STRESZCZENIE

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona czy choroby
poliglutaminowe s3 powaznym 1 rosnacym obciazeniem dla wspolczesnych spoleczenstw. Charakteryzuja
si¢ cigzkimi zabutzeniami motorycznymi i/lub poznawczymi wynikajacymi z postepujacych uszkodzei
specyficznych populacji neuronéw oraz polaczen nerwowych w mozgu, co ostatecznie skutkuje
kalectwem 1 utrata samodzielnosci pacjentéw. Co wigcej, choroby neurodegeneracyjne wystepuja
coraz czesciej w zwigzku z wydluzajaca si¢ Sredniq diugoscia zycia. Pomimo, Zze majq pewne elementy
wspolne, ich dokladny patomechanizm wciaz nie jest poznany i dlatego nie istnieje zadna skuteczna
terapia. W odréznieniu od choroby Alzheimera 1 innych choréb neurodegeneracyjnych o niedostatecznie
zdefiniowanej etiologii, choroby poliglutaminowe (polyQ) sa skutkiem dominujacej mutacji - ekspansji
powtdrzent CAG w pojedynczych genach. Do choréb tych nalezy réwniez ataksja rdzeniowo-mézdzkowa
typu 3 (SCA3), wywolana przez ekspansj¢ CAG w egzonie 10 genu ATXN3 kodujacego biatko
ataksyne-3.

Gléwnym celem badad prowadzonych przeze mnie w ramach pracy doktorskiej bylo poznanie
patomechanizmu, ktéry prowadzi do rozwoju ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3. Aby zrealizowac cel
gléwny pracy, sformulowatam takze cele szczegdlowe. Pierwszym z nich byla charakterystyka fenotypu
homozygotycznego modelu knock-in SCA3 Ki91 oraz wyrdznienie fazy pre-symptomatycznej
i symptomatycznej SCA3 poprzez szereg testéw behawioralnych i komérkowych. Drugi istotny cel moich
badafn stanowila identyfikacja proceséw molekularnych, ktére powoduja powstanie choroby
neurodegeneracyjnej (faza pre-symptomatyczna), a nastgpnie proceséow kluczowych dla patogenezy SCA3
w czasie progresji choroby w modelu Ki91. Cel ten realizowalam poprzez wielkoskalowa analiz¢ zmian
w poziomie bialek w 2 regionach moézgu: korze mézgowej i mézdzku w poszczegdlnych fazach SCA3
w modelu Ki91. Kolejne cele obejmowaly wytypowanie biatek, mogacych postuzy¢ jako biomarkery SCA3
oraz szczegblowe zbadanie proceséw molekularnych, ktére moga by¢ zmienione w modelu SCA3 Ki91
przy pomocy testéw funkcjonalnych i mikroskopii. W badaniach w ramach mojej pracy doktorskiej
wykorzystalam mysi model Ki91 typu knock-in ze wstawiona ludzka sekwencja egzonéw 7-11, zawierajaca
91 powtérzen CAG w mysim genie Asn3. Model ten zaprojektowany zostal w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN (Switonski et al., 2015). Testy behawioralne objely zwierzgta 2-miesigezne az do
ukonczenia 18 miesiaca zycia w wygenerowane]j przeze mnie kohorcie myszy (n=18 na genotyp). Réznice
w poziomie bialek analizowalam wysokoprzepustowa metoda spektromettii mas LC-MS/MS w wiekach
myszy, ktére uznatam za wazne punkty czasowe w przebiegu SCA3 na podstawie testow behawioralnych.
Nastepnie, przeprowadzitam analize proceséw komodrkowych i $ciezek molekularnych z wykorzystaniem
narzedzi bioinformatycznych na podstawie biatek o zmienionym poziomie w poszczegdlnych wiekach.

Po analizie otrzymanych wynikéw wyrdznitam 4 fazy choroby, a wéréd nich faze
pre-symptomatyczna, w ktérej nie obserwowatam zadnych objawéw motoryczaych i innych, co zostato
opisane w publikacji (Wiatr et al., 2019). Wyodrebnienie stadium pre-symptomatycznego w modelu
choroby jest wazne, poniewaz umozliwia precyzyjne odréznienie proceséw, ktére sa przyczyng
neurodegeneracji od tych, ktére sa skutkiem progresji choroby lub naturalnego starzenia. Ustalitam,
ze biatka o zmienionym poziomie w fazie pre-symptomatycznej SCA3 zaangazowane byly w translacje,
naprawe uszkodzett DNA, neurogenezg 1 tworzenie struktur neuronalnych, oraz metabolizm energetyczny
i transport komérkowy. Dodatkowo analizowatam réwniez poziom fosforylacii bialek 1 odkrytam globalne
obnizenie fosforylacji w korze moézgowej 1 mézdzku Ki91 oraz zmieniony poziom i fosforylacje kilku
kinaz, jak Pakl. Duza grupe bialek o obnizonej fosforylacji stanowily wazne regulatory funkcji
cytoszkieletu 1 transportu w aksonach. Druga publikacja zebrala wyniki stanowiace kontynuacje moich
badan w kolejnych stadiach choroby, poczawszy od utraty przyrostu masy ciata u miodych zwierzat do
powaznych zaburzed motorycznych u myszy 18-miesiecznych (Wiatr et al., 2021). Biatka o zmienionym
poziomie w kolejnych wiekach zaangazowane sa w takie procesy jak metabolizm energetyczny,



formowanie cytoszkieletu, transport wzdluz aksonu, przekaznictwo synaptyczne, a takze degradacja
w proteasomie 1 apoptoza. W pdzniejszych fazach zwicksza si¢ ilo§¢ bialek, ktore lokalizuja w lizosomach,
a takze w pecherzykach synaptycznych i synapsach i ktére zwigzane sa z metabolizmem. Na podstawie
wynikéw otrzymanych w analizie zmienionych bialek i proceséw molekularnych opracowalam model
patogenezy SCA3 skladajacy si¢ z zaburzen w transporcie pecherzykow synaptycznych, mitochondriéw
i autofagosomow wzdluz aksonu SCA3. Dlatego w nastgpnym etapie przeprowadzitam eksperymenty
majacych na celu wykazanie, ze wczesne patogenne procesy SCA3 zachodza w aksonach. Wykazatam
deficyt w metabolizmie energetycznym neuronéw moézdzkowych Ki91l w tescie funkcjonalnym, w ktorym
mierzona byla szybko§¢ zakwaszania komorki (tempo glikolizy) i pomiar zuzycia tlenu.
Zademonstrowatam akumulacje neurofilamentéw i pecherzykéw (znakowanych Rab7) w cialach
i aksonach neuronéw mézdzkowych Ki91. Nastepnie, wyprowadzitam kultur¢ hodowli neuronéw
kortykalnych i mézdzkowych i vitro, z ktérych izolowalam osobno aksony i czg¢$é somatodendrytyczna.
W tym celu wykorzystatam zmodyfikowane komory Boydena, ktére separuja aksony od ciat komérek
nerwowych poprzez porowaty filtr. Nastepnie analizowalam, ktére biatka lokalizuja w zmienionej ilosci
w aksonach w stosunku do czgs$ci somatodendrytycznej neuronéw pochodzacych z modelu SCA3 Ki91l
w poréwnaniu do kontroli (C57). Analiza bialek, ktére znajduja si¢ w aksonach w zmienionej ilo$ci
pozwolita na wstepna ocene czy w modelu SCA3 Ki91 wystepuje zaburzenie transportu aksonalnego
i ktérych organelli lub biatek dotyczy. Biatka wzbogacone w aksonach SCA3 to przede wszystkim biatka
maszynerii translacyjnej, podczas gdy biatka zubozone w aksonach SCA3 to m.in. biatka cytoszkieletarne,
regulujace transport i budujace pecherzyki.

Podsumowujac, zidentyfikowalam wiele zmian na poziomie biatlek w modelu SCA3, ktére
wskazuja na zaburzenie proceséw 1 $ciezek molekularnych takich jak metabolizm energetyczny i transport
w aksonach. Wytacza to nowe kierunki badan, ktére przybliza zrozumienie patomechanizmu SCA3
bedacego podstaws neurodegeneracii.



