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Gtéwnym celem badan, ktére prowadze w ramach pracy doktorskiej jest poznanie przyczyny
rozwoju choroby neurodegeneracyjnej, do jakich nalezy ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 3. Ataksja
rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (SCA3) jest chorobg genetyczng, ktéra wystepuje u pacjentow
ze specjalnym typem mutacji. Mutacja ta polega na zwiekszeniu liczby powtdrzen tréjki nukleotyddw
CAG w genie Ataksyny 3. U oséb zdrowych liczba tych powtdrzen wynosi od 14 do 42, podczas gdy
u 0s6b chorych zwieksza sie do 50 — 90 i wiecej. Pomimo, ze znana jest mutacja lezgca u podtoza tej
choroby, nadal nie wiadomo dlaczego dochodzi do neurodegeneracji w mdézdzku i innych regionach
mozgu. Dlatego tez choroby neurodegeneracyjne takie jak ataksja rdzeniowo-mdzdzikowa typu 3
czy Choroba Alzheimera lub Parkinsona pozostajg nieuleczalne. SCA3 stanowi jednak tatwiejszy cel
badan z uwagi na znang mutacje w pojedynczym genie prowadzgca do powstania choroby.

W swoich badaniach wykorzystuje mysi model SCA3, ktéry zostat utworzony w Instytucie
Chemii Bioorganicznej pod kierownictwem mojego promotora i nazwany zostat Ki91l. Model ten
powstat poprzez podmiane czesci mysiego genu Ataksyny 3 (egzony 8-11) na kompatybilny fragment
Ataksyny 3 otrzymany z komorek skdry pobranych od pacjenta ze SCA3, zawierajgcy 91 powtdrzen
CAG. W celu dokfadnego poznania rozwoju SCA3 w modelu Ki91 przeprowadzitam szereg testéw
behawioralnych. Utworzytam kohorte myszy ztozong z 18 myszy kontrolnych i 18 myszy Ki91. Poczatek
testéw objgt zwierzeta 2-miesieczne, a kolejne testy nastepowaty cyklicznie co 2 miesiace,
az do ukonczenia 18 miesigca zycia. Testy behawioralne oceniaty sprawno$é motoryczng zwierzat,
koordynacje ruchowg (test pretéw statycznych, test pretéw rownolegtych, Rotarod), réznice w chodzie
(test $ladow), site mieSniowq, postawe ciata, wystepowanie przykurczy konczyn (testy punktowe)
i kondycje psychiczng (test otwartego pola). Mierzona byta takze waga ciata. Analiza otrzymanych
wynikéw pozwolita na wyrdznienie 4 faz choroby: 1. faza pre-symptomatyczna (2 miesigce),
w ktérej brak jest objawéw motorycznych lub innych, 2. faza charakteryzujgca sie spowolnieniem
przyrostu masy ciata (4-10 miesiecy), 3. wczesna faza symptomatyczna (12-14 miesiecy),
w ktorej obserwowana jest zaburzona koordynacja ruchowa 4. Péina faza symptomatyczna
(16-18 miesiecy), w ktorej pogorszeniu ulega koordynacja ruchowa, wystepujg zaburzenia chodu,
postawy ciata, przykurcze konczyn, lek i ostabiona sita mie$niowa.

Drugg istotng czescig moich badan jest analiza zmian na poziomie molekularnym, tzn. réznic
w ilosci biatek w 2 regionach mdzgu: korze moézgowej i mdzdzku, za pomoca spektrometrii mas
LC-MS/MS (wysokoprzepustowa technika stuzgca identyfikacji roznych klas zwigzkow) i Western blot
(klasyczna metoda analizy biatek z wykorzystaniem przeciwciat). Gtéwnym celem tego zadania jest
wskazanie biatek, ktdre mogg przyczyniac sie do rozwoju SCA3. Materiat do badan kolekcjonowatam
z myszy w wiekach odpowiadajgcych zwierzetom testowanym behawioralnie: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16
i 18 miesiecy. Nastepnie, wykorzystujgc uzyskane wyniki i réine programy bioinformatyczne,
analizowatam jakie procesy komorkowe i molekularne mogg wptywac na rozwdéj SCA3. Analizowatam
takze, w jakich typach komdérek w médzgu i w jakich obszarach komdérkowych sg obecne zmienione
biatka oraz jak zmieniat sie poziom biatek w czasie. Ustalitam, ze zmiany w poziomie biatek dotycza
gtéwnie neurondw i ze w najwiekszej ilosci we wczesnych fazach choroby wystepuja w pecherzykach
transportujgcych czasteczki (egzosomy), cytoszkielecie (,rusztowanie” komarki) i mitochondriach.
W pdiniejszych fazach zwieksza sie ilos¢ biatek, wystepujacych w pecherzykach degradujgcych biatka
i obumarte organella komdrkowe (lizosomy), a takze w pecherzykach synaptycznych i synapsach.
Ponadto, biatka o zmienionym poziomie zaangazowane sg w wiele waznych proceséw biologicznych,
w tym: produkcja energii komdérkowej w mitochondriach, powstawanie i usuwanie biatek, formowanie
cytoszkieletu, transport wzdtuz aksonu (dtuga wypustka neuronu), przekaznictwo synaptyczne
i programowana Smier¢ komorki. Na podstawie tych wynikéw opracowatam hipoteze zaburzen w
transporcie organelli komérkowych wzdtuz aksonu, na skutek czego nastepuje obumieranie aksondw,
a pozniej takze ciat komdrek nerwowych. Obecnie kolekcjonuje aksony w hodowli neurondw in vitro
otrzymanych z kory i mézdzku, z ktérych izolowa¢ bede biatka do dalszej analizy. Biatka, ktére znajduja
sie w aksonach w zmienionej ilosci wskazg czy w SCA3 wystepuje zaburzenie transportu aksonalnego
i ktérych organelli lub biatek dotyczy. Nastepnym pozgdanym etapem badan bytaby wizualizacja
transportu w aksonach za pomocg zaawansowanych technik mikroskopowych i hodowli neuronéw.



