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Ataksja  rdzeniowo-mézdzkowa typu 3 (SCA3)  jest  dziedzicznym
neurodegeneracyjnym schorzeniem powodowanym ekspansjg tréjnukleotydowych powtorzen
CAG znajdujacych si¢ w czgsci kodujacej genu ATXN3. Pacjenci chorujacy na SCA3
posiadajg zwykle 60-82 powtdrzen CAG, podczas gdy u osoéb zdrowych liczba powtdrzen nie
przekracza 41. W obrazie Kklinicznym wystgpuje ataksja mézdzkowa, a takze niedowlad
konczyn, spastyczno$¢ miesni, ruchy dystoniczne i mimowolne skurcze mig$ni. SCA3 nalezy
do grupy chordb, w ktorych ekspansja powtdrzen CAG w roznych, niepowigzanych ze sobg
genach takze prowadzi do akumulacji bialek poliglutaminowych i1 rozwoju procesoOw
neurodegeneracyjnych. Do schorzen tych zalicza si¢ chorob¢ Huntingtona, rdzeniowo-
opuszkowy zanik mig$ni (SBMA), zanik jadra zgbatego, czerwiennego, gatki bladej 1 jadra
Luysa (DRPLA) oraz pi¢¢ innych ataksji rdzeniowo-moézdzkowych (SCAL, 2, 6, 7 1 17).
Choroby te sg obecnie nieuleczalne.

Czynnikiem inicjujacym kaskade molekularng prowadzacag do dysfunkcji
1 obumierania komoérek nerwowych jest obecnos¢ zmutowanego biatka z wydtuzonag domenag
poliglutaminowg oraz ekspresja zmutowanego transkryptu z wydtuzonymi powtérzeniami
CAG tworzacymi stabilng struktur¢ typu spinka do wlosow. Do poznanych
patomechanizméw SCA3 i innych choréb neurozwyrodnieniowych naleza zaburzenia
bioenergetyczne, obecno$¢ inkluzji i wtrgcen biatkowych, zaburzenia transkrypcyjne, czy
rozregulowanie procesow odpowiedzialnych za ,recykling” sktadnikéw komorkowych
(autofagia i system ubikwityna-proteasom).

Mysie modele choréb poliglutaminowych sg niezwykle przydatne w badaniach
zwigzanych z poznawaniem patomechanizmoéw prowadzacych do $mierci neurondéw, jak
i w poszukiwaniu nowych celow terapeutycznych dla tych schorzen. Wigkszo$¢ genetycznych
mysich modeli SCA3 wykazuje ekspresj¢ zmutowanego cDNA ludzkiej ataksyny-3 lub jego
fragmentu, przy czym ekspresja kontrolowana jest przez egzogenny promotor, najczesciej
promotor biatka prionowego lub promotor specyficzny dla neurondéw Purkinjego kory
mozdzku. Modelem, ktéry najdoktadniej odzwierciedlatby podtoze genetyczne SCA3 bylaby
mysz posiadajacg mutacj¢ wprowadzong do locus Atxn3, w ktorej ekspresja jednej kopii
zmutowanego genu podlegataby kontroli endogennego promotora i naturalnych elementéw
regulatorowych.

Pierwsza proba stworzenia mysiego modelu SCA3 typu knock-in wykazujacego
ekspresje zmutowanej ataksyny-3 zakladata wprowadzenie ludzkiego cDNA ataksyny-3 wraz
z 69 powtdrzeniami CAG w miejsce mysich egzonéw 2 i 3 w genie Atxn3. Pomimo
prawidlowej integracji transgenu z mysim genomem, powstaty w ten sposoéb zmodyfikowany
allel nabrat wiasciwosci knock-out, w efekcie czego homozygotyczne zwierzgta nie
wykazywaty ekspresji zarowno normalnej jak i zmutowanej ataksyny-3. Analiza RNA
przeprowadzona w celu wyjasnienia tego zjawiska pokazata, Zze powodem braku ekspresji
produktu biatkowego sg zaburzenia splicingowe zachodzace podczas dojrzewania pre-mRNA
transgenu. Mimo, ze myszy knock-out ataksyny-3 nie prezentuja zaktadanego fenotypu
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chorobowego, sa one obecnie wykorzystywane w badaniach nad naturalng funkcja
ataksyny-3.

Nowa strategia transgenezy zaprojektowana w celu stworzenia funkcjonalnego modelu
knock-in SCA3 zakladala usunigcie ostatnich 14 tysiecy par zasad mysiego genu Atxn3,
z jednoczesnym zastgpieniem ich sekwencjg kodujacg ludzkie egzony od 7 do 11 wraz z 91
powtdrzeniami CAG w egzonie 10. Powstate myszy Ki91 wykazuja ekspresje zmutowanej
ataksyny-3 i prezentuja szereg molekularnych, histopatologicznych i1 behawioralnych
fenotypéw odzwierciedlajacych objawy SCA3. Pomiary liczby powtoérzen CAG
w transgenicznych zwierzetach wykazaty, ze ciag powtdrzen przejawia niestabilno$é zarowno
w transmisji miedzypokoleniowej jak i somatycznej. Ataksyna-3 ulega u myszy Ki9l
akumulacji w jadrach komérkowych komorek mézgu. Obserwowane jest rOwniez wytracanie
si¢ zmutowanej ataksyny-3 w formie wewnatrzjagdrowych inkluzji. U myszy Ki91 wystepuja
takze wczesnie pojawiajace si¢ zaburzenia transkrypcyjne odzwierciedlone podwyzszong
ekspresja genu Serpina3n. Dodatkowo analiza immunohistochemiczna pozwolita
zaobserwowa¢ zmiany neurozwyrodnieniowe przejawiajace si¢ degeneracja komorek
Purkinjego w korze mézdzku oraz aktywacja astrocytow w mézdzku i istocie czarnej. Myszy
Ki91 wykazuja roéwniez po6zno pojawiajace si¢ zaburzenia w koordynacji ruchowej
zaobserwowane na te$cie rotarod oraz w teScie pretu statycznego. Model Ki91l wiernie
odzwierciedla podtoze genetyczne oraz proces chorobowy obserwowany u pacjentow SCA3 i
bedzie przydatny w badaniach nad patogenezg i terapig chorob poliglutaminowych.

W celu lepszego zrozumienia 1 poroéwnania wspOlnych patomechanizmow
odpowiedzialnych za degeneracje i obumieranie neuronow W chorobach poliglutaminowych,
dane na temat mysich modeli tych schorzen zostaty zebrane i1 przedstawione w formie prac
przegladowych i dolaczonych do nich elektronicznych tabel. Zawarty jest w nich obszerny
opis fenotypow prezentowanych przez zwierzeta, w tym informacje o ich nasileniu, czasie
trwania 1 lokalizacji oraz efektywnos$ci stosowanych podej$¢ terapeutycznych. Szczegdlowy
opis mysich modeli, wraz z informacja jak dobrze kazdy z nich odzwierciedla dang jednostke
chorobowg oraz mozliwo$¢ poréwnania fenotypow w roznych modelach, mogg by¢ przydatne
w badaniach zwigzanych z poznawaniem nowych patomechanizméw choréb
neurodegeneracyjnych oraz poszukiwaniu nowych celéw terapeutycznych.
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Spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) is a dominantly inherited neurodegenerative
disorder caused by the expansion of the CAG triplet repeats in the coding region of the
ATXN3 gene. Patients suffering from SCA3 carry an ATXNS3 allele with 60-82 CAG repeats,
whereas healthy individuals present a non-pathogenic number of repeats, usually between 13
and 41 CAGs. The neurological symptoms that become evident in the third or fourth decade
of life include ataxia, dystonia, muscle weakness, spasticity and ocular symptoms. SCA3
belongs to the group of polyglutamine diseases caused by the expansion of CAG repeats in
the coding sequence of the respective genes. The polyglutamine disease family comprises
Huntington’s disease (HD), spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA), dentatorubral-
pallidoluysian atrophy (DRPLA) and six spinocerebellar ataxias type 1, 2, 3, 6, 7 and 17.
They share many similarities, including a common mutation type, selective neuronal
vulnerability and misfolding and aggregation of polyglutamine protein. All polyglutamine
diseases are currently incurable.

Pathogenesis of SCA3 is based on the toxic function of the mutant ataxin-3 protein
that contains polyglutamine domain, as well as on the toxic properties of the mutant ATXN3
transcript that carries a stable hairpin structure composed of CAG repeats. Although the exact
mechanism of the disease remains elusive, several of its aspects, including proteotoxic stress,
dysfunction of the protein elimination pathways, transcriptional deregulation and
mitochondrial dysfunction have been thoroughly studied.

Mouse models of polyglutamine diseases have proved to be very useful in studying
many aspects of neurodegenerative pathomechanisms and finding new targets for
experimental therapies. Several mouse models that reproduce many features of SCA3
pathogenesis have been generated, but the majority of them express cDNA of human ataxin-3
driven by unrelated promoters, such as Purkinje cell-specific promoter, prion protein promoter
and CMV promoter. This strategy leads to the unnatural expression pattern, both in tissues
and during development. The truly valid SCA3 mouse model would have to carry the CAG
mutation in the mouse Atxn3 locus, thus the presence of endogenous promoter and regulatory
flanking sequences and the lack of an excessive number of transgene copies would provide
a natural expression pattern of mutant ataxin-3. Targeted modification of the Atxn3 locus
using knock-in strategy seems to be the method of choice.

In our first attempt to create mouse model that would be the closest genetic
approximation of SCA3 we decided to introduce cDNA of human ATXN3 gene carrying 69
CAG repeats into the mouse Atxn3 locus, replacing mouse exons 2 and 3. Although the
transgene was inserted correctly, the resulting allele acquired the knock-out properties and
homozygous mice did not express both mutant and normal ataxin-3 protein. Analyses of RNA
expression revealed that the entire locus consisting of human and mouse exons was expressed
and alternatively spliced. Although transgenic mice do not demonstrate SCAS3-like
phenotypes, they are viable and fertile and are currently used to study natural functions of
ataxin-3 protein.
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Next, we modified transgenic strategy and decided to exchange the less homologous
14 kb of the Atxn3 genomic sequence containing exons 7 through 11, with human cDNA
equivalent carrying 91 CAG repeats. Resulting heterozygous Ki91 mice expressed mutant
ataxin-3 and displayed molecular, histological and behavioral phenotypes reflecting disease
course observed in SCAS3 patients. We observed both intergenerational and somatic instability
of CAG repeats in the humanized allele. Mutant ataxin-3 showed nuclear accumulation in cell
nuclei across the Ki91 brain and formed intranuclear inclusions. Ki91 animals showed
transcriptional deregulation reflected in the early transcriptional induction of Serpina3n
expression, a molecular sign of neurodegeneration and brain damage. Moreover, Ki91 mice
showed astrogliosis in the cerebellar white matter and the substantia nigra that paralleled the
cerebellar Purkinje cells neurodegeneration and a pronounced decrease in Calbindin D-28 k
immunoreactivity. Molecular and cellular neuropathologies were accompanied by late
behavioral deficits in motor coordination observed in rotarod and static rod. The Ki91 model
will be very useful for studying the pathogenesis and responses to therapy of SCA3 and other
polyglutamine disorders.

To better understand and compare the common themes of polyglutamine-induced
neurodegeneration we gathered the most current knowledge about mouse models of
polyglutamine diseases and presented it on the form of review publications and sortable data
tables. They cover the behavioral, molecular, cellular, and anatomic characteristics of mouse
models and therapeutic strategies employed in the treatment of polyglutamine disorders.
Reviews provide precise characterization of polyglutamine disease models and allow for the
exchange of data from various disease models, therefore may be helpful in discovering new
disease mechanisms and effective therapeutic strategies.
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2.1 Mysz jako organizm modelowy

Historia wykorzystania myszy w badaniach biomedycznych rozpoczeta si¢ ponad sto
lat temu, kiedy w 1902 roku francuski biolog Lucien Cuénot uzywajac myszy potwierdzil, iz
ponownie odkryte przez botanikow prawa Mendla maja zastosowanie réwniez
w mechanizmach dziedziczno$ci zwierzat *. W tamtych czasach myszy pochodzity gtéwnie
z hodowli amatorskiej i stanowily jedynie niewielki udzial wsréd zwierzat uzywanych
w badaniach naukowych. Pionierem wykorzystania myszy jako organizmow modelowych byt
C.C. Little, ktory dostrzegt potrzebe ,ustandaryzowania” myszy, aby mozliwym bylo
otrzymywanie powtarzalnych rezultatow 1 prawidiowa interpretacja wynikow w dziedzinie
ktorg sie zajmowal — badaniach nad zgodnoscig tkankowa. Aby otrzyma¢ homogenne tlo
genetyczne, Little rozpoczat hodowle spokrewnionych ze sobg osobnikéw uzyskujac liczne
szczepy wsobne, miedzy innymi DBA 1 C57BL, ktére do dziS s3 intensywnie
wykorzystywane w badaniach naukowych. Prace Little, Petera Gorera i Georga Snella
doprowadzily w efekcie do odkrycia glownego kompleksu zgodnosci tkankowej 1 potozyty
podwaliny pod wspotczesng immunologie 2% Sam C.C. Little pofaczyt swoja fascynacje
naukowg z naturg przedsi¢biorcy zaktadajac w 1929 roku Roscoe B. Jackson Memorial
Laboratory, znane dzi$ jako Jackson Laboratory. Wykorzystujac tam uzyskane przez siebie
szczepy wsobne myszy prowadzit prace zwigzane z nowotworami i immunologig, a takze
dostarczal myszy laboratoryjne do badan prowadzonych na calym $wiecie. Federalne
programy rzadu Stanow Zjednoczonych w latach 50 i 60 XX wieku, zorientowane na
stworzenie modelu zwierzgcego odpowiedniego do badan nad chorobami zakaznymi i
nowotworami, doprowadzily do skokowego zapotrzebowania na myszy, ktore posiadaty
niewielkie rozmiary, byly tanie w hodowli i wykazywaly szybki cykl reprodukeyjny °.

Zainteresowanie myszami w srodowisku naukowym nie stabto az do lat 80 XX wieku,
kiedy to seria rewolucyjnych doniesien otworzyla zupetlie nowy rozdziat w badaniach
biomedycznych, czynigc z myszy laboratoryjnej najpopularniejsze zwierz¢ wykorzystywane
obecnie w nauce ®. W 1980 roku laboratorium Franka Ruddle z uniwersytetu Yale
opublikowalo prace w ktérej do mysiej zygoty wstrzyknigto fragment obcego DNA,
uzyskujac w efekcie zdrowe zwierze o zmodyfikowanym genomie . Powstata transgeniczna
mysz. Prace zwigzane z wykorzystaniem technologii rekombinacji homologicznej
w zarodkowych komoérkach macierzystych prowadzone przez Olivera Smithiesa, Martina
Evansa i Mario Capecchi umozliwily uzyskanie myszy ze zmiang genetyczng wprowadzong
do konkretnego locus ®°. Poszczegélne geny mogly byé mutowane, usuwane badz
wprowadzane de novo. Myszy knock-out i knock-in zaczety by¢ wykorzystywane do
szczegblowych badan zwigzanych z ludzkg biologig i patofizjologia, w tym do poznawania
funkcji genow, modelowania ludzkich chordb i badan przedklinicznych . W 2002 roku
opublikowana zostala sekwencja genomu myszy laboratoryjnej szczepu C57BL. Byt to drugi
po ludzkim genom ssaczy, ktorego sekwencja zostala poznana '*. Analiza poréwnawcza
wykazata, ze 80% ludzkich genow posiada swoj bezposredni mysi ortolog . Najnowszym
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rozdziatem w badaniach nad myszami jest The Knockout Mouse Project — przedsigwzigcie
koordynowane przez amerykanski NIH zakladajace stworzenie publicznego repozytorium
mysich komoérek zarodkowych begdacych knock-outami wszystkich znanych mysich genow.
Dzi§ badania z wykorzystaniem myszy laboratoryjnych stanowig blisko 60% wszystkich
badan naukowych prowadzonych z uzyciem zwierzat, a Jackson Laboratory sprzedaje obecnie
3 miliony myszy rocznie do blisko 20 000 osrodkow naukowych na calym §wiecie.

Pomimo ogromnej popularnosci myszy w badaniach biomedycznych nie bez
znaczenia jest fakt, ze mysz i czlowieka dzieli 90 milionéw lat niezaleznej ewolucji.
Obecnos¢ anatomicznych, fizjologicznych, genetycznych i rozwojowych réznic migdzy tymi
dwoma gatunkami nalezy mie¢ na uwadze wykorzystujac myszy do badan nad aspektami
biologii i patofizjologii cztowieka ** .

2.2 Ataksja rdzeniowo mézdzkowa typu 3

Ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 3 (SCA3), zwana takze chorobg Machado-
Josepha, jest dziedzicznym schorzeniem neurodegeneracyjnym, ktorego objawy pojawiaja si¢
zwykle w czwartej i pozniejszych dekadach zycia. Jest to najczesciej wystepujaca dziedziczna
forma ataksji rdzeniowo-moézdzkowej zarowno w Europie jak i USA. W obrazie klinicznym
dominuje ataksja mézdzkowa — utrata koordynacji ruchowej manifestowana nieprawidlowym
chodem oraz szereg objawow piramidowych oraz pozapiramidowych — niedowlad konczyn,
spastyczno$¢ migsni, ruchy dystoniczne i mimowolne skurcze migsni. Objawy kliniczne sa
bezposrednim nastgpstwem zmian neurodegeneracyjnych zachodzacych w obrgbie
okreslonych struktur uktadu nerwowego. W przebiegu SCA3 obserwowana jest dysfunkcja
oraz degeneracja komorek nerwowych w obrebie mozdzku oraz drog rdzeniowo-
moézdzkowych, a takze grupie jader podkorowych, jadrach mostu oraz jadrach srodmozgowia
— jadra czerwiennego 1 istoty czarnej. SCA3 jest obecnie chorobg nieuleczalng 18,

Juz w latach siedemdziesigtych ubieglego wieku podczas pierwszych prob
usystematyzowania opisu klinicznego SCA3 zwrdcono uwage na autosomalny dominujgcy
sposob dziedziczenia tej choroby. Wiele zespotdw podjeto probe zmapowania locus SCA3,
ktore udalo si¢ ostatecznie zlokalizowa¢ z dokladnoscig 3 ¢cM na dhuzszym ramieniu
chromosomu 14 *°. W 1994 roku Kawaguchi i wsp. wykazali, ze przyczyna SCA3 jest
mutacja dynamiczna w locus MJD1 (dzi$ znanego pod nazwa ATXN3), ktora prowadzi do
powstania w jego obrgbie nadmiernie wydhuzonego ciggu trojnukleotydowych powtdrzen
CAG 2. Ekspansja powtorzen skutkujaca powstaniem pigecdziesigciu lub wigkszej liczby
jednostek CAG jest juz zwykle wystarczajaca do wywotania objawéw chorobowych, przy
czym obserwuje si¢ negatywna korelacje miedzy wiekiem pojawiania si¢ objawow
a dlugoscia ciggu powtorzen CAG. U pacjentow z wigksza liczbg powtdrzen choroba rozwija
si¢ wczesniej i jest zazwyczaj ostrzejsza w swoim przebiegu.

Znalezienie odpowiedzi na pytanie w jaki sposob nadmiernie wydluzony ciag
krotkiego trojnukleotydowego motywu prowadzi do rozwoju choroby zajeto licznym
zespotom badawczym wiele lat, a niektore aspekty tego problemu do dzi§ pozostaja
niewyjasnione. Wydtuzony ciag powtdrzen CAG znajduje si¢ w czesci ulegajacej translacji
genu ATXNS3, kodujacego niewielkie bialko zwane ataksyng-3. Ekspresja zmutowanego genu
ATXN3 prowadzi zatem do powstania transkryptu z nadmiernie wydluzonym ciggiem CAG,

10
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ktory z kolei ulega translacji do produktu biatkowego zawierajacego W swojej sekwencji ciag
zlozony z powtarzajacych si¢ reszt glutaminowych. Wydluzony ciag poliglutaminowy
wykazuje tendencj¢ do agregacji i w postaci rozpuszczalnych oligomeréw zmutowanego
biatka zaburza fizjologiczne funkcje wielu proceséw komoérkowych 2. Zmutowana
ataksyna-3 przechodzac do jadra komorkowego zakloca poprawne dziatanie czynnikow
transkrypcyjnych oraz czynnikow biatkowych modulujacych stan chromatyny, powodujac
rozregulowanie ekspresji gendéw. Zmiany te niosg ze sobg dalsze konsekwencje w postaci
zaburzen licznych proceséw Kluczowych dla sprawnego funkcjonowania neurondw, takich
jak kontrola jakos$ci bialek, procesy energetyczne zachodzace w mitochondriach, kontrola
apoptozy czy neurotransmisja %%, Dalsza agregacja ciagéw poliglutaminowych prowadzi do
wytracenia si¢ zmutowanej ataksyny-3 w postaci nierozpuszczalnych cytoplazmatycznych i
jadrowych inkluzji. Inkluzje te sekwestrujg inne czynniki bialkowe, takie jak biatka wigzace
ubikwityne, chaperony oraz czynniki autofagocytozy, powodujac ich niedobor w kluczowych
procesach metabolicznych 2*%. Obok zmutowanego poliglutaminowego biatka, takze
zmutowany transkrypt zdaje si¢ uczestniczy¢ w patogenezie SCA3. Znajdujacy si¢ w mRNA
ataksyny-3 wydhizony cigg powtdrzen CAG tworzy stabilng strukture typu spinka do wlosow.
Struktury te sekwestrujg znajdujace si¢ w jadrze czynniki splicingowe i tym samym zaburzaja
poprawne skladanie dojrzalych transkryptéw licznych gendéw oraz stymulujg apoptoze
poprzez indukowanie stresu jaderkowego 2621

SCA3 nalezy do grupy genetycznych chordb neurodegeneracyjnych powodowanych
tym samym rodzajem mutacji. W chorobach tych ekspansja powtorzen CAG w rdznych,
niepowigzanych ze sobg genach takze prowadzi do akumulacji bialek poliglutaminowych
1 rozwoju objawow chorobowych. Do schorzen tych zalicza si¢ chorob¢ Huntingtona,
rdzeniowo-opuszkowy zanik mig¢sni (SBMA), zanik jadra zebatego, czerwiennego, galki
bladej 1 jadra Luysa (DRPLA) oraz pi¢¢ innych ataksji rdzeniowo-mozdzkowych
(SCAL, 2,6,7i17).

2.3 Mysie modele SCA3

Zwierzece modele wykazujace ekspresje zmutowanej ataksyny-3 lub jej fragmentow
zostaly stworzone aby poznawac fizjologiczne funkcje tego biatka oraz bada¢ mechanizmy
prowadzace do rozwoju SCA3. Transgeniczne nicienie C. elegans oraz muszki Drosophila
przyczynily si¢ do poznania patomechanizmoéw zwigzanych z agregacja zmutowanej
ataksyny-3, toksycznoscia ciagu poliglutaminowego oraz funkcja normalnej ataksyny-3 2%,
Bezkregowce te ze wzgledu na mozliwo$¢ stosunkowo prostej manipulacji genetycznej
i latwo$¢ hodowli sg nieocenionym narz¢dziem w przesiewowym poszukiwaniu genetycznych
modyfikatoréw neurotoksycznosci i zwigzkow terapeutycznych SCA3 *%. Jednak to myszy,
ktore taczy z ludZmi nieporéwnywalnie wigksze podobienstwo molekularne, genetyczne
1 anatomiczne przoduja w badaniach nad patogenezg i terapiag SCA3.

Wszystkie oprocz jednego ze stworzonych dotad genetycznych mysich modeli SCA3
wykazuja ekspresje zmutowanego cDNA ludzkiej ataksyny-3 lub jego fragmentu, przy czym
ekspresja kontrolowana jest przez egzogenny promotor, najczg¢sciej promotor bialka
prionowego lub promotor specyficzny dla neuronéw Purkinjego kory mézdzku (Tabela 1).
Wyjatek stanowi model MJD84.2, w ktérym caly ludzki gen wraz z sekwencjami
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otaczajacymi oraz endogennym promotorem zostal zintegrowany z genomem myszy
w postaci sztucznego chromosomu drozdzowego *°. Mysie modele kolektywnie prezentuja
wiele cech SCA3 i przyczynity si¢ do zrozumienia wielu molekularnych i fenotypowych
aspektow tego schorzenia. Hipoteza generowania toksycznych fragmentdw z pelnej dlugosci
ataksyny-3 przez endoproteazy zostala zaproponowana przez Iked¢ i wspoOlpracownikow,
ktorzy zaobserwowali, ze ekspresja pelnej dlugosci zmutowanej ataksyny-3 w neuronach
Purkinjego w moézdzku nie powodowala patologicznych zmian, podczas gdy ekspresja
skréconego fragmentu ataksyny-3 z wydhuzonym ciggiem poliglutaminowym skutkowata
rozwojem zmian neuropatologicznych *. Modele stworzone przez zespét Colomer Gould
oraz przez zespot Riess’a pomogly w okre§leniu miejsc cigcia 1 oznaczeniu proteaz
odpowiedzialnych za to zjawisko ***°. Ten sam model Riess’a wykazujacy ekspresje
zmutowanej ataksyny-3 z ciggiem 148 reszt glutaminowych wraz z podiaczonym sygnatem
eksportu lub importu jadrowego pomogt we wskazaniu jadra komorkowego jako miejsca
patogenezy SCA3 *'. Myszy opisane przez Chou i wspolpracownikow wykazujace ekspresije
ataksyny-3 z 79 resztami glutaminowymi zobrazowaly istot¢ zmian transkrypcyjnych i ich
kluczowa role w rozwoju, a takze leczeniu SCA3 %. Mysi model opisany przez Huebener
1 wspolpracownikow posiadajacy ekspresje fragmentu ataksyny-3 pozbawione] ciggu
poliglutaminowego umozliwit studiowanie roli N-koncowej cz¢sci ataksyny-3 w patogenezie
SCA3 *. Jedyny jak dotad opublikowany model posiadajacy zblizony do naturalnego wzor
ekspresji zmutowanego biatka z 84 resztami glutaminowymi zostal stworzony na bazie
wektora YAC zawierajgcego pelnej dtugosci gen ATXN3 wraz z ludzkim promotorem i
sekwencjami otaczajacymi *. Model ten przyczynil si¢ m.in. do prze$ledzenia roli zmian
metabolicznych w patogenezie SCA3 oraz do wskazania zmutowanej ataksyny-3 jako
czynnika zaburzajacego wewnatrzkomorkowe $ciezki przekazywania sygnatu 3940

Tabela 1. Mysie modele SCA3

Nazwa modelu Promotor Obserwowane fenotypy Lit.
148.19 CAG Prnp Nieprawidtowy chdd, nieprawidtowa postawa, 37
(promotor zaburzenia eksploracyjne, drzenia, skrécona
biatka przezywalnosg¢, problemy z ptodnoscia.
prionowego)
148.NES Prnp Nieprawidtowy chéd, normalna przezywalno$é 37
148.NLS Prnp Nieprawidtowy chdd, nieprawidtowa postawa, 37
zaburzenia eksploracyjne, drzenia, degeneracja
neuronow moézdzku, skrécona przezywalnosé.
70.61 CAG Prnp Zaburzenia w tescie rotarod, ataksja, nieprawidtowa 37
postawa, nieprawidtowy chod, zaburzenia
eksploracyjne, drzenia, degeneracja neuronow
moézdzku, skrocona przezywalno$¢, utrata masy ciata.
ataxin-3-Q79 Prnp Zaburzenia w tescie rotarod, ataksja, nieprawidtowa 2
postawa, nieprawidtowy chod, zaburzenia
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Nazwa modelu Promotor Obserwowane fenotypy Lit.
eksploracyjne, degeneracja neuronéw mézdzku,
zaburzenia transkrypcyjne, skrocona przezywalno$c,
utrata masy ciata.

CMVMJID94 CMV Zaburzenia w tescie rotarod, degeneracja neuronéw we | *
wzgorzu, mozdzku i moscie, reaktywna glejoza.

deltaQ71b Prnp Zaburzenia w tescie rotarod, ataksja, drzenia, 3
nieprawidtowa postawa, skrocona przezywalnose¢,
problemy z ptodnoscia, utrata masy ciata.

HDPromMJD148 | Hitt Zaburzenia w tescie rotarod, zaburzenia eksploracyjne, 42
(promotor degeneracja neurondw mozdzku, zaburzenia uczenia
szczurzej sie, spadek poziomu leku.
huntingtyny)

MJID79 Pcp2 Brak obserwowalnych fenotypow. %
(Promotor
Purkinje cell
protein 2)

MJD84.2 ATXN3 Zaburzenia koordynacji ruchowej, nieprawidtowy chod, | *
(promotor drzenia, obnizona sita uscisku, zaburzenia
ludzkiej eksploracyjne, nieprawidtowa postawa, degeneracja
ataksyny-3) i utrata neuronéw w moézdzku i moscie, utrata masy

ciata.

polyQ69 (b line) Pcp2 Zaburzenia w tescie rotarod, nieprawidtowy chéd, 3
degeneracja komorek Purkinjego, zaburzenia uczenia
sie.

PrP/MJD77 Prnp Zaburzenia w tescie rotarod, nieprawidiowy chod, 4
zaburzenia eksploracyjne, ruchy dystoniczne,
degeneracja neuronéw w moézdzku, zaburzenia uczenia
sie, spadek poziomu leku, utrata masy ciata.

Q71-B Prnp Zaburzenia koordynacji ruchowej, nieprawidtowy chéd, | *
drzenia, drgawki, obnizona sita uscisku, zaburzenia
eksploracyjne, nieprawidtowa postawa, utrata masy
ciafa, problemy z ptodnoscia.

Q79C Pcp2 Ataksja, nieprawidtowy chéd, nieprawidtowa postawa, %

zaburzenia eksploracyjne, degeneracja neuronéw
w mézdzku.

Mimo szybkiego postepu w tworzeniu nowych modeli SCA3 i wyjasnianiu kolejnych
aspektow patogenezy z ich wykorzystaniem, jak dotad nie zostal opublikowany model
knock-in SCA3 posiadajacy zmodyfikowany mysi gen Atxn3. W modelu takim ekspresja
zmutowanego biatka zachodzilaby z jednej kopi genu w zdefiniowanym, endogennym locus,
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tym samym znajdujac si¢ pod kontrolg naturalnych elementéw regulatorowych. Poniewaz
patogeneza SCA3 jest wypadkowa wielu czynnikow m.in. dlugosci ciggu poliglutaminowego,
sity 1 lokalizacji ekspresji zmutowanego biatka, a takze czasu oddziatywania zmutowanej
ataksyny-3 na neurony, model typu knock-in dzigki odpowiedniemu podlozu genetycznemu
ma szans¢ przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia patomechanizméw SCA3.

3. Cel pracy

Celem badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej bylo stworzenie modelu
knock-in SCA3 oraz scharakteryzowanie go zaréwno pod katem fenotypu molekularnego, jak
1 pod katem przewidywanych zaburzen neuropatologicznych i motorycznych. Analizy te
stanowi¢ beda podstawe do dalszych badan nad patogeneza i1 potencjalng terapia SCA3
i innych chorob neurodegeneracyjnych czlowieka, a takze do poznawania fizjologicznych
procesow komorkowych w ktorych zaangazowana jest ataksyna-3.
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4. Streszczenie prac i ich interpretacja na tle piSmiennictwa przedmiotu

Choroby neurodegeneracyjne staja si¢ coraz wickszym problemem w rozwijajacych
si¢ 1 rozwinigtych spoteczenstwach. Jak podaje Harvard NeuroDiscovery Center, obecnie 5
milionéw amerykandw cierpi na chorobe Alzheimera (AD), 1 milion na chorobe Parkinsona
(PD), 400 tysiecy na stwardnienie rozsiane i po 30 tysigcy na stwardnienie zanikowe boczne
(ALS) i chorobe Huntingtona *>. W Polsce szacuje sig, ze choroba Alzheimera dotyka 250
tysiecy ludzi, z chorobg Parkinsona zmaga si¢ 60 tysiecy pacjentéw, u blisko 40 tysigcy
zdiagnozowano stwardnienie rozsiane, a chorob¢ Huntingtona u 3 tysiecy osob. Poniewaz
schorzenia te zazwyczaj ujawniajg si¢ na pozniejszych etapach zycia, liczba 0sob cierpigcych
na choroby neurodegeneracyjne bedzie w starzejacych si¢ spoleczenstwach niewatpliwie
wzrasta¢. Duzym wyzwaniem jest zatem poznanie mechanizmow prowadzacych do
postepujacej $mierci neurondow, a takze znalezienie nowych metod skutecznego leczenia
chordb neurodegeneracyjnych.

Choroby poliglutaminowe, a wsréd nich SCA3, stanowia szczegdlny przypadek
schorzen neurodegeneracyjnych, w ktorych etiologia jest jednoznacznie zdefiniowana.
W przeciwienstwie do choroby Alzheimera czy Parkinsona, choroby poliglutaminowe sg
chorobami monogenowymi, w ktorych mutacja w cze$ci kodujacej genu prowadzi do
powstawania zmutowanych transkryptow i biatek negatywnie wptywajacych na prawidlowe
funkcjonowanie = komoérki.  Konsekwencja ~ monogenowego  charakteru  chordb
poliglutaminowych jest mozliwo$¢ ich stosunkowo wiarygodnego odzwierciedlania
z wykorzystaniem genetycznych modeli mysich. Kilka roéznego rodzaju myszy
transgenicznych modelujgcych SCA3 zostalo wygenerowanych na przestrzeni ostatnich
dziesieciu lat. Wszystkie modele stworzono z wykorzystaniem genu ludzkiej ataksyny-3 (lub
jego fragmentu), ktory ulegt losowej integracji z genomem mysim (Tabela 1). Zastosowanie
sztucznych promotoréw pozwolito z jednej strony na wydajng i silng ekspresje transgenu,
z drugiej jednak strony wprowadzilo nienaturalny wzor jego ekspresji, niekiedy znacznie
odbiegajacy od wzoru ekspresji endogennej ataksyny-3. Wsrdd istniejgcych modeli innych
chorob poliglutaminowych, takich jak HD, SCA1, SCA2, SCA6, SCA7, SCAL17 i SBMA
dostepne sa myszy knock-in, w ktorych zmutowany ciag powtdrzen CAG zostal
wprowadzony do endogennego locus okreslonego genu odpowiedzialnego za rozwdj
schorzenia “°. Modele knock-in charakteryzuja sie zazwyczaj tagodniejszym fenotypem
w porownaniu z modelami wykazujacymi nadekspresje zmutowanego transgenu, lecz
przebieg choroby jest bardziej zblizony do tego obserwowanego u pacjentow. Modele te ze
wzgledu na naturalny wzor ekspresji transgenu umozliwiaja identyfikacje patomechanizméw
zachodzacych w subpopulacjach neuronow, ktore podlegaja degeneracji w okreslone;j
jednostce chorobowej, a takze pozwalaja z wigksza doktadnoscig analizowa¢ mechanizmy
zwigzane z takimi zjawiskami jak niestabilno$¢ ciggu powtorzen, czy alternatywny splicing.
Mimo niezaprzeczalnej przydatnosci istniejacych modeli SCA3 w zrozumieniu wielu
patofizjologicznych aspektow tego schorzenia, model knock-in ma szanse¢ by¢ niezwykle
waznym dodatkiem do kolekcji dostepnych juz mysich modeli.
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Mouse ataxin-3 functional knock-out model
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Pierwsza proba stworzenia mysiego modelu SCA3 typu knock-in wykazujacego
ekspresje ludzkiej zmutowanej ataksyny-3 przedstawiona zostata w artykule Mouse Ataxin-3
Functional Knock-Out Model, opublikowanym w NeuroMolecularMedicine. Opisana w pracy
strategia stworzenia transgenicznych zwierzat zakladata wprowadzenie do mysiego locus
Atxn3 fragmentu DNA stanowigcego sekwencje ludzkich egzonow ataksyny-3: od egzonu
2 do egzonu 11. W egzonie 10 znajdowal si¢ cigg zlozony z 69 trojnukleotydowych
powtorzen CAG. Fragment ten zostal wklonowany do wektora targetujacego, a nastepnie
wprowadzony do mysich komorek zarodkowych, by na drodze rekombinacji homologicznej
ulec integracji z genomem w miejscu mysich egzonéw 2 oraz 3 genu Atxn3 (Ryc. 1).
Obecnos¢ sekwencji kodujacej miejsce poliadenylacji wirusa SV40, umiejscowionej za
sekwencja CDNA zmutowanej ataksyny-3, mialo w zalozeniu stuzy¢ jako sygnal do
dokonczenia procesu dojrzewania mRNA i zakonczenia transkrypcji.

1 kpz

1 23 45 6 7 89 10 11 3UTR
Mysie
locus Atxn3

Kaseta transgeniczna

29 10 11 pA Q
NI CAG TRl H{Neo)) _
100 pz
Ryc. 1
—— ‘ Schemat  przedstawiajacy  strategie
4 i . _—— 5B T transgenezy uzytej do wygenerowania

myszy K300. Egzony mysie opisane sa
kursywa, egzony ludzkie normalna
czcionka. pA — sygnat poliadenylacji.

Zmodyfikowane locus Atxn3

Tkanki pobrane od zwierzat nazwanych K300 zostaly przeanalizowane pod katem
ekspresji  zmutowanego  transgenu.  Analiza  western  blot oraz  barwienia
immunohistochemiczne z wykorzystaniem przeciwcial shuzacych do wykrycia ataksyny-3
pokazaty, ze zard6wno zmutowana jak i normalna ataksyna-3 nie ulega ekspresji w Zadnej
z przebadanych tkanek. Tym samym zmiana wprowadzona w locus ataksyny-3 majaca
doprowadzi¢ do ekspresji zmutowanego biatka spowodowata, ze zmodyfikowany allel nabrat
wilasciwosci knock-out ataksyny-3. Analiza RNA przeprowadzona w celu wyjasnienia tego
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zjawiska pokazala, ze powodem braku ekspresji produktu biatkowego sa zaburzenia
splicingowe zachodzace podczas dojrzewania pre-mRNA ataksyny-3. Mimo obecnosci
sygnatu poliadenylacji znajdujacego si¢ za sekwencja ludzkiego egzonu 11, transkrypcji
ulegaja takze mysie egzony i introny ataksyny-3 znajdujace si¢ w zmodyfikowanym locus.
Analizy RT-PCR wskazaty na powstawanie alternatywnych form splicingowych, przy czym
dominujaca forma jest ta, w ktorej egzon 1 laczy si¢ bezposrednio z mysim egzonem 4.
(Ryc. 2) Sekwencja kodujaca ludzkie egzony wraz z 69 powtorzeniami CAG w egzonie 10
ulega w formie intronu eliminacji z dojrzalego mRNA. Myszy homozygotyczne bgdace
funkcjonalnymi  knock-outami ataksyny-3 nie prezentuja zauwazanego fenotypu
behawioralnego, sa zdolne do rozmnazania i nie wykazujg skroconej przezywalnoSci.
Pomimo braku ekspresji zmutowanej ataksyny-3, a tym samym braku u zwierzat fenotypow
odzwierciedlajagcych SCA3, myszy K300 sg wykorzystywane do badan dotyczacych nie
w pelni jeszcze poznanych naturalnych funkcji ataksyny-3.

Normalna przezywalnos¢ zwierzat K300 oraz brak wyraznego fenotypu pozostaje
w zgodzie z wynikami innych badan dotyczacych knock-outu genu kodujacego ataksyne-3
i wskazuje na brak krytycznego zaangazowania tego biatka podczas rozwoju zarodkowego.
Nicienie C. elegans z unieczynnionym ortologiem ludzkiego i mysiego genu kodujacego
ataksyne-3 nie wykazuja wyraznego morfologicznego i biochemicznego fenotypu, pomimo
zaobserwowanej deregulacji transkrypcyjnej szeregu genow zwigzanych ze szlakiem
ubikwityna-proteasom, zaangazowanych w przekazywanie sygnalu, a takze genow
kodujacych biatka strukturalne i umozliwiajace ruch nicieni *’. Podobny brak problemow
z plodnoscig 1 przezywalno$cig oraz brak zaznaczonego fenotypu behawioralnego
zaobserwowany zostal u myszy knock-out Atxn3 B U zwierzat tych zidentyfikowany zostat
nieznacznie zwigkszony poziom ubikwitynacji bialek w lizatach tkankowych, potwierdzajac
deubikwitynujacg aktywnos$¢ enzymatyczng ataksyny-3. Zwigkszonego poziom ubikwitynacji
nie udalo si¢ jednak zaobserwowa¢ w myszach K300. Prawdopodobnym wytlumaczeniem
tych roznic moze by¢ kompensacja funkcji ataksyny-3 przez jeden z kilkudziesigciu enzymow
deubikwitynujgcych kodowanych przez mysi genom, jak i roznice w stosowanych metodach
detekcji ubikwitynowanych biatek. W modelu komorkowym, w ktorym ataksyna-3 zostata
wyciszona za pomocg siRNA lub shRNA zaobserwowano wyrazne zaburzenia w organizacji
cytoszkieletu oraz wlasciwosciach adhezyjnych komoérek “°*°. Otwarta pozostaje odpowiedz
na pytanie, czy dyskretny fenotyp zwigzany z organizacja cytoszkieletu moze byé¢ rowniez
zaobserwowany w organizmach knock-out Atxn3, czy tez jest on niwelowany przez
mechanizmy adaptacyjne w odpowiedzi na dlugotrwaty brak ataksyny-3 w organizmie.

Pomimo prawidlowo zintegrowanego transgenu w mysim locus Atxn3, zaburzenia
splicingowe skutkujg u myszy K300 brakiem ekspresji oczekiwanego produktu biatkowego.
W analizie RT-PCR udalo si¢ zidentyfikowaé trzy wykrywalne formy splicingowe, w ktore
zaangazowany byt egzon 1 (Ryc. 2). Dominujacg forma splicingowa jest czasteczka, w ktorej
egzon 1 Iaczy si¢ bezposrednio z mysim egzonem 4. Druga z wykrywalnych form, chociaz
ulegajaca ekspresji ze znacznie mniejsza wydajnoscia niz forma 1/4, jest czasteczka, w ktorej
akceptor splicingowy pojawia si¢ w ludzkim egzonie 7. Oczekiwana forma splicingowa,
w ktorej dochodzi do potaczenia egzonu 1 z ludzkim egzonem 2 stanowi jedynie znikomy
udziat wsrod wszystkich wykrywalnych czasteczek mRNA ataksyny-3.
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11 3UTR

Ryc. 2

Formy splicingowe ataksyny-3 wykryte w transgenicznych zwierzetach K300. Egzony mysie
opisane sa kursywa, egzony ludzkie normalng czcionka. pA -sygnat poliadenylacji.

Mechanizm w ktorym pojawiaja si¢ formy splicingowe zawierajace mysie egzony
musi by¢ zwigzany ze zmniejszong wydajnoscig rozpoznawania przez kompleks polimerazy
Il sygnalu poliadenylacji znajdujacego si¢ tuz za ludzkim egzonem 11. Etapy dojrzewania
MRNA, w tym splicing, poliadenylacja oraz terminacja transkrypcji zwykle przebiegaja
kotranskrypcyjnie i sa od siebie zalezne, pozostajac w sieci wzajemnych regulacji **. Liczne
badania wskazuja, ze sygnat poliadenylacji moze poprawnie funkcjonowac jesli znajduje si¢
w okreSlonym kontekécie splicingowym °2°%. Umieszczenie sygnalu poliadenylacii
w sekwencji intronowej skutkuje inhibicjg jego funkcji umozliwiajac normalny splicing, €O
wskazuje, ze sygnal poliadenylacji nie jest rozpoznany, jesli znajduje si¢ pomiedzy miejscami
splicingowymi 5' oraz 3'. W zwierzetach K300 obecnos¢ silnego miejsca akceptorowego 3' na
granicy intron 3/ egzon 4 znajdujacego si¢ tuz za sygnatem poliadenylacji oraz dostepnosé
miejsca donorowego 5' na granicy egzon 1/ intron 1 moze by¢ powodem znaczgco
ostabionego rozpoznawania sygnalu poliadenylacji. Skutkuje to brakiem terminacji
transkrypcji 1 dalsza transkrypcja mysich egzondw 1 intronéw ataksyny-3 przez polimeraze II.
Brak mozliwosci splicingu egzonu 4 (posiadajacego silne miejsce splicingowe 3') z egzonem
3 powoduje, ze egzon ten ulega preferencyjnemu splicingowi z egzonem 1, w praktyce
eliminujagc pozadany splicing egzonu 1 z egzonem 2 (posiadajagcym slabe miejsce
splicingowe 3).

Obecnos¢ formy splicingowej 1/4, w ktorej nie dochodzi do przesunigcia ramki
odczytu umozliwia powstanie skroconego produktu biatkowego. Faktycznie, $ladowe iloSci
ataksyny-3 o masie molekularnej odpowiadajacej biatku pozbawionemu sekwencji
kodowanenej przez egzony 2 i 3 wykrywalne sa w jadrach samcow K300. Badania
okreslajace katalityczne funkcje ataksyny-3 sugeruja jednak, Zze biatko to pozbawione
kluczowych aminokwasow wchodzacych w sktad centrum katalitycznego nie jest zdolne do

peienia swoich funkcji enzymatycznych >,
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A new humanized ataxin-3 knock-in mouse model combines genetic features,
pathogenesis of neurons and glia and late disease onset of SCA3/MJD

Switonski, PM; Szlachcic, WJ; Krzyzosiak, WJ; Figiel, M
Neurobiology Of Disease

W druku

DOI: 10.1016/j.nbd.2014.09.020

Doswiadczenia zdobyte podczas generowania myszy K300 pozwolily na
zaprojektowanie nowej strategii w celu stworzenia funkcjonalnego modelu knock-in SCAS.
Nowa strategia transgenezy zakladata usunigcie ostatnich 14 tysiecy par zasad mysiego genu
Atxn3, w ktorych zawieralo si¢ pig¢ ostatnich egzondéw genu, wraz z zastgpieniem ich
sekwencja kodujacg ludzkie egzony wraz z 91 powtdrzeniami CAG w egzonie 10 (Ryc. 3).
Poniewaz pierwsze egzony mysiego genu Atxn3 koduja sekwencj¢ biatka homologiczng
z sekwencja ludzka, powstaly w ten sposob hybrydowy gen koduje ataksyne-3 posiadajaca
sekwencje ludzkiego biatka. Wykorzystanie naturalnego sygnatu poliadenylacji znajdujacego
si¢ w rejonie 3'UTR genu mysiej ataksyny-3 mialo za zadanie zminimalizowa¢ ryzyko
zaburzen transkrypcyjnych jakie wystgpity w modelu K300.

1 kpz

1 2345 6 7 89 10 11 3UTR
Mysie
locus Atxn3
Kaseta transgeniczna
789 10 11 3'UTR®‘
{Neo-HEII cAG I} _
100 pz
Ryc. 3
91 CAG Schemat  przedstawiajacy  strategie
1 23 45 6 JUTR transgenezy uzytej do wygenerowania

myszy Ki9l. Egzony mysie opisane sg
kursywa, egzony ludzkie normalna
czcionkg.

Zmodyfikowane locus Atxn3

Heterozygotyczne myszy nazwane Ki9l zostaly przeanalizowane pod katem
prezentowanych fenotypéw chorobowych. W pierwszej kolejno$ci analizie poddana zostata
stabilno$¢ zmutowanego ciggu powtdrzen CAG. W SCA3 i innych chorobach wywotywanych
ekspansja trojnukleotydowych powtorzen obserwuje si¢ zmiang liczby powtdrzen podczas
podziatdbw komorkowych. Obserwowana jest niestabilno§¢ somatyczna (zwigzana
z podziatami mitotycznymi) 1 mi¢dzypokoleniowa (zwigzana z podziatami mejotycznymi).
Towarzyszy temu zjawisko antycypacji — przekazywanie allelu z coraz wigkszg liczba
powtorzen skutkuje ostrzejszym 1 szybszym ujawnianiem si¢ choroby w nastgpnym
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pokoleniu. Pomiary liczby powtérzen w nowonarodzonych zwierzg¢tach Ki9l wskazuja, ze
ciag ten przejawia niestabilno$¢ zarowno w transmisji mi¢dzypokoleniowej jak i somatycznej.
Co interesujgce, wzor niestabilnosci somatycznej jest silnie skorelowany z picig osobnika
przekazujacego allel. Kiedy transgeniczne samce krzyzowane sa z samicami typu dzikiego,
w przewazajacej wiekszos$ci transmisji obserwowane jest wydtuzenie ciggu powtdrzen o 1 do
6 jednostek CAG na pokolenie. Przeciwna sytuacja ma miejsce kiedy to samice przekazuja
zmodyfikowany allel. W transmisjach matczynych obserwowane jest gldéwnie skracanie ciggu
powtorzen o kilka jednostek CAG na pokolenie. Fenotyp ten jest odzwierciedleniem sytuacji
wystepujacej u pacjentoOw cierpigcych na choroby poliglutaminowe. Tendencja w kierunku
skracania ciggu powtorzen w transmisjach matczynych oraz tendencja w kierunku jego
wydtuzania w transmisjach ojcowskich obserwowana jest w HD, SCA1, SCA7, DRPLA i do
pewnego stopnia takze w SCA3 61 Fenomen ten zwigzany jest najprawdopodobnie;]
z roznicami w metabolizmie DNA podczas spermatogenezy i oogenezy. Myszy Ki9l
wykazuja rowniez postepujagca z wiekiem niestabilno$¢ somatyczng, ktorej wzor
poréwnywalny jest ze wzorem niestabilnosci somatycznej obserwowanej u pacjentow SCA3.
Podobnie jak u ludzi wzglednie wysoka niestabilno$¢ obserwowana jest w moscie mozgu,
prazkowiu, watrobie, nerkach i jadrach, natomiast cigg CAG jest stabilny w korze moézgowe;j
moézdzku, migéniach szkieletowych, ptucach i §ledzionie .

Analizy western blot przeprowadzone z wykorzystaniem tkanek pochodzacych od
myszy Ki9l potwierdzily, ze zmutowana ataksyna-3 posiadajagca wydhlizong domeng
poliglutaminowa ulega ekspresji w praktycznie wszystkich analizowanych prébkach.
Barwienia immunofluorescencyjne przeprowadzone na skrawkach moézgoéw pokazaty, ze
ataksyna-3 ulega u myszy Ki9l akumulacji w jadrach komoérkowych komoérek modzgu.
Obserwowane jest rOwniez wytrgcanie si¢ zmutowanej ataksyny-3 w  formie
wewnatrzjadrowych inkluzji. Fenotyp ten potwierdza, ze jadrowa lokalizacja ataksyny-3 jest
istotna w patogenezie SCAS3 i daje podstawy do spekulacji nad normalng funkcjg tego biatka.
Migracja ataksyny-3 do jadra obserwowana jest rowniez w komorkach poddanych stresowi
termicznemu i oksydacyjnemu, jak i rowniez w mysim modelu wykazujagcym nadekspresje
zmutowanej ataksyny-3 “*®*. Ponadto, badania dowiodly, ze migracja ataksyny-3 do jadra
regulowana jest dzigki jej fosforylacji przez kinazy CK2 i GSK3, przy czym obecnosc
poliglutaminowej mutacji nie wptywa na ten proces 65-67, Zwazywszy na postulowang role
ataksyny-3 w regulowaniu ekspresji gendw mozna przypuszczacé, ze w odpowiedzi na stres
proteotoksyczny, ataksyna-3 kierowana jest do jadra komorkowego w celu stymulacji
ekspresji genow przeciwdziatajacych temu stresowi. Ekspresja zmutowanej ataksyny-3 moze
zatem by¢ sama w sobie induktorem stresu proteotoksycznego, co stymuluje mechanizm
translokacji poliglutaminowego biatka do jadra, gdzie przyjmuje ono strukture typu ,,beta-
sheet”, agregujac w toksyczne rozpuszczalne oligomey i nierozpuszczalne inkluzje .

Analiza genow kandydatow, ktore ulegaja deregulacji w SCA3 i innych chorobach
poliglutaminowych pokazata, ze gen Serpina3n ulega podwyzszonej ekspresji w méozgach
myszy Ki91 oraz w kulturach astrocytow wyprowadzonych z tych zwierzat. Analiza qPCR
wykazala, ze deregulacja ta wystepuje na poziomie transkrypcyjnym. Fakt, ze podwyzszona
ekspresja genu Serpina3n obserwowana jest w izolowanych kulturach komoérkowych,
wskazuje, ze jest to autonomiczna zmiana spowodowana czynnikiem wewnatrzkomérkowym,
takim jak ekspresja zmutowanej ataksyny-3. Podwyzszona ekspresja genu Serpina3n byta
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robwniez obserwowana przy rownoczesnym obnizeniu ekspresji deacyetylaz histonowych
HDACL1 i HDAC2 (dane mikromacierzowe GSE20100). Wiadomo réwniez, ze zmutowana
ataksyna-3 poza funkcjami deubikwitynujacymi wplywa takze na aktywno$¢ deacetylaz
histonéw, w rezultacie regulujac ekspresje genéw 2. Powyzsze obserwacje wskazuja, ze
obecno$¢ poliglutaminowej mutacji moze interferowaé z naturalng funkcjg ataksyny-3
w regulacji transkrypcyjnej genu Serpina3n i prawdopodobnie innych genow. Tematem
wymagajacym dalszych badan jest odpowiedz na pytanie czy podwyzszona ekspresja
Serpina3n moduluje proces chorobowy SCA3, a jesli tak to czy dziata w sposob pozytywny -
jako jeden z mechanizméw obronnych - czy w sposob negatywny - jako jeden z czynnikow
patogenezy. Obserwacje wskazujgce na podwyzszenie ekspresji Serpina3n i ludzkiego
ortologu SERPINA3 w innych chorobach neurodegeneracyjnych takich jak choroba
Alzhaimera, SCA1 czy choroba Huntingtona, wspieraja poglad o potencjalnie waznej roli
tego biatka w procesach neurodegeneracyjnych 2.

Zwierzeta Ki91 wykazuja objawy neurodegeneracyjne wystepujace w moédzdzku.
W analizie immunohistochemicznej sygnat od Calbindyny (markera komorek Purkinjego) jest
obnizony w moézdzkach Ki91 w poréwnaniu do kontroli typu dzikiego. Wielko$¢ obnizenia
sygnatu rozni si¢ w roznych czgsciach mozdzku. Szczegdlnie mocny spadek sygnatu dla
Calbindyny obserwowany jest w czesci kaudalnej moézdzku (lobula X). Szczegdlowa analiza
morfologii i liczby komorek Purkinjego u zwierzat Ki91 wskazata na istnienie licznej
populacji neuronéw Purkinjego z cechami degeneracji (brak jadrowej immunoreaktywnosci
na Calbindyn¢ oraz niecobecno$¢ dendrytu gltownego) oraz niewielkg utrate komorek
Purkinjego.  Zmianom  neurodegeneracyjnym  towarzyszy  zwigkszona  obecnos¢
zaangazowanych w procesy neurozapalne astrocytow. W chorobach neurozwyrodnieniowych
lokalna aktywacja astrocytow jest powigzana z degeneracjg neurondw i czgsto wystepuje
u pacjentow SCA3.

Odpowiednikami ludzkich symptoméw chorobowych sg u myszy zaburzenia
behawioralno-motoryczne, do pomiaru ktérych zastosowane zostaly odpowiednie testy
pozwalajace na ilosciowg analize m.in. zaburzen koordynacji, fenotypu ataktycznego oraz
aktywnos$ci ruchowej gryzoni. Dodatkowo zwierzeta byly systematycznie wazone w celu
detekcji ewentualnych zaburzen w utrzymywaniu prawidlowej masy ciala. Wyniki pokazaty,
ze zwierzeta Ki9l wykazujg pdzno pojawiajace sie (90 tydzien zycia) zaburzenia
w koordynacji ruchowej zaobserwowane na te$cie rotarod oraz w teScie pretu statycznego.
Podobny pdézno pojawiajacy si¢ fenotyp jest obserwowany w mysim modelu SCA3
z nadekspresja pelnej dlugosci ataksyny-3, jak i w modelach knocki-in innych chordb
poliglutaminowych. Obserwacje te zgodne sa z rozwojem symptomow chorobowych
obserwowanych u pacjentow choréb poliglutaminowych, w przypadku ktérych objawy
zwykle ujawniajg si¢ w czwartej 1 pdzniejszych dekadach zycia.

Pierwszy zhumanizowany model knock-in posiada zatem tlo genetyczne najbardziej
zblizone do naturalnego ze wszystkich dostgpnych obecnie mysich modeli SCA3, a takze
prezentuje molekularne, histopatologiczne 1 behawioralne fenotypy odzwierciedlajace
postepujace objawy obserwowane u pacjentow SCA3.
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Mouse models of polyglutamine diseases: review and data table. Part |
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Wiele molekularnych, histologicznych i neurologicznych objawoéw roéznych chorob
neurodegeneracyjnych wykazuje wyrazne podobienstwa, wskazujac na istnienie wspdlnych
patomechanizméw odpowiedzialnych za degeneracje 1 obumieranie neuronow. Wsrod
mechanizméw tych wymieni¢ mozna zaburzenia bioenergetyczne, obecnos¢ inkluzji 1 wtracen
biatkowych, czy rozregulowanie procesOw odpowiedzialnych za ,recykling” skladnikow
komorkowych (autofagia 1 system ubikwityna-proteasom). Patomechanizmy te sg wspolnym
motywem dla wielu chor6b neurozwyrodnieniowych , m.in. choroby Alzhaimera, Parkinsona,
chorob poliglutaminowych, ALS czy choroby Creutzfeldta-Jakoba 1 odzwierciedlaja naturg
wyspecjalizowanych komoérek jakimi sg neurony. Jako komodrki postmitotyczne wykazujace
wysokie zapotrzebowanie na energi¢ niezbedng do cigglego prowadzenia dynamicznej
gospodarki jonowej sa one silnie uzaleznione od prawidlowego funkcjonowania
mitochondriéw i komoérkowych systeméw kontroli jakosci "*. Studiowanie choréb
poliglutaminowych bedacych schorzeniami o zdefiniowanej etiologii stwarza mozliwos¢
uzyskania  szerokiego spojrzenia na podstawy procesOw neurodegeneracyjnych
1 poszukiwanie nowych celow terapeutycznych dla szerokiego spektrum chorob
neurozwyrodnieniowych.

Technologia umozliwiajagca celowang ingerencje w genom mysi umozliwia
wygenerowanie ~ w  transgenicznych  zwierzetach  patofizjologicznych  stanéw
odzwierciedlajacych ludzkie choroby. Modele te umozliwiaja zaro6wno poszerzanie istniejacej
juz wiedzy na temat przyczyn stojacych za powstawaniem i rozwojem ludzkich chordb, a
takze pozwalaja na przedkliniczng oceng efektywnosci i toksycznosci potencjalnych
terapeutykow. Od 1995 roku, kiedy Harry Orr opublikowal prace opisujacg pierwszy
genetyczny model choroby poliglutaminowej "*, powstata ponad setka réznych mysich modeli
odzwierciedlajacych dziewie¢ znanych obecnie choréb wywolywanych ekspansja powtorzen
CAG. Kompleksowa informacja o strategiach uzytych do ich wygenerowania, architekturze
transgendw, fenotypach prezentowanych przez zwierzgta oraz podejsciach terapeutycznych z
ich wykorzystaniem zostala zgromadzona i przedstawiona w dwoch pracach przegladowych
opublikowanych w czasopismie Molecular Neurobiology. W czesci pierwszej przedstawione
sg wszystkie genetyczne mysie modele chordb poliglutaminowych stworzone na przestrzeni
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ostatnich dwudziestu lat. Kazdy model posiada doktadny opis konstruktu genetycznego, ktory
zostat wykorzystany do jego stworzenia, w tym informacje na temat zastosowanego
promotora, dlugosci ciagu powtdrzen CAG i sekwencji otaczajacej trojnukleotydowa mutacje.
Dodatkowo zebrane sg informacje dotyczace obecno$ci i tempa rozwoju fenotypow
chorobowych prezentowanych przez myszy. W czgsci pierwszej pracy przegladowej zawarta
jest rowniez obszerna dyskusja dotyczaca wplywu konstruktu genetycznego na stopien
odzwierciedlenia ludzkiej choroby z wykorzystaniem myszy, a takze dyskusja odnoszaca si¢
do poréwnania neurologicznych i nie neurologicznych fenotypdéw obecnych w réznych
mysich modelach chorob poliglutaminowych. Druga czg$¢ pracy przegladowej zorientowana
jest na aspekty terapeutyczne chorob poliglutaminowych z wykorzystaniem mysich modeli
tych schorzen. Zebrane zostaly informacje na temat przedklinicznych prob terapeutycznych,
zawierajgce szczegdlowe opisy lekow/podejs¢ terapeutycznych wraz z ich wptywem na
prezentowane przez myszy fenotypy chorobowe. Wszystkie proby przedklinicznej terapii
pogrupowane zostaty w zaleznos$ci od tego, ktoremu aspektowi patomechanizmu biorgcego
udzial w neurodegeneracji przeciwdziatajg. Tym samym prezentowana jest informacja na
temat wspolnych dla chorob poliglutaminowych procesow komorkowych, ktorych
rozregulowanie prowadzi do $mierci neurondw i rozwoju choroby. W czesci drugiej pracy
przegladowej zawarta jest takze dyskusja na temat przydatnosci mysich modeli
w poszukiwaniu nowych celow terapeutycznych 1 okreslaniu skutecznosci eksperymentalnych
terapii. Istotnym dodatkiem do obu prac sa elektroniczne tabele porzadkujace zebrane dane.
Zawarty w nich szczegblowy opis fenotypow prezentowanych przez zwierzgta, w tym
informacja o ich nasileniu, czasie trwania i lokalizacji oraz efektywnosci stosowanych
podej$¢ terapeutycznych znaczgco ulatwiaja poréwnywanie ze sobg danych na temat
poszczegbdlnych mysich modeli.

Przy analizie mysich modeli choréb poliglutaminowych mozna zauwazy¢, ze modele
obrazujagce to samo schorzenie czgsto znaczaco rdznig sie¢ pod wzgledem prezentowanych
fenotypow chorobowych. Stopien w jakim model prawidlowo odzwierciedla dane schorzenie
mozna opisac¢ korzystajac z kryteriow zaproponowanych oryginalnie przez Paula Willnera do
opisu mysich modeli ludzkich zaburzen psychicznych . Kryteria te pozwalaja oceni¢ jak
trafnie dany model odzwierciedla jednostke chorobowa w kontek$cie: a) mechanizméw
molekularnych prowadzacych do rozwoju choroby (trafnos$¢ teoretyczna, construct validity),
b) podobienstwa fenotypéw prezentowanych przez model do objawoéw chorobowych
wystepujacych u pacjentow (trafno$¢ fasadowa, face validity) oraz ¢) podobienstwa modelu
do ludzkiego organizmu w kontekscie odpowiedzi na interwencj¢ terapeutyczng
przeciwdziatajaca chorobie (trafno$¢ prognostyczna, predictive validity) — Ryc. 4.
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Pacjenci chordb poliglutaminowych Mysie modele chordb poliglutaminowych

» Odpowiednia dtugos¢ powtérzen

CAG
« Mutacja CAGn w genie sprawczym Trafnos¢ teoretyczna - Podobne sekwencje otaczajgce
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+ Tylko terapie symptomatyczne Trafno$c prognostyczna odpowiedzig pacjentéw
predictive validity » Odpowiedz na leczenie
przyczynowe porownywalne z
odpowiedzig pacjentow

Ryc. 4

Kryteria pomocne w okresleniu stopnia odzwierciedlenia danej choroby poliglutaminowej przez
mysi model.

Fakt, ze choroby poliglutaminowe majg charakter monogenowy znaczgco ulatwia
tworzenie wiarygodnych mysich modeli tych schorzen. Podobnie jak u pacjentow, obecnos¢
wydtuzonego ciggu powtorzen CAG w sekwencji genéw sprawczych prowadzi do rozwoju
choroby. Trafno$¢ teoretyczna takich modeli jest wigc stosunkowo wysoka w poréwnaniu do
modeli choréb o nie w pelni zidentyfikowanej etiologii, w ktoérych objawy podobne do tych
obserwowanych u ludzi wywoluje si¢ w oparciu o inne mechanizmy molekularne, np.
uszkadzajac neurony dopaminergiczne toksynami w mysich modelach choroby Parkinsona
czy immunizujac myszy glikoproteinami mieliny w modelach stwardnienia rozsianego "*"".
Pomimo zdefiniowanego podloza genetycznego, rézne modele tej samej choroby
poliglutaminowej moga rézni¢ si¢ migdzy soba w charakterze trafnosci teoretycznej ze
wzgledu na roznice konstruktach genetycznych wuzytych do stworzenia zwierzat.
Wykorzystanie sztucznych promotoréw pozwala na wydajng ekspresje zmutowanych genoéw
oraz umozliwia studiowanie patomechanizmow tkankowo-specyficznych lub komoérkowo-
specyficznych, wplywajac jednak znaczaco na nasilenie fenotypéw w porownaniu do modeli
wykorzystujacych naturalne promotory. Podobnie, transgeneza fragmentem, a nie pelnej
dlugosci genem jest niewatpliwie tatwiejsza technicznie (dla przyktadu cDNA ludzkiej
huntingtyny liczy ponad 13 tysiecy par zasad), jednak skrocone poliglutaminowe peptydy
wykazuja zwigkszong cytotoksyczno$¢ w poréwnaniu do ich pelnej dlugosci odpowiednikow.
Stopniem nasilenia fenotypdw mozna takze manipulowa¢ dostosowujac dlugo$¢ samego
ciggu powtorzen CAG, jako ze podobnie jak u ludzi obserwuje si¢ negatywna korelacje

24



Streszczenie prac i ich interpretacja na tle pismiennictwa przedmiotu

miegdzy silg objawow a dlugoscia mutacji. Wsréd mysich modeli choroby Huntingtona obecne
sg myszy z 48 powtorzeniami CAG jak i takie z ponad 400 powtdrzeniami CAG 819

Wszystkie z powyzszych manipulacji wplywaja w znacznym stopniu na Czas
wystepowania i nasilenie fenotypéw chorobowych a tym samym na trafno$¢ fasadowa
modeli. Za przyktad poshuzy¢ moze mysz R6/2 — najczesciej wykorzystywany w badaniach
model choroby Huntingtona. Myszy te wykazuja nadekspresje jedynie pierwszego egzonu
ludzkiej huntingtyny z okolo 150 powtorzeniami CAG °°. Fenotyp chorobowy
odzwierciedlajacy wiele objawdéw choroby Huntingtona jest u tych zwierzat niezwykle
nasilony, rozwijajac si¢ w ciggu pierwszych kilkunastu tygodni zycia zwierzgcia. W modelu
R6/2 odnotowuje si¢ jednak takze fenotypy nie obserwowane u pacjentow takie jak powazne
problemy z plodnosciag, szeroka, nie zlokalizowana neuropatologia obejmujgca obszary
mozgu nie zajete w chorobie Huntingtona, czy drastycznie skrocona przezywalnos¢. Po
przeciwnej stronie mozna umie$ci¢c model knock-in choroby Huntingtona posiadajacy 150
powtorzen CAG wprowadzonych do pierwszego egzonu mysiej huntingtyny. Fenotyp
chorobowy rozwija si¢ wolno, a poszczegdlne objawy pojawiaja si¢ dopiero jak myszy
osiggajg wiek 1- 1.5 roku 8 Mimo dostrzegalnej réznicy w trafnosci fasadowej, otwartym
pytaniem jest czy réznice miedzy dwoma mysimi modelami sg istotne w $wietle znacznie
wiekszych réznic fizjologicznych i1 anatomicznych miedzy organizmem mysim i ludzkim.

Trafno$¢ prognostyczna mysich modeli, a wiec odpowiedz na pytanie czy
przedkliniczna terapia z uzyciem modelu bedzie rownie skuteczna w przypadku zastosowania
jej na ludziach nie jest tatwa do opisania. Aby ustali¢ trafno$¢ prognostyczng modelu nalezy
poréwnac¢ wyniki uzyskane na zwierzetach z wynikami badan klinicznych, co w przypadku
chorob poliglutaminowych jest o tyle utrudnione, ze stosunkowo niewiele badan klinicznych
bylo przeprowadzonych z wykorzystaniem pacjentéw. Niemniej jednak mysie modele chorob
poliglutaminowych sg intensywnie wykorzystywane do poszukiwania nowych lekéw czy
interwencji terapeutycznych mogacych op6znia¢ czy wrecz powstrzymac rozwdj choroby.

Poréwnujac ze sobg mysie modele chorob poliglutaminowych dostrzec mozna
prawidlowos$¢: im wyzsza trafno$¢ teoretyczna modelu, tym wierniej odzwierciedla on
kliniczny obraz choroby obserwowanej u ludzi. Modele z ekspresjg genu pelnej dlugosci,
znajdujacg si¢ pod kontrolg endogennego promotora w otoczeniu naturalnych sekwencji
regulatorowych (modele knock-in, modele wygenerowane z uzyciem chromosomow BAC
1 YAC), nie beda rozwija¢ silnych i1 szybko postepujacych fenotypdéw chorobowych, ktore
beda obecne u transgenicznych modeli wykazujacych nadekspresje skroconego fragmentu
zmutowanego genu (myszy R6/2, N171-82Q, SCA3 148.19 CAG). Fenotypy te beda jednak
blizsze naturalnym i1 pozwolg na dokfadniejsze studiowanie proceséw prowadzacych do
neurodegeneracji. Z drugiej strony, modele ,,szybsze” sg preferowane w eksperymentalnych
terapiach, gdzie silnie zaznaczone, chociaz odbiegajace od naturalnego fenotypy
wykorzystywane sg do sprawnej oceny skutecznosci i efektywnosci terapii.
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Mysie modele chorob poliglutaminowych dostarczyly wielu informacji na temat
patomechanizméw odpowiedzialnych za neurodegeneracj¢, a takze umozliwity wskazanie
celow terapeutycznych stanowigcych podstawe do rozwoju nowych terapii hamujacych
rozwoj tych chordb. Wigkszos¢ stworzonych dotad mysich modeli SCA3 wykazywata
nadekspresje zmutowanej ataksyny-3 i brak bylo modelu knock-in ktéry mozliwie najwierniej
odzwierciedlatby tlo genetyczne SCA3 oraz obraz kliniczny tej choroby. W toku prac
zmierzajacych do wygenerowania takiego modelu uzyskano dwie transgeniczne linie — mysz
K300 bedgca funkcjonalnym knock-outem ataksyny-3 oraz mysz Ki9l stanowiaca
zhumanizowany knock-in SCA3.

Obie linie myszy sa obecnie wykorzystywane w badaniach zwigzanych z naturalng
funkcjg ataksyny-3 oraz poznawaniem indukowanych przez zmutowang ataksyne-3 nowych
szlakow molekularnych odpowiedzialnych za procesy neurodegeneracyjne. Kanoniczng
funkcjg ataksyny-3 jest jej aktywno$¢ deubikwitynujgca i zaangazowanie w system kontroli
jakosci biatek w szlaku ubikwityna-proteasom. Coraz wigcej dowoddéw wskazuje jednak na
to, ze biatko to zwigzane jest z regulacja ekspresji genéw, zar6wno w normalnych warunkach
jak i w odpowiedzi na stres. W trwajacych obecnie pracach zwigzanych z poznaniem
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za zaangazowanie ataksyny-3 w regulacje
transkrypcyjng, udato si¢ zidentyfikowa¢ podwyzszong ekspresje genu serpina3n, ktora
wystepuje zarowno u zwierzat K300 jak 1 myszy Ki91. Obecnos$¢ zwiekszonej ekspres;ji tego
genu zar6wno w przypadku braku ataksyny-3 (knock-out) jak i obecnosci jedynie zmutowane;]
ataksyny-3 (knock-in) sugeruje, ze w normalnych warunkach ataksyna-3 moze by¢
zaangazowana w supresj¢ ekspresji genow, przy czym poliglutaminowa mutacja moze t¢
funkcje ostabia¢. Modele K300 i Ki91 umozliwiaja zatem detekcje patomechanizmow SCA3
zwigzang z utratg funkcji przez zmutowane biatko.

Dodatkowym aspektem w ktorym wykorzystywane beda zwierzeta Ki9l jest
eksperymentalna terapia SCA3 1 innych choréb poliglutaminowych 2z uzyciem
alleloselektywnych oligonukleotydow umozliwiajacych obnizanie ekspresji  jedynie
zmutowanej formy genu %%, Model stuzacy do oceny alleloselektywnej terapii powstanie
poprzez skrzyzowanie myszy Ki91 z myszg Ki21, posiadajacej niepatogenny cigg powtdrzen
CAG w mysim locus Atxn3. Zwierzeta takie beda przydatne zaréwno do testowania
oligonukleotydow celujacych w rejon powtdrzen, jak i tych rozrdzniajacych allele dzigki
obecnosci polimorfizmu SNP . poniewaz myszy Ki9l i Ki2l posiadaja 5 rézniacych je
wariantow SNP obecnych w transgenie ataksyny-3.
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