STRESZCZENIE

Mutacje nonsensowne wprowadzajg przedwczesne kodony STOP (ang. premature
termination codons; PTC) w regionie kodujacym mRNA, prowadzac do niewlasciwej
terminacji translacji a w efekcie, do powstania niefunkcjonalnych bialek. Szacuje sig,
ze obecno$¢ PTC jest przyczyna okoto 20% wszystkich chordb genetycznych. Translacyjny
odczyt PTC (PTC readthrough) indukowany zwigzkami chemicznymi jest metoda
potencjalnie  pozwalajaca na  przywrocenie  ekspresji  funkcjonalnych  biatek

oraz redukcj¢ objawow choroby, bez ingerencji w genom lub transkryptom pacjenta.

W niniejszej pracy zbadano zdolnos¢ wybranych antybiotykow aminoglikozydowych
(ang. aminoglycosides; AAGs) do stymulacji PTC readthrough w genach, ktorych mutacje sa
przyczyng pierwotnej dyskinezy rzesek (ang. primary ciliary dyskinesia; PCD), choroby
powodujacej uposledzenie ruchliwosci rzesek obecnych w organizmie. Wptyw ro6znych stezen
kilku AAGs na PTC readthrough byt badany w dwoch systemach eksperymentalnych:
in vitro oraz ex vivo, przy uzyciu konstruktow zawierajacych sekwencje PTC wraz z bliskim
otoczeniem nukleotydowym. Wydajnos¢ PTC readthrough analizowano w odniesieniu
do 17 mutacji w genach zwigzanych z patogeneza PCD. Badania obejmowaty takze analizg
cytotoksycznosci AAGS dla komorek nabtonka oddechowego oraz ich wptywu na funkcje

I tworzenie si¢ rzesek.

Dla pigciu analizowanych mutacji zaobserwowano PTC readthrough, wydajnos¢ tego
procesu roznila si¢ w zaleznosci od typu PTC oraz zastosowanego stezenia i rodzaju AAGs.
W eksperymentach in vitro poziom PTC readthrough wynosit miedzy 1% a 28% poziomu
translacji konstruktow typu dzikiego (nie zawierajacych przedwczesnego kodonu STOP).
W warunkach ex vivo (transfekowane linie komorek HEK293), mimo zastosowania st¢zen
AAGs wigkszych 0 dwa rzgdy wielkosci, supresja PTC byta 3-5 razy nizsza niz w warunkach
in vitro. Ponadto, najbardziej efektywny AAGs, G418, byt rowniez najbardziej toksyczny
dla komorek nabtonka oddechowego 1 w wyzszych stezeniach wplywal negatywnie
na tworzenie si¢ rzg¢sek. Pozostale AAGs (gentamycyna, paromomycyna i amikacyna),

nie wykazywaty zwigkszonej toksycznosci dla komorek nabtonka.

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy pozwolily wytypowaé cztery najlepiej
odpowiadajace PTC i wybra¢ najbardziej efektywne AAGS. Réwnoczesnie, badania wskazaty
na potrzebe poszukiwania dalszych zwigzkow indukujgcych PTC  readthrough,

0 znacznie nizszej toksycznosci 1 wigkszej przenikalnos$ci przez btong komorkowa.



