR3B i SELPLG. Co ciekawe, podwyzszone poziomy ekspresji NFSF14, FCGR3B, CLC
i SLA stwierdzono szczegdlnie u pacjentéw z krotszym czasem trwania choroby (<9 lat),
podczas gdy poziomy ekspresji byty faktycznie obnizone u pacjentéw z dtuzszym przebiegiem
choroby (>10 lat) (Raposo et al., 2015). Podwyzszona eotaksyny i zwiekszona rekrutacja
eozynofili do miejsc zapalnych zostata réwniez wykryta u pacjentow bezobjawowych
w poréwnaniu z pacjentami objawowymi (da Silva Carvalho et al., 2016). Mozna to przypisac
wiekszej ekspresji enolazy swoistej dla neuronéw, obwodowego markera zaburzen

neuronalnych, u pacjentéw z MJD (Tort et al., 2005; Zhou et al., 2011).

Budezonid, poprawiajacy lokomocje i zmniejszajgcy agregacje biatek w modelu SCA3
uC. elegans zostat zarejestrowany jako lek do leczenia podtrzymujgcego astmy, choé
wykazywat stosunkowo niskg skuteczno$¢ w poréwnaniu z lekami na ukfad serotoninergiczny
(Teixeira-Castro et al., 2015). Niemniej jednak nadal mozliwe jest, ze leki przeciwzapalne bedg
skuteczne jako terapie wspomagajace. Co wiecej, ekspresja czynnikéw zapalnych wydaje sie
zmniejszaé¢ wraz z czasem trwania choroby, wiec leki przeciwzapalne mogg by¢ szczegdlnie

korzystne we wczesnych stadiach choroby.

Niesteroidowy lek przeciwzapalny ibuprofen (Mendonca et al., 2019) zostat réwniez
zbadany w modelach SCA3/MIJD i wykazano, ze poprawia neuropatologie i koordynacje
ruchowg, przy jednoczesnej redukcji markeréw neurozapalnych, interleukiny (IL)-1B, czynnika
martwicy nowotworu (TNF)- a i fosforylowany IKB-a. Ibuprofen byt badany w badaniach
klinicznych w AD i stwierdzono, ze zmniejsza progresje rytmu delta w tagodnych przypadkach
(Babiloni et al., 2009). Co wiecej, ibuprofen obnizyt poziom ekspresji markeréw neutrofili
CD11biprostaglandyny E2 w fibroblastach skdry pochodzacych od rodzinnych i sporadycznych
pacjentéw z AD (Scali et al., 2002).
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Alternatywng strategia przeciwzapalng jest wstrzykiwanie nerwowych komodrek

macierzystych (Mendong¢a et al.,, 2015), poniewaz

leczenie to zmniejsza ekspresje

prozapalnych markeréw IL-1B i TNF-a oraz zmniejsza utrate komarek Purkinjego.

Tabela 1. Spis badan klinicznych potencjalnych terapii SCA3.

Badanie

Link do strony z badaniem

The Influence of Deep TMS on Cerebellar Signs in Patients

With Machado Joseph Disease

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT02039206

Astrocytic Markers and the Pre-ataxic Period of SCA3/MIJD -
BIGPRO Study Astrocytes

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04419974

Natural History of Oculomotor Neurophysiology in Ataxic and

Pre-ataxic Carriers of SCA3/MID

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04229823

Neuropsychiatry and Cognition in SCA3/MJD

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04714307

Clinical Trial Readiness for SCA1 and SCA3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT03487367

Repetitive Transcranial Magnetic Stimulation in SCA3 Patients

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT05502432

Weight in Lower Limbs Improves Gait Ataxia of in Machado-

Joseph Disease Patients

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT02906046

Pilot Study of Safety and Efficacy of Sodium Phenylbutyrate in

Spinocerebellar Ataxia Type 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT01096095

Machado-Joseph Disease in Israel

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT02175290

Efficacy Of Oral Trehalose In Spinocerebellar Ataxia 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04399265

Identification of Biomarkers in Spinocerebellar Ataxia 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT03885167

Clinical Effects of Oral Trehalose In Patients With

Spinocerebellar Ataxia 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04426149
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A Pharmacokinetics and Safety Study of BIIB132 in Adults With

Spinocerebellar Ataxia 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT05160558

Study To Assess Safety, Tolerability and Efficacy of Intravenous

Cabaletta in Patients With Machado-Joseph Disease

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT02147886

Safety and Efficacy of Lithium Carbonate in Patients With

Spinocerebellar Ataxia Type 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT01096082

Study to Determine the Safety and Tolerability of Varenicline

(ChantixA®) in Treating Spinocerebellar Ataxia Type 3

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT00992771

RISCA : Prospective Study of Individuals at Risk for SCA1, SCA2,
SCA3, SCA6, SCA7

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT01037777

STRIDES - a Clinical Research Study of an Investigational New

Drug to Treat Spinocerebellar Ataxia

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT05490563

Chinese Medicine WT for Spinocerebellar Ataxia Type 3

https://ClinicalTrials.gov/s

how/NCT05038306
Treatment of Transcranial Alternating Current | https://ClinicalTrials.gov/s
StimulationdBtACSd'%o00n Cerebellar Ataxia how/NCT05557786
Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells Therapy | https://ClinicalTrials.gov/s

(19#iSCLifeA®-SA) for Patients With Spinocerebellar Ataxia

how/NCT03378414

Dalfampridine and Gait in Spinocerebellar Ataxias

https://ClinicalTrials.gov/s

how/NCT01811706
Natural History Study of and Genetic Modifiers in | https://ClinicalTrials.gov/s
Spinocerebellar Ataxias how/NCT01060371
Longitudinal Tracking of Patients Diagnosed With | https://ClinicalTrials.gov/s

Neurodegenerative Movement Disorders

how/NCT05486806

Instrumented Data Exchange for Ataxia Study

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04268147

Open Pilot Trial of BHV-4157

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT03408080

Rare Disease Patient Registry & Natural History Study -

Coordination of Rare Diseases at Sanford

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT01793168
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Study of CAD-1883 for Spinocerebellar Ataxia

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04301284

Troriluzole in Adult Subjects With Spinocerebellar Ataxia

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT03701399

Cerebello-Spinal tDCS as Rehabilitative Intervention in

Neurodegenerative Ataxia

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT04153110

Rehabilitative  Trial With Cerebello-Spinal tDCS in

Neurodegenerative Ataxia

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT03120013

Measuring Neurological Impairment and Functional Visual

Assessment In Spinocerebellar Ataxias

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT00654251

NIPD on CFTC for Triplet Repeat Diseases

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT03087526

Development of iPS From Donated Somatic Cells of Patients

With Neurological Diseases

https://ClinicalTrials.gov/s
how/NCT00874783
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2. Cel pracy

Gtéwnym celem mojej pracy doktorskiej byto okreslenie patomechanizmu SCA3 w nowym
modelu Kil50 o zaostrzonym fenotypie. Celem byto stworzenie nowego modelu SCA3
o zaostrzonym fenotypie jako platformy do badaiA patogenezy i testowania terapii dla
pacjentéw SCA3. Okreslenie patomechanizmu obejmowato stadium presymptomatyczne i
symptomatyczne, analize partneréw biatkowych zmutowanej i prawidtowej ATXN3 oraz
charakterystyke tych komplekséw i na tej podstawie zaproponowanie skutecznej terapii dla

chorych na SCA3 za pomocga zwigzkdéw niskoczgsteczkowych.
Cele szczegdtowe pracy doktorskiej:

» Zbadanie mozliwych zmian w mdézgu na poziomie transkrypcyjnym (mRNA) oraz na
poziomie splicingu we wczesnych i zaawansowanych stadiach patogenezy. Okreslenie,
czy sg czynnikiem bezposrednio zwigzanym z patogenezg SCA3 w mysim modelu, czy
sg wynikiem progresji choroby,

» Stworzenie modelu przedklinicznego Kil50 o wydtuzonym ciggu CAG w ATXN3 i
zaostrzonym fenotypie,

» Poznanie zaostrzonych cech patogenezy SCA3 na poziomie tkanki mézgowej modelu
Kil50 oraz jego cech motorycznych odzwierciedlajgcych SCA3, jako mozliwych
biomarkeréw przedklinicznych,

» Zbadanie szerokich zmian w interakcjach biatkowych w obecnosci dtugiego ciggu poliQ
w zmutowanej ATXN3 w Kil50 w porédwnaniu do myszy z genem kontrolnym Ki21.
Wskazanie interaktoréw zaangazowanych w grupy proceséw komérkowych metodami
in silico,

» Zaproponowanie terapii z uzyciem zwigzkdw niskoczgsteczkowych na podstawie

zidentyfikowanych interakcji zmutowanej i niezmutowanej ATXN3.
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3. Materiaty i metody

3.1. Wazniejsze odczynniki chemiczne i biochemiczne

e Akrylamid/Bisakrylamid w stosunku 29:1 (Bioshop)

e Bromek etydyny (MERCK)

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

e Cytrynian sodu (Chempur)

e Chlorek sodu (Chempur)

e Chloroform cz.d.a. (POCh)

e EDTA (POCh)

e Etanol (Millipore)

e FBS (ptodowa surowica bydleca, ang. fetal bovine serum) (EurX)

e |zopropanol cz.d.a. (POCh)

e Kwas borowy (Chempur)

e Kwas octowy (Chempur)

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

e Mieszanina dNTP o catkowitym stezeniu 40 mM (EurX)

e QOctan sodu (POCh)

e Paraformaldehyd (MERCK)

e SDS (Bioshop)

e Tris (MERCK)

e TEMED (Bioshop)

e TRl reagent (MERCK)

e Triton X-100 (Bioshop)

e Roztwdr penicyliny i streptomycyny 100x stezony (penicylina 10,000 U/ml,
streptomycyna 10 mg/ml) (MERCK)

e Roztwér zamykajgcy Florosheld (MERCK)

e Substrat dla peroksydazy chrzanowej SuperSignal West Pico PLUS (Thermo Fisher

Scientific)
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3.2. Enzymy

e Odwrotna transkryptaza Maxima H Minus (Thermo Fisher Scientific)

e Polimeraza DNA GoTaq Flexi 5 U/ul (Promega)

e Trypsyna-EDTA 10 x stezona (MERCK)

3.3.

Przeciwciata

Tabela 2. Lista przeciwciat uzytych w pracy doktorskiej.

Przeciwciata I-rzedowe
Nazwa Gospodarz Uzyte Producent
rozcienczenie

anty-ataksyna-3 krolik 1:2000 (5% mleko) | Proteintech
Anty-pS6 (phospho S235 + | krolik 1:2000 (5% BSA) abcam
5236)
Cd11b mysz 1:50 (4% surowica | DSHB

kozia)
Fxr2 mysz 1:50 (4% surowica | DSHB

kozia)
Fmrl mysz 1:20 (4% surowica | DSHB

kozia)
Pabpcl krolik 1:100 (4% surowica | Proteintech

kozia)
Lamin B mysz 1:2000 (5% Mleko) | Proteintech
anty-GAPDH mysz 1:10 000 (5% | Milipore

mleko)

Przeciwciata ll-rzedowe

anty-krélicze  sprzezone z | koza 1:2000 (5% mleko Jackson
peroksydazg chrzanowa ImmunoResearch
anty-krélicze sprzezone z | koza 1:2000 (5% mleko) | Jackson
peroksydazg chrzanowa ImmunoResearch
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anty-krélicze sprzezone z koza 1:1000 (4% | Jackson
fluoroforem Alexa594 surowica kozia) ImmunoResearch
anty-krélicze sprzezone z koza 1:1000 (4% | Jackson
fluoroforem Alexa488 surowica kozia) ImmunoResearch
anty-mysie sprzezone z koza 1:1000 (4% | Jackson
fluoroforem Alexa594 surowica kozia) ImmunoResearch
anty-mysie sprzezone z koza 1:1000 (4% | Jackson
fluoroforem Alexa488 surowica kozia) ImmunoResearch
3.4. Zestawy komercyjne

Zestaw do izolacji DNA z tkanki EZ-10 Spin Column Animal Genomic DNA Mini-Preps

Kit (BioBasic)

e Zestaw do odwrotnej transkrypcji Maxima H Minus RT (Thermo Fisher Scientific)

e Zestaw do reakcji PCR GoTaq® G2 Hot Start Polymerase, 500u (Promega)

e Zestaw do reakcji gPCR 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (no ROX) (Solis
BioDyne)

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

Assay Kit - Reducing Agent Compatible (Thermo Fisher Scientific)

3.5. Roztwory i bufory

Bufor 1x TBE:

100 mM Tris-HCl, pH 8,3
100 mM kwas borowy

1 mM EDTA

Bufor obcigzajacy do elektroforezy w zelu agarozowym:
40 mM Tris-HCl, pH 7,5

12,5% Glicerol
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0,03 % btekit bromofenolowy

Bufor Laemmli do elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym, 10x stezony:

Tris 250 mM
Glicyna 1,92 M
SDS 1%

Bufor do elektrotransferu, 1x stezony:
Tris 25 mM

Glicyna 192 mM

Metanol 20%

Bufor PB do izolacji biatek, 1x stezony:
Tris 60 mM

SDS 2%

Sacharoza 10%

PMSF 2 mM

TBS, 10x stezony, pH 7.4:
Tris 0,2 M
NaCl 1,5M

TBS-T, 1x stezony, pH 7.4:
Tris 20 mM

NaCl 150 mM

Tween 20 0,1%

3.6. Bufory dostepne komercyjnie

e Bufor do polimerazy GoTaq Flexi, 5x stezony (Promega)

e Bufor PBS (Bioshop)
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3.7. Standardy do oznaczania wielkosci kwasow nukleinowych i biatek

e Marker dtugosci DNA - 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

e Marker wielkosci biatek - Perfect Tricolor Protein Ladder (EURX)

3.8. Zele

e Zele agarozowe do analizy produktéw PCR

e 2% agaroza w buforze TBE z bromkiem etydyny (0,5 pg/ml)
Zel poliakrylamidowy denaturujacy do elektroforezy biatek:

o Zel rozdzielajacy:

Akrylamid/Bisakrylamid 10%

Tris pH 8.8 0,375 M

SDS 0,1%

APS 0,1%

TEMED 0,4%
o Zel zageszczajacy:

»  Akrylamid/Bisakrylamid 5%

TrispH 6.8 0,125 M

SDS 0,1%

APS 0,1%

TEMED 0,1%

3.9. Oligonukleotydy

Oligonukleotydy zostaty zsyntetyzowane w Instytucie Biochemii

(Warszawa) oraz w firmie Sigma.

Biofizyki

PAN
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Tabela 3. Oligonukleotydy uzyte w niniejszej pracy.

Gen Forward primer (5°-3”) Reverse primer (5°-3°)
Mysz

Slc38a6 GAAGATCTGGGACTCTTCGCTT | TTTCCCCGTGACGTCAACTC
Ttc8 ATGCCACCTTCCACTTGACTG TTCCTCACACCTTTGACAGCC
Prdx3 GTGGTTTGGGCCACATGAAC GGGACTCTGGTGTCCAGTTG
Ccdc88c GCCCAGGGGATCTAAAACCA TCCGAGGATGGCTCACAGA
Ide AAAGACACTTACCAAGGACGAT | TCCCTGGCAAGAACATGGAC
Btafl TTCGACATGGGGCAGGTACT GCTGTCTCCCATTTTACCACC
Btafl TTTAGTCCCACGTGTCTGGC TCCAGAATTTCCTGGCTGCTT
Abliml CGCTTCCCAGGGTGAAAGAT CCCTCTACCTCCCCCATCAA
Serpina3n GGGATGATCAAGGAACTGGTC CGTGTCAAGAGGGTCAAAGG
Idhl AGGAGGTTCTGTGGTGGAGA ACCTGGTCATTGGTGGCATC
Atp2bl TAGAGCAATGGCTGTGGTCG TGGGTTCCATGACCAGCTTC
Akrlbl AGAGCATGGTGAAAGGAGCC GGTATCACGTTCCCTGAGGC
Ca2 TAAAGCTGCGTCCAAGAGCA CCATCAGATGAGCCCCAGTG
Ppp2rla GGCCTGAGTATGTGCACTGT GCCTTGTCTCGCACTACTGT
Plpl GGCTAGGACATCCCGACAAG TACATTCTGGCATCAGCGCA
Cox7a2 GTGGGTAACAACCGAGCCAA TCGTGAAGTGGTGCTGATGG
Ndufa9 CTCGAGCAATAGCTCAGGCA AGACGGCCGTATGATGATGG
Nefh CGCCCTCAAGTGCGACG CGCCGGTACTCAGTTATCTCC
Omg CCAGAAACCCTTCCGACTCC GCATAAGATGCCAGGCGTGA
Srsf2 TCTGCCCGAAGATCCAAGTC GCTTGCCGATTCATCATTTTCT
Psmd4 AGGAGGCAAGATGGTGTTGG GTGTGATCAGGCCCACGTTA
Qdpr ACCCTGGATACCCCGATGAA GAGTTTGGCCGTTTGTTCCC
Reln CGTCCTAGTAAGCACTCGCA TATCGCCTAAGCGACCTTCG
Sst GACCCCAGACTCCGTCAGTT GGTTCGAGTTGGCAGACCTC
Npy GACCCTCGCTCTATCTCTGC GGGCTGGATCTCTTGCCATA
Cd68 GGGGCTCTTGGGAACTACAC ATGCCCCAAGCCTTTCTTCC
Cldn11 ACCTGCCGAAAAATGGACGA ACGTAGCCTGGAAGGATGAGG
Mag TCGCCTTTGCCATCCTGATT GTTGTCTCCCCCTGAGAAGC
Plekhbl AAATTCCACCCCGGTACGC AAGGTGGCCCATAGTAGCTG
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Syp TTTGCCATCTTCGCCTTTGC TAGTGCCCCCTTTAACGCAG
Pdgfra GCACCAAGTCAGGTCCCATT TGTCCAGGTCTTTCTTCGGC
Oligl CCGCCCCAGATGTACTATGC AACCCACCAGCTCATACAGC
Olig2 GTACCTGGGGGCTTGACAAA AACAAAGAGCTTCGCATCGC
Mash1l CTCCTGGGAATGGACTTTGGA GTGAAGGTGCCCCTGTAGGT
Peal5a CTCAAGTCAGCCTGCAAGGA CAGCACACGGGTTCTGTAGT
Pgkl ATGTCGCTTTCCAACAAGCTG GCTCCATTGTCCAAGCAGAAT
Tfrc GCCCCAGAAGATATGTCGGAA | TCATGAGGGAAATCAATGATCGTA
Actin TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT ATGGAGGGGAATACAGCCC
Czlowiek
Oligl GTCGCAGAGAGTTTTCGCTC ACTGTGAGACGCCTGGTTAC
Olig2 TCCTCCCTGTCTCTCGTTGA AGATGAGTCGGTGGGGTAGT
Qdpr ACAGACTCGTTCACTGAGCA GATGGCTGGAGATGGTCGAT
Omg AGCTCACAGCAACACAATGC ATCAAAGCCGTGGTGTCGTC
Mag CAACCCTCCCGTCCTGTTC GGTAGAAACCTCTTTGGACTCGT
Cd68 CAGGGAATGACTGTCCTCACAA | AGTGCTCTCTGTAACCGTGGG
Cldn11 CTTGGCACTGTAGCATGTGGA | GCACAAAGCAGGCAGTCAAC
Gad ATTGCACCAGTGTTTGTCCTC CTTGTAGCGAGCAGCCATGA
Ca2 GCCAAGTATGACCCTTCCCT TGTAAGTGCCATCCAGGGGT
Srsf2 GGAATCCAAATCCAGGTCGC CCGAGCAGCACTCCTAATGAT
Actin CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG
3.10. Sprzet laboratoryjny oraz materiaty trwate

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

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

e Inkubator do komdrek eukariotycznych

e Komora laminarna do pracy z komdrkami eukariotycznymi

e Membrana nitrocelulozowa do analiz typu Western Amersham™Protran™0,45 um NC

e Mikroskop konfokalny Leica TCS SP5 (Leica Microsystems)

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

e System dokumentacji zeli (Bio-Rad)

e Zasilacz do elektroforezy PowerPac™Basic (Bio-Rad)
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3.11. Myszy

3.11.1.Hodowla

Myszy Ki91, Ki150 oraz Ki21 na tle genetycznym C57BL/6 oraz myszy C57BL/6 byly hodowane
w zwierzetarni Instytutu Genetyki Cztowieka (IGCz) oraz Centrum Zaawansowanych
Technologii (CZT). Hodowle myszy byty prowadzone w cyklu 12 godzin swiatta, 12 godzin
ciemnosci, w klatkach indywidualnie wentylowanych ze statym dostepem do wody oraz
standardowej paszy dla gryzoni. Badania byty prowadzone zgodnie z zasadami dobrej praktyki
laboratoryjnej w zakresie prowadzenia, prezentacji i oceny wynikéow badan naukowych oraz
bezpieczenstwa i higieny pracy. W Instytucie, zgodnie z wymogami ustawy o organizmach
genetycznie zmodyfikowanych oraz niektérych innych ustaw z dnia 15 stycznia 2015 r.,
utworzono Zakfady Inzynierii Genetycznej, w ktérych eksperymenty GMM i GMO w kategorii
lill (byty prowadzone wg Swiatowej nomenklatury na poziomach bezpieczerstwa BSL1 i BSL2).
W pracy doktorskiej wykorzystane zostaty genetycznie zmodyfikowane modele myszy typu
knock-in SCA3, okreslane jako Kil50 i Ki21. Myszy nazwano wedtug liczby powtérzen CAG w
humanizowanym locus ATXN3. Locus eksprymuje genetycznie zmodyfikowane biatko ATXN3.
Szczepy myszy wytworzono w IBCH PAN. Tto genetyczne to powszechnie stosowany szczep
myszy C57BL6. Zwierzeta byty Znajdowaty sie w zwierzetarni CZT UAM Poznan. Numery zgdd
komisji bioetycznej: nr 63/2016 i 56/2018.

3.11.1.Tkanki
Mozgi byty pobierane i dzielone na regiony mdzgu z pomocg precyzyjnych operacji pod
mikroskopem lub uzywane w catosci. Tkanki przed zamrozeniem byty przemywane z pomocg
PBS i przechowywane w -80st C do czasu analiz. Tkanki z biopsja koncéwki ogona byty

pobierane w celu ustalenia genotypu zwierzat.

3.12. Hodowle komoérkowe

3.12.1.Hodowle neuronalne od pacjentéw z SCA3 iPSC
Hodowle i roznicowanie iPSC od pacjentéw z SCA3 przeprowadzono zgodnie z opisem (Koch
et al.,, 2009). Wybrane rozety neuronalne hodowano w zawiesinie przez 2 dni w pozywce
sktadajgcej sie z DMEM/F12, 2 mM I-glutaminy, 1,6 g |-1 glukozy, 0,1 mg ml-1
penicyliny/streptomycyny i suplementu N2 (1:100; Invitrogen), a nastepnie zdysocjowano za

pomocy trypsyny, wysiano na ptytki pokryte poli-lI-ornityng/lamining i namnazano w pozywce
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N2 uzupetnionej o B27 (1 ul ml-1, Invitrogen), 10 ng ml-1 FGF2 i 10 ng ml-1 EGF (R&D Systems).
Réznicowanie neurondéw indukowano przez usuniecie czynnikéw wzrostu FGF2 i EGF z pozywki
i hodowanie komoérek w pozywce Neurobasal uzupetnionej o B27 (1:50, Invitrogen)
i DMEM/F12 uzupetnionej o N2 (1:100) zmieszanych w stosunku 1:1 stosunek; Do pozywek
réznicujgcych dodano 300 ng ml-1 cAMP. Po 6 tygodniach zréznicowane komérki zebrano do

roztworu TRIzol.

3.12.2.Hodowle fibroblastow od pacjentow SCA3
Fibroblasty od pacjenta SCA3 (GM06153, 18/69 CAG w genie ATXN3 uzyskano z repozytoriéw
komorek Coriell (Camden, NJ, USA) i hodowano na minimalnej pozywce podstawowej (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) uzupetnionej o 10% ptodowa surowicg bydlecy (FBS) (Sigma-
Aldrich) i antybiotyki (Sigma-Aldrich).

3.13. Izolacja RNA
Catkowity RNA z tkanki mdézgowej oraz hodowli komdrek neuronalnych izolowano metoda
Chomczynskiego-Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987) z wykorzystaniem TRIzolu. Jakosé
izolowanego RNA sprawdzono po wykonaniu enzymatycznej degradacji DNA poprzez rozdziat

w 1% zelu agarozowym.

3.14. Synteza cDNA

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono za pomocy losowych starterow i odwrotnej
transkryptazy SuperScript Il (Invitrogen). W tym celu, RNA (500 ng) zmieszano z 1x First-Strand
Buffer i losowymi starterami uzyskujgc stezenia koricowe 0,4 uM oraz wodg do koncowej
objetosci 5 pul i inkubowano 3 min w 90°C, nastepnie 10 min w 550C i umieszczono na lodzie.
Nastepnie, dodano 10 mM DTT, 2,5 mM dNTP, 1x First-Strand Buffer, inhibitor RNaz 10 U
rRNasin, 50 U odwrotnej transkryptazy SuperScript Il oraz wody do koricowe] objetosci 20 ul
i inkubowano przez 50 min w 55°C. Reakcje zatrzymywano przez ogrzewanie w temperaturze

70°C przez 15 min, a powstate cDNA wykorzystano w kolejnym etapie.

3.15. Analiza RNAseq

NGS QC Toolkit (v 2.2.3) (Patel and Jain, 2012) zostat uzyty do wygenerowania metryk jakosci

do oceny plikéw wejsciowych fastq. Pliki Fastq zostaty nastepnie dopasowane do genomu
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referencyjnego GRCm38.91 przy uzyciu oprogramowania STAR (v 2.5.3a) (Dobin et al., 2013)
z parametrami sugerowanymi przez oprogramowanie QoRTs (v 1.3.0) (Hartley and Mullikin,
2015). Parametry sg uzywane domysinie do szacowania liczby gendw i liczby identyfikacji
egzondw. Dane zostaty przeanalizowane przy uzyciu trzech rdéinych podejs¢
eksperymentalnych, ktére obejmowaty dopasowanie/oznaczenie ilosciowe transkryptow
przez Star/Deseq i HISAT/StringTie/Ballgown (Kim et al., 2015; Pertea et al., 2016). W skrécie,
réznicowgq ekspresje gendw obliczono za pomocg oprogramowania DESeq2 (v 1.14.1) (Love et
al., 2014). Do sprawdzenia wynikédw wykorzystano drugi zestaw oprogramowania, HISAT2 (v
2.0.5) - StringTie (v 1.3.1c) - Ballgown (v 2.6.0) (Kim et al., 2015; Pertea et al., 2016, 2015).
Wyniki z programu HISAT2 byty zgodne z analizg pierwotng i nie sg pokazane w sekcji wynikow.
Dodatkowo analiza JunctionSeq zostata zastosowana w identyfikacji zmienionych wariantéw

splicingu (Hartley and Mullikin, 2016).

3.16. Standardowy PCR
Do przeprowadzenia reakcji PCR uzyto GoTaqg Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison,
USA). Warunki reakcji PCR byty nastepujgce: 3 min w 94°C, 12 x (35 s w 94°C, [45 s w 64°C -
0,5°C/cykl], 45 s w 72°C), 25 x (35 s w 94°C, 30 s w 58°C, 45 s w 72°C) i 2 min w 72°C. Produkty
reakcji rozdzielono na 1,5% zelach agarozowych w buforze TBE i wybarwiono bromkiem

etydyny.

3.17. Genotypowanie myszy
DNA przygotowano z biopsji koniuszka ogona przy uzyciu zestawu Spin Column Genomic DNA
Kit (Bio Basic Inc., Markham, Kanada). Genotypy okreslono przez przeprowadzenie
multipleksowe] reakcji PCR. Zastosowano nastepujacy zestaw czterech starterow: forward
GGACCTATCAGGACAGAGTTCACATCCA i reverse CACATTACCAAAGTGGACCCTATGCTGT,
celujgcy w humanizowany region genu ATXN3 oraz forward TCCTCTCTAGGATGGCTTTG
i reverse TAAACGCCCCTACCTATTTG, celujgcy w endogenny region genu Atxn3.

Liczbe powtdrzen CAG okreslono przeprowadzajgc PCR przy uzyciu polimerazy DNA GoTaq
Flexi z wyznakowanym starterem forward 6-FAM GGAAGAGACGAGAAGCCTAC i starterem
reverse TCACCTAGATCACTCCCAAGT; te startery flankujg region powtdrzen CAG

w humanizowanym genie ATXN3. Warunki reakcji PCR byty nastepujgce: 5 min w 94°C, 30 x
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(20 s w94°C, 10 s w 60°C, 30 s w 72°C) i 7 min w 72°C. Rozmiary fragmentéw PCR okreslono
przy uzyciu analizatora ABI 3130x| i oprogramowania Peak Scanner 1.0 (Life Technologies,
Carlsbad, USA). Poniewaz obecnos¢ powtdrzen CAG spowalnia migracje elektroforetyczna
fragmentéw PCR, sporzadzono krzywa kalibracyjng ztozong ze zweryfikowanych pod
wzgledem sekwencji fragmentéw z 21, 69, 81, 91 i 97 CAG i wykorzystano jg do oceny

doktadnej liczby powtdrzern CAG w analizowanych prébkach.

3.18. PCR w czasie rzeczywistym
1 ul cDNA wykorzystano jako matryce do reakcji PCR w czasie rzeczywistym ze specyficznymi
starterami (stezenia koricowe 1 uM) i gotowg mieszaning reakcyjng zawierajacg polimeraze
DNA 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne) zgodnie z protokotem producenta.
Catkowita objetosc¢ reakcji wynosita 10 pl. Dla kazdej badanej prébki reakcje przeprowadzono
w trzech powtdrzeniach w aparacie CFX96™ Real-Time System (Bio Rad) wg nastepujgcego
programu: 95°C przez 15 min, 39 cykli 95°C przez 20 sek, 60°C przez 1 min. Po kazdym cyklu
wykonywany byt odczyt fluorescencji z ptytki. Analiza poéfilosciowa pozwolita na poréwnanie

ekspresji poszczegdlnych gendw.

3.19. Barwienia immunofluorescencyjne
Zwierzeta znieczulono ogdlnie i poddano perfuzji przezsercowej solg fizjologiczng, a nastepnie
4% paraformaldehydem w PBS. M&zgi usunieto i dalej utrwalono w 4% paraformaldehydem
w PBS przez 48 godzin. Nastepnie utrwalone modzgi poddano odwodnieniu szeregiem
roztwordw sacharozy w PBS (10—-20-30%) przez 72 godziny. Mdzg pocieto na 20um sagitalne
skrawki w temperaturze -20°C, ktére zebrano na szkietka SuperFrost Plus (Thermo Fisher
Scientific). Procedure odkrywania epitopow indukowang cieptem (ang. Heat-Induced Epitope
Retrieval (HIER)) zastosowano przez inkubacje skrawkdw w buforze cytrynianowym (pH 9,0)
przez 30 min w 60°C. Skrawki zablokowano przez inkubacje w 4% normalnej surowicy koziej
(ang. normal goat serum, NGS) w TBS przez 1 godzine. Do barwienia
immunofluorescencyjnego, skrawki inkubowano przez noc w temperaturze 4°C
z przeciwciatami pierwszorzedowymi, a nastepnie z przeciwciatem IlI-go rzedowym
wykrywajgcym przeciwciata klasy IgG gatunku, w ktérym wytworzono przeciwciato
pierwszorzedowe (mysz Ilub krélik) wyznakowanym AlexaFluor488 (1:400; Jackson

ImmunoResearch, Suffolk, Wielka Brytania). Nastepnie skrawki wybarwiono barwnikiem
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jadrowym Hoechst 33342 (Sigma) w stosunku 1:1000 i zatopiono w medium zatapiajgcym
Fluoroshield (Sigma). Fluorescencyjne obrazy konfokalne uzyskano przy uzyciu statych
parametréw wzbudzenia i detekcji przy uzyciu TCS SP5 Il (Leica Microsystems, Polska) oraz

Opera LX (PerkinElmer).

3.20. Analiza poziomu biatek metoda Western blot

Prébki mézdzku i kory pobrano od czterech myszy Ki91 i czterech myszy C57BL w tym samym
wieku. Tkanki homogenizowano w buforze zawierajgcym 60 mM TRIS-base, 2% SDS, 10%
sacharoze i 2 mM PMSF przy uzyciu homogenizatora Bioprep-6 (Allsheng, Chiny), a nastepnie
poddano dziataniu ultradzwiekdéw przez 3 minuty, ktére powtdrzono trzy razy. Stezenie biatka
0Sszacowano za pomocg zestawu do oznaczania biatek Pierce BCA (Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA) zgodnie z instrukcjami producenta. Do kazdej analizy 25 pg biatka catkowitego
rozciericzono w buforze tadujgcym zawierajagcym 2-merkaptoetanol i gotowano przez 5 min.
Biatka rozdzielono metody elektroforezy w Zzelu SDS-poliakrylamidowym (5% zel
zageszczajacy/12 lub 10% zel rozdzielajacy), przeniesiono na nitroceluloze i wybarwiono
roztworem Ponceau S. Bloty zablokowano 5% odttuszczonym mlekiem w TBS/0,05% Tween
20 przez 1 godz. w RT, a nastepnie inkubowano przez 24 godz. w 4°C z nastepujgcymi
przeciwciatami pierwszorzedowymi. Bloty sondowano odpowiednim przeciwciatem
drugorzedowym z HRP (przeciwkréliczym lub  przeciwmysim, 1:2000; Jackson
ImmunoResearch, Suffolk, Wielka Brytania). Reakcje immunologiczng wykrywano stosujgc

substrat ECL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.21. Frakcjonowanie mysich mozgow
Cate mdzgi myszy Ki21 i Ki91 zebrano i natychmiast zamrozono w ciektym azocie. Nastepnie
mazgi homogenizowano przy uzyciu stalowych kulek w homogenizatorze Allshend Bioprep-6
w buforze PBS EDTA 5mM uzupetnionym Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (Theromo Fisher
Scientific). Préobki homogenizowano 2x 30s 3,5k RPM, pomiedzy rundami homogenizacji
probki umieszczano na lodzie. Po homogenizacji prébki odwirowano w celu zebrania
supernatantéw. Klarowne supernatanty naniesiono na zywice jonowymienng CMM, nastepnie
wyptyw naniesiono na zywice DEA i zebrano przesgcz. Zebrany przesgcz zatezono do ~2,5 ml
i natozono na kolumne HilLoad Superdex 200 16/60 (GE Healthcare) potaczong z systemem

AKTA FPLC (Amersham Biosciences). Chromatografie size exclusion prowadzono jako koncowy
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etap oczyszczania w buforze ztozonym z PBS EDTA 50uM, uzyskujgc 2mL w kazdej frakcji

biatkowej.

3.22. Spektrometria mas wybranych frakcji biatkowych
Analize przeprowadzono przy uzyciu systemu nanolLC Dionex UltiMate 3000 RSLC potgczonego
ze spektrometrem mas Q Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific). Peptydy pochodzgce
z trawienia w roztworze rozdzielano na kolumnie Acclaim PepMap RSLC nanoViper C18 (75
um x 25 ¢cm, granulacja 2 um) przy uzyciu gradientu acetonitrylu (od 4 do 60%, w 0,1% kwasie
mréwkowym) w temperaturze 30°C i szybko$¢ przeptywu 300 nl/min (przez 230 min).
Spektrometr pracowat w zaleznym od danych trybie MS/MS (tandemowa spektrometria
masowa) ze skanami przeglgdowymi uzyskanymi w rozdzielczosci 70 000 przy m/z 200 w trybie
MS i 17 500 przy m/z 200 w trybie MS2. Widma rejestrowano w zakresie skanowania 300—
2000 m/z w trybie jonéw dodatnich. Fragmentacje jondw dysocjacji kolizyjnej o wyzszej
energii (HCD) przeprowadzono przy znormalizowanych energiach kolizji ustawionych na 25.
Identyfikacje biatek przeprowadzono przy uzyciu bazy danych myszy Swiss-Prot z tolerancjg
doktadnosci 10 ppm dla mas peptydéw i 0,08 Da dla mas jonéw fragmentowanych. Wszystkie
surowe dane uzyskane dla kazdego zestawu danych zostaty zaimportowane do wersji
MaxQuant 1.5.3.30 w celu identyfikacji biatek i kwantyfikacji. Biatko uznawano za pozytywnie
zidentyfikowane, jesli co najmniej dwa peptydy na biatko zostaty znalezione przez
wyszukiwarke Andromeda, a wynik peptydu osiggnat prég istotnosci FDR =0,01. Uzyskane
dane zostaty wyeksportowane do oprogramowania Perseus ver. 1.5.3.2 (cze$¢ pakietu
MaxQuant). Dane liczbowe zostaty przeksztatcone w skale logarytmiczng, a kazda prdbka
zostata opisana przynaleznoscia do grupy. Biatka zidentyfikowane tylko na podstawie
lokalizacji, odwrotnych trafien w bazie danych i zanieczyszczen zostaty usuniete z wynikdéw.
Nastepnie dane zostaty przefiltrowane na podstawie prawidtowych wartosci dla biatek. Biatka,
ktore zawieraty prawidtowe wartosci w 75% prdobek w co najmniej jednej grupie (prég
wigczenia: 3 lub 4 wartosci dla kontroli i 3 lub 4 wartosci dla myszy Ki91) zostaty uwzglednione
jako wazne trafienia. Dodatkowo do analizy uzupetniajgcej wybraliSmy biatka, ktore dawaty
prawidtowe wartosci tylko w grupie kontrolnej lub tylko w grupie myszy Ki91 SCA3/MID
(wtaczenie 4 wartosci). Przed analizg statystyczng przeprowadzono normalizacje danych,
odejmujgc mediane od kazdej wartosci z rzedu. Test t dla dwéch préobek przeprowadzono na

analizowanych danych prébki, przy czym wartos¢ p<0,05 uznano za istotng, a biatka
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réznicujgce znormalizowano przy uzyciu algorytmu Z-score dla hierarchicznego grupowania

danych.

3.23. Koimmunoprecypitacja
Poswiecone zwierzeta dekapitowano, nastepnie pozyskano kore mézgowa i mézdzek z mdzgu
i szybko zamrozono w cieklym azocie, a nastepnie przechowywano w temperaturze -80°C.
Immunoprecypitacje przeprowadzono z pierwotnym mysim przeciwciatem anty- ATXN3 1H9
lub kontrolg negatywnag IgG (ACO11; Santa Cruz Biotechnology, sc2025) i zestawem
Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kit (14321D, Thermo Fisher Scientific). Do przytaczenia
przeciwciat przeprowadzonego zgodnie z protokotem producenta zastosowano kulki 6 g
przeciwciata /mg kulek. W skrécie, Dynabeads przemyto w buforze C1, a nastepnie
inkubowano przez noc w roztworach C1, C2 i przeciwciatach w 37°C. Nastepnego dnia
przeciwciata sprzezone z kulkami przemyto w buforach HB, LB i SB. Po przemyciu kulki
przechowywano do uzycia w buforze SB w lodéwce. Do lizy uzyty bufor do lizy z zestawu (IP)
zmodyfikowanego o 100mM NaCl, 2mM MgCl2, 1mM DTT i 40 uM PMSF. Procedure
spoczynkowg przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta, kulki inkubowano
z lizatami przez 30 min. w temp. 4°C do wymywania komplekséw biatkowych zastosowano
HPH EB (0,5M NH40H, 0,5mM EDTA). Po elucji prébki liofilizowano przez noc w wirdéwce typu

speed vac. Nastepnie prébki byty uzyte w celu przeprowadzenia spektrometrii masowe;.

3.24. Spektrometria masowa

Liofilizowane prébki rozpuszczono w 100 mM wodoroweglanie sodu, a nastepnie 5 ug biatka
z kazdej prébki poddano dalszej obrébce. Objetosé zawierajgcg 5ug biatka inkubowano w DTT
przez 5 min w 95 2, nastepnie umieszczano na lodzie, a nastepnie acylowano w IAA przez 20
min w ciemnosci w temperaturze pokojowej, nastepnie prébki trawiono trypsyng przez noc
w 372C w tazni wodnej. Analize proteomu przeprowadzono za pomocg systemu Dionex
UltiMate 3000 RSLC nanoLC podtgczonego do spektrometru masowego Q Exactive Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Peptydy pochodzgce z trawienia w roztworze
rozdzielono na kolumnie Acclaim PepMap RSLC nanoViper C18 z odwrécong fazg (75 um x 25
cm, granulacja 2 um) przy uzyciu gradientu acetonitrylu (od 4 do 60%, w 0,1% kwasie
mréwkowym) w 30 ° C i natezenie przeptywu 300nL/min (przez 230 min). Spektrometr

pracowat w trybie MS/MS zaleznym od danych ze skanami pomiarowymi uzyskanymi
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z rozdzielczoscig 70 000 przy m/z 200 w trybie MS i 17 500 przy m/z 200 w trybie MS2. Widma
rejestrowano w zakresie skanowania 300-2000 m/z w trybie jondw dodatnich. Fragmentacje
jonéw w wyniku dysocjacji zderzeniowej o wyzszej energii (ang. Higher energy collisional
dissociation, HCD) przeprowadzono ze znormalizowanymi energiami kolizji ustawionymi na
25. Baza danych myszy Swiss-Prot zostata wykorzystana do identyfikacji biatek z precyzyjna
tolerancjg ustawiong na 10 ppm dla mas peptyddéw i 0,08 Da dla mas jonéw fragmentow.
Surowe dane uzyskane dla kazdego zestawu danych zostaty przetworzone przez wersje
MaxQuant 1.5.3.30 w celu identyfikacji i oceny ilosciowej biatka. Biatko uznano za pomysinie
zidentyfikowane, jesli oprogramowanie Andromeda znalazta co najmniej dwa peptydy na

biatko, a wynik peptydu osiggnat prég istotnosci FDR=0,01.

3.25. Badania behawioralne

3.25.1.Analiza Rotarod
Protokodt rotarod zostat zaadaptowany z opisanego w publikacji (Hockly et al., 2003). Myszy
umieszczono na antyposlizgowym precie (model 47600, Ugo Basile, Wiochy), ktéry
przyspieszat od 4 do 40 obr./min przez 500 sekund. Myszy testowano przez 4 kolejne dni, w 4
préobach dziennie, z 20-minutowym okresem odpoczynku pomiedzy prébami. Ostateczna

ocena sprawnosci rotarod dla kazdej myszy byta srednig z 4 kolejnych dni.

3.25.2.Test pretow statycznych
Konfiguracja i protokdt testu pretdow statycznych zostat zaadaptowany z testu Deacona
(Deacon, 2013) z modyfikacjami. W skrécie, 5 drewnianych pretow o diugosci 60 cm
o srednicach 35 mm, 28 mm, 21 mm, 17 mm i 9 mm, reprezentujgcych rézine stopnie
trudnosci, zostato przymocowanych do specjalnej pétki umieszczonej 60 cm nad podtogg,
ktora zostata zabezpieczona miekkag pianka, aby unikngé¢ zranienia myszy. Potka zostata
wyscielona $cidtka, aby zacheci¢ myszy do pdjscia w strone pétki. Odnotowywano czas do
odwrdcenia sie myszy i czas przejscia po precie. Myszy otrzymywaty maksymalny wynik 30 s,
jesli nie zawrécity, spadty z preta, odwrdcity sie do géry nogami na precie lub nie wykonaty
w tym czasie przejscia, lub jakiejkolwiek kombinacji tych zachowan. Myszy poddano
jednodniowemu treningowi, a nastepnie testowano przez 3 kolejne dni z 2-3 minutowg

przerwg miedzy kolejnymi pretami o malejgcej Srednicy.
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3.25.3.Test punktowy
Przeprowadzilismy réwniez testy punktowe przeznaczone do oceny fenotypu ataksji
w modelach mysich (Guyenet et al., 2010), oraz test drutowy do oceny sity miesni. Wszystkie
myszy bylty wazone podczas kazdej sesji testowej. Wykresy i statystyki wykonano na
oprogramowaniu PrismVR (San Diego, CA, Stany Zjednoczone), stosujgc ANOVA z testem post-

hoc Bonferroniego.

3.26. Traktowanie hodowli fibroblastow SCA3 zwigzkami

niskoczasteczkowymi

Ryc. 2A i 2B przedstawiajg schematy zastosowanych sposobdw podawania zwigzkéw
niskoczgsteczkowych, ktére odzwierciedlajg mozliwy schemat podania u pacjentéw z SCA3.
Pierwszy sposdb (Ryc. 2A) polegat na ciggtej ekspozycji komdrek na zwigzki niskoczgsteczkowe.
Badane zwigzki podano w danym stezeniu do medium hodowlanego o obnizonej ilosci FBS
(2%). Po uptywie 48 godzin wymieniono medium na $wieze zawierajgce zwigzki
niskoczasteczkowe w danym stezeniu po uptywie 48 godzin. Po kolejnych 24 godzinach
komorki byty lizowane. Sposdb ten stanowit odpowiednik statego dostarczania terapeutykéow
u pacjentéw przy czy potencjalne podawanie pacjentom nie jest limitowane ponizej ani
powyzej 72h. Drugi sposdb (Ryc. 2B) polegat na podawaniu zwigzkédw niskoczgsteczkowych
naprzemiennie z medium nie zawierajgcym zwigzkdédw niskoczgsteczkowych. Komoérki byty
eksponowane na dziatanie substancji terapeutycznych przez 24 godziny, a nastepnie byty
hodowane przez 2 dni w medium bez zwigzkdw niskoczgsteczkowych. Po 10 dniach komérki

byty lizowane.
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: : : ’ Traktowanie 72h

] | ] ] ] | | ] ] ’ Traktowanie 10 dni
I

‘ Medium ze zwigzkami niskoczgsteczkowymi

. Medium bez zwigzkow niskoczgsteczkowych

Rycina 2. Schemat traktowania kultur fibroblastéw SCA3 zwigzkami niskoczgsteczkowymi.

3.27. Analizy statystyczne

Analizy statystyczne dotyczace qPCR, western blot, testéw behawioralnych przeprowadzono

z uzyciem programu Graphpad Prism 8.

Proteomiczne analizy statystyczne przeprowadzono z uzyciem programu Perseus 1.6.15.0

3.28. Programy komputerowe i bazy danych

Imagelab — analiza zeli agarozowych i western blot (Biorad)
Imagel- analiza zdjeé mikroskopowych (Fiji)

LasX- wykonywanie fotografii mikroskopowych (Leica)
Harmony - wykonywanie fotografii mikroskopowych (Parkin Elmer)
Ensemble — baza danych sekwencji genomowych
https://www.ensembl.org/index.html

primer-blast — projektowanie starteréw do PCR
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Baza danych sekwencjonowania pojedynczych komadrek
http://celltypes.brain-map.org/rnaseq/human

Baza danych odziatywan biatkowych

https://string-db.org/

ZINC15- przewidywanie odziatywan zwigzkdéw niskoczgsteczkowych z biatkami
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https://zinc.docking.org/

e CFX Maestro Software- analiza wynikéw gPCR (Biorad)

4. Wyniki

4.1. Wstep

Wyniki mojej pracy doktorskiej przedstawiajg sie nastepujgco:

» Analiza zmian w transkryptomie mdézgéw myszy Ki91 w fazie presymptomatycznej
i symptomatycznej oraz analiza mRNA wybranych genéw w komérkach neuronalnych
wyprowadzonych od pacjentéw SCA3,

» Wygenerowanie nowego mysiego modelu SCA3 Ki150,

» Charakterystyka molekularna i behawioralna mysiego modelu SCA3 Ki150,

» Okreslenie interakcji prawidtowej oraz zmutowanej ATXN3 w mysich modelach Ki21
i Ki150,

» Badanie nowej strategii terapeutycznej zmierzajgcej do obnizenia poziomu

zmutowanego biatka ATXN3

4.2, Analiza transkryptomiczna madzgow myszy SCA3 w fazie
presymptomatycznej i symptomatycznej

4.2.1. RNAseq

W celu okreslenia czy zmiany transkrypcyjne sg bezposrednig przyczyng patogenezy
SCA3 przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem technik RNAseq i gPCR oraz tkanek
z mozgdw myszy Ki91 w stadium przed objawowym i objawowym. Sekwencjonowanie RNA
przeprowadzono przy uzyciu tkanek mézdzku i kory mdzgowej czterech myszy Ki91 i czterech
myszy kontrolnych w wieku 2 miesiecy. Tabele 4 i 5 podsumowujg geny o zmienionej
w modelu Ki91 wzgledem tkanek WT ekspresji w moézdzku i korze mdézgowej, zmiana ekspres;ji
(ang. fold change), wartos¢ p (ang. p-value) i skorygowane wartosci p (ang. adjusted p-value).
Geny deregulowane w poréwnaniu z kontrolnymi myszami C57/BL/6 znajdowaty sie w dwdch
stosunkowo matych rejonach w genomie zlokalizowanych na dwdch mysich chromosomach.

W pierwszym rejonie zlokalizowanym na chromosomie 12 zidentyfikowali§my zmieniong
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ekspresje Serpina3n, Slc38a6, Ccdc88c, Fbin5 i Ttc8, przy czym wszystkie deregulowane geny
znajdujg sie bardzo blisko docelowego locus Atxn3 (Ryc. 3). W drugim rejonie na chromosomie
19 znalezliSmy zmieniong ekspresje Btafl, Ide i Ablim1. Takie skupienie gendw o zmienionej
ekspresji w poblizu docelowego locus moze wskazywaé, ze loci majg inne tto genetyczne
(pochodzenie genetyczne) niz reszta genomu myszy Ki91 (kongeniczny; C57BL/6) (Ryc.3).
Obydwa loci mogg pochodzi¢ z tta genetycznego myszy 129sv, z ktdérego zostaty uzyskane
komérki macierzyste uzyte do wprowadzono konstrukt Ki91 (Switonski et al., 2015a).
Przeprowadzilismy poréwnanie sygnatur SNP genu Serpina3n przy uzyciu danych RNAseq
myszy Ki91 i bazy danych MGl dla szczepoéw 129sv, FVB i C57BL/6. Okazato sie, ze sygnatury
SNP genu Serpina3n byty takie same u myszy 129sv, FVB i Ki91 i inne niz u myszy C57BL/6.
Sugerowato to, ze region na chromosomie 12 w poblizu transgenicznego locus Atxn3
segregowat razem z transgenem w czasie krzyzowania myszy transgenicznych i zostat

wyselekcjonowany przez genotypowanie zwierzat Atxn3 Ki91.

chr12 (mouse) |
TN oAz IETE M qB1 | qB3 T

il |
oC2 Bl qo1 Il o0 T oFi E

gA1.1

Rycina 3. Lokalizacja genetyczna zmienionych gendéw (niebieskie stupki) w zaleznosci od tfa

genetycznego 129sv/FVB wokot transgenicznego locus (czerwony stupek).

Tabela 4. Lista deregulowanych transkryptéw zidentyfikowanych przez RNAseq w moézdzku 2
miesiecznych myszy Ki91 SCA3/MIJD (n = 4).

Ensemble ID Gene ID | Chromosom | Log2 p value | p adjusted
fold
change
ENSMUSG00000021091 | Serpina3n | 12 4.17 8.4E-202 | 2E-197
ENSMUSG00000047632 | Fgfbp3 19 1.12 1.53E-15 | 7.33E-12
ENSMUSG00000021182 | Ccdc88c | 12 1 5.23E-23 | 4.17E-19
ENSMUSG00000056999 | Ide 19 0.95 4.81E-34 | 5.75E-30
ENSMUSG00000021186 | FbIn5 12 0.94 3.82E-13 | 1.3E-09
ENSMUSG00000092083 | Kcnb2 1 0.71 1.83E-08 | 4.37E-05
ENSMUSG00000040565 | Btafl 19 0.49 1.57E-09 | 4.69E-06
ENSMUSG00000021062 | Rab15 12 —0.44 2.85E-06 | 0.004863
ENSMUSG00000044712 | Slc38a6 | 12 —-0.61 1.37E-08 | 3.64E-05
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Tabela 5. Lista deregulowanych transkryptow zidentyfikowanych przez RNAseq w moézdzku 2
miesiecznych myszy Ki91 SCA3/MID (n =4).

Ensemble ID Gene ID | Chromosom | Log2 p value p
fold adjusted
change
ENSMUSG00000079012 | Serpina3m | 12 6.22 4.19E-30 | 3.34E-26
ENSMUSG00000021091 | Serpina3n | 12 3.27 3.39E-184 | 8.11E-180
ENSMUSG00000056999 | Ide 19 1.07 1.00E-30 | 1.20E-26
ENSMUSG00000047632 | Fgfbp3 12 0.75 7.53E-06 | 1.80E-02
ENSMUSG00000040565 | Btafl 19 0.62 6.30E-12 | 3.77E-08
ENSMUSG00000021182 | Ccdc88c | 12 -0.49 | 4.09E-06 | 1.22E-02
ENSMUSG00000047415 | Gpr68 12 -0.79 | 4.03E-06 | 1.22E-02

4.2.2. Walidacja zmian RNAseq z uzyciem qPCR

Kolejnym krokiem byto zbadanie zidentyfikowanych zmian transkrypcyjnych za
pomocg gqPCR w czasie rzeczywistym. Dlatego, aby oceni¢ wystepowanie zmian
transkrypcyjnych u myszy Ki91 i wptyw obcego tta myszy 129sv na ekspresje na te zmiany,
zbadalismy modzdzek i kore mdzgowg z homozygotycznej myszy Ki91 w pordwnaniu
z podwodjnym zestawem kontroli, w tym mdézdzkiem i korg mézgowa z FVB szczep myszy (te
same sygnatury SNP co 129sv) ze szczepu myszy C57BL/6 (Ryc. 4 i 5). Zmiany transkrypcji w
badanych tkankach myszy Ki91 w poréwnaniu z mRNA wyizolowanym z tkanek myszy C57BL/6
ponownie wykazato zmiany poziomu tych gendw. Podobna analiza nie wykazata zadnych
zmian w poziomie transkryptow, gdy poziom ekspresji gendw w tkankach myszy Ki9l
porownano z poziomem mRNA w tkankach wyizolowanym z tkanek myszy szczepu FVB. W
szczegolnosci wyrazng roznice miedzy szczepami myszy C57BL/6 i FVB wykryto dla Serpina3n,
gdzie moézdzek i kora modzgowa myszy C57BL/6 wykazujg wyraznie obnizong ekspresji
Serpina3n, a moézdzek i kora mdzgowa myszy FVB wykazywaty wysoki poziom Serpina3n
podobny do tego wykrytego u myszy Ki91. Inne zmiany poziomu ekspresji gendw u myszy Ki9l
ujawnione przez RNAseq rowniez wykazaty podobienstwo od pozioméw FVB. Analiza
potwierdzita, ze zmiany transkrypcyjne genéw w stadium przed objawowym w médzdzku
i korze mdézgowej myszy Ki91 jest wynikiem tta genetycznego wystepujgcego w sasiedztwie

locus Atxn3 i w miejscu locus na chromosomie 19. Ponadto nieznacznie zmieniony poziomy

55



Fgfbp3, Btafl i Ide moze by¢ wynikiem znanej zmiennosci liczby kopii DNA (ang. copy number
variation, CNV) charakterystycznej dla C57BL/6 (ale nie FVB) i obejmujgcej ten region

chromosomu 19 (Watkins-Chow and Pavan, 2008).
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Rycina 4. Geny zidentyfikowane przez RNAseq analizowano metodg qPCR przy uzyciu dwdch szczepdéw
kontrolnych C57BL/6 (C57) i FVB w celu wykluczenia wptywu tta genetycznego na poziom ekspresji
gendéw. Wyniki zaréwno w (A) mdézdzku oraz (B) korze mdzgowej wskazujg na istotny wptyw tta
genetycznego na poziom ekspresji wykrytych zmian transkryptomicznych (n=4, n=4 na tkanke;
tkanka myszy C57BL6 (C57) lub FVB byta kontrolg dla tkanek myszy Ki91; test t-Studenta dla préb
niezaleznych p<0,05, stupki btedéw: SEM).
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Rycina 5. Poziom ekspresji tych samych gendw co w przypadku myszy 2 miesiecznych okreslono w
tkanki mdézgowej 4-miesiecznych myszy kontrolnych i myszy Ki91. Réznice w poziomach ekspresji
gendw dla (A) moézdzku (B) kory mdzgowej nie osiggnety spdjnej istotnosci statystycznej w kontrolach
i tkankach (n =4, tkanki myszy C57BL6 (C57) oraz FVB byta kontrolg dla tkanek myszy Ki91; test t-
Studenta dla préb niezaleznych p<0,05, stupki btedow: SEM).
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4.2.3. Zmiany splicingowe w modelu Ki91
W celu okreslenia zmian splicingowych w modelu Ki91 zastosowano algorytm

JunctionSeq i powigzany z nim pakiet Bioconductor

Analiza JunctionSeq wskazat na zmiany splicingowe w 6 genach w korze mdézgowej,
natomiast w korze mdézgowej wykryto 4 geny (Tabela 6 oraz Rycina 6 i 7). Podobnie jak
w przypadku wynikéw RNAseq wiekszos$¢ zidentyfikowanych gendw wykazujgcych zmienione
warianty splicingowe znajduje sie na chromosomach 12 i 19, ponadto w korze mdzgowej

zostaty zidentyfikowane zmiany w Kmt2d (chromosom 15) oraz Bclafl (chromosom 10).

Ze wzgledu na wykrycie wptywu tta genetycznego na zmiany transkrypcyjne
u przedobjawowych myszy Ki91 (Rozdziat 4.2.2) nie wykonywatem walidacji tych zmian
z uzyciem techniki gPCR.
Tabela 6. Zidentyfikowane geny o zmienionych wariantach splicingowych w genach

zidentyfikowane z pomoca JunctionSeq w mozdzku i korze mdzgowej myszy 2 miesiecznych
(n=4).

Moézdzek Kora mézgowa
Gene Ensemble id Chromosom | Gene Ensemble id chromosom
Atxn3 ENSMUSG00000021189 12 | Btafl ENSMUSG00000040565 19
Btafl ENSMUSG00000040565 19 | Atxn3 ENSMUSG00000021189 12
Slc38a6 | ENSMUSG00000044712 12 | Ttc8 ENSMUSG00000021013 12
Ablim1 | ENSMUSG00000025085 19 | Prdx3 ENSMUSG00000024997 19
Ttc8 ENSMUSG00000021013 12
Kmt2d | ENSMUSG00000048154 15
Bclafl | ENSMUSG00000037608 10
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Rycina 6. Zmiany splicingowe w modzdzku myszy Ki91 wykryte za pomocy danych RNAseq
analizowanych z uzyciem narzedzia JunctionSeq wskazujg na zmiany giéwnie w obrebie gendw
zlokalizowanych na chromosomach 12 i 19, dodatkowo zidentyfikowano zmiany w obrebie Kmt2d
(chromosom 15) oraz Bclafl (chromosom 10) (n=4).
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Rycina 7. Zmiany spilicingowe w korze mézgowej myszy Ki91 wykryte za pomoca narzedzia JunctionSeq
wskazujg na zmiany w obrebie gendw zlokalizowanych na chromosomach 12 i 19 (n=4).

4.2.4. Zmiany transkrypcyjne,

symptomatycznych

zwierzat Ki91 SCA3/MJD

wskazujg na zaburzenia w populacjach komérek w mézgu

Poniewaz wczesne zmiany transkrypcyjne zalezne od zmutowanej ATXN3 nie

wystepujg u mtodych myszy Ki91, starano sie okredli¢ fenotyp transkrypcyjny w pdzniejszych

stadiach SCA3. Zbadatem réwniez, czy zmiany transkrypcyjne w objawowej fazie SCA3/MJD sg
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markerami okreslonych typow komorek w moézdzku i korze mdzgowe;j. Identyfikacja takich
markeréw moze wskazywac na zmiany w liczbie komdrek w populacji istotne dla patogenezy
mozgu. Dlatego wykorzystatem symptomatyczne homozygotyczne zwierzeta Ki91 w wieku 10
i 14 miesiecy. Zgodnie z naszymi eksperymentami behawioralnymi, 14-miesieczne zwierzeta
Ki91 wykazujg objawy i wykazujg zmieniong sprawnos¢ motoryczng, zmieniony test punktowy
i zmniejszong mase ciata (Wiatr et al., 2019). Na podstawie wstepnych pilotazowych
eksperymentow proteomicznych na myszach Ki91, wybratem 16 najbardziej zmienionych
biatek (Atp2b1, Psatl, Ppp2ria, Idh1l, Akrlb1, Srsf2, Plp1, Glul, Ca2, Ndufa9, Peal5a, Tubala,
Psmd4, Omg, Cox7a2 i Qdpr) w celu zbadania potencjalnych zdarzen transkrypcyjnych
u starszych zwierzat Ki91 w wieku 10 i 14 miesiecy. Oprdcz tych 16 gendéw uwzglednitem
robwniez geny wybrane na podstawie bazy danych scRNAseq (http://celltypes.brain-
map.org/rnaseg/human) jako markery rdznicujgcych sie oligodendrocytéow (Oligl, Olig2),
dojrzatych oligodendrocytéw (Mag, Omg, Cldn11, Plp1), mikrogleju (Cd68), neurondéw (Reln,
Npy, Sst).

Stwierdzitem, ze poziom mRNA markeréw réznicujgcych oligodendrocytdw, takich jak
Olig1 i Olig2, jest podwyzszony zardwno w mozdzku, jak i korze mdzgowej myszy Ki91l, co
wskazuje na wzrost zapotrzebowania na nowe oligodendrocyty w mézgu SCA3/MJD (Ryc. 8).
Co wiecej, wykrytem obnizong ekspresje markeréw mielinacji, bedgce réwniez markerami
dojrzatych oligodendrocytow, takich jak Plp1 i Cldn11, zarowno w modzdzku, jak i korze
madzgowej. Ponadto wykrytem zmienione markery metabolizmu, takie jak Psat1, Ndufa9, Qdpr
i Peal5a (Ryc. 8). Nie byto zmian w ekspresji markerdw neuronalnych: Npy, Sst i Reln (Ryc. 8).
Obserwowatem wiekszg liczbe deregulowanych gendw u zwierzat w wieku 14 miesiecy

w poréwnaniu do zwierzat w wieku 10 miesiecy.
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Rycina 8. Zmiany transkrypcyjne wystepujg u 10- i 14-miesiecznych objawowych homozygotycznych
myszy Ki91 SCA3/MIJD i sa zwigzane ze zmianami zwigzanymi z okreslonymi typami komoérek. U 10-
miesiecznych myszy Ki91 analiza wykazata podwyzszony poziom Psatl i Oligl w modzdzku i korze
modzgowej (A). Gen Mag zwigzany z oligodendrocytami ujawnit podwyzszony poziom w korze
mozgowej. Plpl wykazywat obnizony poziom w korze mézgowej 10-miesiecznych myszy Ki91, co
sugeruje utrate dorostych oligodendrocytéw podczas progresji choroby. Czternastomiesieczne myszy
Ki91 wykazujg bardziej wyrazne zmiany w poziomach mRNA (B). W mézdzku poziom Cd68, markera
mikrogleju, wykazywat podwyzszony poziom ekspresji. Geny zwigzane z metabolizmem, Apt2b1 i Ca2,
sg obnizone. Gen o wysokiej ekspresji w dorostych oligodendrocytach-Plp1 jest réwniez obnizony
w mézdzku. W korze mdzgowej poziom transkryptdédw charakterystycznych dla prekursorow
oligodendrocytow jest podwyzszony (Olig1, Olig2), a z drugiej strony obnizony poziom transkryptow
charakterystycznych dla dorostych oligodendrocytéow (Plp1 i Cldn11) oraz podwyzszony poziom Mag.
Nie wykryliSmy zmian transkrypcyjnych charakterystycznych dla markeréw neuronalnych zaréwno w
mazgach myszy Ki91 w wieku 10, jak i 14 miesiecy. Obserwujemy réwniez zmieniony poziom genow
charakterystycznych dla metabolizmu (Psatl1, Qdpr), (Test t dla dwdéch préb, p<0,05, stupki btedow:
SEM, n=4).

4.2.5. Zmiany transkrypcyjne zachodzace u objawowych myszy Ki91 SCA3/MIJD
wystepujg réowniez w neuronach pacjentéw z SCA3/MJD

Poniewaz zmiany transkryptomu w naszym mysim modelu Ki91 wystgpity w starszym

mozgu, zapytaliSmy, czy takie zmiany wystgpityby rowniez w terminalnie zréznicowanej

kulturze neuronalnej SCA3 z linii komdrek SCA3 iPSC. Dlatego uzyliémy kultur neuronowych
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pochodzacych z komorek iPSC wyprowadzonych od dwéch pacjentow ze SCA3 i dwoch
genetycznie spokrewnionych zdrowych oséb (Koch et al., 2011). Réznicowanie neuronalne
obejmujgce 6 tygodni reprezentuje zatem doroste komorki nerwowe (Koch et al., 2009).
Izolacja mRNA i qPCR ujawnity zmiany w genach zwigzanych z prekursorami neuronalnymi
i oligodendrocytami (OLIG1, OLIG2 i PLP1) oraz metabolizmem energetycznym (PSAT1) (Ryc.
9).
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Rycina 9. Komorki neuronalne zréznicowane z linii komorek iPSC pochodzacych od pacjentow SCA3
wykazaty zmiany mRNA podobne do pdznych zmian u myszy Ki91 SCA3/MJD. Marker prekursorow
oligodendrocytédw i neurondéw, OLIG1, byt podwyzszony u jednego pacjenta, a OLIG2 byt podwyzszony
w hodowlach neuronalnych od obu pacjentéw. PLP1, ktdry jest wysoce eksprymowany w dojrzatych
oligodendrocytach, byt obnizony u pacjentow z SCA3. Marker PSAT1 byt nieznacznie podwyzszony
u obu pacjentdw. Wartosci p (niesparowany test t-Studenta; dwie techniczne powtdrzenia hodowli
komdrkowej na pacjenta) obliczono w celu oceny réznic miedzy pacjentem a grupg kontrolng; jednak
kryteria statystyczne zastosowania testu t nie zostaty spetnione ze wzgledu na matg liczbe dostepnych
pacjentéw (pacjenci n=2; pacjenci bez zmian n = 2) (Test t dla dwdch préb p<0,05, stupki btedéw: SEM).

4.2.1. Mézdzek i kora mézgowa przedobjawowych myszy Ki91 SCA3/MIJD wykazujg
wystepowanie komérek z akumulacjg mikroagregatéw biatka ATXN3 w jadrach
komoérkowych

Jedng z komdrkowych cech charakterystycznych dla patogenezy SCA3 jest jadrowa

lokalizacja ATXN3. Dlatego zbadatem lokalizacje ATXN3 w mdzgu 2-miesiecznych myszy Ki9l
i wykrytem komorki z jgdrami pozytywnymi dla ATXN3 w istocie biatej mozdzku (Ryc. 10A)
i kory mézgowe] (Ryc. 10B). Jadra 2 miesiecznych mysich komérek Ki91 ujawniajg agregaty
wewnatrzjagdrowe dodatnie pod wzgledem ATXN3 (Ryc. 10). Z kolei lokalizacja ATXN3
w mozdzku i korze zwierzat WT jest réwnomiernie roztozona w catej cytoplazmie i jgdrze

komorkowym.
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Rycina 10. Lokalizacja jgdrowa ATXN3 u 2-miesiecznych bezobjawowych myszy Ki91 SCA3/MJD.
Skrawki mdézgu ujawnity niewielkg liczbe komodrek z pozytywnym sygnatem ATXN3 (kolor zielony;
przeciwciato 1H9) w (A) istocie biatej mézdzku i (B) korze mdzgowej, gdzie ATXN3 lokalizuje sie gtdwnie
w jadrze komérkowym (kolor niebieski; Hoechst 33342) myszy Ki91, podczas gdy w prdbkach
kontrolnych ATXN3 lokalizuje sie rwnomiernie w catej komdrce. Ponadto mikrografia przedstawia
lokalizacje mikroagregatdw (strzatki) w jadrze komérkowym myszy Ki91. (n=3).

4.3. Mysi model SCA3 Ki150

Mysi model SCA3 typu knock-in przejawiajagcy mocno wyrazony fenotypie nie byt
dostepny do badan. Model taki powinien doktadnie nasladowad patogeneze SCA3 u pacjentéw
i utatwic¢ wykorzystanie modelu w przedklinicznych podejsciach terapeutycznych i testowaniu
terapii w SCA3. Ekspansja liczby powtdérzern CAG w ATXN3, ktéra zachodzi miedzy pokoleniami
(ekspansja miedzypokoleniowa), zwykle koreluje z przyspieszong progresja choroby
u pacjentow ze SCA3. Model Ki91 takze wykazuje ekspansje miedzypokoleniowg (Switonski et
al., 2015a), powodujgc spontaniczny wzrost liczby powtdrzert CAG w naszych koloniach myszy,
dajgc myszy zawierajgce od 110 do 130 powtdrzen CAG w humanizowanym genie ATXN3.
Myszy wykazywaty znacznie przyspieszony fenotyp; jednak nadal objawy motoryczne
manifestujg sie w petni w wieku 12 miesiecy (Wiatr et al., 2021, 2019). Dlatego naszym celem
byto dalsze wzmocnienie fenotypu, aby zwiekszy¢ przydatnos¢ modelu mysiego do

przedklinicznych testéw terapeutycznych. Zastosowaliémy selektywng hodowle par
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o najwiekszej liczbie powtdrzen CAG. Rycina 11 przedstawia wykresy z przyktadami dfugosci

CAG najdtuzszego i najkrotszego allelu u rodzicow w poréwnaniu z allelami potomstwa (Ryc.

11A i B). Wystepowanie zmiennosci liczby powtdrzen zwiekszato sie z czasem, co skutkowato

identyfikacjg pojedynczych ekspansji o dtugosci ciggu nawet do 200 CAG.
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Rycina 11. Ekspansja CAG podczas generowania mysiego modelu Ki150 SCA3. (A) Liczba powtdrzen

CAG najwyzszego allelu w miotach.

w humanizowanym genie ATXN3 miedzy modelami mysimi Ki91 i Ki150. (B).

(B) Reprezentatywny przyktad ekspansji genetycznej CAG
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4.3.1. Poziom zmutowanego biatka ATXN3 w mysim modelu SCA3 Ki1l50 w korze
madzgowej
W celu okres$lenia wielkosci biatek z prawidtowg oraz wydtuzong liczbg glutamin
wykonano eksperyment western blot. W celu analizy wykorzystatem kore mdézgowg myszy
C57/BL6 oraz myszy Ki150 (150Q). Kazda z myszy homozygotycznych Ki150 posiadata inng ilos¢
powtdrzen CAG co jest spowodowane niestabilnoscig powtdérzen CAG. llos¢ powtdrzen CAG
u myszy Kil50 MUT/MUT to odpowiednio 152/162, 160, 164/172 i 158/174 powtdrzen.
Pierwotnie zmutowana ATXN3 w modelu Ki91 miata wielkos¢ ok 67 kDa (Switonski et al.,

2015a) natomiast zidentyfikowane transgeniczne biatko w tym modelu przekraczato 75 kDa.

WT Ki150

152/162 160  164/172 158/174

100Kda
75Kda

63Kda

- - - < Zmutowana Atxn3

48Kda
35Kda

i ——— Normalna Atxn3

25Kda

Rycina 12. Analizy Western Blot lizatow kory mdzgowej wykazaty ekspresje poliQ-ekspandowanej
ATXN3 (Ki150) i nieekspandowanej ATXN3 w wieku 2 miesiecy w homozygotycznym zmutowaniu
ATXN3 Ki150 osigga okofo 100 kDa. Na préobkach myszy Kil50 zaznaczono genomiczng ilos¢ powtdrzen
CAG w allelach zmutowanej ATXN3.

4.3.2. Charakterystyka behawioralna nowego mysiego modelu SCA3 Ki150

W celu ustalenia, czy istniejg fenotypy behawioralne charakterystyczne dla SCA3
u myszy Kil50, przeprowadzitem testy mierzace sprawno$é motoryczng. Odkrytem, ze
pierwsze objawy ruchowe wystepujg juz u jednomiesiecznych zwierzat Kil50 (n=8 na
genotyp). Juz w tym mtodym wieku myszy Ki150 wykazywaty objawy motoryczne w tescie
pretéw statycznych i tescie Rotarod, wykazujgc utrate réwnowagi i brak koordynacji (Ryc. 13A-
C). Myszy Ki150 potrzebowaty wiecej czasu, aby obrécié sie na precie (Srednica: 9 mm) (Ryc.

13A) i potrzebowaty wiecej czasu na przejscie przez pret (Srednica: 359 mm) w tescie pretéw
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statycznych (P<0,05; dwukierunkowa ANOVA, poprawka Bonferroniego) (Ryc. 13B). Wraz
z progresjg SCA3 czas potrzebny na obrét na precie i czas przejscia przez pret byt znaczaco
dtuzszy na wszystkich testowanych pretach (srednica: 35, 28, 21, 17, 10 i 9 mm) (P<0,05;
dwukierunkowa ANOVA, poprawka Bonferroniego; Ryc. 13A, B). Co wiecej, Kil50 wiecej razy
zeslizgiwaty konczyny na pretach podczas przechodzenia przez pret. Ponadto, brak
koordynacji obserwowany w Rotarod byt obserwowany poczgwszy od wieku 1 miesigca
i postepowat wraz z wiekiem (P<0,001; dwukierunkowa ANOVA, poprawka Bonferroniego;
Ryc. 13C). W wieku 5 miesiecy Ki150 wykazat pogorszenie fenotypu motorycznego w tescie
punktowym, ktdry oceniat chéd, koordynacje ruchowg i réwnowage, podwijanie konczyn
tylnych i kifoze (P<0,0001; dwukierunkowa ANOVA, Bonferroni) (Ryc. 13D). W wieku
8 miesiecy Ki1l50 wykazywat réwniez zmniejszong mase ciata (P<0,0001; dwukierunkowa
ANOVA, poprawka Bonferroniego) (Ryc. 13E). Nie istniata korelacja miedzy masg ciata

a testami behawioralnymi w kazdym wieku (P<0,05, test korelacji).
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Rycina 13. Postepujgcy spadek motoryki w modelu Ki50 SCA3 knock-in jest szybki i postepujacy.
W tescie pretéw statycznych (A, B) ,.czas obrotu” i ,czas przejScia” mierzono na szesciu pretach
o malejacej $rednicy (Srednice pretdw oznaczono jako @ w mm). (A) 1l-miesieczne zwierzeta
potrzebowaty wiecej czasu, aby wiaczy¢ pret 6 reprezentujgcy najwyziszy poziom trudnosci, a wraz
z postepem choroby wiecej pretow stanowito wyzwanie dla myszy Ki150; Ostatecznie w wieku 8
miesiecy myszy Ki150 potrzebowat wiecej czasu na przejscie na wszystkich pretach. (B) Podobnie jak
w przypadku parametru ,czasu na obrét” 1-miesieczne myszy Ki91 potrzebowaty znacznie wiecej czasu
na przejscie na precie 6, ale takze 1, podczas gdy starsze 8-miesieczne myszy potrzebowaty wiecej czasu
na wszystkich pretach (C) Motor Niekoordynacje w przyspieszonym rotarodu (4—40 obr./min w ciggu
5 min) Ki150 przedstawit juz w wieku 1 miesigca. (D) W tescie punktacji 5-miesieczne myszy Ki150
wykazywaty fenotyp SCA3: brak koordynacji, zaburzenia chodu, kifoza i zaciskanie koniczyn tylnych (E)
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Zmniejszenie przyrostu masy ciata u Kil50 zaobserwowano w wieku 8 miesiecy; Dwukierunkowy
ANOVA z testem post hoc Bonferroniego (p < 0,05; catkowita liczba powtdrzen biologicznych: n = 16,
n = 8 na genotyp), stupki btedéw: SEM. Gwiazdki oznaczajg dwukierunkowy test ANOVA (post hoc
Bonferonni) dla danego wieku myszy (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). ANOVA z testem post hoc
Bonferroniego dla wszystkich testéw oprdcz masy ciata wynosita p<0.0001.

4.3.3. Lokalizacja tkankowa, komérkowa i subkomérkowa zmutowanej ATXN3 w
maézgu mysiego modelu SCA3 Kil150

Doswiadczenia wykonane wczesniej w zaktadzie pokazaty wystepowanie inkluzje
u myszy Ki91 SCA3 MJD wystepujgce we wszystkich obszarach mézgu (Switonski et al., 2015a;
Wiatr et al., 2019, 2021). Okreslitem liczbe i gestos¢ agregatéw w obszarach mdzgu za pomoca
narzedzia: Aggrecount Master (Klickstein et al., 2020) i programu Imagel/Fiji. U myszy Ki150
w stadium 8 miesiecy zidentyfikowatem bardzo duzg liczbe inkluzji, szczegdlnie widoczng
w obszarach modzgu o wysokiej gestosci komoérek, takich jak hipokamp (Ryc. 14B).
Zidentyfikowatem réwniez najwiekszg liczbe inkluzji na mm2 (n=4) w hipokampie ($rednia =
3243; SEM = 460,7) w porownaniu do kory moézgowej (Srednia = 838,7; SEM = 87,6) i mdzdzku
(Srednia = 393,1; SEM = 88,8) (Ryc. 14). Dodatkowo zmierzytem intensywnos¢ sygnatu
fluorescencyjnego kazdej inkluzji z probki (n=4 i 3 powtdrzenia techniczne na médzg), co byto
rownowazne S$redniej gestosci inkluzji. Gesto$¢ pojedynczej inkluzji byta najwyzsza
w hipokampie (mediana = 2298) w poréwnaniu z korg modzgowa (mediana = 1969)
i mézdzkiem (mediana = 1727). Podsumowujgc, w mysim modelu Ki150 inkluzje sg wyraznie
wieksze niz Ki91 oraz sg geste i wystepujg wczesnie w pordwnaniu z Ki91. Model mysi Ki1l50
odzwierciedla przyspieszong patogeneze podobng do SCA3 u pacjentéw. Srednia

intensywnos¢ inkluzji w korze mézgowej i hipokampie jest jednak wyzsza niz w mdzdzku.
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Rycina 14. Lokalizacja komdrkowa ATXN3 w myszach kontrolnych i mysim modelu Ki150. Widoczna jest
znaczna ilos¢ inkluzji w (A) moézdzku, (B) korze médzgowej i (C) hipokampie. (D) Najwieksza ilos¢ inkluzji
na skrawkach mézgéw Ki150 na mm?znajduje sie w hipokampie. Test t-Studenta dla préb niezaleznych
(*p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001), (n=3).

4.3.4. Mikroglejoza i zapalenie mysiego modelu SCA3 Kil150

W modelu Ki1l50 wykonatem barwienie immunoflurescencyjne skrawkow myszy 8-
miesiecznych, ktére wykazato podwyzszony poziom markeru aktywnego mikrogleju Cd11lb
w mozdzku Ryc. 15B i C. Ponadto, aktywacja mikrogleju w rejonie naczyn krwiono$nych

w moézdzku myszy Kil50 moze swiadczyé o naruszeniu bariery krew mézg (Ryc. 15C).

Rycina 15. Zwiekszona immunodetekcja Cd11lb w mdzdzku 8 miesiecznych myszy Kil50 swiadczgca o nadmiernej
aktywacji mikrogleju. n=3.

4.3.5. Zmienione biatka zwigzane z translacja w mysim modelu SCA3 Ki150
Tkankowy i komdrkowy obraz biatek zwigzanych z translacjg jest waznym czynnikiem

w proteinopatiach takich jak SCA3. Dlatego wykonatem barwienie immunofluorescencyjne
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znanych markeréw poziomu translacji: fosforylowanego biatka S6, biatka Fxr2, Fmrl oraz
biatka Pabpcl na skrawkach myszy Kil50 i myszy kontrolnych w stadium 8 miesiecy zycia.
Czynniki wzrostu i mitogeny indukujg aktywacje kinazy p70 S6, a nastepnie fosforylacje
rybosomalnego biatka S6. Fosforylacja rybosomalnego biatka S6 koreluje ze wzrostem
translacji transkryptéw mRNA, ktére zawierajg sekwencje oligopirymidynowg w ich 5'UTR
(Peterson and Schreiber, 1998). Wykrytem podwyzszony poziom fosforylowanego biatka S6
w komérkach Purkinjego w mdézgach myszy Kil50, ale réwniez w hipokampie i korze mdzgowej
(Ryc. 16 A-C). Biatko Fxr2 oddziatuje z polirybosomami w szczegdlnosci z duzg podjednostka
rybosomu 60S (Tamanini et al., 1997). Badania pokazujg, ze w aksonach biatko Fxr2 taczy sie
zrybosomami tworzg granuli i regulowa¢c RNA w aksonach, jest tez czescig granulek
stresowych (Akins et al., 2017; Chyung et al., 2018). W mdzgach myszy Kil50 wykrytem
szczegolnie wysoki sygnat Fxr2 w istocie biatej mdézdzku (kolor zielony), w bezposrednim
sgsiedztwie znajdujg sie réwniez inkluzje zmutowanej ATXN3 (kolor czerwony) (Ryc. 16D).
Fmrl wptywa na plastycznos$¢ synaptyczng poprzez negatywng regulacje translacji. Fmr1 jest
biatkiem wigzgcym RNA, ktére tgczy sie z polirybosomami (Brown et al., 1998; Weiler et al.,
1997). Podobnie do Fxr2 biatko Fmrl wykazuje podwyzszony poziom u myszy Ki150 w istocie
biatej mdézdzku. (Ryc. 16E). Biatko PABP1 wigze mRNA i bierze udziat w procesach takich jak:
transport mRNA do i z jadra, degradacja mRNA, translacja i stabilnos¢ mRNA (Gray et al.,
2015). W modzgach myszy 8 miesiecznych myszy Ki150 daje sie obserwowac silniejszy sygnat

fluorescencji tego biatka w komadrkach Purkinjego niz w mdzgach myszy C57 (Ryc. 16F).

Uzyskane wyniki wskazujg na intensywnie zachodzacy proces translacji w moézgach
mysz Kil50 jednak nalezy mieé¢ na uwadze, ze sg to zaledwie wstepne wyniki i wymagajg

potwierdzenia innymi bardziej bezpos$rednimi metodami badawczymi.
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A Mozdzek ) Hipokamp
P-S6 Hoechst P-S6 Hoechst P-S6 Hoechst

-

P-S6 Hoechst

Fxr2 Atxn3 Fxr2 Atxn3

P-S6 Hoechst P-S6 Hoechst Hoechst Hoechst

G Kora mézgowa D Mézdzek

Fmr1 Atxn3 MOZdzek Fmr1 Atxn3 MOZdzek

Hoechst Hoechst Pabpc1 Hoechst Pabpc1 Hoechst

Rycina 16. Zmiany w poziomach markeréw translacji na skrawkach moézgéw 8 miesiecznych myszy
Kil50. Barwienie immunofluorescencyjne skrawkéw mozgow Kil50 z pomocy przeciwciat
nacelowanych na procesu translacji. Barwienie przeciwciatem wykrywajgcym fosforylowane biatko S6
wykazato obserwowalnie wyzszy poziom sygnatu (kolor zielony, krélicze przeciwciato wykrywajgce
fosforylacje (Ser235/236) biatka rybosomalnego S6) w mdzdzku, hipokampie i korze mézgowej (kolor
niebieski: Hoechst 33342) (A-C). Biate strzatki wskazujg miejsca intensywnej fosforylacji S6. W istocie
biatej moézdzku na skrawkach moézgéw Kil50 mysie przeciwciato wykrywajgce biatko Fxr2 (kolor
zielony) wykazuje silniejszy sygnat fluorescencji pewnych komérek (zaznaczone biatg strzatka)
w bezposrednim sgsiedztwie agregatéw zmutowanej ATXN3 (kolor czerwony, krélicze przeciwciato
wykrywajgce ATXN3, (kolor niebieski: Hoechst 33342)) (D). Réwniez w istocie biatej mézdzku na
skrawkach mdzgow Kil50 mysie przeciwciato anty-Fmrl wykrywa komérki pozytywne na Fmrl (kolor
zielony) réowniez w sasiedztwie inkluzji ATXN3 (kolor czerwony) zaznaczono biatg strzatka, kolor
niebieski: Hoechst 33342 (E). Barwienie immunofluorescencyjne biatka Pabpcl wskazuje na silniejszy
poziom fluorescencji (kolor zielony) w komérkach Purkinjego na skrawkach mézgéw myszy Kil50
w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Jagdra komérkowe sg zabarwione z pomocg Hoechst 33342 (kolor
niebieski) (n=3).

4.4. Okreslenie interakcji normalnej i zmutowanej ATXN3 w modelu
KI150

4.4.1. Analiza proteomiczna kompleksow biatkowych
Wczesniej wykazaliémy, ze obecno$é¢ zmutowanego biatka ATXN3 z modelu Ki91l

wptywa na wiele zmian w poziomach réznych biatek i ich fosforylacji. Poniewaz ATXN3 z Ki150
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zawiera bardzo wydtuzony trakt poliQ i powoduje obecnos$¢ gestych inkluzji w komdrkach
mozgow, postanowilismy scharakteryzowad jej interakcje biatkowe, ktére moga by¢ kluczowe
dla zmian poziomoéw szerokiej gamy biatek w mdzgu. Okreslitem, jak normalne i zmutowane
biatko ATXN3 oddziatuje z innymi biatkami oraz jak duze i stabilne s3 kompleksy wytwarzane
przez ATXN3 zawierajacg duzg domene poliQ. Aby przeanalizowa¢ wptyw zmutowanej lub
normalnej ATXN3 na tworzenie kompleksu, wykorzystalismy fakt, ze nasze modele zawierajg
homozygotyczne allele (Ki150/150 lub Ki21/Ki21) co pozwala na selektywne badanie interakcji
w médzgu dla obu form ATXN3.

Charakterystyka eksperymentalna biatek czesto obejmuje dwie lub wiecej metod
chromatograficznych zwanych ortogonalnymi. W naszym ukfadzie zastosowalismy
wielowymiarowg metode chromatograficzng w natywnych warunkach do rozdziatu
chromatograficznego lizatow biatkowych mdzgu myszy Kil50 zawierajgcych ludzka
zmutowang ATXN3 z okoto 150Q i myszy Ki21 z ludzkg normalng ATXN3 21Q. Najpierw
rozdzielitem biatka wedtug fadunku za pomocy chromatografii jonowymiennej (ang. ion-
exchange chromatography, |1EC), a nastepnie wedtug wielkosci za pomocg chromatografii
wykluczania (ang. Size Exclusion Chromatography, SEC). Moim celem byto (i) zbadanie
dystrybucji biatka ATXN3 we frakcjach SEC, (ii) zidentyfikowanie biatek ktére sg wymywane
z kolumny razem z ataxinz-3 oraz (iii) ocena witasciwosci fizycznych komplekséw zmutowanej
i normalnej ATXN3. W IEC kompleksy ATXN3 byty obecne we frakcji wyptywajacej (ang. flow-
through), prawdopodobnie ze wzgledu na stosunkowo wysokg site jonowg buforu PBS.
Niemniej jednak IEC usuneta ttuszcz i kwasy nukleinowe, co byto niezbednym krokiem przed
SEC. Frakcje SEC zawieraty natywne kompleksy biatkowe z zachowang interakcjg dzieki
zastosowaniu buforu PBS-EDTA do SEC. Catkowite stezenie biatka w wybranej frakcji (A280)
byto rézne dla obu genotypdw. Stezenie biatka we frakcjach > 600 kDa byto wyzsze w prébkach
Ki150, natomiast stezenie biatka we frakcjach 101-78 kDa byto wyzsze w prébkach Ki21 (Ryc.
17A). Przeprowadzono analize biatek z wykorzystaniem nanoszenia biatek na membrane
nitrocelulozowg (tzw. dot-blot) z uzyciem pompy prézniowej i wybarwiono immunologicznie
przeciwciatami wykrywajgcymi ATXN3 w celu okreslenia dystrybucji ATXN3 we frakcjach
biatkowych z mézgéw Kil50i Ki21 (Ryc.17B i 18A). Przygotowano wykres zaleznosci catkowitej
gestosc optyczng (I0D) sygnatu ATXN3 z kazdej frakcji od sredniej masy czgsteczkowe] biatek

obliczonej na podstawie rozdziatu SEC biatek wzorcowych dla kazdej z frakcji. Na wykresie
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widoczne sg trzy piki najwyzszego sygnatu ATXN3 wskazujgce na podwyzszong obecnos¢ biatka
ATXN3 w (i) 2 600 kDa, (ii) 282-192 kDa frakcjach biatkowych w obu genotypach oraz wyraznie
wyzszy poziom prawidtowej ATXN3 w (iii) frakcja 101-78 kDa. Przewidywane rozmiary biatek
we frakcjach nie sg réwnowazne masie czgsteczkowej dla monomerycznej prawidtowej ATXN3
(48 kDa dla Ki21) i zmutowanej ATXN3 (95 kDa dla Ki150), co sugeruje, ze ATXN3 jest

wymywana z kolumny jako sktadnik kompleksdw z innymi biatkami lub tworzy oligomery.
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Rycina 17. Chromatografia size exclusion (SEC) lizatow catego mdzgu myszy Ki21 i Ki150. (A) Profil elucji
SEC (A280 w mAU). (B) Prézniowy dotblot z barwieniem ponceau frakcji biatkowych odpowiadajgcych
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zakresowi wielkosci > 600-22 kDa). Analize SEC przeprowadzono przez wstrzykniecie objetosci probki
2,2 ml na kolumne Superdex 200 16/60 podtgczong do systemu chromatograficznego AKTA. Catkowita
liczba powtdrzen biologicznych: n = 6, n = 3 na genotyp.
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Rycina 18. ATXN3 jest dystrybuowana w duzych kompleksach biatkowych po frakcjonowaniu
chromatograficznym. (A) Lizaty catego mdzgu po frakcjonowaniu komplekséw biatkowych metoda
chromatografii wykluczania (SEC) rozdzielono na podstawie wielkosci w zakresie (1021-22 kDa)
i podzielono na 31 frakcji. Membrany nitrocelulozowe inkubowano z przeciwciatem przeciw ATXN3.
Sygnat wskazuje na dystrybucje ATXN3 we frakcjach kompleksédw biatkowych w prébkach mysich
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mozgow Ki21 i Kil50. Na podstawie wynikdw dot blot mozemy wyrdznic 3 piki ze szczegdlnie wysokim
poziomem biatka ATXN3. Pierwszy (898-789 kDa), drugi (248-192 kDa) i trzeci (101-78 kDa). (B) W
trzecim piku (101-78 kDa) poziom mutanta Atxn3 w modzgach Kil50 jest znacznie nizszy niz w
kontrolnych lizatach mézgowych Ki21. Test t dla dwéch préb (*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001),
stupki btedéw: SEM, n=3.

4.4.2. Frakcje zawierajgce tylko zmutowang i tylko normalng ATXN3 wykazuja
zmieniony poziom biatek tworzgcych wielkoczasteczkowe kompleksy

Zbadatem interakcje proteomu w obecnos$ci zmutowanej lub normalnej ATXN3, aby
wskazac¢ potencjalnych partneréw biatkowych w mézgu homozygotycznych Ki21 i Kil50.
Zebrane frakcje 282-192 kDa i 115-89 kDa pozytywne pod wzgledem biatka ATXN3 (metodg
dot blot) poddano identyfikacji biatka i oznaczeniu iloSciowemu za pomocg spektrometrii mas
(MS). Frakcja (i) 2 600 kDa okazata sie nieodpowiednia do analizy MS, poniewaz moze zawierac
agregaty niedostepne dla trypsyny oraz wysokg zawartos¢ zagregowanych fragmentéw
peptydowych stanowigcych tto widma MS. Jednak porédwnujgc prébki Ki21 i Ki150 z frakcji (ii)
i (iii), zidentyfikowaliémy pewne biatka (p < 0,05; Tabela 7 i 8 oraz Ryc. 19), ktére sg czescia
okreslonych komplekséw biatkowych. We frakcjach 282-218 kDa stwierdzitem, ze poziom
biatek CCT5 i 6, Tcpl zaangazowane w kompleks Chaperon Containing TCP1 (kompleks CCT;
kompleks T) odpowiedzialne za regulacje fatdowania i agregacji byt silnie obnizony we
frakcjach mézgu Kil50 w poréwnaniu z frakcjami Ki21. Réwniez poziom biatek Ap2al i Aakl
(kinaza biatkowa zwigzana z AP2), ktdre sg czescig komplekséw biatka adaptorowego 2 i wraz
z Synjl s3 odpowiedzialne za transport pecherzykowy, byt obnizony we frakcje Kil50.
Najbardziej obnizony poziom biatka we frakcjach mdzgu Kil50 wykazaty kinazy Camk2a
i Camk2b odpowiedzialne za homeostaze wapnia. Biatka wysoko wzbogacone we frakcjach
mazgowych Ki150 115-89 kDa to Hnrnpk i Eif4a2 zaangazowane w proces inicjacji translacji.
Zidentyfikowano réwniez wysoce podwyzszony poziom biatek Gad2, enzym syntetyzujgcy
GABA, Calb2, biatko wigzace wapn i biatka PCP2, wszystkie charakterystyczne dla neuronéw

GABAergicznych, takich jak neurony Purkinjego w mézdzku.

Tabela 7. Biatka deregulowane we frakcjach komplekséw biatkowych 282-218 kDa

Gene Gene name Student's T- | Student's T- | Mol.
symbol test p-value | test [kDa]
Difference
Camk2b Calcium/calmodulin-dependent 7.56E-05 -18.72 56.45
protein kinase type Il subunit beta
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Camk2a Calcium/calmodulin-dependent 3.10E-04 -18.08 54.11
protein kinase type Il subunit alpha
Nckapl Nck-associated protein 1 0.0061 -11.79 128.78
Cctba T-complex protein 1 subunit zeta 0.0061 -12.01 58.00
Aakl AP2-associated protein kinase 1 0.014 -12.91 103.35
Nptx1 Neuronal pentraxin-1 0.022 -9.11 47.12
Ap2al AP-2 complex subunit alpha-1 0.022 -9.30 107.66
Psmd2 26S proteasome non-ATPase | 0.022 -9.29 100.20
regulatory subunit 2
Dlat Dihydrolipoyllysine-residue 0.022 -9.76 67.94
acetyltransferase  component  of
pyruvate dehydrogenase complex.
mitochondrial
Tcpl T-complex protein 1 subunit alpha 0.022 -9.83 60.45
Synjl Synaptojanin-1 0.025 -10.57 144.59
Dpysl2 Dihydropyrimidinase-related protein 2 | 0.04 -0.59 62.28
Ugp2 UTP--glucose-1-phosphate 0.043 -10.68 56.98
uridylyltransferase
Cct5 T-complex protein 1 subunit epsilon 0.04 -9.89 59.62
Atp6vlb2 V-type proton ATPase subunit B. brain | 0.044 -0.50 56.55
isoform
Dnm3 Dynamin-3 0.047 -10.01 97.27
Trim28 Transcription intermediary factor 1- | 0.0498 -9.14 88.85
beta
Tabela 8. Biatka deregulowane we frakcjach komplekséw biatkowych 115-89 kDa.
Gene Gene name Student's T- | Student's T- | Mol.  weight
symbol test p-value | test [kDa]
Difference
Eeflal Elongation factor 1-alpha 1 1.69E-04 0.53 50.1
Ighg2c Immunoglobulin  heavy  constant | 2.90E-03 -13.78 44.1
gamma 2C
Igkc Immunoglobulin kappa constant 0.009 -13.58 11.9
Tubb2a Tubulin beta-2A chain 0.019 0.42 49.9
Tubalb Tubulin alpha-1B chain 0.021 0.31 50.2
Cfl1 Cofilin-1 0.028 0.22 18.6
Hnrnpk Heterogeneous nuclear | 0.032 9.17 43.2
ribonucleoprotein K
Aldh6al Methylmalonate-semialdehyde 0.033 -8.26 57.9
dehydrogenase [acylating].
Mitochondrial
Gad2 Glutamate decarboxylase 2 0.033 -7.95 65.2
Tpm3 Tropomyosin 3 0.033 8.94 29.0
Pcp2 Purkinje cell protein 2 0.036 10.32 10.8

78




Tubb4b Tubulin beta-4B chain 0.048 0.37 49.8
Calb2 Calbindin 2. isoform CRA_a 0.049 6.77 31.4
Eif4a2 Eukaryotic initiation factor 4A-ll 0.050 6.91 41.3
Hp Haptoglobin 0.050 7.77 38.8
Frakcje 115-89 kDa Frakcje 282-218 kDa
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Rycina 19. Sieci biatek tworzacych kompleksy z ATXN3 identyfikowane metody chromatografii
jonowymiennej (IEC) i wielkosci metodg chromatografii wykluczania (SEC), a nastepnie LC-MS/MS.
Sieci zostaty wygenerowane przy uzyciu bazy danych String i klastrowania (https://string-db.org/).

4.5. Interaktory zmutowanej ATXN3 moina przyporzgdkowac do

funkcjonalnych grup biatek zwigzanych z mitochondriami i translacja

Zidentyfikowane kompleksy molekularne takie jak CCT, AP2 i rodzina kinaz
wapniowych, zazwyczaj wigzg rézne inne biatka komdrkowe, ktére modulujg ich funkcje
fizjologiczne. Dlatego zastosowatem koimmunoprecypitacje ze specyficznym przeciwciatem
przeciw ATXN3 na kulkach magnetycznych w celu zidentyfikowania grup biatek specyficznych
oddziatujgcych z AXTN3. PostawiliSmy sobie za cel korelacje krzyzowg naszych odkry¢
dotyczacych duzych komplekséw molekularnych oraz dalszg charakterystyke mechanizmoéw
fizjologicznych i patogennych stojacych za ztozonymi interakcjami zmutowanej i normalnej
ATXN3 w tkance mdzgowej. Koimmunoprecypitacja, a nastepnie identyfikacja biatek
oddziatujgcych ze zmutowang i prawidtowg ATXN3 i ocena ilosciowa obejmowaty modzgi

w stadium 2 miesiecy mysich modeli Ki21 oraz Ki150.

Interakcje, ktére mogg wynika¢ z wigzania biatek bezposrednio do dynabeads lub
niespecyficznego wigzania do immunoglobulin, zostaty zidentyfikowane i wykluczone z analizy
za pomocg koimmunoprecypitacji w lizatach mdézgowych z dynabeads sprzezonymi z mysim

kontrolnym przeciwciatem IgG. Po wykluczeniem niespecyficznie zwigzanych biatek z wynikow
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eksperymentow proteomicznych, zidentyfikowatem 410 i 34 interaktoréw ATXN3
odpowiednio w korze mdézgowej i mézdzku, ktére wykazywaty znaczaco zaburzong interakcje

w 2-miesiecznych myszach Ki150 vs Ki21 (p < 0,05; test T).

Zidentyfikowatem biatka nalezgce do 3 klastréw funkcjonalnych, ktére wykazywaty
znaczne ostabienie lub nawet brak interakcji ze zmutowang ATXN3 w Kil50 vs Ki21. Pierwszy
klaster biatek zawierat biatka zwigzane z translacjg zaréwno w moézdzku (Rbm8a, Rpl39,
Eeflal, Rpl18a, Tpr, Rpl35a, Rps2, Hnrnpd, Rpl19, Eif5a;) i korze mdzgowej (Eefla2, Eefld,
Eifdg3, Tsrps2, Rpl24). Sie¢ wzajemnych potgczen funkcjonalnych biatek wigzgcych ATXN3
zostata zademonstrowana przez narzedzie STRING (Ryc. 20A; PPl p<10e-16). Diagramy
przedstawiajg wzgledne poziomy biatek, po oznaczeniu iloSciowym za pomocg proteomiki
w Kil50 vs Ki21, odzwierciedlajgc zmiane lub nawet catkowitg utrate interakcji biatka ze
zmutowang ATXN3 w porownaniu do prawidtowej ATXN3 (Rycina 20B i D; p < 0,05; test t
dwéch prébek). Kolejne dwa klastry funkcjonalne byty zwigzane z mitochondriami i ich
transportem w neuronach. Zmutowana ATXN3 z mdézgdéw Kil50 wykazywata bardzo staba
interakcje w poréwnaniu znormalng ATXN3 z mdézgéw myszy Ki21l z biatkami
mitochondrialnymi w mézdzku (Cycl, Ndufa5 i Ndufa8) i korze mézgowej (Atp5k, Acly, Cox7c,
Cox6b1, mt-Co2, NdufalO, Ndufal2, Ndufbl0, Ndufb4, Ndufs4, Ndufs7, Pdhb, Slc25all,
Hadhb, Vdac3) (Ryc 20A i C p < 0,05; T-test; sie¢ STRING p<10e-16). Trzecia grupa to biatka
o zmienionych interakcjach ze zmutowang ATXN3 w pordéwnaniu z normalng ATXN3, ktére
nalezg do zestawu funkcjonalnego zwigzanego z transportem mitochondridw (Letm1, Sfxn3,
Vdac2, Slc25a12, Gdapl, Ywhaq, Ndufal3, Ywhab, Atp5mf, AtpSme, Camk2a, Slc25a4,
Slc25a22, Opal, Csnk2a2, Vps35, Atp5pd, Atp5fla, Atp5Spb, Atp5flc, Hsp90aal, Aifm1) (Ryc.
19E i F p < 0,05; T-test STRING; <10e-16).

80



RpHga [ Eerlal  &mdgs |

. o -
W = |
£ H £
z - E
Fal 2 B+
2 E ]
S B |7 .
o - P
Genotype Genolype Genotype
RpI39 RpsS RpI19
By o e -

— —

o] @ < B 0,

‘Aiin:

Aundance
Booa

Abundance

ol o ol
w1 wiiso K21 KiTs Kz wise
Genotype Genotype Genotype
Rpl3sa Tar2 Rps2

219 M L 0

T e
B

E it i’
" * B3
e wis P e wes
Genatype Genotype Genotype
Tpr Rpl24 Eefid
2z e — 10 .
L] —
—
“TPR . o ® =
p .
P
s .
2 2 ]
=) 2 2
Wi wies Wt K e
Genotype Genotype Genotype
Cerebellum || Cerebral cortex
D Ndufas Coxie Ndufsd Vdac3 Atp5K
PO 109 aees R 15 10
Lo} axrn
LR L 8 Lo
G & e
H - g .| 8 104 &= N
e H H 8
3 i i1 i N
| 2 24 24
ol o —— P IR E— o ——
W Wi Pl Praga W W wee
Genotype Genotype Genotype Genotype Genotype
cyct Lrpprc Chehd3 Sdha Ndufa12
26 S 15 15 15

*
——

] 1 ¥ . o,
cIE || R T I
3 £ 3 2 3
S0 g, 5 5 H
Ed 2 ERE RS EXC

e i

el o o o o —

w1 ks W2t Kis0 Wizt Kis0 Wizt Kis0 Wiz Kiso
Genotype Genotype Genotype Genotype Genotype.
Nduta8 Ndufbs4 Miteh1 Ndufb10 Coxbbl
E 107 weew 0 By e 8.
* e i

= BE= s o E
3 H H 1 g0
§1s- G 5e E 3

4]

. 5 4f 5 -

e . :- H Z,

5| 2 2 b
K e Ki2l Kils Kzt Kits Kizt  Kifso e Kitse
Genotype Genotype Genotype Genotype Genotype

Cerebellum || Cerebral cortex

Aifm ctx AtpSal ctx AtpSc1 ctx AtpSf1 ctx Atp5h ctx

10m Y 0 " 8 . 104 - 9n -

o = . . | @ B2
H 3 Q - @ 3 2
£ o H 5 5 69 e
H BT g4 2 2
24 FH F 24 2%

2 & 2 2 8-

B 5 o od L
K2t K150 Wizl Kitso Kzl Kitso K1 Kits0 W21 Kits
Genatype Genotype Genatype Genotype Genotype
Ap5j2 etx Atp5k ctx Camk2a ctx Csnk2a2 cix Hspaoaai ctx

101 N 104 10 g M .

— i » —

s ol o = ! B==]

H H $ H D g 874

g5 ! §° R g

1 H 4 z t H

5 o 3 o 54 3 4+ 3,

] 2 <4 2 25q
r—— T—eo —— o S —
Kt Ki1s0 izl Kiso Kizt  Ki1so izt Kilg K21 Kifs0
Genotype Genotype Genetype Genotype Gentype
Ndufa13 etx sic25a4 ctx Vdac2 etx Ywhaq ctx

g 10 . 10 - g

8 E 2 E 8 E . =]
£ o Ee i
H H H £
z 3 4
z 2 2 z,

24 24 2

es\nzsmz K2t Kitso Wz Kinso izt Kitso Wizt Kiso

Genotype Genotype. Genatype Genatype

81




Rycina 20. Analiza proteomiczna biatek oddziatujgcych ze zmutowang i prawidtowg ATXN3
z wykorzystaniem LC-MS/MS ujawnia 3 zestawy biatek o znacznie ostabionym oddziatywaniu ze
zmutowang ATXN3 w mézdzku i korze mdézgowej Kil50. Sie¢ biatek wykazujgcych ostabiong interakcje
ze ATXN3 w modzdzku (A i B) i korze mdézgowej (A, B i C) myszy Kil50 wygenerowano przy uzyciu bazy
danych String (https://string-db.org /). Pierwszy klaster zawierat biatka zwigzane z Zaburzenia w
prawidtowym procesie i regulacji syntezy acjg w moézdzku (A, B) i korze mdzgowej (A, B). Zmutowana
ATXN3 wykazywata bardzo stabe interakcje z biatkami mitochondrialnymi w mézdzku Ki150 (C i D)
i korze mézgowej Kil50 (C i D). Trzeci zestaw biatek o zmniejszonej interakcji ze zmutowang ATXN3
(Q150) w korze moézgowej bierze udziat w transporcie mitochondrialnym (E i F). Test t dla dwdch préb
(p<0,05; * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p < 0,001); stupki btedéw: SEM, n=4.

4.6. Interakcja normalnej i zmutowanej ATXN3 z biatkami proteasomu
Badajagc  biatkowych  partneréow ATXN3 we wszystkich eksperymentach
zidentyfikowaliémy biatka proteasomu wigzgce sie do normalne i zmutowanej formy biatka.
Interakcje te nie ujawnity réznicowego wigzania biatek proteasomu do obu form ATXN3.
Potfaczenie danych proteomicznych z eksperymentéw chromatograficznego frakcjonowania
oraz koimmunoprecypitacji umozliwia wytypowanie przypuszczalnie kluczowych
podjednostek proteasomu ktére wigzg biatko ATXN3. Tabela 9 przytacza poréwnanie
wszystkich jakosciowo zidentyfikowanych podjednostek proteasomu w poszczegdinych
eksperymentach. Wyniki sugeruja, ze ATXN3 silnie oddziatuje z biatkami (podjednostki 20S),
zaréwno z podjednostkami a oraz B. Jesli chodzi o biatka pozostatych podjednostek wyniki
wskazujg na interakcje z Psmdl oraz Psmd2 w modzidiku w eksperymencie

koimmunoprecypitacji.

Tabela 9. Odziatywanie biatka ATXN3 z podjednostkami proteasomu.

Dynabeads kora
madzgowa

Frakcje Ki150

26S proteasome 282-218 kDa

Dynabeads mézdzek

ADRM1
PSMA1
PSMA2 v
PSMA3 v
PSMA4
PSMAS
PSMA6 v
PSMA7
PSMAS8 v
PSMB1
PSMB10
PSMB2 v
PSMB3
PSMB4 v
PSMB5
PSMB6 v v
PSMB7
PSMB8
PSMB9 v
PSMD1 v
PSMD10
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<
AN
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PSMD11
PSMD12
PSMD13
PSMD14
PSMD2 v
PSMD3
PSMD4
PSMD5
PSMD6
PSMD7
PSMD8
PSMD9

Brak interakcje ATXN3 z biatkami ADRM1, SEM1, wszystkimi PSME i PSMC

4.7. Badanie nowej strategii terapeutycznej nakierowanej na

proteasom zmierzajgcej do obnizenia zmutowanego biatka w SCA3/MJD

Biatko ATXN3 w obydwu formach silnie wigze sie ze specyficznymi podjednostkami
aip proteasomu oraz petni funkcje deubikwitynazy i bierze udziat w sciezkach degradacji
biatek (rozdziaty 1.4.4 i 1.6.4). Wysunelismy hipoteze, ze specyficzne przerwanie interakcji
ATXN3 z podjednostkami a i B mogtoby doprowadzi¢ do pewnych efektéw pokazujgcych
potencjalne cele terapeutyczne w SCA3. Co bardzo interesujace, istniejg specyficzne zwigzki
niskoczgsteczkowe, ktdre wigzg sie z tymi podjednostkami, i ktére sg juz zarejestrowanymi
lekami przeciwnowotworowymi, ktérych dziatanie polega na inhibicji proteasomu. Z tego
wzgledu zaproponowano badanie nastepujgcych zwigzkdw niskoczgsteczkowych: bortezomib,

karfilzomib, VLX1570 lub oprozomib do celowanej w terapii SCA3.

Przed przystgpieniem do wtasciwego eksperymentu, zoptymalizowatem stezenia
podawanych zwigzkéw. W trakcie projektowania eksperymentéw symulowano podawanie
leku w odstepach czasowych lub stale (Ryc. 2). W przypadku obu strategii zastosowanie
bortezomibu, karfilzomibu i VLX170 w stezeniu 1 nM i 10nM spowodowato znaczgce obnizenie
poziomu zmutowanej i prawidtowej ATXN3 w komodrkach pacjentow. W przypadku
oprozomibu w stezeniu 25nM przez 72h nastgpito obnizenie poziomu zaréwno zmutowane;j

jak i prawidtowej ATXN3 (traktowanie przez 10 dni nie byfo testowane).

W trakcie przeprowadzonych badan okreslitem efektywnosci dziatania bortezomibu,
carfilzomibu, VLX1570 oraz oprozomibu na obnizenie poziomu zmutowanego biatka ATXN3
w kulturze komodrkowej fibroblastéow wyprowadzonych od pacjentéw ze SCA3. Badania
prowadzono w odniesieniu do referencyjnego inhibitora proteasomu MG132, ktéry wigze sie

do innych podjednostek proteasomu.
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W efekcie, poziom patogennego, zmutowanego biatka ATXN3 w komérkach pacjentow

z SCA3 ulega znacznemu obnizeniu.
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Rycina 21. Inhibitory biatek proteasomalnych, Bortezomib i Carfilzomib, oraz inhibitor USP14 VLX1570
(kontrolujgcy deubikwitynaze proteasomalng PSMD14), obnizajg toksyczno$é zmutowanego biatka
ATXNS3. Linie komérkowe ludzkich fibroblastéw SCA3 traktowano przez 72 godziny (A i C) i 10 dni (B)
wskazanymi stezeniami inhibitoréw i kontrolg DMSO. Efekt VLX1570 byt mniej wyrazny. Test t dla
dwoch proéb (p £0,05; * p <0,05, ** p< 0,01, *** p <0,001); stupki btedow: SEM, n=4

5. Dyskusja

Celem badan mojej pracy doktorskiej byto wykrycie dotychczas niepoznanych
obszaréw patogenezy SCA3, stworzenie przedklinicznego mysiego modelu SCA3 do badan
skutecznej terapii dla pacjentdw oraz zaproponowanie strategii terapeutycznej nakierowanej

na zmiany molekularne, ktore sg przyczyng tej choroby.
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W niniejszej pracy zdefiniowatem wczesne objawy molekularne SCA3/MID
w homozygotycznych mysich modelach knock-in Ki91 i Ki1l50 ktére nasladujg genetyczng
i patologiczng sytuacje SCA3 u pacjentow, w tym faze przed objawowg i pdzniejszy poczatek
choroby. Korzystajgc z modelu Ki91, probowatem odpowiedzieé¢ na pytanie, jakie zdarzenia
molekularne majg miejsce przed pojawieniem sie symptomdéw choroby w mdézgu myszy przed
objawowych SCA3, poprzez zdefiniowanie transkryptomu mdézgu najpierw u 2-miesiecznych
myszy SCA3, a podzniej w wieku 10-14 miesiecznych zwierzat SCA3. Moim celem byto
zidentyfikowanie molekularnych czynnikdw prowadzacych do rozwoju choroby, ktére mogg
by¢ widoczne we wczesnym okresie zycia i we wczesnym stadium patogenezy SCA3, by
wykluczyé wptyw wtérnych objawy molekularnych pochodzacych z dysfunkcji neuronéw i ich
Smierci w pdzniejszym okresie patogenezy i starzenia. W mojej pracy szczegdlng uwage
przywigzatem do mdzdzku i kory mdzgowej jako waznych struktur mdézgu w ktérych moga
mie¢ miejsce wczesne objawdw SCA3. Ostatnie odkrycia podkreslajg role komunikacji miedzy
korg mdzgowag a modzdzkiem jako jedng z cech patologicznych SCA3 (Lomonosova and

Chinnadurai, 2008; Lu et al., 2017; Schmidt et al., n.d.; Wang et al., 2015).

Pierwszym istotnym odkryciem jest zbadanie proces poczgtku choroby w SCA3/MJD na
poziomie transkrypcyjnym, splicingowym i agregatéw biatka ATXN3 w mdzgu. Wykazatem, ze
zwierzeta homozygotyczne Ki91 jeszcze przed pojawieniem sie fenotypu choroby nie wykazuja
zmian transkrypcyjnych zwigzanych ze zmutowang ATXN3 w tkance mézdzku i kory mézgowej
w wieku 2 miesiecy. W tym czasie nie wykazujg zadnych zmian behawioralnych jednak
w mozdzku i korze wystepujg komoérki z jadrowa lokalizacjg agregatdw zmutowanej ATXN3
(Wiatr et al., 2019). Ponadto wykazatem, ze objawowe myszy ki91 w wieku 10-14-miesiecy
wykazujg zmiany transkrypcyjne zaréwno w mozdzku, jak i korze médzgowej, a dojrzate
pomitotyczne hodowle neurondéw wyprowadzone z linii iPSC pacjentow SCA3 réwniez
zawierajg pewne zmiany transkrypcyjne zidentyfikowane u 10- 14-miesiecznych zwierzetach
Ki91. Rodzaj kultur neuronalnych, ktére byty uzyte, okazat sie pozytywny dla GABA i GAD67
i pochodzit z komorek, ktére wykazujg profil réznicowania w kierunku tytomdzgowia (Koch et
al., 2009), podczas gdy zmiany zidentyfikowane u myszy wystepujag w korze madzgowej
i mozdzku. Na przyktad poziom Oligl jest podwyziszony zaréwno w tkance myszy, jak
i komérkach nerwowych pochodzgcych z MJD iPSC, ale istnieje wiele rdznych komaorek (w tym

rézne typy neurondw), ktdére ewoluujg z komodrek progenitorowych OLIG-dodatnich
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w zaleznosci od regionu moézgu. W zwigzku z tym podobne zmiany ekspresji w Ki91 jak
i w neuronach z iPSC pacjentdw niekoniecznie muszg wskazywaé¢ na te same zmiany na
poziomie komdérkowym. Pordwnanie danych z tytomdézgowia myszy WT i Ki91 (most, rdzen)
z komorkami nerwowymi pochodzgcymi z MJD iPSC i kontrolami izogenicznymi wymaga
dalszych badan. Te odkrycia pokazujg, ze mozliwa sekwencja zdarzen, ktéra prowadzi do
petnoobjawowej choroby mézgu, sktada sie ze zmian na wielu poziomach molekularny przy
poczgtkowym braku zmian mRNA zaleznych od zmutowanej ATXN3. Te wczesne wydarzenia
mogqy dalej prowadzi¢ do zmian transkrypcyjnych w pdzniejszym wieku. Dlatego zmiany
transkrypcyjne w SCA3 mozna sklasyfikowac jako wtdrne i ciezsze objawy choroby (Wiatr et
al.,, 2019). Wczesniejsze doniesienia wykazaty, ze proces patogenetyczny choroby SCA3
obejmuje wzglednie bezposrednie zmiany transkrypcyjne poprzez wigzanie zmutowanej
ATXN3 z chromatyng i czynnikami transkrypcyjnymi (Chou et al., 2014; de Rezende et al., 2015;
Evert et al., 2003). Ekspresje ATXN3 w komorkach i tkankach myszy Ki91 jest powszechna
dlatego nie mozna wykluczy¢ bezposredniego wptywu ATXN3 na zmiany transkrypcyjne, ktore
sg obecne tylko w wybranych komérkach w mdzgu oraz ze rozdzielczos¢ NGS na poziomie
tkanek nie pozwala na identyfikacje zmian transkrypcyjnych ograniczonych do niewielkiej
zdefiniowanej populacji komadrek. Innym waznym wyjasnieniem braku zmian transkrypcyjnych
na etapie przedobjawowym jest bezposredni lub posredni wptyw ATXN3 na zmiany
transkrypcyjne, ktére rozpoczynajg sie w pdzniejszym dorostym zyciu jako odpowiedz na inny
czynnik, taki jak starzenie sie, stres, uszkodzenie DNA lub interakcje biatkowe. Zmiany
transkrypcyjne w SCA3 byly dotychczas badane w objawowej fazie choroby, np. we krwi
pacjenta lub w starszej tkance mdzgowej pobranej z modeli mysich (Kazachkova et al., 2017;
Toonen et al., 2018). Jeden z interesujgcych wynikdw naszej analizy transkryptomu u starszych
zwierzat Ki91 sugeruje, ze transkrypty charakterystyczne dla prekursoréw oligodendrocytéw
majg wyzszg ekspresje u myszy Ki91. Moze to sugerowac, ze demielinizacja i reakcje naprawy
mieliny pojawiajg sie pdzniej w przebiegu choroby. Poniewaz aktywnos¢ neuronéw sprzyja
mielinacji (Gibson et al., 2014), poczatek demielinacji w SCA3 moze by¢ wynikiem zaburzenia
funkcji neuronéw i aksondéw, ktére nastepuje w pdziniejszym przebiegu choroby. Z drugiej
strony podwyzszony poziom Oligl sugeruje pewne nieprawidtowosci rozwojowe w SCA3.
Jedng z mozliwosci moze by¢ opdznienie réznicowania puli progenitoréw Oligl-dodatnich, co
mogtoby zaktdci¢ mielinacje. Z pewnoscig dodatkowe informacje dotyczace patogenezy

whniostaby analiza transkryptomu pojedynczych komoérek moézgéw SCA3. Moje obserwacje
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zmian transkrypcyjnych u pre- i post-symptomatycznych zwierzgt wskazujg, ze obserwowane
zmiany transkrypcyjne sg zwigzane z uszkodzeniem komorek, a nie bezposrednio z efektami
dziatania zmutowanego biatka ATXN3. Poniewaz zmiany transkrypcyjne pojawiajg sie po raz
pierwszy u myszy objawowych (Wiatr et al., 2019), mozemy wnioskowac, ze zmiany w mRNA
pojawiajg sie w modzgu prawdopodobnie wtedy, gdy kompensacja degeneracji i utraty

komarek nie jest juz mozliwa i jest rezultatem trwajgcego procesu chorobowego.

Biatka zawierajgce dtugie ciagi poliQ maja plejotropowe funkcje, nabywajg nowe lub
tracg funkcje oryginalnego biatka (McLoughlin et al., 2020). Deubikwitynaza ATXN3 i jej
zmutowana forma sg przyktadem proteazy zaangazowanej w wiele proceséw komérkowych
zwigzanych z degradacjg biatek. Taka plejotropia znajduje odzwierciedlenie w bardzo szerokim
wptywie zmutowanej ATXN3 na proteom i fosfoproteom (Wiatr et al., 2021, 2019). Dlatego
bardzo trudno jest wskaza¢ sie¢ kluczowych mechanizmdéw patogennych i znalez¢é skuteczna
terapie. Ponadto dostepne modele mysie w badaniach poliQ nie sg optymalne pod wzgledem
braku solidnej kombinacji cech przedklinicznych, motorycznych, molekularnych
i neuropatologicznych. W istniejgcych modelach mysich trudno jest pogodzi¢ wyraznego
fenotypu motoryczny i molekularny, doktadnos$é konstruktéw genetycznych, allel ludzki petnej
dtugosci i brak allelu mysiego (Cemal K Cemal et al., 2002; Haas et al., 2022; Switonski et al.,
2015b). Idealny model miatby wczesny behawioralny, molekularny fenotyp do testéw
przedklinicznych, cate ludzkie biatko, nieprzerwany cigg CAG w mRNA i wykazywatby ekspansji
powtdrzen CAG. Wczesniej zostat wygenerowany mysi model Ki91 SCA3 (Wiatr et al., 2021,
2019) i nieznacznie zwiekszono liczbe powtdrzen CAG (110-120), co dato model, ktéry wykazat
wiele zmian charakterystycznych dla SCA3. Jednak do przeprowadzenia efektywnych badan
przedklinicznych potrzebny jest dodatkowy model SCA3 o jeszcze wczesniejszym
i zaostrzonym fenotypie. Dlatego stosujgc model Ki91, jego ceche ekspansji i selektywng
hodowle tego modelu, uzyskalismy model Kil50 posiadajgcy dtugi odcinek powtérzen CAG
(150-170) w humanizowanym genie ATXN3 i szybciej wystepujgcy fenotyp. Myszy Kil50
prezentujg szybkie pogorszenie fenotypu motorycznego juz w wieku 4 tygodni i powstawanie
wczesnych inkluzji ATXN3 w réznych tkankach mézgu, ktére wystepujg w duzym zageszczeniu.
Liczne inkluzje mogg by¢ wykorzystana jako fenotyp, ktéry moina w tatwy sposdb
kwantyfikowaé¢ w celu oceny skutecznosci terapii w modelu in vitro (Takeuchi and Nagai,

2017).
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Agregacja biatek, stres oksydacyjny i stany zapalne uktadu nerwowego sg czesto
identyfikowane w chorobach neurodegeneracyjnych, w tym poliQ, SCA i chorobie Alzheimera
(AD). Mate biatka szoku cieplnego (ang.: HSP) oddziatujg z nieprawidtowo sfatdowanymi
i zagregowanymi biatkami, w celu zmniejszenia toksycznosci lub zwiekszenia usuwania tych
biatek (Zhu and Reiser, 2018). Stan zapalny jest jednym z przejawéw stresu oksydacyjnego,
a proces zapalny moze dodatkowo wywotywaé stres oksydacyjny i zmniejsza¢ zdolnosc
antyoksydacyjng komédrek. U pacjentdw ze SCA3, w neuronach mostu wzrasta ekspresja
cytokin prozapalnych, takich jak antagonisci receptora interleukiny (IL)-1 i IL-1B, czemu
towarzyszy zwiekszona liczba reaktywnych astrocytéw i aktywowanych komdrek mikrogleju
(B. O. Evert et al., 2006; Evert et al., 2001). W mysim modelu CMVMJD135 wykazano zmiany
ktore wskazujg na zwiekszony stan aktywacji mikrogleju w mozgu i specyficzny dla choroby
profil transkrypcyjny mikrogleju w SCA3 (Campos et al., 2022). W patogenezie SCA3 przewlekty
stan zapalny w mdzgu prowadzi réwniez do przerwania bariery krew-mézg (Duarte Lobo et

al., 2020).

Zaburzenia w prawidtlowym procesie i regulacji syntezy biatka jest powszechnym
zjawiskiem w chorobach neurodegeneracyjnych (Evans et al., 2021; Gamarra et al., 2021). We
wczesniejszych badaniach wykazano, nieprawidtowy poziom biatek w mdzgach myszy Ki9l
(Wiatr et al, 2021, 2019). Prawidtowe funkcjonowanie komdrki wymaga Scisle
kontrolowanych proceséw konwersji DNA do mRNA, a nastepnie wiasciwej translacji mRNA
do biatka. Synteza biatek jest waznym mechanizmem metabolicznym i regulacyjnym, ktéry
kontroluje homeostaze komoérek, a dysfunkcja na tym etapie moze mie¢ krytyczny wptyw na
wiele procesow fizjologicznych. Coraz wiecej dowoddw sugeruje, ze deregulacja translacyjna
jest krytycznym czynnikiem w pojawieniu sie kilku zaburzen, a podobienstwa w progresji
réoznych chordéb neurologicznych sugerujg potencjalne podobieristwa miedzy nimi (Baleriola
and Hengst, 2015; Y.-C. Chen et al., 2019; Kwiatkowski et al., 2009). Podwyzszony poziom
fosforylacji biatka S6 moze swiadczy¢ o intensywnej translacji biatek posiadajgcych sekwencije
oligopirymidynowg w mdzgu myszy SCA3. Zauwazalnie wyzsza obecnos¢ biatek Fmrl i Fxr2
w sgsiedztwie inkluzji zmutowanej ATXN3 w obszarze istoty biatej wskazuje na prébe
kompensacji nadmiarowo prowadzonego procesu translacji spowodowanego obecnoscia

zmutowanego biatka ATXN3.
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Neuropatologia w Ki150 i duza liczba inkluzji wskazujg na intensywny proces interakcji
ATXN3, réznych biatek i ich kompleksdw miedzy sobg. Identyfikacja interakcji biatkowych
normalnej i zmutowanej ATXN3 moze dostarczy¢ cennych informacji dotyczacych patogenezy
SCA3. Dotychczas odkryte biatka wigzgce sie do ATXN3 zostaty zidentyfikowane z udziatem
badan przeprowadzonych gtéwnie w sztucznych systemach nadekspresji in vitro lub na
modelach zwierzecych innych niz ssaki (Antonicka et al., 2020; Kristensen et al., 2018;
Mazzucchelli et al., 2009b; Sowa et al., 2009; Weishaupl et al.,, 2019). Dlatego zbadatem
oddziatywania pomiedzy ATXN3 a innymi biatkami w médzgu in vivo w uktadzie patogennym
SCA3 wykorzystujgc myszy homozygotyczne posiadajgce tylko zmutowang lub tylko normalng
ludzkg ATXN3. Kompleksy biatkowe zwigzane ze zmutowang ATXN3 byly generalnie
identyfikowane we frakcjach ciezszych w poréwnaniu z ATXN3 z prawidlowym traktem
poliglutaminowym, co sugeruje intensywny wptyw zmutowanego biatka na wzmozone
tworzenie komplekséw biatkowych. Frakcje wzbogacone w normalng i zmutowang ATXN3
wykazywaty zmieniony poziom biatek nalezgcych do molekularnego kompleksu opiekunczego
CCT/TRIC (ang. Chaperonin containing tailless complex polypeptide 1, tailless complex
polypeptide 1 ring complex), ktéry jest kluczowym regulatorem agregacji biatek poliQ (Darrow
et al., 2015; Grantham, 2020). Nizszy poziom biatek kompleksu TCP1 jest powszechnie
wystepujacym zjawiskiem w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera
i Huntingtona. Proces autofagii jest zaburzony przez mniejszg ilo$¢ poszczegdlnych
podjednostek CCT, a wptyw CCT na agregacje jest przede wszystkim konsekwencjg hamowania
autofagii (Pavel et al., 2016). Ponadto, nasze wyniki sugerujg, ze ATXN3 wykazuje tendencje
do interakcji z kompleksami biatkowymi o strukturze kolistej, takimi jak podjednostki CCT,
proteasom i Camk2. Zaktécone oddziatywanie zmutowanej ATXN3 z kompleksami o budowie
kolistej moze by¢ dodatkowym czynnikiem sprzyjajgcym do przejscia zmutowanego biatka
ATXN3 od agregatow pierscieniowych, co umozliwia dalsze tworzenie agregatéow witdknistych

i ich wytrgcania w postaci inkluzji (Legleiter et al., 2010).

Dodatkowo, naszym celem byto zidentyfikowanie utraty lub wzmocnienia interakgji
biatkowej zmutowanej ATXN3 (Q150) poprzez przeprowadzenie koimmunoprecypitacji
w dwdch reprezentatywnych obszarach mézgu: moézdzku i korze mézdzku, ktére sg istotne dla
patogenezy SCA3 (Wiatr et al.,, 2021, 2019). Odkrytem, ze wiele interakcji biatkowych nie

zachodzi w obecnos$ci wydtuzonego rejonu poliQ w ATXN3. Jednymi z najwazniejszych
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interakcji zidentyfikowanych przez dwie rdéine strategie zarowno w mozdzku, jak i korze
mozgowej byty kinazy biatkowe zalezne od wapnia (Camk2a i b), ktére odgrywaja kluczowa
role w transporcie mitochondrialnym w aksonach (Woolums et al., 2020). Ponadto,
zidentyfikowaliémy nieprawidtowg interakcje biatek zaangazowanych w translacje,

metabolizm w mitochondriach oraz transport mitochondriéw.

Zaburzenie transportu mitochondrialnego dobrze koresponduje z wczesniejszymi
odkryciami w naszej grupie badawczej, ktére pokazaty zaburzony metabolizmem energii
i parametréw glikolizy i fosforylacji oksydacyjnej w pierwotnych neuronach mézdzku myszy
SCA3. W tych pracach zidentyfikowano rowniez szereg zmienionych biatek mitochondrialnych
w modzdzku SCA3 i btedng lokalizacjg biatek mitochondrialnych w aksonie SCA3 (Wiatr et al.,
2021). Co wiecej, w modelu komérkowym z nadekspresjg wykazano zwiekszong interakcje

kilku biatek mitochondrialnych ze zmutowang ATXN3 (Kristensen et al., 2018).

Mitochondria sg wytwarzane gtdwnie w ciele komérki i sg dostarczane przez transport
oparty na mikrotubulach wzdtuz aksonéw (Davis and Clayton, 1996; Misgeld and Schwarz,
2017; Schwarz, 2013). Zaburzenie transportu mitochondrialnego w aksonach ostatecznie
skutkuje niewystarczajacym lokalnym zapotrzebowaniem na energie i degeneracjy aksonow
(Sheng and Cai, 2012). Rzeczywiscie, defekty w transporcie mitochondrialnym sg zwigzane
z wieloma chorobami neurodegeneracyjnymi, w tym z chorobg Alzheimera, Huntingtona
i Parkinsona, ALS, Charcot-Marie-Tooth (Itoh et al., 2013; Kalmar et al., 2017; Otomo et al.,
2022; Piccioni et al., 2002; Sheng and Cai, 2012, p. 2; Shirendeb et al., 2012; Stykel et al., 2018).
Co wiecej, zaburzenie funkcji mitochondridw prawdopodobnie odgrywa wazng role

w patogenezie SCA3 (Da Silva et al., 2019).

Moje odkrycia mogg sSwiadczy¢ o tym, ze utrata interakcji ATXN3 z dwoma
kompleksami biatkowymi o strukturze kotowej, a mianowicie CaMKIl i CCT (chaperonin
zawierajgcy TCP-1)/TCP-1/TRiC zaburza transport mitochondrialny w neurytach SCA3. CaMKII
jest waznym regulatorem sygnalizacji wapniowej, ktdra ma kluczowe znaczenie w regulacji
transportu aksonalnego mitochondriéw (Brault et al., 2019; Breuer and Atkinson, 1988;
Saotome et al., 2008; Wang and Schwarz, 2009, p. 2). CaMKIl kontroluje translokacje
mitochondrialng w miesniach gtadkich, a brak rdwnowagi zaleznego od CaMKIl wejscia Ca2+
prowadzi do zaktécenia mitochondrialnego transportu aksondw i ostatecznie do zwyrodnienia

aksonéw (Nguyen et al., 2018; Woolums et al., 2020, p. 4). Dlatego, na aktywno$¢ CaMKII
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prawdopodobnie wptywa obecnos¢ zmutowanej ATXN3, poniewaz wczesniej wykazalismy
zmniejszong fosforylacje wielu jej docelowych miejsc biatkowych oraz nieprawidtowego
poziomu biatka CaMKIl w modzgu myszy SCA3 (Wiatr et al.,, 2019). Warto zauwazy¢, ze
wewnatrzkomérkowe poziomy Ca?* sg réwniez modulowane przez obecno$é zmutowanej

ATXN3 (Pellistri et al., 2013).

Z drugiej strony pokazano ,ze kompleks CCT zwieksza transport wsteczny
(retrogradowy) wzdtuz aksonéw poprzez modulowanie fosforylacji epitopu AT8 biatka tau
(Ser199, Ser202, Thr205) (Zhao et al., 2016). Epitop AT8 ma kluczowe znaczenie w regulacji
ruchu mitochondridéw, poniewaz zastgpienie go fosfomimetycznymi asparaginanami prowadzi
do zahamowania transportu mitochondriéw w neurytach komérek PC12 (Shahpasand et al.,
2012). Wykazano réwniez, ze hiperfosforylacja tau jest powigzana ze zmniejszong liczba
mitochondriéw w aksonach korowych (Rodriguez-Martin et al., 2016). Dlatego, zaburzenie
podjednostek kompleksu CCT/TCP-1/TRiC wynikajgce z zaburzonej interakcji ze zmutowang
ATXN3 moze mieé bezposredni wptyw na transport mitochondrialny w aksonach. Oprdcz
zaburzonej interakcji zmutowanej ATXN3 z CaMKIl i CCT/TCP-1/TRiC, obecnos¢ inkluzji ATXN3,
ktére wczesniej wykazano w aksonach mdzgu, moze rowniez zmienia¢ mechanizmy transportu
aksondéw (Wiatr et al.,, 2021). Zaproponowany mechanizm nieprawidfowego transportu
aksonalnego mitochondriéow w neuronach SCA3 stanowi nowy cel dla przysztych strategii

terapeutycznych.

ATXN3 silnie oddziatuje z podjednostkami proteasomu (Weishdupl et al., 2019) oraz
bierze aktywny udziat w $ciezce proteasomalnej degradacji biatek (Thrower et al., 2000).
Ponadto, wykazano, ze makroautofagia i proteasom sg bezposrednio zaangazowane
w degradacje zmutowanego biatka ATXN3 (Jana et al., 2005; Matsumoto et al., 2004; Menzies
et al., 2010; Nascimento-Ferreira et al., 2011). Interakcje ATXN3 zaréwno normalnej
i zmutowane] wskazujg na nieprawidtowe dziatania wyspecjalizowanym procesu autofagii.
Pokazatem, ze obie formy ATXN3 wigzg sie do podjednostkami proteasomu i jest to wigzanie
dos¢ selektywnie dotyczgce podjednostek A i B (PSMA2, PSMA3, PSMA6, PSMB1, PSMB4
i PSMB6 oddziatuje z ATXN3). Jest to wigzanie relatywnie silne, poniewaz w naszych
eksperymentach wykazato stabilno$¢ mimo stosowania réznych chromatografi i buforow. Co
interesujace, pokazano, ze istnieje szczegdlny proces autofagii zwany proteofagia, ktéry gra

szczegdblna role w regeneracji proteasomu w aksonach. WysuneliSmy hipoteze, ze indukcja
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proteofagii moze przywrdci¢ funkcjonalng aktywnos¢ proteasomu, poprzez jego odnawianie
w komoérce, a poniewaz zmutowana ATXN3 jest zwigzana z proteasomem, mozna spodziewac
sie obnizenia poziomu samego zmutowanego biatka. Z tego powodu, wybrano kilka
inhibitorow biatek proteasomalnych; dwa leki przeciwnowotworowe zatwierdzone przez FDA,
bortezomib i karfilzomib (wigzg sie z podjednostka A i B), wraz z VLX1570, ktéry kontroluje
podjednostke proteasomu PSMD14. Taka selekcja byta rowniez oparta na znanej indukcji
autofagii i proteofagii przez bortezomib (Goebel et al., 2020; Lopez-Reyes et al., 2021).
Uzywajac nietoksycznych stezen inhibitoréw, ocenitem obnizenie poziomu ATXN3
w komarkach fibroblastow pacjentéw SCA3 (Ryc. 20). Linie komdrkowe ludzkich fibroblastéw
SCA3 traktowatem wyzej wymienionymi zwigzkami i wykazatem obnizenie zaréwno
zmutowanej, jak i normalnej ATXN3 za pomocg wszystkich inhibitoréw. Co warto odnotowaé,
efekt VLX1570 byt mniej zauwazalny. Taki efekt dziatania inhibitoréw oraz zebrane wyniki
mogy wskazywa¢, ze jednym z podstawowych mechanizméw patologicznych SCA3 jest
dysfunkcja usuwania proteasomu przez proteofagie, wynikajgca z jego bezposredniego

odziatywania ze zmutowang ATXN3.

6. Whnioski

Zmiany transkrypcyjne u presymptomatycznych myszy Ki91 nie wystepuja, a zidentyfikowane
zmiany sg zalezne od tfa genetycznego myszy. Zidentyfikowane pdzne zmiany transkrypcyjne
sg wynikiem trwajgcej patogenezy i zmian komdrkowych, ktére dotycza metabolizmu
energetycznego, oligodendrocytéw i mikrogleju. Ponadto, w badaniu transkryptomicznym
komédrek neuronalnych wyprowadzonych od pacjentéw SCA3 zidentyfikowatem zmiany
dotyczace oligodendrocytéw. Mimo braku zmian w mRNA i zmian behawioralnych we
wczesnej przedobjawowej fazie choroby, zidentyfikowatem zmieniong lokalizacje
i mikroagregaty zmutowanej ATXN3 w mozdzku i korze modzgowej, ktdére sg wczesnym
objawem moggcym postuzy¢ jako marker w badaniach przedklinicznych. U myszy kontrolnych,

ATXN3 lokalizuje rownomiernie w catej komérce.

W kolejnym etapie realizacji badan wygenerowatem nowy model SCA3 Ki150 o zaostrzonym
fenotypie. Testy motoryczne, takze wysoka gestos¢ i liczba inkluzji wskazujg na wczesny
fenotyp chorobowy myszy Kil150, ktére juz w 1 miesigcu zycia wykazywaty obnizong sprawnosc

motoryczng. Dzieki temu w tatwy sposdb mozna ocenié skutecznos¢ testowanych terapii.
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Dlatego model Ki150 jest modelem klasy przedklinicznej moggcym postuzy¢ do badan nad

skuteczng terapig dla pacjentéw SCA3.

W modelu Ki150 obserwuje sie rdwniez wiele biatek wigzacych sie ze zmutowang ATXN3.
Biatka te sg zaangazowane w wazine szlaki komdrkowe takie jak translacja i transport
mitochondriéw  wzdtuz  aksondw  biorgcych  udziat w  patogenezie chordb
neurodegeneracyjnych. Kompleksy wigzgce sie do ATXN3 to biatkowe chaperony, kinazy
i proteasom, ktére wykazujg kolistg strukture 3D. Poniewaz koliste kompleksy odgrywaja
kluczowa role w agregacji poliQ, dlatego dobralismy skuteczne leki wigzgce sie do tych struktur
takich jak proteasom. Uzycie takiej celowanej strategii terapeutycznej, spowodowato
znaczace obnizenie poziomu zmutowanego biatka ATXN3 w komdrkach fibroblastow

pacjentéw SCA3.
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