Streszczenie

Ataksja rdzeniowo-médzdzkowa typu 3 (SCA3/MID) jest neurodegeneracyjng choroba
poliglutaminowg, ktorg wywotuje mutacja polegajgcg na ekspansji powtdrzen tréjki
nukleotydow CAG w genie ATXN3. Skutkuje to powstawaniem dfugiej 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
tagodnym 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 Ki150, o
zaostrzonym fenotypie, ktéry jest modelem klasy przedklinicznej stuzgcym 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 sprawnos$¢ motoryczng. U myszy Kil50, w przekroju

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

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

kompleksy metodg 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 Ki150. 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 réwniez, ze
wszystkie te biatka majg charakterystyczng kolistg forme strukturalng. Co ciekawe jednym z
etapoéw przejsciowych w tworzeniu inkluzji fibrylnych poliQ jest etap inkluzji o formie kolistej.
Przeprowadzone analizy danych wskazujg, ze nastepuje nieprawidfowa interakcja pomiedzy
zmutowang ATXN3 a biatkami waznych szlakéw komérkowych, biorgcych udziat w
patogenezie chordb neurodegeneracyjnych; sg to m.in. biatka zaangazowane w translacje oraz
transport mitochondriéw w aksonach. Na podstawie zidentyfikowanych interaktoréw i ich
cech wigzania do ATXN3 zaproponowano sposob terapii celowanej SCA3 zwigzkami

niskoczgsteczkowymi.

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

ATXN3 w komérkach fibroblastéw pacjentéw chorych na SCA3.
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