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STRESZCZENIE

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

oraz redukcje objawdéw choroby, bez ingerencji w genom lub transkryptom pacjenta.

W niniejszej pracy zbadano zdolno$¢ wybranych antybiotykow aminoglikozydowych
(ang. aminoglycosides; AAGs) do stymulacji PTC readthrough w genach, ktorych mutacje
sa przyczyna pierwotnej dyskinezy rzgsek (ang. primary ciliary dyskinesia;, PCD), choroby
powodujacej uposledzenie ruchliwosci rzgsek obecnych w organizmie. Wptyw roéznych
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. Wydajno§¢ PTC readthrough
analizowano w odniesieniu do 17 mutacji w genach zwiazanych z patogeneza PCD.
Badania obejmowaly takze analiz¢ cytotoksycznosci AAGs dla komoérek nabtonka
oddechowego oraz ich wplywu na funkcje 1 tworzenie si¢ rzgsek.
Dla pigciu analizowanych mutacji zaobserwowano PTC readthrough, wydajnos¢
tego procesu roznita si¢ w zaleznosci od typu PTC oraz zastosowanego stgzenia 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 o dwa rzgedy wielkosci, supresja PTC byla 3-5 razy
nizsza niz w warunkach in vitro. Ponadto, najbardziej efektywny AAGs, G418,
byt rowniez najbardziej toksyczny dla komorek nabtonka oddechowego i w wyzszych
stezeniach wptywatl negatywnie na tworzenie si¢ rzgsek. Pozostale AAGs (gentamycyna,
paromomycyna i amikacyna), nie wykazywaly zwigkszonej toksycznosci dla komorek
nabtonka.
Wyniki otrzymane w niniejsze] pracy pozwolity wytypowaé cztery najlepiej
odpowiadajace PTC 1 wybra¢ najbardziej efektywne AAGs. Rownoczesnie, badania
wskazaly na potrzebg poszukiwania dalszych zwiazkéw indukujacych PTC readthrough,

0 znacznie nizszej toksycznos$ci 1 wigkszej przenikalno$ci przez btong komorkowa.



SUMMARY

Nonsense mutations introduce premature termination codons (PTC) in the coding
region of mRNA, leading to inappropriate termination of translation and, as a result,
to the formation of non-functional proteins. It is estimated that the presence of PTC
accounts for approximately 20% of all genetic diseases. Translational PTC readthrough
induced by chemical compounds is a method, which potentially allows the restoration
of functional protein expression and reduction of disease symptoms, without interfering

with the patient's genome or transcriptome.

This work describes the investigation of the ability of selected aminoglycoside
antibiotics (aminoglycosides; AAGs) to stimulate the translational readthrough of selected
PTCs in genes, mutations in which are the cause of primary ciliary dyskinesia (PCD),
inherited genetic disorder caused by the dysfunction of motile cilia and flagella. The effect
of several AAGs on PTC readthrough has been studied in two experimental systems:
in vitro and ex vivo, using constructs containing PTC sequences and its close nucleotide
neighborhood. The efficiency of the PTC readthrough process in 17 mutations in five
genes related to PCD pathogenesis was analyzed. The studies also included analysis
of AAGs cytotoxicity on primary respiratory epithelial cells and their effect on the cilia

formation and functioning.

PTC readthrough was observed in five mutations analyzed and its effciency
differed with the AAGs type and concentration. In in vitro experiments its level varied
between 1% and 28% of the translation from the corresponding wild-type constructs
(without premature STOP codon). Under ex vivo conditions (transfected HEK293 cell line)
the suppression of premature STOP codons was 3-5 times lower than corresponding values
in vitro, despite using AAGs concentrations that were two orders of magnitude higher. In
addition, the most effective AAGs- G418 was also the most toxic to the cells and in higher
concentrations had a negative effect on cilia formation. The AAGs tested (gentamicin,

paromomycin and amikacin) had no toxic effects on the epithelial respiratory cells.

The results obtained in this study allowed to identify four best-responding PTCs
and select the most effective types of AAGs. At the same time,
project indicated the need to look for other compounds that induce PTC readthrough,

with significantly lower toxicity and higher permeability through the cell membrane.
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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

3’UTR - ang. 3 'untranslated region; rejon 3' niepodlegajacy translacji

AAGs — ang. aminoglycoside antibiotics; antybiotyki aminoglikozydowe

ALI — ang. air-liquid interface; hodowla komoérek nablonka oddechowego na styku fazy
ciektej i powietrza

AMLX — ang. amlexanox, amleksanoks

ATAL — ang. ataluren

AZTM — ang. azitromycin; azytromycyna

CP — ang. central pair; para centralna

DMD — ang. Duchenne muscular dystrophy; dystrofia migsniowa Duchenne’a
dNTP- ang. deoxynucleotides: deoksynukleotydy

elF3 — ang. eukaryotic translation initiation factor; eukariotyczny czynnik inicjacji
translacji

EJC — ang. exon junction complex; kompleks biatkowy wystepujacy w miejscu potaczen
eksonow po sktadaniu pre-mRNA

eRF1/3 — ang. eukaryotic release factor 1/3; eukariotyczny czynnik uwalniajacy
GTP — ang. guanosine-triphosphate; tri-fosforan guanozyny

HSVM- ang. high speed videomicroscopy, wideomikroskopia szybkoklatkowa
IDA — ang. inner dynein arms; wewngtrzne ramiona dyneinowe

LDHB — ang. lactate dehydrogenase subunit B; podjednostka B dehydrogenazy
mleczanowe;j

MDHI1 — ang. malate dehydrogenase 1, dehydrogenaza jabtczanowa typu I

mRNA — ang. matrix RNA; matrycowe RNA

NAGs — ang. non-aminoglycoside compounds; zwiazki nie-aminoglikozydowe
nc-tRNA — ang. near-cognate-tRNA ; bliskoznaczne tRNA

N-DRC - ang. nexin-dynein regulatory complex; neksynowo-dyneinowy kompleks
regulatorowy

NMD - ang. nonsense-mediated mRNA decay; szlak degradacji nonsensownych
transkryptow

NSCCs - ang. non-selective cation channels, nieselektywne kanaty kationowe

nt — nukleotyd

NTC — ang. normal termination codon; normalny kodon STOP
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ODA — ang. outer dynein arms; zewngtrze ramiona dyneinowe

PAA — ang. poly-L-aspartic acid; kwas poli-L-asparaginowy

PABP — ang. poly(A)-binding protein; biatko wiazace sekwencje poli (A)

PF — ang. paraformaldehyde,; paraformaldehyd

PCD — ang. primary ciliary dyskinesia; pierwotna dyskineza rzgsek

PCR — ang. polymerase chain reaction; fancuchowa reakcja polimerazy

PTC — ang. premature termination codons; przedwczesny kodon STOP

PTC readthrough — ang. premature termination codons readthrough; translacyjny odczyt
przedwczesnych kodonow STOP

pz- para zasad nukleotydowych

ROS — ang. reactive oxygen species; reaktywne formy tlenu

rpm — ang. revolutions per minute; obroty na minute

rRNA — ang. ribosomal RNA; rybosomalne RNA

siRNA — ang. small interfering RNA; mate interferujace RNA

RT- ang. room temperature; temperatura pokojowa

TEER- ang. transepithelial electrical resistance; warto$ci oporu elektrycznego poprzez
warstwe komorek nabtonka oddechowego

T — ang. melting temperature; temperatura topnienia

TnT- ang. TnT®Transcription/Translation System (Promega), System translacji/
transkrypcji TnT firmy Promega

tRNA — ang. transfer RNA; transportujace RNA

TYL- ang. tylosin, tylozyna

VEGF-A — ang. human vascular endothelial growth factor A; ludzki czynnik wzrostu

sroédbtonka naczyniowego typu A
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1. WSTEP

1.1. Terminacja translacji

1.1.1. Zarys procesu terminacji translacji

Terminacja translacji jest jednym z najbardziej skomplikowanych etapdéw biosyntezy
biatka. Proces ten rozpoczyna sig, gdy kodon STOP (o sekwencji UAA, UGA lub UAG),
obecny na 3’ koncu transkryptu, znajdzie sic w miejscu A matej podjednostki rybosomu'.
Czasteczki tRNA posiadajace antykodony komplementarne do kodonéw STOP i zdolne
do ich odczytu wystgpuja w komorce jedynie w nielicznych wypadkach
(np. selenocysteina?). Zazwyczaj, gdy w miejscu A matej podjednostki rybosomu znajduje
si¢ kodon STOP, zamiast tRNA do kodonu STOP zostaja przytaczone biatka uwalniajace
(ang. release factor, RF). Na skutek ich aktywnosci dochodzi do odtaczenia
nowopowstalego lancucha polipeptydowego od peptydylo-tRNA ulokowanego
w rybosomalnym miejscu P® (Ryc. 1). Nastgpnie, rybosom dysocjuje na dwie
podjednostki, duza i mata, ktére sa pdzniej wykorzystywane w kolejnych rundach

translacji.

A
G
S
DA

mRNA
f UUUUAA

\. e V,

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie kompleksu obu podjednostek rybosomu
wraz z nowopowstatym tancuchem polipeptydowym.
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Zarowno u prokariontow jak i eukariontow w procesie terminacji translacji
posrednicza dwie klasy czynnikéw uwalniajacych (I i I)*. Czynniki klasy I odpowiadaja
za rozpoznanie kodonu STOP, natomiast czynnik klasy II posiada aktywnos¢ GTPazy.
Mimo zbieznej nomenklatury, budowa 1 mechanizm dziatania tych czynnikéw

sa odmienne dla obu domen systematycznych’.
1.1.2. Terminacja translacji u prokariontow

U prokariontow wyroznia si¢ dwa czynniki uwalniajace klasy I: RFI i1 RF2,
posiadajace specyficzne sekwencje peptydowe, bezposrednio rozpoznajace kodony STOP.
Czynnik RF1 oddziatuje z kodonem UAG oraz UAA, natomiast czynnik RF2 z kodonami
UGA i UAA. Po zwiazaniu z kodonem STOP, zaréwno RF1 jak i RF2 posrednicza
w procesie hydrolizy wiazaf estrowych miedzy polipeptydem a tRNA™®. Nastepnie, RF3,
czynnik uwalniajacy klasy II, posiadajacy aktywnos¢ GTPazy, odlacza czynniki klasy I
od kompleksu post-terminacyjnego, umozliwiajac ich ponowne wykorzystanie

w koméree” .
1.1.3. Terminacja translacji u eukariontow

W terminacj¢ translacji u eukariontéw, zaangazowany jest kompleks sktadajacy sie
z dwoch czynnikéw uwalniajacych, eRF1 (klasa I) i eRF3 (klasa II)'. Eukariotyczny
czynnik eRF1 jest w stanie rozpozna¢ wszystkie trzy kodony STOP*'*!! Czynnik eRF1
jest biatkiem o strukturze przypominajacej budoweg czasteczki tRNA, zawierajacym trzy
domeny: N-koncowa, S$rodkowa i1 C-koncowa. Zakonserwowane ewolucyjnie reszty

1 . 4 -12-14
aminokwasowe ulokowane w domenie N-koncowe;j

stuza do rozpoznania kodonu
STOP, podczas gdy domeny srodkowa 1 C-koncowa eRF1 oddziatuja z czynnikiem eRF3,
wiazacym dodatkowo czasteczk¢ GTP. Do aktywacji bialka eRF3 wymagana
jest dodatkowa interakcja kompleksu terminacyjnego z bialkami wiazacymi si¢
z sekwencja poli(A) (ang. poly(A)-binding protein, PABP) przylaczonymi do 3’UTR nici

mRNA" (Ryc. 2).
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Rycina 2. Glowne elementy kompleksu terminujacego translacje u eukariontow.
AUG - miejsce startu translacji; NTC — normalne miejsce terminacji; PABP — biatka
wiagzace poly(A); eRF1 1 eRF3 — czynniki uwalniajace; GTP — guanozynotrifosforan.

Oddzialywanie eRF3 z PABP prowadzi do zmiany konformacji eRF3 i do hydrolizy
GTP'®"7. W efekcie dochodzi do prawidlowego ustawienia $rodkowej domeny czynnika
eRF1 (jej zakonserwowanego motywu GGQ) w rybosomalnym centrum transferazy
peptydylowej, cigcia wiazania peptydylo-tRNA i uwolnienia tancucha polipeptydowego

18
z rybosomu ".

Efektywna terminacja translacji u eukariontow wymaga zatem obecnosci kodonu
STOP w miejscu A matej podjednostki rybosomu, jego interakcji z dwoma czynnikami
uwalniajacymi eRF1 i eRF3, oraz bliskiego oddziatywania pomigdzy rybosomem a PABP,
zwigzanymi z 3’UTR mRNA ulegajacego translacji.

1.2. Translacyjny odczyt kodonéw STOP

Proces terminacji translacji nie jest w 100% skuteczny. Istnieja mechanizmy,
ktére umozliwiaja jego zablokowanie (supresj¢). Sa to migdzy innymi: tzw. ribosomal
frameshifting (zmiana ramki odczytu)'’, supresorowe tRNA (aminoacylo-tRNA

20,21

z antykodonami komplementarnymi do kodonéw STOP) oraz translacyjny odczyt

kodonéw STOP?,

Translacyjny odczyt kodondéw STOP odzwierciedla konkurencje pomigdzy
rozpoznaniem kodonu STOP przez czynnik eRF1 a jego rozpoznaniem przez
aminoacylowane tRNA. Pierwszy scenariusz prowadzi do uruchomienia wtasciwego
procesu zakonczenia syntezy biatka, natomiast drugi skutkuje supresja kodonu STOP,

czyli zahamowaniem procesu terminacji translacji. W tym procesie istotng rol¢ odgrywaja
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bliskoznaczne tRNA (ang. near-cognate-tRNA, nc-tRNA), ktorych antykodon
jest komplementarny do kodonu STOP w dwoch z trzech jego pozycji**>*. Rozpoznanie
kodonu STOP przez nc-tRNA prowadzi do btednego odkodowania (supresji) sygnatu
STOP, co powoduje kontynuacj¢ translacji az do napotkania kolejnego kodonu STOP
(Ryec. 3).

Rycina 3. Zasada translacyjnego odczytu kodondéw STOP. Bliskoznaczne tRNA (nc-tRNA)
skutecznie konkuruje z eRF1, co prowadzi do supresji kodonu STOP.

Opierajac si¢ na definicji nc-tRNA, jako posiadajacego antykodon komplementarny
do kodonu STOP w dwdch z trzech pozycji, mozna wyrdzni¢ 23 takie nc-tRNA (Tabela 6;
rozdziat Dyskusja). Analiza produktéow translacyjnego odczytu kodonow STOP
w drozdzach wykazata jednak, ze wbudowywanie aminokwasu w miejscu PTC zachodzi
tylko wtedy, gdy niesparowanie tzw. mismatch antykodonu z kodonem wystgpuje
w pozycji 3 lub 1 kodonu STOP*.

Proces translacyjnego odczytu kodonow STOP wystgpuje stosunkowo czesto

25-27

u wirusow™ ', jednakze w przypadku komoérek eukariotycznych jest zjawiskiem rzadziej

spotykanym. Do tej pory, wigkszos¢ genow eukariotycznych podlegajacych

kontrolowanemu procesowi translacyjnego odczytu kodonéw STOP zidentyfikowano

za pomoca porownan filogenetycznych®™” lub profilowania rybosomalnego’';

tylko kilka z nich zostato zbadanych eksperymentalnie®*>>.
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1.3. Wydajnos¢ translacyjnego odczytu kodonéw STOP

Wydajno$¢ translacyjnego odczytu kodonéw STOP jest ztozonym zagadnieniem, ze
wzgledu na zalezno$¢ tego procesu od wielu roéznych czynnikéw. Ponizej zostaty
przedstawione najwazniejsze z nich. Szczegdélowe omdéwienie wpltywu réznych czynnikow
na wydajno$¢ translacyjnego odczytu kodondéw STOP zostalo przedstawione
w opublikowanej w trakcie realizowania niniejszej pracy doktorskiej pracy przegladowej

(Dabrowski i wsp.; RNA Biology, 2016)*.
1.3.1. Wplyw tozsamosci kodonéw STOP

Wydajnos¢ translacyjnego odczytu (supresji) kodonow STOP jest odwrotnie
proporcjonalna do efektywnos$ci terminacji translacji charakteryzujacej te kodony.
Kodon UAA charakteryzuje si¢ najmniejsza ,nieszczelnoscia” (ang. leakiness)
i najrzadziej ulega supresji’*. Pozostale dwa kodony STOP sa bardziej ,,nieszczelne”,
przy czym kodon UGA wykazuje najwigksza, a kodon UAG — posrednia podatno$¢
na supresjg. Obserwacje te zostaly potwierdzone w szeregu badan z wykorzystaniem
réznych metod do$wiadczalnych®~%*. Badania eksperymentalne wykazaly réwniez,
ze podatnos¢ na supresje kodonéw STOP zalezy tez od innych czynnikow, omowionych
ponize;j.

1.3.2. Wplyw sekwencji 3’

Zaro6wno u prokariontow jak 1 eukariontow, nukleotyd bezposrednio za kodonem
STOP (pozycja +4, gdzie pierwszy nukleotyd kodonu STOP oznaczany jest jako +1)

wykazuje najwickszy wptyw na wydajno$é terminacji translacji’’*°. Wptyw ten wykazano

zarébwno w badaniach z wykorzystaniem drozdzy*'** jak i u wyzszych eukariontow, gdzie
efekt tozsamosci nukleotydu +4 byt silnie zwiazany z sekwencja kodonu STOP. Dlatego
tez, u eukariontow warto postuzy¢ sie pojeciem tetranukleotydowego kodonu STOP,
zamiast rozwazac osobno sekwencje kodonu STOP

1 tozsamos$¢ nastgpujacego po nim nukleotydu (+4).

Kwestia, ktory tetranukleotyd ma najwigkszy wplyw na supresj¢ terminacji
translacji, pozostaje sporna. W jednym z eksperymentow pokazano, ze w komorkach
ssaczych, poziom translacyjnego odczytu tetranukleotydu UGA-C (3-4%) jest okoto
3-6 razy wyzszy niz dla pozostatych tetranukleotydow UGA-N (gdzie N to nukleotyd T, G
lub A). Jednakze, dla pozostalych kodonow STOP, obecnos$¢ C w pozycji +4 nie wplywata

znaczaco na poziom supresji sygnatu terminacji (dla UAG-C translacyjny odczyt kodonu
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STOP wynosit 1-2%, a dla UAA-C 0,5%)***. Z analizy sekwencji genomu muszki
owocowki (tac. Drosophila melanogaster) wynika, iz z 280 gendéw podlegajacych supresji
kodonu STOP, az 32% zawiera kodon UGA z nastgpujaca po nim cytozyna (UGA-C).
Co wigcej, u Drosophili geny z tetranukleotydem UGA-C sa blisko 10 razy bardziej
podatne na supresj¢ kodonu STOP niz geny z inna sekwencja sygnatu terminacji

translacji*®.

Badania potwierdzaja, ze u eukariontow kolejnos¢ kodonow STOP
odzwierciedlajaca ich podatno$é¢ na supresje sygnatu terminacji to: UGA>UAG>UAA™,
Z kolei, wptyw nukleotydu w pozycji +4 opisuje kolejnosé C>U>G>A?2840,
Wspdlnym wnioskiem wynikajacym z analizy szeregu danych literaturowych dotyczacych
wptywu sekwencji mRNA na supresj¢ sygnalu STOP jest decydujaca rola cytozyny
w pozycji +4, mimo niepelnej zgody odnosnie kolejnosci pozostatych nukleotydow.
Potwierdzeniem tej tezy jest bardzo rzadkie wystepowanie tetranukleotydu UGA-C
u ssakow, co moze odzwierciedla¢ negatywna selekcje¢ ewolucyjna sekwencji DNA
promujacych translacje bialek z wydluzonym C-koficem®. Réwnoczeénie jednak,
powyzsze badania wskazuja, ze znajomos¢ sekwencji tetranukleotydowego kodonu STOP
nie jest wystarczajaca, by przewidzie¢ podatnos¢ danego genu na supresj¢ sygnatu

terminacji translacji.
1.3.3. Wplyw sekwencji 5’

Ewolucyjne zakonserwowanie sekwencji poprzedzajacych miejsca terminacji
translacji w genach Escherichia coli 1 cztowieka sugeruje, ze rowniez sekwencja
poprzedzajaca kodon STOP (otoczenie 5° kodonu STOP) odgrywa istotna role
w efektywnej terminacji translacji**. Wykazano, ze u bakterii i drozdzy, przedostatni
1 ostatni nukleotyd przed kodonem STOP (odpowiednio, pozycje -2 i -1) moga wplywac
na efektywno$¢ supresji terminacji translacji*’. U drozdzy, obecno$¢ adeniny w dwoch
pozycjach bezposrednio przed kodonem STOP stymuluje translacyjny odczyt kodonu

UAG a najprawdopodobniej réwniez pozostatych kodonéw STOP***

. Jest to zgodne
z obserwacja, ze adenina w pozycji -1 i/lub -2 jest ewolucyjnie zakonserwowana w genach,
ktorych  regulacja  zachodzi  poprzez translacyjny odczyt kodonu  STOP.
Sposrdad 91 roslinnych wirusowych RNA podlegajacych temu procesowi, az 65 posiadato
adening w pozycji -1, a 69 w pozycji -2; 50 z tych gendéw posiadato adening zaré6wno

21,46
2=l

w pozycji -1 jak i - . Istotno$¢ kontekstu sekwencji poprzedzajacej kodon STOP

w procesie translacyjnego odczytu kodondéw STOP badano réwniez w komodrkach
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ssaczych, jednakze wyniki nie byly jednoznaczne. W eksperymencie z wykorzystaniem
mysich fibroblastoéw (NIH3T3) i ludzkich komoérek nerkowych (HEK293), najsilniejsza
supresje kodonu STOP uzyskano w przypadku, gdy w pozycji -1 znajdowala si¢ adenina,
lub generalnie puryna; natomiast uracyl w pozycji -1 byt zawsze zwiazany z najnizszym

. ..334
poziomem supresji*>*.

W kazdym z opisywanych w literaturze przypadkoéw, wplyw sekwencji 5’
na translacyjny odczyt kodonéw STOP byt znacznie mniejszy, niz kontekst sekwencji

sasiadujacej z kodonem STOP od strony 3°*.

1.3.4. Sugerowane mechanizmy wplywu sekwencji otaczajacych kodony

STOP na ich translacyjny odczyt

Mechanizm wyjasniajacy wplyw kontekstu sekwencji DNA na wydajnosé
translacyjnego odczytu kodonéw STOP jest przedmiotem wielu badan, jednakze szczegdty

molekularne tego procesu nadal pozostaja nie do konca opisane.

Efekt nukleotydu w pozycji +4 jest najprawdopodobniej zwiazany z interakcja
pomiedzy mRNA a aparatem translacyjnym (rybosomem), a nie jak sadzono wcze$niej,
wynikiem bezposredniego oddziatywania tetranukleotydu (kodonu STOP i nukleotydu
w pozycji +4) z nc-tRNAY. Innym wytlumaczeniem, w jaki sposob sekwencja ponizej
kodonu STOP moze wptywaé na efektywno$¢ terminacji translacji, jest zdolno$¢ nici
mRNA do tworzenia struktur drugorzgdowych (np. petli i pseudowegziow), ktore moga

50,51

oddzialtywac z rybosomem™”". Wykazano, ze taka interakcja moze promowac wiazanie si¢

nc-tRNA do rybosomalnego miejsca A zamiast czynnika eRF1'.

W odniesieniu do sekwencji 5° od kodonu STOP, sugeruje sig, ze adenina
w pozycjach -1 1 -2 moze indukowac¢ translacyjny odczyt kodonéw STOP poprzez zmiang
struktury mRNA w rybosomalnym miejscu P. Zmiana struktury mRNA zaburza wiasciwa
strukturg rybosomu 1 moduluje kompetycje pomigdzy czynnikami uwalniajacymi

a nc-tRNA*.

1.3.5. Pozostale czynniki wplywajace na translacyjny odczyt kodonow

STOP

Sekwencja kodonu STOP i otaczajacego go DNA to nie jedyne czynniki wplywajace
na wydajnos¢ translacyjnego odczytu kodondéw STOP. Supresja kodonow STOP zalezy

takze od poziomu 1 efektywnosci sktadnikow maszynerii odpowiedzialnej za normalng
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terminacje translacji, takich jak czynniki uwalniajace eRF1 lub eRF3°*>*, Znaczny wptyw
moze mie¢ rowniez poziom samego MRNA, ktore pelni funkcj¢ matrycy w procesie
translacji>>. W naturalnych warunkach, poziom ten zalezy od efektywnosci procesu
transkrypcji, ktory z kolei zalezny jest od genu, tkanki czy warunkéw Srodowiska.
Duzy wplyw na poziom mRNA w komoérce maja takze mutacje; w przypadku mutacji
wprowadzajacych przedwczesne kodony STOP, poziom mRNA zalezy takze
od efektywnosci procesu degradacji transkryptow zawierajacych taki kodon

(ang. Nonsense mediated mRNA decay; NMD)*® (czytaj wigcej w rozdziale 1.5.3.).

1.4. Rola translacyjnego odczytu kodonow STOP u eukariontow

Translacyjny odczyt kodonow STOP nie jest jedynie blgdem terminacji translacji;
proces ten jest rowniez elementem regulacji ekspresji pewnych gendéw, prowadzacym
do zmiany lub nadania biatkom nowych funkcji. Do niedawna u wyzszych eukariontow
znane byly jedynie pojedyncze przypadki biatek, ktorych transkrypty podlegaty
funkcjonalnej supresji terminacji translacji, np. geny syn, kelch i hdc u Drosophila

9

1828 oraz  gen B-globiny u  krolikow™. Jednakze, na podstawie

melanogaster
realizowanych niedawno, duzych poréwnan filogenetycznych muszki owocdowki
z genomami innych tkankowcow oraz profilowania rybosomalnego, liczba znanych genow
podlegajacych temu procesowi znaczaco wzrosta. Obecnie ich liczbe u Drosophila szacuje
sic na okoto 900%™ Rowniez u czlowieka znana jest pewna liczba genéw
podlegajacych funkcjonalnemu translacyjnemu odczytowi kodonéw STOP**%;
a w analizach in silico wytypowano kolejnych 57 kandydatow®'. Przyktadami takich
gendbw moga by¢ ludzki czynnik wzrostu = $§rodblonka naczyniowego A
(ang. human vascular endothelial growth factor A; VEGF-A), pochodna biatka mieliny,

(ang. myelin protein zero, L-MPZ**%

czy tez podjednostka B dehydrogenazy mleczanowej
(ang. lactate dehydrogenase subunit B; LDHB) i blisko zwiazane z nia biatko,
dehydrogenaza jablczanowa (ang. malate dehydrogenase 1; MDH1)®. W przypadku
czynnika VEGF-A, dluzsza izoforma biatka znosi stymulacj¢ angiogenezy, wywotywana
przez izoformg krotsza. Z kolei w przypadku LDHB 1 MDHI, efektem translacyjnego
odczytu kodonu STOP, jest zmiana lokalizacji komérkowej obydwu bialek: wydluzone
formy LDHB i MDHI sa kierowane do peroksysomow, podczas gdy formy krotsze

lokalizuja si¢ w cytoplazmie. Powyzsze przyktady pokazuja, jak réznorodne funkcje moze

pehi¢ funkcjonalny translacyjny odczyt kodonéw STOP.
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1.5. Przedwczesne kodony STOP

1.5.1. Podloze molekularne

Przedwczesne kodony STOP (ang. premature termination codons, PTC)
moga powstawa¢ w wyniku mutacji punktowych, ktore poprzez zmiang jednej zasady
azotowej, zmieniaja kodon kodujacy aminokwas w kodon STOP* (tzw. mutacje
nonsensowne). Znane sa rowniez drugorzedowe PTC, ktére zwiazane sa z wystgpowaniem
mutacji innego typu, np. insercji lub delecji, prowadzacych do zmiany ramki odczytu
(ang. frameshifts)", czy tez zwiazane z mutacjami w miejscach odpowiedzialnych
za prawidlowe skladanie (ang. splicing) mRNA®. PTC moga takze powstaé poprzez bledy
w procesie obrobki pre-mRNA®>% Szacuje sie, ze powstajace w r6zny sposob PTC moga

by¢ przyczyna az 30% wszystkich chordb genetycznych®”.
1.5.2. Manifestacja fenotypowa

PTC zlokalizowane w rejonie kodujacym mRNA prowadza do niewtasciwej
terminacji procesu translacji oraz do powstania skréconych bialek®’. Efektem takich
mutacji jest zwykle utrata funkcjonalnosci biatka (ang. loss-of-function)®®. W wiekszosci
przypadkow, redukcja ilo$ci funkcjonalnego biatka peinej dlugosci wywiera efekt
recesywny; dopiero obecno$¢ PTC w obu allelach prowadzi do konsekwencji klinicznych.
Rzadsze sa przypadki tzw. gain-of-function®, gdzie na skutek mutacji wprowadzajacej
PTC biatko nabywa nowe funkcje. Takie mutacje wywieraja czgsto efekt negatywny
dominujacy; przyktadem moze by¢ P-talasemia, gdzie skrocone biatka wywodzace sig
z transkryptow zawierajacych PTC sa odpowiedzialne za powstanie toksycznych

dla komérki, nierozpuszczalnych tancuchéw globinowych®.
1.5.3. Nonsense mediated mRNA decay (NMD)

W przypadku PTC zlokalizowanych w sekwencji mRNA bgdacej w normalnych
warunkach sekwencja kodujaca, waznym czynnikiem wptywajacym na redukcje ilosci
biatka jest proces degradacji transkryptow zawierajacych PTC (ang. nonsense mediated

mRNA decay; NMD)".

Wedlug obecnie przyjetego ujednoliconego modelu, wstgpne rozpoznanie
transkryptow zawierajacych PTC zwiazane jest ze zwigkszona dlugoscia sekwencji
3'UTR"'. Do wydluzonego 3’UTR przylaczaja sie liczne biatka Upfl. Zwiekszona ilosé

biatek Upfl powoduje wzrost prawdopodobienstwa wiazania si¢ tych biatek z kompleksem
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terminujacym translacje, tym samym stwarzajac konkurencj¢ dla wiazania si¢ z PABP,
bioracym udzial w normalnym procesie terminacji translacji’>"". Skutkiem oddziatywania
biatka Upfl z kompleksem terminujacym jest skierowanie transkryptu do degradacji
na szlaku NMD. Czynnikiem wspomagajacym, cho¢ niewymaganym do skierowania
na szlak NMD, jest obecnos¢ kompleksow biatek EJC (ang. exon junction complex,

EIC)"*” (Ryc. 4).

A
5 AUG Normalna terminacja translacji
i stabilizacja transkryptu.
B
T ~‘
5 aus G . »
Skierowanie transkryptu
C do degradacji na szlaku NMD

o

5 AUG X, NTCee AAAAAAAAA 3’
\___//0 .............. -+
nt

dhugosc>55 Skierowanie transkryptu
do degradacji na szlaku NMD

Rycina 4. Uproszczony schemat inicjacji degradac;ji transkryptow
na szlaka NMD. A) Normalna terminacja translacji (brak PTC w transkrypcie).
B) Terminacja translacji w przypadku wystgpowania PTC w transkrypcie 1 skierowanie
mRNA do degradacji na skutek zwigkszonej ilosci biatek Upfl na dlugim koncu 3’UTR.
C) Terminacja translacji w miejscu PTC i skierowanie transkryptu do degradacji na skutek
obecnosci kompleksu EJC ponizej PTC w odleglosci wigkszej niz 55 nukleotydow.

EJC skladaja si¢ z biatek przylaczanych do mRNA w poblizu potaczen
ekson-ekson w procesie sktadania mRNA (ang. splicing)”. W prawidlowym transkrypcie,
z kodonem STOP w ostatnim eksonie, pierwsza runda procesu translacji powinna usuna¢
wszystkie EJC z nici mRNA®. W przypadku transkryptow zawierajacych przedwczesny
kodon STOP, rybosom sunacy po nici mRNA zostaje zatrzymany w miejscu PTC.
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W efekcie, EJC znajdujace si¢ w dalszej cz¢sci mRNA pozostaja nadal zwigzane
z mRNA, a ich obecno$é¢ jest sygnalem do aktywacji maszynerii procesu NMD’’.
Jezeli jednak PTC jest polozony zbyt blisko ostatniego kompleksu EJC w transkrypcie
(mniej niz 55 nukleotydow), proces NMD nie zostaje uruchomiony, a efektem jest synteza

biatka o nieprawidlowej dtugosci’*°.

1.5.4. Strategie eksperymentalnego niwelowania wplywu PTC

Do tej pory testowano rozne podejscia, ktore miatyby umozliwi¢ przywrocenie
ekspresji funkcjonalnego biatka i redukcje objawdw klinicznych w chorobach wywotanych
obecnoscia PTC w sekwencji gendéw. Jedna z bardziej znanych strategii opiera sig
na terapii genowej wykorzystujacej wektory wirusowe wprowadzajace prawidtowa kopie
genu, lub wektory nie-wirusowe, np. nanoczasteczki oplaszczone DNA™™®!.
Najnowszym podejsciem jest edycja genomu za pomoca systemu CRISPR/Cas9,

majaca na celu skorygowanie sekwencji DNA zawierajacej PTC**®

. Pomimo duzego
teoretycznego potencjalu, podejScia te zakladaja istotna modyfikacje genomu,
a stad obciazone sa duzym ryzykiem i wymagaja jeszcze wielu badan przed mozliwym

zastosowaniem terapeutycznym.

Alternatywna strategia polega na zastosowaniu metod majacych na celu obnizenie
efektywnosci procesu przedwczesnej terminacji translacji. Do metod takich mozna
zaliczy¢  wykorzystanie supresorowych tRNA®, tzn. aminoacylowanych tRNA
posiadajacych antykodony komplementarne do kodonow STOP*. W czasie terminacji
translacji, = supresorowe = tRNA  konkuruja z  czynnikami  uwalniajacymi
(eRF1 u eukariontow lub RF1 1 RF2 u prokariontow) a po zwiazaniu si¢ z sekwencja
kodonu STOP prowadza do wbudowania przenoszonego przez nie aminokwasu
do nowopowstajacego polipeptydu. Wykazano, ze supresorowe tRNA mogly przywrocié
ekspresje funkcjonalnych biatek w liniach komorek ludzkich od pacjentow z B-talasemia™,
ze skora pergaminowata barwnikowa (fa¢. xeroderma pigmentosum)*®, choroba Ulrich’a®’,
oraz niedawno, w dziedzicznym rozlanym raku zoladka®®. Mimo zachgcajacych wynikow
wstgpnych, kliniczne  zastosowanie supresorowych tRNA wymaga pokonania
wielu trudno$ci, migdzy innymi zwiazanych z efektywnoscia ich dostarczania do komoérki
lub ekspresja in vivo, przy zachowaniu jak najmniejszej toksycznosci dla organizmu
pacjenta. Kolejnym podejSciem zmniejszajacym efektywno$¢ terminacji translacji
1 tym samym zwigkszajacym translacyjny odczyt kodondéw STOP jest uzycie

siRNA (ang. small interfering RNA), majace na celu zmniejszenie ekspresji czynnika
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eRF1%. Jednakze, podejscie to wiaze si¢ z niska specyficznoscia (niemozliwe jest
odréznienie przedwczesnych kodonow STOP od naturalnych kodonéw STOP)
oraz, podobnie jak w przypadku supresorowych tRNA, z problemami w dostarczeniu

do organizmu i wtasciwej ekspresji.

Inng metoda niwelowania wptywu PTC jest, bedaca przedmiotem niniejszej pracy,
stymulowana supresja PTC wykorzystujaca naturalne zjawisko translacyjnego odczytu

kodonow STOP.

1.6. PTC readthrough

Translacyjny odczyt przedwczesnych kodondw STOP (z ang. PTC readthrough)
opiera si¢ na podobnych mechanizmach jak translacyjny odczyt prawidlowych kodonow
STOP. Wydajnos¢ PTC readthrough jest nawet dziesigciokrotnie wyzsza (0,01-1%
normalnego poziomu translacji danego bialka) od efektywno$ci odczytu prawidlowych
kodonow STOP (0,001—0,1%)22’40. Mimo to, w warunkach naturalnych, PTC readthrough

zachodzi na poziomie zbyt niskim, by zniwelowa¢ negatywny wpltyw mutacji na fenotyp.

A

PTC- przedwczesny kodon STOP B

NTC- normalny kodon STOP @%

zwigzek indukujacy ;;:;
PTC-readthrough Tk

: - g ,
5 mRNA 3’| 5 mRNA 3
— NTC — PTC =—= NTC
Przedwczesnaterminacja translacji PTC-readthrough
+ vay \NMD
Brak biatka %&b ad
Biatko skrécone Biatko petnej diugosci

Rycina 5. Proces translacji w przypadku: A) transkryptu zawierajacego mutacj¢ PTC
B) transkryptu zawierajacego mutacje PTC, po stymulacji zwiazkami indukujacymi
proces PTC readthrough.

W  celach terapeutycznych, konieczne jest wigc zwigkszenie efektywnosci

translacyjnego odczytu PTC. Liczne badania wykazaty, ze proces PTC readthrough moze
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by¢ stymulowany dziataniem niskoczasteczkowych zwiazkéw chemicznych (Ryec. 5)°.
Najlepiej poznana grupa zwiazkéw stymulujacych proces translacyjnego odczytu PTC
sa antybiotyki aminoglikozydowe (ang. aminoglycoside antibiotics, AAGSs).

1.7. Zwiazki aminoglikozydowe wykazujace zdolnos¢ stymulacji

PTC readthrough

1.7.1.Budowa i mechanizm dzialania

Aminoglikozydy (AAGs) (m.in. gentamycyna, paromomycyna, amikacyna,
tobramycyna, negamycyna 1 G418) sa antybiotykami, powszechnie wykorzystywanymi
w zwalczaniu infekcji wywotanych bakteriami Gram-ujemnymi. Pod wzgledem budowy,
AAGs to oligosacharydy o rdzeniu w postaci streptydyny lub 2-deoksystreptydyny,

zawierajace r6zna liczbe pierscieni cukrowych i grup aminowych® (Ryc.6).

Zdolnos¢ AAGs do stymulacji translacyjnego odczytu kodondéw STOP znana jest
od lat 60-tych XX wieku, kiedy opublikowano pierwsze doniesienia o wystgpowaniu tego
procesu u bakterii traktowanych niskimi stezeniami AAGs™™'. W komorkach
bakteryjnych, AAGs lacza si¢ z siedmio-nukleotydowa struktura petli w centrum
aktywnym rybosomu (rybosomalne miejsce A), co powoduje zmiang konformacji rRNA
1 obnizenie wiernosci rozpoznania kodondéw STOP przez rybosomygz. Efektem jest
masowe rozpoznawanie kodonow STOP przez nc-tRNA, co powoduje powstanie
wydtuzonych, niefunkcjonalnych biatek, a w dalszym etapie prowadzi do catkowitego
zahamowania translacji biatek bakteryjnych. U eukariontow, mata zmiana w sekwencji
nukleotydowej rRNA powoduje, ze wydajnos¢ wigzania si¢ AAGs z rybosomem
jest znacznie obnizona’>”’. Jednakze, oddziatywanie AAGs z eukariotycznym rRNA nadal
powoduje tatwiejsze rozpoznawanie kodonu STOP przez nc-tRNA, tym samym stymulujac

supresj¢ terminacji translacji.
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Rycina 6. Schematy budowy aminoglikozydow najczesciej uzywanych do stymulacji
translacyjnego odczytu kodondéw STOP (gentamycyny, paromomycyny, amikacyny
1 G418). Zrodto: PubChem.

1.7.2. Terapeutyczny potencjal PTC readthrough stymulowanego
AAGs

Pierwsze wykorzystanie AAGs (gentamycyny 1 G418) do stymulacji
PTC readthrough w komorkach eukariotycznych (linia Hela) z patogenna mutacja
wprowadzajaca PTC w genie CFTR miato miejsce w 1996 roku®*. Badania te potwierdzity
potencjat AAGs do stymulacji supresji przedwczesnych kodonéw STOP i umozliwity
ekspresje funkcjonalnego biatka CFTR petnej dtugosci. Kilka lat pdzniej, miato miejsce
pierwsze zastosowanie AAGs do stymulacji procesu PTC readthrough w terapii chorob

genetycznych w warunkach in vivo, w mysim modelu dystrofii migsniowej Duchenne’a
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(ang. Duchenne muscular dystrophy; DMD; mysz dmx). W badaniach tych wykazano,

ze poziom prawidlowego biatka dystrofiny w mig$niach szkieletowych chorych myszy

traktowanych gentamycyna byt o 10-20% wyzszy niz u myszy niepoddanych stymulacji’”.

Od tego czasu, przetestowano szereg AAGs (m.in. gentamycyng, amikacyng,

paromomycyng, tobramycyng, G418) w roéznych modelach choréb zwigzanych

z wystgpowaniem PTC: poczawszy od eksperymentdow w warunkach in vitro z uzyciem
:34,43,96-98

sztucznego systemu transkrypcji i translacji , przez systemy dwu-reporterowe

(ang. dual-reporter) w liniach komorkowych®”!?°  eksperymenty na komorkach

h101—103 h95,104—106

pierwotnych wyprowadzonych od 0so6b choryc
h107—1 11

, do modeli zwierzgcyc

oraz prob klinicznych na pacjentac

Zebrane dane podsumowujace wydajnos¢ stymulacyjna poszczegdlnych AAGs
zaprezentowali Lee i Dougherty w obszernej pracy przegladowej™. Z przeprowadzonej
przez nich analizy wynikow kilkudziesigciu réznych badan eksperymentalnych wynika,
ze tobramycyna najstabiej stymuluje PTC readthrough i mimo pojedynczych pozytywnych
wynikoéw, w wielu eksperymentach nie udato si¢ za jej pomoca wywotaé supresji kodonow
STOP. Paromomycyna, gentamycyna i amikacyna byly znacznie skuteczniejszymi
stymulatorami, przy czym ostatni zwiazek wymagal wyzszych stezen niz dwa pozostate,
by osiagna¢ podobny poziom supresji. Najskuteczniejszym zwiazkiem byt G418,
ktoéry promowal ten sam poziom stymulacji co gentamycyna, ale przy zastosowaniu
znacznie nizszych stgzen. Niemniej, ze wzgledu na dzialanie toksyczne,
zwiazek ten nie zostal do tej] pory przetestowany w warunkach klinicznych.
Jedynym AAGs dopuszczonym do prob klinicznych w stymulacji PTC readthrough byta

gentamycyna.

Mimo obiecujacych efektow badan pilotazowych, wyniki préb klinicznych
wykorzystania gentamycyny w leczeniu DMD 1 mukowiscydozy nie przyniosty
spodziewanych efektow terapeutycznych: obserwowane zwigkszenie ilosci brakujacego
biatka, odpowiednio dystrofiny lub CFTR nie przektadato si¢ bowiem na istotna poprawe

stanu klinicznego pacj entow! 011!

. Sukcesem zakonczyly si¢ natomiast pilotowe proby
kliniczne (NCT02698735) z wykorzystaniem gentamycyny w leczeniu recesywnego
dystroficznego pgcherzowego oddzielania si¢ naskdérka. U pacjentdbw z nonsensowna
mutacja w genie kodujacym kolagen typu VII, po podaniu miejscowym
lub po wstrzyknigciu podskornym gentamycyny, ilo$¢ biatka petnej dlugosci osiagngla

od 20% do az 165% ilosci tego bialka u osob zdrowych; efekt ten utrzymywat sig
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przez 3 miesiace. Co wigcej, zaobserwowano rowniez znaczng redukcj¢ symptomow
choroby — polepszenie powiazania pomigdzy warstwa epidermalng i dermalng skory,

zmniejszone pojawianie si¢ pecherzy oraz szybsze leczenie i zasklepianie sie ran''%.

1.7.3. Toksyczno$c¢ AAGs
Mimo, ze antybiotyki aminoglikozydowe sa od lat powszechnie wykorzystywane
w roznych zastosowaniach klinicznych, ich przyjmowanie — zwlaszcza dlugotrwale

1 w wysokich dawkach — wiaze sig z efektem nefro- i ototoksycznym.

Akumulacja AAGs w nerkowych komorkach epitelialnych moze prowadzic¢
do ich apoptozy lub nekrozy. Jednakze, po przerwaniu przyjmowania AAGs efekt ten
ulega samoistnemu odwréceniu'”®. Negatywny wplyw AAGs na komorki nerkowe
u pacjentow moze by¢ rdwniez zminimalizowany poprzez wlasciwe nawadnianie

. . . 4. 114
organizmu oraz zastosowanie dializ’ .

Znacznie powazniejsze konsekwencje wiaza si¢ z ototoksycznym dziataniem AAGs.
Zwiazki te moga doprowadzi¢ do nieodwracalnej, obustronnej, odbiorczej utraty shuchu.
Z powodu powolnego usuwania AAGs z ptynow wypehiajacych ucho $rodkowe, utrata
stuchu moze wystapi¢ wiele dni, a nawet tygodni po zaprzestaniu przyjmowania AAGs'".
AAGs moga powodowaé uszkodzenia wewnatrz komoérek stuchowych (rzgsatych)
znajdujacych si¢ w $limaku, zarbwno w sposob bezposredni, przez zaburzenie organizacji

wloskow stuchowych odbierajacych bodzce stuchowe, lub posrednio, uruchamiajac proces

apoptozy tych komorek''®,

Do tej pory nie zaobserwowano zwiazku pomigdzy budowa AAGs
a ich toksycznoscia, cho¢ wiadomo, ze niektore antybiotyki aminoglikozydowe wykazuja
silniejsze dzialanie ototoksyczne od innych np. amikacyna i neomycyna sa bardziej

toksyczne niz gentamycyna i tobramycyna''’.

Mechanizm toksycznosci AAGs

Wybibrcza toksycznos¢ AAGs w stosunku do komorek nabtonka nerki oraz ucha
srodkowego zwiazana jest z obecnoscia w tych komorkach receptora megaliny,
znanej rowniez jako biatko LRP2 (ang. low density lipoprotein-related protein 2)''*.
Receptor megaliny zlokalizowany jest w apikalnej czg§ci komodrek nabtonka
wyscietajacego nerki 1 ucho, co umozliwia bezposrednie wnikanie AAGs

119,120
k'

do komore . Mechanizm, przez ktéry AAGs wywotuja apoptozg, nie zostat do tej

pory jednoznacznie okreslony. Wiadomo, ze pozytywnie natadowane AAGs oddzialuja
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z r6znymi  strukturami  komoérkowymi  obdarzonymi  fadunkiem = ujemnym,
jak np. fosfolipidami, fosfolipazami czy roéznymi jonami metali. Kompleksy AAGs
zwiazanych z fosfolipazami agreguja w wewngtrznej btonie lizosomalnej, powodujac
fosfolipidoze, zjawisko powszechnie kojarzone z nefro- i ototoksycznodcia 2 '*2.
Ponadto, interakcje fosfolipidow z AAGs moga prowadzi¢ do nadmiernej produkcji
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species; ROS), ktére wptywajac na ptynnos¢
1 przepuszczalno$¢ bton komérkowych, zaburzaja tym samym aktywnos$¢ wielu enzymow,
kanaléw jonowych i receptoréw, w efekcie prowadzac komorke na droge apoptozy'>.
Dodatkowo wykazano, ze AAGs i generowane przez nie ROS moga powodowac
uszkodzenia mitochondrialnego enzymu — akonitazy, co przyczynia si¢ do dalszej,
zwigkszonej produkcji ROS i rowniez prowadzi do $mierci komorek'*,
Inne wytlumaczenie apoptozy zwiazanej z podawaniem AAGs wynika z podobiefistwa
eukariotycznego rybosomalnego miejsca A do bakteryjnego. Prowadzi to do wiazania si¢
AAGs do miejsca A eukariotycznej podjednostki 12S rRNA, podobnie jak ma to miejsce
u bakterii, prowadzac do zaburzenia i zahamowania procesu translacji, a w efekcie

e L1125
do $mierci komorek .

Opisane powyzej negatywne efekty dtugotrwatego stosowania AAGs mozna jednak
do pewnego stopnia niwelowa¢. Opublikowano na przyklad wyniki badan,
w ktorych podawanie gentamycyny pacjentom z DMD przez sze$¢ miesigey
nie powodowato szkodliwych dla zdrowia skutkow'''; toksycznos¢ AAGs udato sig
zredukowa¢ poprzez skrupulatny dobdér kohorty pacjentow poddanych badaniu

. . .. . . . 111
oraz monitorowanie funkcji nerek i stuchu w czasie trwania catego eksperymentu” .

Metody tagodzenia toksycznosci AAGs
Istnieja roznorodne podejscia, prowadzace do zmniejszenia nefro- 1 ototoksycznosci
AAGs; mimo wielu obiecujacych badan wstgpnych, zadne z nich nie zostaty przetestowane

w trakcie szerokich préb klinicznych.

Podawanie AAGs ze zwigzkami kompleksujgcymi
Jedna z metod zaklada rownoczesne podawanie AAGs z negatywnie naladowanymi
zwiazkami kompleksujacymi, co ma na celu zredukowanie zdolnosci aminoglikozydow
do wiazania si¢ z réznymi strukturami komorek, np. fosfolipidami''®. Przyktadem takich

zwiazkow moze by¢ antybiotyk peptydowy — daptomycyna, ktéra poprzez oddziatywania
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elektrostatyczne uniemozliwia wigzanie si¢ AAGs do innych elementéw strukturalnych

komérki'?',

Podobny efekt udato si¢ uzyskac¢ po zastosowaniu negatywnie natadowanego kwasu
poli-L-asparaginowego (ang. poly-L-aspartic acid; PAA). PAA, podobnie jak
daptomycyna, wiaze si¢ z AAGs 1 zapobiega fosfolipidozie, prowadzacej
m.in. do nefrotoksycznosci'?®. Co wigcej, po podaniu z gentamycyna, PAA zwicksza
wewnatrzkomorkowe stezenie tego aminoglikozydu, co przektada si¢ na zwigkszenie
efektywnosci stymulacji procesu PTC readthrough. Wykazano takze, ze PAA spowalnia
eliminacj¢ AAGs z cytoplazmy, tym samym wydluzajac czas, w ktorym moze zachodzi¢

stymulacja procesu PTC readthrough'*’'**

Podawanie AAGs z antyoksydantami

Kolejnym podejsciem obnizajacym negatywne efekty stosowania AAG
jest rownoczesne podawanie AAGs z antyoksydantami, np. D-metionina
lub melatoning'**'*°. Zwiazki te maja za zadanie niwelowanie ROS powstatych na skutek
oddziatywania AAGs z elementami strukturalnymi komorki. Szczegélnie efektywna
okazata si¢ melatonina, byta okoto 150 razy bardziej skuteczna w redukcji ototoksycznosci
wywotanej dlugotrwatym przyjmowaniem gentamycyny lub tobramycyny, w poréwnaniu

do innych testowanych antyoksydantow' .
Kapsutkowanie AAGs

W celu ,,zamaskowania” pozytywnego tadunku AAGs, stosuje si¢ takze metode
kapsutkowania AAGs w liposomach''. Liposomy zawierajace gentamycyne, stosowane
do stymulacji procesu PTC readthrough w mysim modelu DMD, byly bardziej efektywne,
a takze okolo 10 razy mniej ototoksyczne w poréwnaniu do tradycyjnie podawanej
gentamycyny. Co wigcej, wykazano rowniez brak zmian w stgzeniu kreatyniny
(markera prawidlowej funkcji nerek), co sugeruje, ze kapsutkowane AAGs moze znacznie

. . e 132,133
zredukowac neurotoksycznos¢ tych zwiazkoéw ~= 7.
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Pochodne AAGs
Innym podejsciem umozliwiajacym dlugotrwale przyjmowanie duzych dawek
zwiazkow stymulujacych PTC readthrough, jest chemiczna modyfikacja AAGs obnizajaca
toksyczno$¢ tych zwiazkéw. Przykladem sa tutaj pochodne paromomycyny,
aminoglikozydu znanego =z efektywnej stymulacji procesu PTC readthrough,
stworzone przez grupe Timora Baasova z Izracla (seria zwiazkow z grupy NB; Ryc. 7).
Pochodne paromomycyny, NB30 i NB54, wykazaly znacznie nizsza toksyczno$¢,

135136 Modyfikacje innego

przy zachowaniu tego samego potencjatu stymulacyjnego
aminoglikozydu, G418, umozliwily stworzenie kolejnej grupy zwiazkow: NB74, NB84
czy NBI124"7. Zwiazki te posiadaja zaréwno obnizona oto- i nefrotoksycznosc,

jak i zwiekszona wydajnosé supresji PTC, w poréwnaniu do NB30 i NB54'>%'%®,

Rycina 7. Zwiazki z grupy NB. Zrodto: Xue i wsp."*’

1.8. Zwiazki nie-aminoglikozydowe stymulujace PTC readthrough

W zwiazku z toksycznos$cia AAGs duzo uwagi poswigca si¢ w ostatnich latach
wykorzystaniu mimetykow AAGs — syntetycznych zwiazkow o zupetnie innej budowie niz
AAGs, lecz wplywajacych w podobny sposéb na stymulacje procesu
PTC readthrough. W dalszej czgsci pracy zardwno pochodne aminoglikozydow
jak 1 ich mimetyki bgda nazywane zbiorcza nazwa ,,zwiazki nie-aminoglikozydowe” —

NAGs (ang. non-aminoglycosides). NAGs czesto wykazuja nizsza niz AAGs toksycznos¢
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1 porownywalny potencjat stymulacyjny, a ich wstgpne badania na modelach i badania
przedkliniczne sa wysoce obiecujace. Szczegétowe omowienie tego zagadnienia zostalo
przedstawione w pracy przegladowej (Dabrowski 1 wsp.; Molecular Medicine, 2018,
w druku); w niniejszej pracy zostaly przedstawione jedynie wybrane przyktady zwiazkoéw
NAGs, testowanych w ramach grantu Etiuda i1 stanowiacych przedmiot badan

w realizowanym obecnie grancie Preludium.

1.8.1.MimetyKki AAGs
Ataluren (PTC124)

Najbardziej znanym przyktadem zwiazkow z tej grupy jest ataluren, znany rdwniez

jako PTC124 lub Translarna (Ryc. 8).

Zwiazek ten jest syntetyczna pochodna
\ oksazoli. Zostat wyselekcjonowany jako najbardziej

\ V4 efektywny  sposrod ponad 3500 zwiazkow

o_( \"'-.._F stymulujacych PTC readthrough'’. Skutecznosé
N/ \\N atalurenu zostala wykazana w systemach in vitro,

\\\Q‘ e
‘ na liniach komoérek od pacjentow z roéznymi
P as chorobami genetycznymi oraz na zwierzetach'>” %,
{ ﬂ Nastgpnym etapem byly badania kliniczne

O T R —~ . r .
“‘*\T/ = fazy 1 1 II, ktore wykazaly, ze efekty uboczne
0 dlugotrwatego stosowania atalurenu sa tagodne,
"

Rycina 8. Schemat budowy zblizone do objawow obserwowanych
atalurenu. Zrodto: PubChem. u grupy kontrolnej, przyjmujacej placebo.

Dlatego tez, uznano ten zwiazek za bezpieczny do zastosowan terapeutycznych

144

u cztowieka . Niestety, mimo pozytywnych wynikdéw otrzymanych w réznych systemach

eksperymentalnych 1 w modelach réznych chorob, wsrod ktorych najczesciej badanymi

byly mukowiscydoza 1 dystrofia mig§niowa Duchenne’a, wnioski na temat skutecznosci

atalurenu ptynace z badan klinicznych sa niejednoznaczne'*'*1#.

Mimo wielu intensywnie prowadzonych badan, dokladny mechanizm dziatania

]

atalurenu pozostaje nieznany. Eksperymenty z uzyciem metody ,,chemical footprinting’
wskazuja na wiazanie si¢ atalurenu do centrum peptydylo-transferazowego w duzej

9

podjednostce rybosomu'”®. Z drugiej strony, modelowanie komputerowe sugeruje,

ze mRNA zawierajace PTC tworza stabilne kompleksy z atalurenem, co moze w dalszym
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etapie wptywaé na rozpoznawanie PTC przez czynnik eRF1 i tym samym powodowaé
supresj¢ terminacji translacji. Ostatnie badania wskazuja, ze ataluren ma selektywne
powinowactwo do rybosomalnego miejsca A, dzigki czemu utatwia wbudowywanie si¢
nc-tRNA w miejscu PTC**. Tobramycyna, inny zwiazek ze znanym powinowactwem
do rybosomalnego miejsca A, jest silnym inhibitorem atalurenu (prawdopodobnie
konkurujac z nim o miejsce wigzania), co potwierdza przewidywana interakcj¢ atalurenu
z rybosomem?*"*’. Wskazuje na to takze analiza post-hoc niedawno zakonczonych prob
klinicznych u pacjentow z mukowiscydoza, ktora wykazala, ze u pacjentdw otrzymujacych
roéwnoczesnie ataluren i tobramycyng nie obserwowano istotnego poziomu stymulowanego

PTC readthroughl46.

Makrolidy
Makrolidy, antybiotyki wykorzystywane
H.
(f | w  leczeniu infekcji  bakteriami  Gram-
J"m,"_ P 0
|’ ‘E dodatnimi, sa kolejna grupa zwiazkéw
0 - ~ . . . .
v 70" nie-aminoglikozydowych wykazujacych
’ ‘ g---""'o potencjat stymulacji translacyjnego odczytu
o AL A AL
_J Y ( PTC.
- . . 0
’ ]0:‘ W  modelach raka jelita grubego
.t o ) l I oraz na myszach (mutacje w genie APC)
OJ,/‘-\.O WO ro Oy wykazano indukcje procesu PTC readthrough
P koo“ przez tylozyng (Ryc. 9), josamycyng

. 151
oraz  spiromycyng - . Szerszy  zakres

= M—

PN

Rycina 9. Schemat budowy tylozyny. makrolidow ~ (wzbogacony o erytromyeyng
Zrodto: PubChem. 1 jej pochodna, azytromycyng) byt analizowany
w badaniach z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej 1 linii komorkowych od
pacjentdw z roznymi chorobami genetycznymi zwigzanymi z obecnoscia PTC w sekwencji
gendw (m.in. ataksja-telengiektazja, rdzeniowy zanik mig$ni czy syndrom Rett’a).
We wszystkich tych analizach, makrolidy stymulowaly PTC readthrough, przy czym
azytromycyna dziatata w stezeniach 100 razy nizszych niz pozostate badane zwiazki'™.
Skuteczno$¢ azytromycyny zostata réwniez potwierdzona in vivo w modelu mysim

rdzeniowego zaniku miesni'*.

Mechanizm dziatania makrolidow na aparat translacyjny nie zostal do tej pory
w petlni wyjasniony. Wiadomo, ze makrolidy dziataja w inny sposdb niz AAGs,
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prawdopodobnie wplywajac na terminacj¢ translacji poprzez zmniejszenie zdolnosci
wiazania si¢ eRF1 do rybosomalnego miejsca A, lub poprzez zahamowanie uwolnienia

nowopowstatego polipeptydu, juz po zwiazaniu si¢ eRF1 z kompleksem rybosomalnym'>*.

Escyna

Odkrycie zdolno$ci do stymulacji procesu PTC readthrough przez zwiazki niebgdace
aminoglikozydami, zainspirowato badaczy do poszukiwania substancji o dziataniu
stymulujacym PTC readthrough wsrdd substancji o znanych profilach bezpieczenstwa
1 zaaprobowanych do zastosowan klinicznych. Po przetestowaniu okoto 1600 znanych
lekow, najbardziej obiecujacym okazata sie escyna — ziotlowy lek przeciwzapalny'>
(Ryc. 10). Escyna stymulowata translacyjny odczyt PTC zaréwno w testach in vitro,
jak 1 ex vivo w liniach komorkowych od pacjentow z mukowiscydoza. Co wigcej,
wplywala rowniez na stabilizacj¢ transkryptu poprzez inhibicje procesu NMD,
co skutkowato dodatkowym wzrostem ilosci funkcjonalnego biatka petnej dtugosci'”®. Do
tej pory nie stwierdzono zadnych efektéw ubocznych, cho¢ przyszie kliniczne
zastosowanie tego zwiazku wymaga jeszcze wielu badan, ktére pozwola przyblizy¢

mechanizm dzialania escyny i jej wptyw na organizm przy dlugotrwalej terapii.

Rycina 10. Schemat budowy
escyny. Zrédto: PubChem.
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Klitocyna
Zupelie inny mechanizm stymulacji PTC readthrough prezentuje klitocyna
(ang. clitocine; 6-amino-5-nitro-4-(B-D-rybofuranozylamino)pirymidyna)'*®, substancja

wyizolowana z grzyba Clitocybe inverse'”’.

W przeciwienstwie do znanych innych
’4 N\‘ _ 1 zwiazkow  stymulujacych  proces PTC
N/' " readthrough, Klitocyna nie oddziatuje
\_—\ ~ z poszezegolnymi elementami komorkowego
o f I aparatu translacyjnego, ale wptywa na odczyt
\/ "‘\:/"\ 0 PTC poprzez sama swoja obecnosé
w transkrypcie™®, gdyz jako analog
& *, adenozyny, w czasie transkrypcji wbudowuje
si¢ do mRNA. Przedwczesne kodony STOP
z wbudowanym analogiem adenozyny
Rycina 11. Schemat budowy klitocyny.
7rodto: PubChem. sa stabo rozpoznawane przez eRFI,
co prowadzi do spadku efektywno$ci terminacji translacji i tym samym ulatwia
wbudowywanie nc tRNA, zwigkszajac wydajnos¢ PTC readthrough. W przypadku
prawidlowych kodonéw STOP, obecno$¢ klitocyny nie wptywa na wydajno$¢ terminacji
translacji, gdyz proces ten jest w ich przypadku znacznie bardziej efektywny. Badania
wykazaty, ze obecno$¢ klitocyny w transkrypcie nie ma wplywu na funkcjonalnos¢
tworzonego biatka: zarowno w liniach komorkowych — wyprowadzonych od chorych
na nowotwor jak i w myszach, biatko p53 otrzymane po stymulacji klitocyna, byto w pelni

fukcjonalne'*®.

1.9. Stymulacja PTC readthrough poprzez inhibicje procesu NMD

Niezaleznie od $rodkéw stymulujacych proces supresji PTC, wydajnosé
translacyjnego odczytu PTC zalezy bezposrednio od ilosci transkryptu zawierajacego
mutacje. Jesli proces NMD, powodujacy degradacj¢ transkryptéw z mutacja PTC,
jest aktywny, to poziom takich transkryptéw w komorce ulega zredukowaniu i nawet przy
efektywnej stymulacji PTC readthrough, 1lo$¢ otrzymanego funkcjonalnego biatka bedzie
bardzo niska. Istnieja badania wskazujace, ze to wilasnie proces NMD jest glownym

czynnikiem limitujacym wydajno$¢ PTC readthrough®. Jednakze, inne badania wskazuja,
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iz nawet niewielka stymulacja PTC readthrough moze cz¢$ciowo stabilizowac transkrypt

. . . 2,100,101
i zwrotnie hamowa¢ proces NMD’* 00,101

W Swietle obecnej wiedzy, uznaje si¢, ze za rozpoznanie transkryptu kierowanego
do degradacji odpowiadaja biatka Upfl i EJC obecne na 3’UTR koncu *"*'
W przypadku prawidlowych transkryptéw niezawierajacych PTC, w czasie pionierskiej
rundy translacji rybosom, przesuwajac si¢ wzdhuz nici mRNA, usuwa z niej kompleksy
biatek Upfl 1 EJC, tym samym stabilizujac transkrypt. Jednak, gdy w czasie translacji
rybosom natrafi na PTC, pionierska runda translacji zostaje zatrzymana, a obecno$¢ biatek
Upfl i EJC na 3’ koficu transkryptu uruchamia degradacje transkryptu na drodze NMD.
Translacyjny odczyt PTC umozliwia rybosomowi przejscie przez PTC, a co za tym idzie,
kontynuacj¢ transkrypcji 1 usunigcie kompleksow biatek znajdujacych si¢ na nici mRNA
ponizej] PTC, zwiazanych z uruchomieniem procesu NMD, co stabilizuje transkrypt.
Dowiedziono, ze nawet niewielka stymulacja procesu PTC readthrough (1-2%),
moze znaczaco zmniejszy¢ efektywnos¢ degradacji na drodze NMD 1 wydluzy¢ czas

pottrwania transkryptow'®

. Dotyczy to nawet naturalnego procesu PTC readthrough,
bez stymulacji zwiazkami chemicznymi. Tym niemniej, skuteczna inhibicja szlaku NMD
za pomoca substancji farmaceutycznych byla przedmiotem wielu badan a najwazniejsze

z nich zostaly przedstawione ponize;.

1.9.1.Inhibitory NMD

Przedstawicielami inhibitoréw kinazy hSMG-1, kluczowej dla regulacji procesu
NMD sa wortmanina 1 kofeina. Zwiazki te zostaly wykorzystane w eksperymentach
z uzyciem fibroblastow pochodzacych od pacjentow z choroba Ullricha, wywotang
obecnoscia PTC w genie kodujacym kolagen typu VI. Wortmanina i kofeina umozliwity
translacj¢ tego biatka, ktore okazato si¢ funkcjonalne, mimo czg$ciowo skroconego

C-konca. Przy braku inhibicji szlaku NMD, takie transkrypty zostatyby zdegradowane'®".

Rycina 12. Schemat budowy amleksanoksu. Zrodto: PubChem.
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Obiecujacym inhibitorem procesu NMD jest amleksanoks (Ryc. 12), znany lek
0 dzialaniu antyalergicznym 1 przeciwzapalnym, ktéry nie tylko stymuluje proces
PTC readthrough ale i hamuje degradacje transkryptow na drodze NMD'®
W niedawno zakonczonych badaniach w komorkach od pacjentow z mukowiscydoza
wykazano, ze amleksanoks skutecznie wpltywa na biosynteze bialek z transkryptow
zawierajacych PTC, nie wplywajac jednoczeénie na ogélny poziom translacji biatek'®%.
Jego skuteczno$¢ zostata potwierdzona w kolejnych badaniach w komérkach od pacjentow
z pecherzowym oddzielaniem si¢ naskorka, gdzie po podaniu amleksanoksu
zaobserwowano wzrost biatka peinej dlugosci o 8-80% w pordéwnaniu do komorek

od zdrowych dawcow a otrzymane biatko byto stabilne i funkcjonalne'®.

1.10. Zastosowanie stymulowanego PTC readthrough w odniesieniu
do genoéw zaangazowanych w patogeneze pierwotnej
dyskinezy rzesek

Efektywnos$¢ kazdej substancji stymulujacej PTC readthrough zalezy od rodzaju
tej substancji, a takze od charakteru przedwczesnego kodonu STOP oraz sekwencji
go otaczajacej. W konsekwencji, w badaniach zmierzajacych do opracowania przysztych
zastosowan terapeutycznych, kazda mutacja prowadzaca do powstania patogennego PTC
wymaga osobnego przetestowania efektywnosci zwiazkow stymulujacych supresjg¢ PTC.
Ponadto, zastosowanie stymulatorow PTC  readthrough ~wymaga okreslenia
ich toksycznosci w kontekscie komoérek czy tkanek, w ktorych zwiazki te miatyby

stymulowac¢ proces supresji PTC.

Dotyczy to takze pierwotnej dyskinezy rzgsek, choroby bedacej od lat przedmiotem
zainteresowan  badawczych  Zakladu  Genetyki  Molekularnej 1 Klinicznej,

w ktorym realizowana byla niniejsza praca doktorska.
1.10.1. Pierwotna dyskineza rzesek

Pierwotna dyskineza rzgsek (ang. primary ciliary  dyskinesia; PCD,;
numer OMIM: 242650) jest rzadka, recesywna choroba genetyczna nalezaca do klasy
ciliopatii. Ciliopatie to szeroka grupa chordéb zwiazanych z dysfunkcja rzgsek,
wysoce zakonserwowanych organelli komoérkowych obecnych na powierzchni réznych

164
k6

typéw komoérek ™. PCD jest jedyna choroba, u ktorej podtoza leza zaburzenia funkcji
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rzgsek ruchomych — pozostate ciliopatie sa spowodowane zaburzeniami innej klasy rzgsek,

tzw. rzgsek pierwotnych, ktdre nie posiadaja zdolnosci ruchu.

Glowne objawy kliniczne PCD odzwierciedlaja dysfunkcje rzesek wystepujacych
w roznych tkankach/komérkach (Ryc. 13).

Dysfunkcja rzgsek zlokalizowanych na apikalnej czgSci komodrek nabtonka
wyscietajacego goérne i dolne drogi oddechowe, powoduje zaburzenia oczyszczania
sluzowo-rzgskowego, nawracajace, przewlekle =zapalenia drég oddechowych,

w tym oskrzeli i ptuc'®.

Rycina 13. Fragment orzgsionego nablonka oddechowego. Zdjecie wykonane za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego. Powigkszenie 5000x. Zrodto: wyniki wtasne.

Brak ruchomosci witek plemnikow powoduje nieptodnos¢ meska; u kobiet,
nieruchomo$¢ rzgsek w komodrkach nablonka wyscietajacych jajowody moze znacznie
obnizy¢ plodnosé.

Defekt ruchu rzgsek w wezle zarodkowym (odpowiedzialnych za wytworzenie
w zarodku gradientu morfogenéw) prowadzi do losowego ulozenia trzewi;

w efekcie u polowy pacjentow obserwuje si¢ przetozenie trzewi (tac. situs inversus);

ten podtyp PCD jest znany jako zesp6t Kartagenera'®.

W PCD, objawy kliniczne choroby oraz ich intensywno$¢ moga si¢ mocno rdzni¢
u poszczegdlnych pacjentdéw, w zaleznosci wplywu powodujacych je mutacji

na zaburzenia strukturalnych lub funkcjonalne rzgsek.
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1.10.2. Budowa rzesek

Rola rzgsek ruchomych zalezy od poziomu ewolucyjnego rozwoju organizmu.
U prostych eukariontow odpowiadaja one za przemieszczanie si¢ organizmow; u wyzszych
eukariontéw — za ruch plynéw ustrojowych w organizmie, ale takze za ruch plemnikow
(wi¢ plemnika jest rodzajem rzgski).

Gléwnym elementem strukturalnym rzg¢sek (Ryc.14) jest aksonema, laczaca sig
z cialkiem podstawowym, zakotwiczonym w  blonie  komorkowej'®”'%®,
Aksonema jest zbudowana z 9 dubletow mikrotubul A i1 B, ktére zbudowane
sa z protofilamentow, zlozonych z podjednostek a- i B-tubuliny. Dublety mikrotubul
znajduja si¢ na obwodzie aksonemy i otaczaja pare centralna (ang. central pair; CP),
element charakterystyczny tylko dla rzgsek ruchomych. Taka orientacja nazywana
jest utozeniem 9+2. Wzdluz mikrotubul rozmieszczone sa cyklicznie kompleksy biatek
majacych rézne funkcje. Dublety mikrotubul sa potaczone z CP za pomoca szprych
promienistych (ang. radial spokes; RS), natomiast sasiadujace ze soba dublety tacza si¢
ze soba za pomoca neksynowo-dyneinowych komplekséw regulatorowych (ang. nexin-
dynein regulatory complex; N-DRC). Na mikrotubulach A wystgpuja zewngtrzne
oraz wewngetrzne ramiona dyneinowe (odpowiednio: ang. outer dynein arms; ODA
oraz ang. inner dynein arms; IDA). ODA pehlia rol¢ motorow molekularnych,
umozliwiajacych ruch rzegski. RS, IDA, CP i N-DRC sa odpowiedzialne za koordynacje
ruchu rzgski 1 wspoldziatanie poszczegdlnych elementow strukturalnych rzgski

140,14
ze soba 014

A

Zewnetrzne ramiona
dyneinowe

Kompleks N-DRC e

Szprychy .
promieniste

Mikrotubula “‘.

Wewnetrzne ramiona
dyneinowe

Mikrotubula B

Rycina 14. Budowa rzeski: A) przekroj rzeski (na podstawie Bukowy i wsp.'®).

B) zdjecie przekroju rzeski wykonane transmisyjnym mikroskopem elektronowym.
Powigkszenie: 50 000x. Zrédto: wyniki wiasne..
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1.10.3. Genetyczne podioze PCD

Czestos¢ PCD wynosi, w zaleznosci od populacji, od 1/16.000 do 1/20.000 zywych
urodzen'”. PCD jest choroba wysoce heterogenna genetycznie; do tej pory poznano okoto
40 gendéw zwiazanych z jej patogeneza'®. Heterogenno$é ta odzwierciedla duzy stopien

ztozonosci budowy i funkcjonowania rzgsek.

Ponad polowa genow zwiazanych z patogeneza PCD koduje biatka stanowiace
elementy ultrastruktury rzeski (m.in. DNAHS5, DNA2 — ODA, RSPH4A — RS, CCDC40 —
kompleks N-DRC. Pozostale geny (m.in. SPAGI) koduja biatka cytoplazmatyczne,
zaangazowane w proces sktadania elementdéw struktury rzeski i ich transport z cytoplazmy

do aksonemy.

Wsrod ponad 500 poznanych do tej pory mutacji lezacych u podstaw PCD,
okoto 1/3 jest powodowana obecnoscia PTC w sekwencji kodujacej genow. Dlatego tez,
PCD wydaje si¢ by¢ atrakcyjnym przedmiotem badan zmierzajacych do terapeutycznego

zastosowania stymulowanego zwiazkami chemicznymi translacyjnego odczytu PTC.
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2. CEL PRACY

Wydajnos¢ procesu PTC readthrough zalezy od wielu czynnikoéw, m.in. typu danej
mutacji (tozsamos$¢ kodonu STOP), jej umiejscowienia w transkrypcie oraz otoczenia
nukleotydowego. W zwiazku z powyzszym, przed ewentualnym zastosowaniem
klinicznym  tego  podejscia  w  leczeniu  danej  choroby  genetycznej,
nalezy eksperymentalnie sprawdzi¢ podatnos¢ kazdej mutacji na stymulowana supresje
kodonéw STOP. Badania dotyczace efektywnosci AAGs w stymulacji procesu
PTC readthrough w genach zwiazanych z wystgpowaniem PCD nie byly dotad
wykonywane w zadnych innych laboratoriach; w literaturze brak takze doniesien na temat
wpltywu tych zwiazkdw na przezywalnos¢ 1 funkcjonowanie komorek nabtonka

oddechowego.

Niniejszy projekt mial na celu analizg¢ efektywnos$ci stymulacji PTC readthrough
w kilkunastu ré6znych mutacjach wprowadzajacych PTC w kilku genach zaangazowanych
w patogenez¢ PCD (DNAHS, RSPH4A, DNAHI1, CCDC40, SPAGI). Do stymulacji
wykorzystano cztery najczesciej opisywane w literaturze antybiotyki aminoglikozydowe
(AAGs): gentamycyng, paromomycyng, amikacyng 1 G418. Selekcjonowanie zwiazkow
0 najwyzszym potencjale stymulujacym przeprowadzono w dwodch systemach

eksperymentalnych: in vitro 1 ex vivo.

Rownoleglym celem pracy byta analiza toksycznosci badanych zwiazkéw wobec
komorek nabtonka oddechowego (cytotoksyczno$¢) oraz ocena ich wptywu na funkcje

1 rozw0j rzgsek (ciliotoksycznose).
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3. MATERIALY

3.1. Material biologiczny

Komoérki pierwotne nabtonka oddechowego byly izolowane od zdrowych dawcow
z rutynowo usuwanych polipéw nosowych (wspolpraca z dr hab J. Szydtowskim, Katedra
Otolaryngologii, Chirurgii Glowy, Szyi oraz Onkologii Laryngologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu). Badania posiadaly wymagane zgody etyczne od lokalnej

Komisji Bioetycznej oraz pozwolenie na pracg z GMO/GMM.

Genomowy DNA pochodzacy od zdrowych oséb oraz od chorych z mutacjami PTC
pochodzil z kolekcji znajdujacej si¢ w Zaktadzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej
Instytutu Genetyki Czlowieka PAN.

3.2. Wektor reporterowy pDluc

Wektor pDluc, klasyczny wektor reporterowy do badan procesu PTC readthrough,
byt darem pioniera w tych badaniach, dr Johna Atkinsa (University of Utah, USA)'"".
Poza mozliwo$cia namnazania i ekspresji w komorkach bakteryjnych, wektor ten moze
ulega¢ ekspresji takze w komodrkach ssaczych oraz podczas transkrypcji in vitro.
pDluc posiada specyficzny uktad dwoch gendw reporterowych kodujacych biatka
lucyferaz (geny rluc i fluc), umozliwiajacy Sledzenie in vitro oraz ex vivo efektywnosci

procesu translacji wstawione] pomig¢dzy nie badanej sekwencji.

3.2.1 Zasada dziatania wektora pDluc

Dwuniciowa sekwencje DNA zawierajaca badany PTC wraz z otaczajaca
go sekwencja (wstawka) wprowadza si¢ do polilinkera znajdujacego si¢ migdzy genami
reporterowymi lucyferaz rluc i fluc (Ryc. 15). Podczas transkrypcji plazmidu i nastgpujace;j
po niej translacji, obecnos¢ PTC we wstawce powoduje powstanie oligopeptydu
zawierajacego jedynie aktywno$¢ pierwszej lucyferazy, rluc. W przypadku
PTC readthrough (podobnie jak we wstawce typu dzikiego, bez PTC) dochodzi
do powstania dluzszego produktu biatkowego o aktywnosci obydwu lucyferaz.
Ze wzgledu na rozna dhlugos¢ produktu biatkowego oraz roznice w aktywnosci
substratowej obydwu lucyferaz, mozna oceni¢ wydajnos¢ procesu PTC readthrough
zarowno technika analizy dhugoéci znakowanego radioaktywnym izotopem siarki (*°S)

produktu biatkowego jak 1 metoda pomiaru luminescencji biatek reporterowych (Ryc. 16).
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SV40 early

enhancer/promotor
ot
promotor T7
rluc
Amp
polilinker
SV40late fl
poly (A) He

Rycina 16. Budowa plazmidu pDluc. rluc — gen lucyferazy renilla; fluc — gen lucyferazy firefly;
ori — miejsce startu replikacji; Amp — gen opornosci na ampicyling; polilinker — miejsce
wbudowania wstawki zawierajacej PTC 1 otaczajaca go specyficzna sekwencjg¢. Na podstawie:
Grentzman 1 wsp.l(’7

a) Translacja wektora zawierajacego PTC

transkrypcja Y translacja
— ° Produkt krétki
S (1yiko rluc)
PTC »2WYkly”
STOP

b) Translacja wektora zawierajacego PTC w obecnosci AAGs

transkrypcja . translacja
) Produkt diuzszy
ﬁ ﬁ (rluc + fluc)
PTC uZW‘IIdV
STOP

Rycina 15. Zasada detekcji PTC readthrough w plazmidzie pDluc. PTC — przedwczesny kodon
STOP; PTC readthrough — translacyjny odczyt PTC; rluc, fluc — geny reporterowe lucyferaz.

3.3. Spis uzywanych odczynnikow i sprzetow

Szczegbdtowe informacje dotyczace uzywanych odczynnikow,
sprzgtu laboratoryjnego, oprogramowania komputerowego, a takze sktadu stosowanych
buforow 1 pozywek hodowlanych znajduja si¢ w rozdziale 9 (MATERIALY
DODATKOWE).
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4. METODY

4.1. Przygotowanie rekombinowanych wektorow.

Rekombinowane wektory zawieraly wbudowana w plazmid pDluc wstawke

zawierajaca fragment specyficznej dla danej mutacji sekwencji genomowe;.

Do przygotowania wstawek, ktore nastgpnie byly wbudowywane do plazmidu pDluc,
stosowano dwie metody. Poczatkowo, byla to amplifikacja wybranej genomowe;j
sekwencji metoda PCR. Ze wzgledu na niska efektywnos$¢, metoda ta zostala pdzniej

zamieniona na metodg syntezy chemiczne;.

4.1.1. Przygotowanie wstawek metodg amplifikacji PCR
Wymogi dla projektowanych starteréow i warunki reakcji

Temperatura topnienia (Ty,) fragmentu startera komplementarnego do DNA wynosita
ok. 55-58°C; T, calego startera (zawierajacego poza sekwencja specyficzna dla danej
mutacji rowniez miejsca restrykcyjne) wynosita ok. 65-68° C (minimum 6-8°C wyzsza

niz fragmentu komplementarnego do DNA).

Korzystajac z programu OLIGO 7 (Molecular Biology Insights, Inc.), sprawdzano
struktur¢ drugorzedowa starterow pod katem obecnosci homo- i heterodupleksow
w sekwencji DNA oraz obecnosci spinek w sekwencji DNA. W przypadku wystgpowania
powyzszych, przeprojektowywano sekwencje startera, az do otrzymania optymalnej
sekwencji. Sekwencje uzywanych starterow podane sa w materiatach dodatkowych

w tabeli uzupekniajacej 5.

Mieszanina do reakcji PCR (20 pl) zawierata:
1x bufor PCR (ThermoFisher Scientific)
1,5 mM MgCl, (ThermoFisher Scientific)
2.5 mM mieszaniny dANTP
20 uM starterow F + R
0,1 ul Polimerazy Taq (ThermoFisher Scientific)
100 ng matrycowego DNA

43



Program amplifikacji:

1. 95°C -5 min
2.95°C-30s
3.55°C-45s
4. 72°C—-45s
krok 2-4 — 15x
5.95°C-30s
6. 64°C—-45s
7.72°C—-45s
krok 5-7 — 20x
8. 72° C — 4 min
9.4°C

Uzyskanie produktu reakcji PCR o prawidtowej dtugosci ok. 300 pz potwierdzano

metoda elektroforezy w zelu agarozowym.
Oczyszczanie produktow reakcji PCR

Do produktéw PCR dodawano 1/10 objetosci 3M octanu sodu i 2,5 objetosci
lodowatego 96% etanolu. Nastgpnie proby przenoszono na 30 minut do -80°C.
Prébg wirowano przez 30 minut przy predkosci 10 000 RPM, w temperaturze 4°C.
Osad, po dwukrotnym plukaniu w 70% etanolu, pozostawiano do wyschnigcia
w temperaturze pokojowej, a nastgpnie zawieszano w 20 ul buforu TE. Stgzenie mierzono

urzadzeniem Nanodrop firmy Thermofisher. Proby przechowywano w -20°C.
Trawienie restrykcyjne

Aby pozby¢ si¢ fragmentow produktéw PCR pochodzacych od starterow i stworzy¢
»lepkie konce”, niezbgdne do ligacji z wektorem, produkty reakcji PCR jak 1 plazmid
pDluc  poddawano sekwencyjnemu  trawieniu enzymami restrykcyjnymi,
kolejno Xhol oraz HindIII (w drugiej serii przygotowywanych wstawek, enzymem BglII
zamiast HindIII).

Sktad mieszaniny do trawienia (20 pl):

1x bufor R
0,5 pl enzymu Xhol
DNA (w przypadku plazmidu: 1 pg, w przypadku produktu PCR: 200 ng)
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Reakcj¢ prowadzono w 37°C przez 1 godzing. Enzym Xhol inaktywowano
podgrzewajac probke do 80°C przez 20 min. Nastgpnie material trawiono analogicznie

drugim enzymem restrykcyjnym (HindlIII lub Bglll, w zaleznosci od serii wstawek).

Oczyszczanie trawionego plazmidu i wstawek
Produkty trawienia rozdzielano w zelu agarozowym (zel 3% do rozdziatu trawionych
wstawek; 0,8% do trawionych plazmidow). Prazki o pozadanej dtugosci wycinano z Zelu,
a nastgpnie oczyszczano za pomoca komercyjnego zestawu Qiaquick Gel Extraction
wedlug instrukcji producenta. Zlinearyzowany plazmid i wstawki przechowywano

w -20°C.
4.1.2. Metoda syntezy chemicznej

Synteza oligonukleotydow

Oligonukleotydy zaprojektowano tak, by zawieraty fragment o dlugosci ok. 21 nt
komplementarny do genomowego DNA (zawierajacy mutacj¢ PTC wraz z otoczeniem
lub sekwencje¢ kontrolna). Na koncach 5° 1 3° kazdej sekwencji oligonukleotydu
projektowano ,.lepkie konce” umozliwiajace ligacje z plazmidem trawionym enzymami
Xhol oraz HindIIl (lub Bglll w serii drugiej przygotowywanych wstawek).
Projektujac oligonukleotyd, zwracano takze uwageg na obecno$¢ polimorfizméw DNA
oraz na struktur¢ drugorzedowa (unikano spinek, homoduplekséw i nieprawidtowych
heterodupleksow migdzy oligonukleotydami danej wstawki). Starano si¢ takze
maksymalnie skorelowa¢ temperatury topnienia oligonukleotydow tworzacych kazda
wstawke, w celu uniknigcia problemoéw z dupleksowaniem. W przypadku, jesli po dodaniu
miejsca restrykcyjnego dlugos¢ wstawki byta niepodzielna przez trzy (powodowata zmiang
ramki odczytu gendéw reporterowych), migdzy fragmentem ,lepkich koncoéw”,
a fragmentem komplementarnym do DNA genomowego wprowadzano dodatkowe
1-2 dodatkowe nukleotydy, by wyregulowa¢ ramke odczytu. Po zaprojektowaniu wstawek,

synteza chemiczna oligonukleotydow byla zlecana firmie Genomed (Warszawa).
Fosforylacja oligonukleotydow

Mieszanina oligonukleotydéw wymagata fosforylacji koncow 5> w celu pdzniejszej
efektywne;  ligacji do  wektora. Przed reakcja  fosforylacji  sprawdzano,
czy oba oligonukleotydy z pary (kierunek F 1 R) maja podobne stg¢zenia.

Jesli nie, dostosowywano ilo§¢ obu oligonukleotydow do ~75 pmol.
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Sktad mieszaniny dla kazdego oligonukleotydu (20 pl):

75 pmoli oligonukleotydu
Ix bufor PNK A

2 mM ATP

1ul kinazy PNK

Reakcja fosforylacji prowadzona byta przez 1,15 godziny w 37°C;

nastgpnie inaktywowano enzym przez denaturacje w 80°C przez 15 min.
Dupleksowanie oligonukleotydow

Bezposrednio po fosforylacji, oligonukleotydy tworzace dana wstawke poddawano
reakcji dupleksowania.
Sktad mieszaniny (100 pl):

~75 pmol fosforylowanego oligonukleotydu F (ni¢ +)
~75 pmol fosforylowanego oligonukleotydu R (ni¢ -)

1x bufor do dupleksowania

Reakcje dupleksowania oligonukleotydow prowadzona byla w bloku grzewczym;
proby inkubowano przez 10 min w 80°C, a nastgpnie blok grzewczy wylaczano

1 zostawiano proby w bloku do powolnego ostygnigcia przez noc.

4.1.3. Ligacja

Wektor 1 gotowa dwuniciowa wstawke ligowano w stosunku molarnym

wektor : insert =1 : 5.

Sktad mieszaniny do ligacji (30ul):

1x buforu do ligacji

1 ul ligazy
0,75 pmola zdupleksowanej pary oligonukleotydow lub wstawki PCR
100 ng wektora pDluc.
Reakcje prowadzono w termocyklerze, w temperaturze 4°C,

przez noc (przez minimum 12 godzin).
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4.2. Namnazanie zrekombinowanego plazmidu w bakteriach

4.2.1. Bakterie elektrokompetentne

Elektrokompetentne bakterie Esherichia coli DHS5o przygotowywano wedhug

ponizszego protokotu:

1.

Bakterie E. coli DH5a wysiewano eza na szalkach Petriego z pozywka LB
bez antybiotyku. Hodowano przez noc w 37°C.

Przenoszono po jednej kolonii do dwdch butelek hodowlanych typu falcon
z napowietrzaniem i pozywka LB bez ampicyliny. Hodowano przez noc w 37°C,
przy wytrzasaniu 220 RPM.

4 ml catonocnej hodowli bakteryjnej przenoszono do 2 litrow $wiezej pozywki LB.
Hodowano przez noc w 37°C 1 przy wytrzasaniu 220 RPM do osiagnigcia
absorbancji w wysokosci od 0,4 do 0,7 OD. Absorbancje analizowano
spektrofotometrycznie a jako probg referencyjna uzywano czystej pozywki LB.

Po osiagnigciu odpowiedniej absorbancji, hodowle wirowano przy 4200 RPM, przez
20 min, w 4°C.

Bakterie zawieszano w  10% roztworze glicerolu 1 wirowano j/w.
Procedurg zawieszania powtdrzono dwukrotnie.

Osad bakteryjny zawieszano w 2 ml 10% glicerolu, porcjowano i zamrazano

w ciektym azocie. Przechowywano w -80°C.
4.2.2.Transformacja i selekcja bakterii

Elekrokompetentne bakterie E. coli DHS5o transformowano przygotowanymi

wczesniej wektorami reporterowymi ze wstawkami.

1.

Bakterie przenoszono do kuwety do elektroporacji (Bio-Rad, odleglo§¢ miedzy
elektrodami 0,2 cm) zawieszano w 1 ml pozywki SOC i1 dodawano 3,5 ng wektora.
Bakterie transformowano przez elektroporacj¢ pradem o napigciu 2,5 kV; 25 mF,
200 Q. Nastgpnie zawiesing bakterii przenoszono do probowki typu eppendorf
1 inkubowano 45 minut 37°C w cieplarce.

Po inkubacji 200 pl zawiesiny bakterii wysiewano przez wcieranie na szalki ze stata

pozywka LB 1 ampicylina i hodowano przez noc w 37°C w cieplarce.
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4.2.3. Kolonijny PCR

Kontrolg konstruktow w transformantach przeprowadzano wykorzystujac metode
kolonijnego PCR (ang. colony PCR). Jest to odmiana reakcji PCR, ktéra nie wymaga
izolacji materialu genetycznego stuzacego za matrycg. Ze wzgledu na obecnosé
inhibitorow reakcji, nie jest ona tak wydajna jak standardowa technika PCR, jednak

pozwala na przebadanie duzej ilosci kolonii bakteryjnych w krotkim czasie.

7 kazdej ptytki pobierano koncoéwka pipety po 10 kolonii bakteryjnych.
Kolonie przenoszono do probowki z 100 ul ptynnej pozywki LB z ampicylina i nastgpnie
pobierano z niej 5 pl, ktore rozcienczano w 45 pl wody. Tak przygotowane bakterie
stanowily matryce do reakcji PCR.

Sktad mieszaniny do kolonijnego PCR (mieszanina na jedna reakcjg 20 pl):

1x bufor PCR

25 mM MgCl2

2,5 mM dNTP

20 uM startery pDluc (F+R) zlokalizowane w obrgbie sekwencji plazmidu

0,1 pl polimeraza Taq

5 pl roztworu wodnego pojedynczej kolonii bakteryjnej (jako matrycowe DNA)

Reakcje amplifikacji PCR prowadzono uzywajac programu:
1. 94°C — 10 min
2. 94°C — 15 min
3. 56°C — 15 min
4. 72°C — 30 min

Krok 2-4 — 24x
5. 72°C — 5 min
6. 4°C

Produkty kolonijnego PCR rozdzielano w 2,5% zelu agarozowym przy napigciu
100 V. Zawieszone w pozywce LB kolonie, w ktorych PCR wykazal obecnos¢ dtuzszego
produktu reakcji PCR (powyzej ~130 nt), przenoszono do 1,9 ml pozywki LB
z ampicyling 1 prowadzono catonocna hodowlg w 37°C z wytrzasaniem 250 RPM.

Nastgpnego dnia dany plazmid izolowano metoda lizy alkalicznej i sekwencjonowano.
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4.2.4. 1zolacja plazmidowego DNA metoda lizy alkalicznej

1. Pojedyncza koloni¢ zaszczepiano w 2 ml pozywki LB z ampicyling. Hodowano
przez noc w 4°C.

2. Hodowle wirowano przy 10 000 RPM i zawieszano w wodzie.

3. Do osadu dodawano 100 pl zimnego Roztworu I (50 mM glukoza, 25 mM TRIS pH
8,0, 10 mM EDTA pH 8,0) i mieszano przez odwracanie probowki.

4. Nastegpnie kolejno dodawano po 200 pl Roztworu II (0,2M NaOH i1 1% SDS)

1 Roztworu III (mieszanina 5M octanu potasu i kwasu octowego o pH 4,8)

Po wymieszaniu, probke inkubowano na lodzie przez 3 min.

Probki wirowano dwukrotnie, kazdorazowo usuwajac supernatant.

DNA plazmidowe wytracano 96% alkoholem, wirowano i usuwano supernatant.

© =N W

Oczyszczone DNA suszono w RT przez 45 minut i rozpuszczano w 35 pl buforu TE.

Po zakonczeniu izolacji, ilo$¢ 1 czysto$¢ oczyszczonego DNA plazmidowego

mierzono urzadzeniem Nanodrop.
4.2.5. Sekwencjonowanie plazmidowego DNA

Plazmidy wyizolowane za pomoca lizy alkalicznej sekwencjonowano metoda
Sangera (dideoxy), jako ustuge zlecona (Wydzialowa Pracownia Sekwencjonowania

na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu).
4.2.6. Stocki glicerolowe

Po potwierdzeniu sekwencji wstawki, kolonie bakteryjne zawierajace plazmidy
z okreslona wstawka, namnazano w calonocnej hodowli w pozywce LB z ampicyling

1 zamrazano w -80°C w mieszaninie zawierajacej 25% glicerolu 1 75% pozywki LB.
4.2.7. lIzolacja plazmidowego DNA za pomoc3a zestawu MaxiPrep

Zrekombinowane plazmidy wykorzystywane jako matryce do badania procesu
PTC readthrough izolowano za pomoca komercyjnego zestawu MaxiPrep firmy Qiagen
wedtlug instrukcji producenta. Po zakonczeniu izolacji, 1lo$¢ 1 czysto$S¢ oczyszczonego

DNA plazmidowego mierzono urzadzeniem Nanodrop.
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4.3. Trankrypcja i translacja in vitro (TnT)
4.3.1. Reakcja TnT

1. Do probéwek reakcyjnych dodawano odpowiednia ilos¢ AAGs i wody,
aby w objetosci 5 pl uzyska¢ odpowiednie stezenia koncowe jednego z czterech
testowanych AAGs (dla paromomycyny, gentamycyny i amikacyny: 0, 5 ng/ul, 10 ng/ul,
15 ng/ul; dla G418: 0, 0,5 ng/ul, 1 ng/ul, 1,5 ng/ul). Dla kazde; wstawki z PTC
przygotowywano réwnolegle identyczne reakcje z AAGs zawierajace wstawke kontrolna
typu dzikiego (bez PTC).

2. Przygotowywano mieszaning reakcyjna na odpowiednia ilo§¢ reakcji TnT
(odczynniki sa czeécia zestawu TnT® Quick Coupled Transcription/Translation System
firmy Promega):

0,5 ul  mieszaniny aminokwas6w bez metioniny
1 ul znakowanej radioaktywnie metioniny
0,5 ul  RNAsin (inhibitor RNaz)

0,5 ul  polimerazy T7

12,5 ul  lizatu retikulocytow kroliczych
Objetos¢ koncowa 1 reakceji: 20 pl.

3. Do mieszaniny reakcyjnej dodawano plazmid ze wstawka (dalej nazywany
konstruktem),

4. Probki inkubowano przez 90 minut w 30°C, a po zakonczeniu inkubacji mieszano
z obciazaczem SDS Loading Buffer firmy Bio-Rad wedlug instrukcji producenta

i zamrazano w -20°C.

Ze wzgledu na promieniowanie radioaktywne, eksperymenty TnT przeprowadzano
w pracowni izotopowe] IGCz PAN, z zachowaniem wszystkich zasad 1 S$rodkow
bezpieczenstwa. Dla kazdej pary wstawek (wstawka z PTC 1 wstawki typu dzikiego)

eksperymenty byly wykonywane przynajmniej trzykrotnie, a ich wyniki byty usredniane.

4.3.2. Rozdziatl biatek na Zelu poliakryloamidowym w warunkach

denaturujacych (SDS-PAGE).

Produkty reakcji TnT zmieszane z obcigzaczem rozmrazano w temperaturze
pokojowej i denaturowano przez 10 min w 70°C. Po zakonczeniu inkubacji, probki
wirowano i nakladano na 12% zel SDS-PAGE. Elektroforezg prowadzono przy napigciu

100-120 V w aparacie Mini-PROTEAN® Tetra Cell System firmy Bio-Rad az do momentu
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zetknigcia si¢ barwnika z obciazacza z dolnag krawedzia zelu. Po zakonczeniu
elektroforezy, zel suszono w suszarce do zeli przez 45-60 minut w temperaturze 80°C,
przenoszono do kasety ekspozycyjnej z ekranem fosforowym i eksponowano przez
48 godzin. Ekrany fosforowe skanowano na wurzadzeniu Fujifilm FLA-5000
(dzigki uprzejmosci Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu) w rozdzielczosci 25 pum

1 eksportowano w bezstratnym formacie zapisu danych .tiff.
4.3.3. Analiza densytometryczna obrazu zeli poliakrylamidowych.

Skany zeli poliakrylamidowych (Ryc. 17A) z produktami reakcji TnT analizowano
densytometrycznie za pomoca wtyczki do analizy zeli (funkcja: Analyse Gels)

172 .. . ;.
2. Program Image] pozwalal na przedstawienie intensywnosci

w programie Imagel
prazkow w postaci wykresow (Ryc. 17B), pomiar powierzchni pikoéw na wykresie
pozwolil na oceng iloSciowa intensywnosci danego prazka zelu. Dane z programu ImagelJ
nastepnie eksportowano i normalizowano intensywnos$¢ sygnalu obydwu oligopeptydow
(dhluzszego 1 krotszego), ze wzgledu na liczbg wbudowanych reszt radioaktywnej

metioniny. Prazek wyzszy na zelu odpowiadat dluzszemu produktowi (rluc-wstawka-fluc),

a nizszy — produktowi krétszemu (rluc-czgs¢ wstawki).

A B

EY TN

Rycina 17. Analiza zeli poliakryloamidowych po reakcji TnT.
A) Przyktadowy rozdziat produktéw reakcji TnT na zelu biatlkowym (obraz z ekranu
fosforowego). Zielona ramka wskazuje krotszy produkt reakcji (rluct+wstawka), a rézowa
ramka, dtuzszy produkt (rluc+wstawka+fluc). B) Analiza densytometryczna obrazu
przedstawionego w Panelu A w programie Imagel.
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Nastepnie, obliczano wydajno$¢ procesu PTC readthrough: znormalizowana
intensywno$¢ dluzszego produktu biatkowego byta dzielona przez sumg normalizowanych
intensywno$ci obydwu produktow. Intensywnos¢ PTC readthrough dla konstruktow
zawierajacych wstawki z sekwencja typu dzikiego nietraktowanych AAGs byta uznawana

za 100% PTC readthrough danej wstawki.

4.4. Hodowle komorek nabtonka oddechowego

W niniejszej pracy zastosowano dwie rozne metody hodowli nabtonka oddechowego

173,174
I oraz metode

— metode sekwencyjna (adherentno-zawiesinowa) wedlug Jorissena
hodowli na styku faz znana jako metoda ALI (ang. air-liquid interface)'”™'". Obydwie
metody umozliwiaja namnozenie wysianych komodrek nabtonka oddechowego

oraz ich zr6znicowanie w kierunku orzgsionego nabtonka oddechowego.

4.4.1. Wysiewanie komorek nabtonka oddechowego (dla obydwu

typow hodowli)

1. W $wiezo pobranym materiale (polip nosowy) komorki nabtonkowe odtrawiano
od reszty nmaterialu poprzez inkubacje¢ w 0,1% roztworu pronazy
w WASH MEDIUM przez noc w 4°C, w ciemnosci 1 z rotacja.

2. Po =zakonczeniu trawienia, pojemnik z materialem wytrzasano energicznie
przez 20 sekund, aby oddzieli¢ komorki nablonkowe od reszty polipa. Pozostatosci
polipa usuwano, a do zawiesiny komorek dodawano 1 ml surowicy FCS,
aby zahamowac aktywnos$¢ pronazy. Zawiesing wirowano 5 min w 800 RPM w 4°C;
osad komorek ptukano dwukrotnie WASH MEDIUM.

3. Komorki zawieszano w ADH MEDIUM 1 przenoszono do czystej butelki T25
do hodowli adherentnej. Fibroblasty zanieczyszczajace zawiesing komorkowa
usuwano przez inkubacje przez 60 min w 37°C, 5% CO,, wykorzystujac rdznice
w adhezji do podtoza fibroblastoéw i komorek nabtonkowych.

4. Komorki po inkubacji przenoszono do proboéwki typu Falcon 50 ml,
liczono pod powigkszeniem 40x i wysiewano po 25000 komoérek na cm’

powierzchni butelek hodowlanych T25.

W metodzie sekwencyjnej hodowli, butelki byly wczes$niej powleczone zelem
kolagenowym z ogondw szczurzych rozpuszczonym w 0,1 M kwasie octowym, a komorki
zawieszano w pozywce ADH MEDIUM. W hodowlach ALI, butelki byly powlekane
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kolagenem ze skory bydlgcej PureCol, a komorki wysiewane byty w pozywce BEGM.
Po wysianiu komoérki hodowano w inkubatorze ( 37°C, 5% COy).

4.4.2. Metoda sekwencyjna hodowli komoérek nabtonka oddechowego
Adherentna hodowla komérek nabtonka oddechowego (hodowla ADH)

W hodowli sekwencyjnej, pozywke ADH MEDIUM wymieniano trzy razy
w tygodniu. Kazdorazowo kontrolowano stan hodowli pod mikroskopem. Po okoto dwoch-
trzech tygodniach, kiedy komorki nablonka zarastaly cala powierzchni¢ dna butelki
1 zaczynaly nadtrawia¢ kolagen, komorki przenoszono z hodowli adherentnej

do zawiesinowej.

Po usunigciu pozywki, warstweg komorek i zelu kolagenowego cigto skrobaczka,
po czym warstwe zelu kolagenowego trawiono za pomoca kolagenazy typu IV
(37°C, 30 do 90 minut, az do catkowitego strawienia kolagenu z dna butelki).
Pocigte fragmenty warstwy komorek z kazdej butelki przenoszono delikatnie do probowki
typu falcon 15 ml, ptukano trzykrotnie w WASH MEDIUM i wirowano. Po trzecim
ptukaniu, komorki zawieszano w ADH MEDIUM i przenoszono do butelki T25
do hodowli zawiesinowej, komorki przenoszono do wytrzasarki rotacyjnej o temperaturze
37°C (predkos¢ wytrzasania 80 RPM). Po 24 godzinach inkubacji w ADH MEDIUM,
zmieniano pozywke na SUSP MEDIUM.

Zawiesinowa hodowla komorek nabtonka oddechowego (hodowla SUSP)

Przez caty okres hodowli zawiesinowej, komoérki przechowywano w inkubatorze
z wytrzasaniem, a pozywke SUSP MEDIUM wymieniano co 2 dni. W ciagu nastgpnych
7-10 dni, inkubowane w zawiesinie fragmenty warstwy komorek tworzyly stabilne
trojwymiarowe agregaty (sferoidy). W komorkach zorganizowanych w sferoidy
rozpoczynal si¢ proces ciliogenezy: krotkie rzgski byly widoczne po okoto 2 tygodniach

hodowli, optymalna dlugos$¢ osiagajac po ok. 21 dniach.
Traktowanie komorek AAGs

Pomigdzy dniami 16 a 19 hodowli ADH, komorki nablonka oddechowego hodowane
w hodowli sekwencyjnej byly traktowane przez 96 godzin réznymi stgzeniami AAGs
(1000 pg/ml 1 2000 pg/ml w przypadku paromomycyny, amikacyny 1 gentamycyny
oraz 200 pg/ml 1 400 pg/ml w przypadku G418). Nastgpnie komorki inkubowano przez
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kolejne 24 godziny w standardowym medium hodowlanym ADH, po czym przenoszono

do hodowli zawiesinowe;.

4.4.3. Hodowla komodrek nabtonka oddechowego na styku fazy

cieklej i powietrza (ang. air-liquid interface; ALI)

W poczatkowym etapie hodowli ALI (hodowla zanurzona w pozywce BEGM),
wymieniano pozywk¢ BEGM co dwa dni, kazdorazowo monitorujac stan hodowli pod
mikroskopem. Kiedy komodrki wysiane na butelki T25 osiagnety ok. 75-80% konfluencji,
pasazowano je do wigkszej butelki hodowlanej o powierzchni T75. Po osiagnigciu ok. 80%
konfluencji na butelkach T75, komoérki przenoszono na wkiadki typu Transwell (Ryc. 18)
z membrang poliestrowa (ok. 250 000 komoérek na wkiadke Transwell o $rednicy 12 mm)
w pozywce ALI MEDIUM; pozywka znajdowata si¢ zarowno pod spodem
jak 1 we wnetrzu wktadki. Po osiagnigciu konfluencji komorek we wktadce (ok. 2-3 dni),
do pozywki ALI MEDIUM dodawano dodatkowo retinol (st¢zenie koncowe 100 mM),
a pozywke podawano jedynie od strony bazalnej komorek (pod membrang).

W czasie hodowli ALI, pozywke wymieniano co dwa dni.

Powietrze

Pozywka Wkiadka

ranswell

N\

Rycina 18. Zasada hodowli komorek nabtonka oddechowego metoda ALI.

4.4.4. Potwierdzenie obecnosci rzesek na zr6znicowanych

komorkach nabtonka oddechowego.

Obecnos¢ rzesek na komorkach nabtonka oddechowego potwierdzano po 21 dniach
hodowli w zawiesinie SUSP lub po 28 dniach hodowli ALI. W tym celu korzystano
z barwien immunofluorescencyjnych z uzyciem markera rzgsek - przeciwciata przeciw
acetylowanej o-tubulinie (Ryc. 19A i 19C), a takze za pomoca skaningowej mikroskopii

elektronowej (ang. scanning electron microscopy; SEM) (Ryc. 19B 1 19D).
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Rycina 19. Potwierdzenie obecnosci rzgsek na zroznicowanych komorkach nabtonka
oddechowego. Orzgsiony sferoid z hodowli sekwencyjnej: A) obraz z mikroskopii
fluorescencyjnej, B) obraz z mikroskopii SEM. Powierzchnia hodowli ALI: C) obraz
z mikroskopii fluorescencyjnej D) obraz z mikroskopii SEM. (A 1 C) kolor zielony -
marker rzgsek (acetylowana a-tubulina), kolor niebieski: marker jader komorkowych
(DAPI). Obserwacje w mikroskopie fluorescencyjnym prowadzono pod obiektywem 63x,
natomiast w SEM stosowano powigkszenie 5000x.

4.5. Barwienia immunofluorescencyjne

4.5.1. Przygotowanie preparatow do immunofluorescencji

Komorki nablonka oddechowego 2z hodowli sekwencyjnej (etap hodowli
zawiesinowej SUSP) wirowano w temperaturze pokojowej przy predkosci 900 RPM.
Komorki byly nastgpnie dwukrotnie plukane PBS 1 wirowane, po czym utrwalane
za pomoca 4% roztworu paraformaldehydu (PF) w PBS przez 15 min, w temperaturze
pokojowej. Po utrwalaniu, komoérki dwukrotnie plukano PBS, zawieszano w PBS

1 naktadano na mikroskopowe szkietko podstawowe typu Super  frost.
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Po okoto 12 godzinach w temperaturze pokojowej, szkielka przenoszono do -80°C,

gdzie przechowywano je az do momentu barwienia.

4.5.2. Protokoét barwienia immunofluorescencyjnego

1.

4.6.

Na szkietkach mikroskopowych zaznaczono pole z komdrkami pisakiem woskowym

1 SUSZono.

. Preparaty ptukano PBS, utrwalono w roztworze 4% PF, pH 7,4 przez 15 min

1 ponownie ptukano dwukrotnie w PBS przez 20 min.

. Preparaty ptukano w 50 mM NH4Cl przez 15 min i nast¢pnie dwukrotnie w PBS

przez 5 min.

. Szkietka inkubowano na rozgrzanym do 80°C bloku grzejnym z 10 mM cytrynianem

pH 8,5 przez 10 minut. Potem ptukano 2 x PBS przez 5 min.

. Inkubowano w 0,2% roztworze Triton X-100/PBS przez 15 min i dwukrotnie

ptukano PBS przez 20 min.

. Blokowano przez minimum 1 godzing z roztworem 10% koziej surowicy

lub 5% BSA/PBS w RT i nastepnie inkubowano przez noc w 4°C z przeciwcialem
pierwszorzegdowym (krolicza acetylowana o-tubulina). Plukano trzy razy przez

20 min w PBST (PBS + 0,1% Tween-20).

. Inkubowano z przeciwciatem drugorzgdowym Alexa 488 (goat anti-rabbit,

Life Technologies), st¢zenie 1:1000, inkubacja 25 min, w RT i w ciemnosci.

Nastgpnie, ptukano trzy razy przez 20 min w PBST.

. Jadra komorkowe barwiono roztworem DAPI o stgzeniu 1:2000 przez 20 min

w RT 1 dwukrotnie ptukano w PBS przez 10 min.

. Preparaty nakrywano szkietkiem nakrywkowym 24 x 60 z medium zamykajacym

DAKO. Nastepnie przechowywano przez kilka dni w 4°C, w ciemnosci,

az do wyschnigcia medium.

Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

4.6.1. Przygotowanie preparatow z hodowli sekwencyjnej

do skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM)

Steroidy pobrane bezposrednio z hodowli zawiesinowej SUSP plukano dwukrotnie

w PBS i naktadano na szkietka nakrywkowe. Po wyschnigciu, preparaty utrwalano
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3% roztworem glutaraldehydu w 0,1 M buforze kakodylanowym w 4°C przez 2 godziny.
Preparat ptukano trzy razy przez 20 min 4°C w zimnym buforze kakodylanowym.
Nastegpnie preparat odwadniano w szeregu rozcienczen etanolu (10, 30, 50 1 70%),
dwa razy po 10 min w kazdym rozcienczeniu. Po odwodnieniu preparaty wystano
do Pracowni Mikroskopii Elektronowej i Konfokalnej na Wydziale Biologii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w celu wysuszenia w stanie krytycznym 1 wykonania

zdje¢ w skaningowym mikroskopie elektronowym.

4.6.2. Przygotowanie preparatow z hodowli ALI do skaningowego

mikroskopu elektronowego (SEM)

Wktadki typu Transwell z hodowla ALI wycinano z plastikowej ramki
1 umieszczano w ptytce 12 dotkowej. Plukano dwukrotnie w PBS, traktowano
5% roztworem N-acetylo-cysteiny i ptukano kolejne trzy razy buforem PBS. Preparaty
byly utrwalane 3% roztworem glutaraldehydu w 0,1 M buforze kakodylanowym w 4°C
przez dwie godziny. Nastgpnie preparaty traktowano analogicznie jak w przypadku

przygotowania preparatow z hodowli sekwencyjnej (opisane w poprzednim rozdziale).

4.7. Wideomikroskopia

JakoSciowe zmiany w zywotnosci komodrek i w formowaniu si¢ rzgsek byty
monitorowane poprzez bezposrednia obserwacj¢ hodowli SUSP w butelkach
w temperaturze pokojowej 1 pod powigkszeniem 40x, za pomoca wideomikroskopii
szybkoklatkowe] (ang. high speed videomicroscopy; HSVM) za pomoca kamery Basler
o szybkosci nagrywania 120 klatek na sekundg oraz oprogramowania komputerowego

SAVA!",

4.8. Hodowla komorek HEK293

Komorki HEK293 wysiewano w butelkach hodowlanych T75 z odpowiednia iloscia
pozywki HEK MEDIUM z antybiotykiem. Pozywke zmieniano na §wieza po 48 godzinach
inkubacji w 37°C. Po osiagnieciu 85-90% konfluencji komorki pasazowano do nowej
butelki hodowlanej z taka sama pozywka w stosunku objgtosciowym 1:6.

Komorki byty poddawane transfekcji po 5-12 pasazach od rozmrozenia.
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4.8.1. Transfekcja komorek HEK293

Komoérki HEK293 o konfluencji 70-90% ptukano jalowym PBS i przenoszono
do probowki typu falcon 50 ml. Pobierano 50 pl zawiesiny komorek do policzenia
w komorze Neubauera, a reszt¢ komoérek wirowano przy predkosci 2000 RPM, 5 min
w temperaturze pokojowej. Supernatant usuwano i zawieszano komoérki w pozywce RPMI,
do koncowego stgzenia 10 mln/ml. Nastgpnie przenoszono po 10 000 komorek

do prébowek typu eppendorf zawierajacych 1,5 pl plazmidowego DNA.

Transfekcja byla przeprowadzana metoda elektroporacji w urzadzeniu Neon
(1100 V; 20 ms; 2 pulsy). Po =zakonczeniu transfekcji komorki zawieszano
w 0,5 ml pozywki HEK MEDIUM bez antybiotyku i hodowano w inkubatorze CO,
w 37°C.

4.8.2. Analiza Dual-Luciferase

Po 24 godzinach od transfekcji, komérkom HEK293 zmieniano pozywke
na HEK MEDIUM bez antybiotyku wraz z odpowiednimi st¢zeniami AAGs (1000 pg/ml
1 2000 ul/ml w przypadku paromomycyny, amikacyny i gentamycyny oraz 200 pg/ml
1 400 pg/ml w przypadku G418). Kazde stgzenie antybiotyku testowano w trzech
powtdrzeniach (3 dotki w kazdym eksperymencie). Komoérki inkubowano przez 48 godzin
w inkubatorze CO, w 37°C. Po tym czasie przeprowadzano liz¢ komorek (inkubacja

z buforem 1x Passive Lysis Buffer (Promega) przez 1 godzing).

Lizat przenoszono do biatej ptytki 96 dotkowej (po 20 ul lizatu/dotek, trzy dotki
na kazdy lizat), pomiar aktywnos$ci obu lucyferaz (rluc i fluc) prowadzono w urzadzeniu
GloMax Multi (Promega) z iniektorami i1 zestawem odczynnikow Dual-Luciferase®
Reporter Assay (Promega). Do pomiaru uzywano po 20 ul lizatu z komérek HEK293 i1 50
ul odezynnikéw Dual-Luciferase®. Dane byly automatycznie eksportowane do programu

Excel, w celu dalszej analizy statystyczne;.

Analiz¢ efektywnos$ci procesu PTC readthrough prowadzono w dwoéch krokach.
W pierwszym, obliczano stosunek luminescencji biatka rluc do biatka fluc w probach
transfekowanych wektorem zawierajacym wstawke z PTC 1 traktowanych AAGs.
W drugim wynik normalizowano wzgledem stosunku rluc do fluc w komorkach
nietraktowanych, transfekowanych wektorem ze wstawka typu dzikiego niezawierajaca
PTC (warto$¢ te¢ przyjmowano za 100%). Z 9 pomiaréw luminescencji (3 powtdrzenia

eksperymentu, w kazdym trzy powtdrzenia techniczne danej probki) dla kazdej kombinacji
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AAGs-wstawka w danym eksperymencie, odrzucano maksymalnie dwa pomiary

najbardziej odbiegajace od pozostatych.

4.9. Analizy dodatkowe

4.9.1. Pomiar zmiany wartosci oporu elektrycznego w hodowli ALI

Zmiang wartosci oporu elektrycznego poprzez warstwe zroznicowanych komorek
nablonka oddechowego (ang. Tranmsepithelial Electrical Resistance; TEER) analizowano
woltomierzem EVOM?2 firmy Word Precision Instruments w komorkach pierwotnych
nabtonka oddechowego w dniu 28 hodowli ALI (okoto 45 dzien od wysiania komorek).
Komorki traktowano przez 4 dni odpowiednimi stgzeniami AAGs i NAGs, podajac
zwiazki wraz z pozywka od strony bazalnej komorek. Pomiary TEER byly wykonywane
przez caty okres inkubacji z AAGs i NAGs, dwukrotnie w ciagu dnia (o godzinie 10.00
i1 17.00).

4.9.2. Przesiewowe badanie toksycznosci szerokiego zakresu
stezen zwigzkow NAGs
Zakres stgzen analizowanych zwiazkéw NAGs (amleksanoks, azytromycyna, escyna,
ataluren 1 tylozyna) zostal wstgpnie okres§lony na podstawie literatury 1 nastgpnie
zweryfikowany poprzez traktowanie nimi linii komérkowej 16HBE (linia komorek
nabtonka oddechowego) wysianej na ptytce 96 dotkowej (50 000 komorek/dotek)
z pozywka MEM (Sigma) z 10% FCS. Po uplywie 24 godzin komoérki byly barwione
bigkitem trypanu i1 analizowane pod mikroskopem $wietlnym. Stgzenia zwiazkow, ktore

powodowaty $miertelno$¢ powyzej 50% komorek zostaty odrzucone.

4.9.3. Analiza cytotoksycznosci AAGs i NAGs za pomoca zestawu
MultiTox-Fluor

Wkiadki typu Transwell zawierajace zréznicowane komorki pierwotne nabtonka
oddechowego (dzien 28 hodowli ALI, tzn. 45 dzien od wysiania komodrek) wycinano
z plastikowej ramki i dzielono na cztery roéwne fragmenty. Fragmenty membrany
przenoszono do ptytki 48-dotkowej 1 dodawano 300 pl pozywki BEGM
wraz z rozcienczeniami analizowanych AAGs lub NAGs. Roéwnolegle przygotowano
fragmenty membran hodowli ALI nietraktowane lub traktowane odpowiednimi

rozpuszczalnikami zwiazkow (DMSO lub metanol). Po uptywie 24 godzin inkubacji,
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jedna z hodowli nietraktowanych inkubowano z digitoning w st¢zeniu 100 pg/ml
przez 30 min ($Smier¢ 100% komorek, kontrola pozytywna cytotoksycznosci).
Nastepnie z kazdej proby pobierano 100 ul pozywki znad komoérek 1 przenoszono
na plytke 96-dotkowa, w trzech powtorzeniach, pozywke mieszano ze 100 pl odczynnika
MultiTox 2X. Po dwoch godzinach inkubacji w inkubatorze wykonywano pomiar
fluorescencji ptytki w czytniku fluorescencyjnym. Fluorescencje zywych komorek
mierzono za pomoca ekscytacji falami o dlugosci 400 nm 1 emisji 505 nm,
z kolei fluorescencj¢ komoérek martwych za pomoca ekscytacji falami o dlugosci 485 nm
1 emisji 520 nm.

W dalszej analizie obliczano stosunek fluorescencji zywych komorek
do fluorescencji martwych komodrek; wyniki normalizowano wzgledem wartosci

uzyskiwanych w nietraktowanej kontroli. Eksperymenty powtorzono trzykrotnie.

4.9.4. Szybkoklatkowa wideomikroskopia Time-lapse

Komorki nabtonka oddechowego z wymazéw nablonka nosa pobranych od kilku
zdrowych dawcow wysiewano na plytce 96-dotkowej (50000 komorek/dotek;
po trzy dotki dla kazdego stezenia zwiazku). Po 24 godzinach od wysiania, komorki byly
traktowane wybranymi st¢zeniami AAGs 1 NAGs rozpuszczonymi w pozywce hodowlanej
BEGM. Rownolegle przygotowano komorki nietraktowane lub traktowane odpowiednimi
rozpuszczalnikami zwiazkow (DMSO lub metanol). Czgstotliwos¢ bicia rzgsek oraz
procent rzgsek poruszajacych si¢ w  polu  widzenia byly rejestrowane
w godzinowych odstgpach przez 6 godzin, przy uzyciu zautomatyzowanego mikroskopu
z kamera szybkoklatkowa i1 komora inkubacyjna (Olympus 1X81 z oprogramowaniem
xCellence). Nastgpnie, analizowano zaro6wno czgstotliwos¢ bicia rzgsek jak 1 procent
poruszajacych si¢ rzgsek w polu widzenia kamery programem ImagelJ z autorskim

plug-in’em do analizy ruchu (wfasno$¢ Uniwersytetu w Southampton w Anglii).
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5. WYNIKI

5.1. Selekcja mutacji wprowadzajacych PTC w genach zwigzanych

Z patogeneza PCD

Wybdr analizowanych mutacji oparty byt na wynikach badan genetycznego podioza
PCD w polskiej populacji, prowadzonych od lat w Zakladzie Genetyki Molekularne;j
1 Klinicznej IGCz PAN. Do badan wybrano jedynie te mutacje, ktére jak dotad zostaty
wykryte w wigcej niz jednej polskiej rodzinie. Przy wyborze kierowano si¢
tez tozsamoscia mutacji (tak, aby reprezentowane byly wszystkie trzy kodony STOP)
oraz otoczeniem sekwencyjnym PTC (preferowany nukleotyd w pozycji +4).
Do badan wybrano 17 mutacji nonsensownych, zlokalizowanych w pigciu genach

zwiazanych z patogeneza PCD (Tab.1 i Ryc. 21).

Na podstawie wyselekcjonowanych sekwencji, przygotowano wstawki — krotkie
sekwencje oligonukleotydéw obejmujace dana mutacje PTC z wlasciwa jej sekwencja
genomowa (od 8-10 nt w kazdym kierunku), ktéore po odpowiednim przygotowaniu

wklonowywano do wektora pDluc.

Na rycinie 20 przedstawiono przyktadowa sekwencje dwuniciowej wstawki.
Wszystkie zaprojektowane sekwencje wstawek znajduja si¢ w rozdziale 9 (MATERIALY
DODATKOWE), na rycinach uzupetniajacych 11 2.

Rycina 20. Przyktadowy schemat struktury wstawki gotowej do wklonowania do plazmidu
pDluc (tu wstawka DNAHS 32, schemat dotyczy obydwu metod przygotowania
wstawek). Na czerwono zaznaczono PTC; duzymi literami oznaczono sekwencjg
genomowa; matymi literami oznaczono miejsca restrykcyjne dla enzymow (tu: HindIII
1 Bglll). Niebieskimi strzatkami oznaczono ,,lepkie konce”, ktore sa wymagane do ligacji
wstawki ze zlinearyzowanym plazmidem. ,Lepkie konce” powstalty poprzez cigcie
odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (wstawki otrzymane metoda amplifikacji PCR)
lub zostaty zaprojektowane de novo (wstawki otrzymane metoda syntezy chemicznej).
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Tabela 1. Charakterystyka badanych mutacji wprowadzajacych PTC w genach
zaangazowanych w patogenezg PCD.

Kolumna ,,czesto$¢” opisuje % wystgpowania mutacji wsréd niespokrewnionych,
polskich pacjentow z PCD (dane oparto na 295 rodzinach chorych na PCD,
uwzgledniajac zar6wno homozygoty jak i ztozone heterozygoty).

Gen Ekson | Mutacja |Czestosé¢| Substytucja Kodon Nazwa
% nukleotydowa STOP wstawki
20 Q1031* 0.7 CIT UAG DNAH5_20
32 R1711* 0.7 CIT UGA DNAH5_32
34 E1843* 0.3 GIT UAA DNAH5_34a
34 R1883* 0.3 CIT UGA DNAH5_34b
DNAHS5
37 Q2024* 0.3 CIT UAG DNAH5_37
47 Q2592 0.3 CIT UAA DNAH5_47
49 R2677* 1.4 CIT UGA DNAH5_49
62 R3481* 0.3 CIT UGA DNAH5_62
DNAH11| 70 R3809* 1.0 CIT UGA DNAH11_70
SPAG1 16 Q672* 12.5 CIT UAG SPAG1_16
1 Q109* 1.0 CIT UAG RSPH4A_1
RSPH4A 3 W356* 0.3 G/A UGA RSPH4A_3a
3 R490* 0.7 CIT UGA RSPH4A_3b
15 K841* 0.3 AT UAG CCDC40_15
CCcDC40| 20 Y1118* 3.1 C/A UAA CCDC40_20a
20 Q1120* 0.3 CIT UAG CCDC40_20b
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5.2. Optymalizacja metody przygotowywania konstruktow

zawierajacych badane sekwencje z PTC

5.2.1. Wektory reporterowe ze wstawkami otrzymanymi metoda

amplifikacji PCR

Pierwsza testowana metoda uzyskiwania konstruktow ze wstawkami z mutacjami
PTC byta amplifikacja PCR na matrycy DNA pacjentdw z homozygotycznymi mutacjami
(lub o0s6b zdrowych w przypadku wstawek typu dzikiego). Metoda ta zostala
przetestowana na trzech wstawkach (DNAHS 32, DNAHS 47 1 DNAHS 49).
Startery do tych reakcji zawieralty w okolicy konca 5° miejsce restrykcyjne dla enzymow

HindIII (starter F) i BglII (starter R).

Uzyskane amplikony o dlugosci 70 pz trawiono enzymami HindIIl i Bglll,
oczyszczano oraz klonowano metoda ligacji ,lepkich koncow” do wektora pDluc,
zlinearyzowanego za pomocq tych samych enzymow restrykcyjnych. Tak przygotowanym
konstruktem transformowano bakterie E. coli DH5a, ktore nastgpnie poddawano selekcji
ampicyling. Poprawno$¢ transformacji analizowano metoda kolonijnego PCR.
Poszukiwano klonéw, w ktorych kolonijny PCR amplifikowat produkty produktéow PCR
o dhugosci 182 pz; wektor bez wstawki generowal produkt PCR o dtugosci okoto 160 pz.
Pierwsze eksperymenty przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych HindIIl i Bglll wykazaty,

ze efektywnos¢ ligacji w tej procedurze wynosi ponizej 5%.

W  celu optymalizacji efektywnos$ci procesu przygotowywania konstruktow,
zaprojektowano zmodyfikowana wersje wstawek, zawierajace miejsce restrykcyjne
dla enzymu Xhol, zamiast wcze$niej stosowanego miejsca trawienia dla enzymu HindIII.
Wprowadzono takze trawienie sekwencyjne pojedynczymi enzymami zamiast trawienia
obydwoma enzymami jednoczesnie (najpierw Xhol, po jego inaktywacji, Bglll);
zoptymalizowano takze warunki trawienia. Po zastosowaniu tych modyfikacji,

efektywno$¢ ligacji wzrosta jedynie do ok. 15%.

Analiza sekwencji zrekombinowanych plazmidéw wykazata obecnos¢ prawidtowych
sekwencji jedynie dla wstawek DNAHS 32 1 DNAHS 47; sekwencja wstawki
DNAHS5 49 posiadata liczne mutacje punktowe. Ze wzgledu na niska efektywno$¢
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oraz podatno$§¢ na akumulacj¢ losowych mutacji punktowych lub delecji catych

fragmentow sekwencji uzyskiwanych metoda amplifikacji PCR, zdecydowano si¢ na

kontynuacje badan z wykorzystaniem konstruktow ze wstawkami uzyskanymi droga

syntezy chemicznej oligonukleotydow.

5.2.2. Wektory reporterowe ze wstawkami otrzymanymi metoda

syntezy chemicznej oligonukleotydow.

Roéwnolegle do metody tworzenia wstawek za pomoca amplifikacji PCR testowano
metode tworzenia wstawek za pomoca syntezy chemicznej. Podejécie to przetestowano
poczatkowo dla trzech PTC, tych samych co w metodzie amplifikacji PCR: DNAHS 32,
DNAHS5 471 DNAHS 49. Kazdy z dwoch  zsyntetyzowanych  chemicznie
oligonukleotydow zawierat PTC wraz z otoczeniem (po 8-10 nt w kazda strong od PTC),
a konce 5’ 1 3’ kazdego z oligonukleotydow zawieraty takze lepkie konce odpowiednich
miejsc restrykcyjnych. Dwuniciowa wstawka dla danego PTC byla tworzona

przez zdupleksowanie ufosforylowanych oligonukleotydow.

W przypadku sekwencji zawierajacych lepkie konce dla miejsc restrykcyjnych
HindIIl 1 Bglll stwierdzono niska wydajnos¢ ligacji wstawki z plazmidem pDluc
(ponizej 5%). Podobnie jak w przypadku wstawek uzyskanych metoda PCR, dokonano
optymalizacji metody poprzez modyfikacje sekwencji wstawek polegajaca na zamianie
miejsca trawienia enzymem HindIII na Xhol. Po tej zmianie oraz po optymalizacji procesu
przygotowania oligonukleotydéw do ligacji, wydajnos$¢ ligacji wzrosta do ok. 60-75%

(Ryc. 22).
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Rycina 22. Przykltadowy wynik reakcji kolonijnego PCR (tu: dla konstruktu
DNAHS 32). W sciezce 1, kontrola z pustym plazmidem pDluc (produkt o dtg. 160 pz).
Na 9 analizowanych kolonii, w 6 zaobserwowano produkt oczekiwanej dlugosci
(efektywnos¢ 67%). W Sciezce 8, prazek na wysokosci ~250 pz wskazuje kilkukrotne
wklonowanie wstawki do jednego plazmidu. Prazki w $Sciezkach 6 1 7 §wiadcza o braku
wstawki, prazki w pozostatych S$ciezkach odpowiadaja konstruktom zawierajacym
pojedyncza wstawke.

Tak zoptymalizowana procedure zastosowano do przygotowania wszystkich
pozostatych konstruktéw. Lacznie przygotowano 17 konstruktow z wstawkami z PTC
1 17 konstruktow z wstawkami kontrolnymi z sekwencja typu dzikiego. Ze wzgledu
na potencjalnie duza liczbe mozliwych struktur drugorzedowych jak i1 oddziatywan
z innymi oligonukleotydami (hetero- i homodupleksy), zrezygnowano z testowania

wstawki DNAHS _55.

W celu potwierdzenia poprawnosci miejsca ligacji 1 poprawnosci wklonowanej
sekwencji oraz wykrycia ewentualnych mutacji, wstawki i otaczajace ja fragmenty
plazmidu sekwencjonowano metoda Sangera w obu kierunkach (3° 1 5°) (Ryc. 23; wyniki
dla wszystkich testowanych wstawek przedstawiono na rycinie uzupeiniajacej 2.

w rozdziale 9 (MATERIALY DODATKOWE).

Konstrukty zawierajace prawidlowe sekwencje wstawek namnazano w bakteriach

E.coli DH5a 1 oczyszczano, w celu wykorzystania do badan in vitro i ex vivo.
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- Sekwencja plazmidu pDluc

Rycina 23. Przykladowy chromatogram dla konstruktu zawierajacego wstawke
DNAHS_ 32.

5.3. Analiza efektywnosci procesu PTC readthrough stymulowanego

AAGs w systemie transkrypcji/ translacji (TnT) in vitro

5.3.1. Wybor stezen AAGs do eksperymentow TnT in vitro.

Przygotowane konstrukty (plazmid pDluc zawierajace wstawki z réznymi PTC)
testowano w systemie translacji/transkrypcji in vitro (INT® Coupled Transcription/
Translation System, Promega), wykorzystujacym naturalny ssaczy aparat translacyjny
(retikulocyty krolicze). Dzigki zastosowaniu znakowanej radioaktywnie metioniny,
mozliwe bylo poréwnanie ilosci 1 dlugosci oligopeptydow powstatych w  reakcji
w obecnos$ci/nieobecnosci AAGs, umozliwiajac oceng wptywu tych zwiazkéw na proces
PTC readthrough. Transkrypcja 1 translacja danego konstruktu (plazmidu pDluc
zawierajacego wstawke z PTC) moze prowadzi¢ do powstania dwoch oligopeptydow
o roznej dtugosci (Ryc. 24). W przypadku przedwczesnej terminacji translacji w miejscu
PTC powstaje produkt krotszy, natomiast translacyjny odczyt PTC we wstawce powoduje

powstanie produktu dtuzszego.
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Rycina 24. Powstawanie produktow biatkowych (oligopeptydow) na skutek transkrypcji
1 translacji plazmidu pDluc.

W  badaniach przetestowano cztery AAGs: gentamycyng, amikacyng,
paromomycyng 1 G418. Kazdy AAG byl badany w szerokim zakresie st¢zen; wybor stgzen
zostal dokonany na podstawie danych literaturowych®*'®>"**  Stezenia uzywane
w eksperymentach wstegpnych wynosity odpowiednio: dla gentamycyny, amikacyny,
paromomycyny: 60 pg/ml, 30 pg/ml i 15 pg/ml; dla G418: 5 pg/ml, 2,5 pg/ml
11,25 pg/ml.

Wstgpne wyniki (Ryc. 25) wykazaly, ze AAGs wplywaja znaczaco na wydajnosé
procesu translacji — wraz ze wzrostem stgzen, sumaryczna ilos¢ obydwu produktow
biatkowych wyraznie spadata. Najwigkszy negatywny efekt AAGs obserwowano
dla G418, gdzie dwa najwyzsze testowane stgzenia (odpowiednio 2,5 1 5 pg/ml)
powodowaty spadek translacji obydwu oligopeptydow o wigeej niz 80% w stosunku do
reakcji bez G418. Z kolei amikacyna 1 paromomycyna charakteryzowaly si¢ najmniejszym
wpltywem na wydajnos¢ translacji — jedynie najwyzsze stosowane stezenie 60 pg/ml

doprowadzito do wyraznego spadku translacji (o okoto 80% ilo$ci produktu wyjsciowego).

Na podstawie powyzszych obserwacji ustalono arbitralnie, Ze maksymalne stgzenia
AAGs, uzywane dalej w eksperymentach in vitro, nie powinny powodowacé spadku
translacji o wiecej niz 30% w stosunku do reakcji bez AAGs. Dlatego tez, w dalszych
eksperymentach najwyzsze stosowane stezenie gentamycyny i paromomycyny wynosito
15 pg/ml a dla G418, 1,5 pg/ml. Amikacyna, mimo stosunkowo niewielkiego wplywu
na efektywnosci translacji, zostala na tym etapie wykluczona z dalszych badan, gdyz przy
zadnym z analizowanych stgzen nie zaobserwowano obecnosci dtuzszego oligopeptydu,

oznaczajacego indukcje PTC readthrough przez ten AAG (Ryc. 25D).
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Rycina 25. Wplyw AAGs na wydajnos¢ translacji

(na przyktadzie

konstruktu

DNAHS 32). Reakcje prowadzono dla szerokiego zakresu stgzen A) gentamycyny;

B) paromomycyny; C) gentamycyny; D) amikacyny.
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5.3.2. Pomiar wydajnosci procesu PTC readthrough stymulowanego

AAGs w systemie TnT in vitro

W  systemie transkrypcji/translacji in  vitro (TnT), badano wpltyw AAGs
na wydajno$¢ procesu PTC readthrough dla szeregu stezen gentamycyny, paromomycyny
1 G418 (paromomycyna i gentamycyna: 0; 5; 10; 15 pg/ml; G418: 0; 0,5; 1; 1,5 pg/ml).
Dla kazdego konstruktu i kazdego stgzenia AAGs obliczano stosunek ilosci diugiego
produktu  do sumy obydwu produktow reakcji 1 wyrazano ta  warto$¢
w procentach wzgledem odpowiedniej wstawki kontrolnej, nie zawierajacej PTC

(uznawana za 100%).

Z 16 testowanych konstruktow, tylko pie¢ (DNAHS 20; DNAHS 32; DNAHS 49;
DNAHI11 70; RSPH4A 3a) konsekwentnie = wykazywalo mierzalny poziom
PTC readthrough. Konstrukty te wykazywatly podatno$¢ na stymulacj¢ supresji PTC
w pelnym zakresie analizowanych stgzen AAGs (opisane w rozdziale 5.3.1), przy czym

wydajno$¢ PTC readthrough wzrastata wraz ze stezeniem stosowanego AAGs.

Dla konstruktu SPAG1 16, niewielki poziom PTC readthrough, pod wptywem
najwyzszego stezenia G418 (1,5 pg), zaobserwowano w jednym powtdrzeniu
eksperymentu. Poniewaz kolejne powtdrzenia eksperymentu nie potwierdzity
tej obserwacji, uznano SPAGI1 16 za mutacje PTC nieodpowiadajaca na traktowanie

badanymi AAGs.

Podsumowanie wynikow reakcji TnT przedstawiono w tabeli 2, a wykresy
wydajnos$¢ PTC readthrough dla wstawek odpowiadajacych na traktowanie AAGs zostaty

przestawione na rycinie 26.
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Rycina 26. Poziom PTC readthrough obserwowany w warunkach in vitro (system TnT)
w zaleznosci od stgzenia AAGs. Wykres dla 5 mutacji, ktore odpowiadaly na stymulacje
AAGs (wstawki DNAHS 20, DNAHS5 32, DNAHS 49, DNAH11 70 oraz RSPH4A 3a).
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Tabela 2. Wydajnos¢ PTC readthrough w eksperymentach prowadzonych w warunkach
in vitro (system TnT) dla 5 najbardziej responsywnych konstruktow (przedstawiono
wyniki jedynie dla najwyzszych stezen AAGs).

Konstrukt Wydajnos¢ PTC readthrough (%)
Paromomycyna Gentamycyna G418
15 pg/ml 15 pg/ml 1,5 pg/ml
DNAH5_32 279+ 1,7 14,3 +2,3 26,5+7,4
DNAH5_49 11,4+1,6 2,7+0,3 7,1+0,6
DNAH11_70 7,8+0,8 20,0+ 3,8 249+3,8
RSPH4A 3a 6,6 £0,3 12,5+1,9 15,7+0,4
DNAH5_20 2,7+0,6 1,5+0,0 51+0,2
SPAG1_16 n/a n/a n/a

Wydajnos¢ PTC readthrough w reakcji TnT roznita si¢ w  zaleznosci
od analizowanego PTC. Najwyzsza odpowiedZ na stymulacj¢ byla obserwowana
w konstruktach DNAHS5 32, DNAHI11 70 oraz RSPH4A 3a, gdzie obserwowana
wydajno$s¢ PTC readthrough w obecnosci najwyzszych stezen AAGs wahala sig
od 7,840,8 do 27,9£1,7% w pordwnaniu do nietraktowanej  kontroli.
Konstrukty DNAHS5 49 lub DNAHS5 20 byly mniej podatne na stymulacj¢ AAGs:
obserwowany poziom PTC readthrough byt kilkukrotnie nizszy niz dla trzech najlepiej
odpowiadajacych konstruktéow (od 2,7+0,6 do 11,4+1,6% przy najwyzszych stosowanych

stgzeniach).

Obserwowana w reakcji TnT wydajnos¢ PTC readthrough rdznita si¢ rowniez
w zaleznosci od uzytego AAGs: najwyzsze stgzenia G418 i paromomycyny zawsze

bardziej skutecznie indukowaty PTC readthrough niz gentamycyna.

Najwyzsza stymulacja supresji PTC byta obserwowana dla kombinacji DNAHS 32
z 15 pg/ml paromomycyny lub 1,5 pg/ml G418 (PTC readthrough na poziomie
odpowiednio 27,9+1,7% 1 26,5£7,4%, w stosunku do nietraktowanej kontroli).

Kolejna, najbardziej responsywna kombinacja konstrukt-AAGs to DNAHI1 70

72



w obecnosci 1,5 pg/ml G418 lub 15 pg/ml gentamycyny (PTC readthrough odpowiednio

na poziomie 24,943,9% lub 20,0+3,8% w stosunku do nietraktowanej kontroli).

5.4. Pomiar wydajnosci procesu PTC readthrough stymulowanego

AAGs w systemie ex vivo

W celu okreslenia wydajnosci supresji PTC stymulowanej AAGs w zywych
komorkach, przeprowadzono transfekcje komorek nablonkowych HEK293 za pomoca
pigciu konstruktow ze wstawkami z PTC, ktore najlepiej odpowiadaty na stymulacje
AAGs w eksperymentach TnT in vitro: DNAHS 20, DNAHS5 32, DNAHS 49,
DNAHI1 70, RSPH4A 3a. Jako przyktad stabo responsywnej mutacji, uzyto takze
wstawke SPAG1_16. Komoérki HEK293 byly transfekowane wczesniej przygotowanymi
konstruktami ze wstawkami z PTC lub odpowiednimi konstruktami kontrolnymi
z sekwencja typu dzikiego. Tak przygotowane komorki traktowano réznymi dawkami
AAGs: paromomycyna 1 gentamycyna: 1000 1 2000 pg/ml, G418: 200 1 400 pg/ml.
Uzyte dawki AAGs nie przekraczaly dawek LDsy znanych z literatury dla tego typu

komorek®?!,

Wydajnos¢ supresji PTC analizowano w lizatach komoérek traktowanych AAGs,
za pomoca pomiaru luminescencji bialek reporterowych (fluc i rluc) eksprymowanych
z plazmidow pDluc ze wstawkami. Poziom PTC readthrough byt oceniany na podstawie

stosunku sygnatu lucyferazy fluc do lucyferazy rluc.

Podsumowanie wynikéw zostalo pokazane w tabeli 3 oraz na rycinie 27. Podobnie
jak w warunkach in vitro, najskuteczniejsza stymulacj¢ PTC readthrough uzyskano
w obecnosci G418 (maksymalny poziom PTC readthrough osiagal 6,1£1,0%).
W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych w systemie TnT, w badaniach ex vivo,
maksymalny PTC readthrough w obecnosci gentamycyny (3,2+0,1%) byl jedynie
niewiele wyzszy niz maksymalny PTC readthrough w obecnosci paromomycyny

(2,6+0,2%).
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PTC readthrough stymulowany przez paromomycyne
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Rycina 27. Poziom PTC readthrough obserwowany w warunkach ex vivo (transfekowane
linie komdérek HEK293) w zaleznosci od stezenia AAGs. Wykres dla 5 najbardziej
responsywnych kontruktéw w badaniach in vitro (DNAHS 20, DNAHS 32, DNAHS 49,
DNAHI1 70 oraz RSPH4A 3a). Jako kontrola negatywna uzyta zostala mutacja
SPAGI1 _16.
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Tabela 3. Wydajnos¢ PTC readthrough w eksperymentach prowadzonych w warunkach
ex vivo (transfekowane linie komorek HEK293) dla 5 najbardziej responsywnych
konstruktow (tu przedstawiono wyniki jedynie dla najwyzszych stgzen AAGs).

Wydajnos¢ PTC readthrough (%)
Wstawka Paromomycyna Gentamycyna G418

2000 pg/ml 2000 pg/ml 400 pg/ml
DNAH5_32 23+0,3 21104 25+0,5
DNAH5_49 1,9+0,6 1,9+0,3 44+11
DNAH11_70 2,6+0,2 3,2+0,1 6,1+1,0
RSPH4A 3a 1,5+0,0 2,0+£0,0 3,2+0,5
DNAH5_20 1,2+0,2 1,0+£0,3 23+0,1
SPAG1_16 0,8+0,0 1,1+ 0,0 1,3+£0,0

Najwyzsze wartosci PTC readthrough w transfekowanych liniach komérek HEK293
uzyskane w obecno$ci paromomycyny, gentamycyny 1 G418 nie przekraczaty,
odpowiednio: 2,6%, 3,3% 1 6,1% (poréwnujac do wartosci dla komorek transfekowanych
konstruktami kontrolnymi z sekwencja typu dzikiego).
Najbardziej podatna na stymulacj¢ para PTC-AAG byly konstrukty z DNAHI1 70
oraz DNAHS 49 traktowane 400 upg/ml G418 - PTC readthrough wynosit
dla nich odpowiednio: 6,1£1,0% i 4,4+1,1%.

5.5. Porownanie podatnosci na supresje sygnatu terminacji

analizowanych PTC w obu systemach eksperymentalnych

Poréwnanie wynikow otrzymanych w eksperymentach in vitro oraz ex vivo
pozwolito na ustalenie rankingu podatnosci testowanych PTC na supresje w obecnosci
AAGs (Tab. 4 1 Tab. 5). Niezaleznie od stosowanego AAG, najbardziej podatne
na PTC readthrough byly konstrukty DNAHI11 70, DNAHS 32 i DNAH 49.
Z pigciu najbardziej responsywnych PTC analizowanych w badaniach, konstrukt
DNAHS5 20 wykazywal konsekwentnie najnizsza podatno$¢ na supresje (bez wzgledu

na zastosowany AAGQG).
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Tabela 4. Podatno$ci badanych konstruktéw na stymulowany PTC readthrough

Eksperyment in vitro (TnT)

Podatnos$¢ na stymulacje PTC readthrough

Paromomycyna DNAH5 49 > DNAH11_70
Gentamycyna DNAH5_32 > RSPH4A 3a
G418 DNAH11_70 > RSPH4A 3a

Eksperyment ex vivo (transfekowane linie komérkowe)

Podatnos¢ na stymulacje PTC readthrough

Paromomycyna DNAH5_32 > DNAH5_49
Gentamycyna DNAH5_32 > RSPH4A_3a
G418 DNAH5_49 > RSPH4A_3a
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Tabela 5. Poréwnanie poziomu stymulowanego PTC readthrough wzgledem sekwencji
kodonu STOP oraz nukleotydu w pozycji +4. Legenda: + — potwierdzono wystgpowanie
PTC readthrough;, ilo§¢ + oznacza wydajnos¢ stymulacji PTC readthrough:
— brak PTC readthrough; +/- — wyniki niejednoznaczne; n/a — nie analizowano ze wzgledu
na zbyt niska efektywno$¢ PTC readthrough w testach in vitro.

PTC PTC
PTC Tozsamosc  Nukleotyd readthrough readthrough
PTC w pozycji +4
(in vitro) (ex vivo)

DNAHS5_32 UGA Cc +++ +++
DNAHS5_49 UGA Cc + +
RSPH4A_3a UGA G ++ ++
DNAHS5_34b UGA G - n/a
RSPH4A_3b UGA A - n/a
DNAH11_70 UGA T +++ +++
DNAH5_62 UGA T - n/a
SPAG1_16 UAG T +- -
RSPH4A_1 UAG T - n/a
DNAHS5_37 UAG T - n/a
CCDC40_20b UAG T - n/a
DNAHS5_20 UAG Cc + +
CCDC40_15 UAG A - n/a
CCDC40_20a UAA C - n/a
DNAH5_47 UAA G - n/a
DNAH5_34a UAA G - n/a
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5.6. Wplyw AAGs na komorki pierwotne nablonka oddechowego

Badanie wptywu AAGs (gentamycyny, amikacyny i paromomycyny w stezeniu
1000 pg/ml i 2000 pg/ml oraz G418, 200 pg/ml 1 400 pg/ml) na komoérki pierwotne
nabtonka oddechowego prowadzono przy uzyciu sekwencyjnej metody hodowli komorek.
Traktowanie za pomoca AAGs bylo przeprowadzane pod koniec hodowli adherentne;j
na zelu kolagenowym, kiedy rozpoczynaja si¢ pierwsze, bardzo wstepne, etapy
roznicowania komorek nabtonka. Wplyw AAGs na zywotno$¢ komorek 1 zdolnos¢
do tworzenia rzgsek byt analizowany w trakcie nastgpujacego po hodowli adherentnej
etapu, hodowli zawiesinowej, podczas ktérej wielokomodrkowe sferoidy w zawiesinie

wyksztalcaja na swojej powierzchni ruchome rzgski (Ryc. 17A-B).

Efekt cytotoksyczny AAGs na komodrki pierwotne nabtonka oddechowego
manifestowat si¢ przede wszystkim przez wzrost liczby martwych komoérek ptywajacych
w pozywce. Bezposrednia analiza ilosciowa tego efektu nie byla mozliwa, poniewaz
wraz z kazda zmiang pozywki w hodowli zawiesinowej martwe komorki byly usuwane.
Dlatego tez, pomiar cytotoksycznosci zostal przeprowadzony posrednio, przez analizg
liczby 1 wielko$ci sferoidow w 21 dniu hodowli SUSP, a takze przez obserwacj¢ wpltywu

AAGs na stopien orzgsienia sferoidow.
5.6.1. Ocena wielkosci sferoidow

Oceng wielkosci sferoidow w butelce hodowlanej przeprowadzano w mikroskopie
swietlnym. Przyjgto arbitralnie, ze do analizy cytotoksycznego wptywu AAG:sS,
liczba obserwowanych sferoidow w butelce powinna wynosi¢ minimum 15.
Dla wigkszosci testowanych AAGs, liczba zaobserwowanych w hodowli sferoidow
znacznie przekraczata warto$¢ minimalna i zblizona byta do kontroli. Jedynie w przypadku
wyzszego stezenia G418 (400 pg/ml), zaobserwowano mniej niz 15 sferoidow,

stad to stezenie G418 nie zostato uwzglednione w analizie.

Dla potrzeb oceny wpltywu AAG na sferoidy nablonka oddechowego,

przyj¢to nastepujace definicje wielkosci sferoidow:

a) sferoidy mate: zajmujace mniej niz potowe pola widzenia przy powigkszeniu 40x.
b) sferoidy s$rednie: zajmujace migdzy 50 a 100% pola widzenia mikroskopu
przy powigkszeniu 40x.

¢) sferoidy duze: przekraczajace pole widzenia mikroskopu przy powigkszeniu 40x.
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Analiza wynikow wykazata, ze pod wpltywem AAGs zmieniata si¢ przede wszystkim
ilos¢ matych sferoidow w butelkach hodowlanych. W hodowlach kontrolnych
(nietraktowanych AAGs), $rednio okoto 45% wszystkich sferoidow stanowily sferoidy
mate. Podobng ilos¢ matych sferoidow (migdzy 37% a 60%) zaobserwowano w hodowlach
traktowanych obydwoma st¢zeniami paromomycyny (1000 i 2000 pg/ml)
oraz gentamycyna i amikacyna w stgzeniu 1000 pg/ml. W hodowlach traktowanych
wyzszymi stezeniami AAGs (gentamycyna lub amikacyna w stezeniu 2000 pg/ml
oraz G418 w stezeniu 200 pg/ml), zaobserwowano znaczny wzrost proporcji matych
sferoidéw w polu widzenia ($rednia warto$¢ okoto 68% wszystkich sferoidéw lub wigcej).
Wazrost ilosci malych sferoidow byt zwiazany z czestsza fragmentacja sferoidow
wigkszych, na skutek ,wypadania” ze sferoidéw martwych komorek nablonka.
Martwe komorki nablonka byly pdzniej obserwowane w pozywce i usuwane podczas
zmiany medium. Zmniejszanie si¢ rozmiardw sferoidow $wiadczy wigc posrednio

o cytotoksyczno$ci badanych zwiazkéw wobec komorek nabtonka.
5.6.2. Ocena stopnia orzesienia sferoidow

Wptyw badanych zwiazkow na rozwdj rzg¢sek nabtonka oddechowego (ciliogenezg)
analizowano poprzez oceng stopnia orzgsienia sferoidow przy uzyciu mikroskopii
szybkoklatkowej (ang. high speed videomicroscopy; HSVM, powigkszenie 40x)

oraz barwien immunofluorescencyjnych.

Analiza z uzyciem wideomikroskopii szybkoklatkowej
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Rycina 28. Analiza wideomikroskopowa orzesionego sferoidu w programie SAVA.
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Wyniki analiz wideomikroskopowych potwierdzity dane literaturowe' ™!,

ze wyksztatcanie rzgsek przez komoérki budujace sferoidy w hodowli sekwencyjnej
nastgpuje losowo 1 w sposob niezsynchronizowany. Dlatego tez, na niektorych etapach
roznicowania mozna bylo zauwazy¢ pod mikroskopem sferoidy o réznym stopniu
wyksztatcenia rzgsek.

Na potrzeby analizy, etapy rdéznicowania rzgsek w sferoidach podzielono

na nastepujace klasy:

I) sferoidy nagie (bez widocznych rzgsek) i nieruchome,
1) sferoidy bez widocznych rzgsek, wykazujace oznaki ruchu (spowodowane ruchem
bardzo krétkich rzgsek, niewidocznych w mikroskopie $wietlnym),

) sferoidy ruchome z widocznymi, ruchomymi rzg¢skami.

Wpltyw AAGs na ciliogenezg badano w 16 dniu hodowli zawiesinowej. W tym dniu,
w hodowli nietraktowanej, okoto 85% sferoidow posiadato cechy charakterystyczne
dla klasy II lub III (sferoidy ruchome, z widocznymi lub niewidocznymi rzgskami).
Hodowle traktowane AAGs (gentamycyna, paromomycyna, G418 1 amikacyna;
stezenia jak wyzej) byly bardzo podobne do hodowli nietraktowanej, reprezentujac
mieszanke sferoidow klasy II 1 III. Jedynie w hodowli traktowanej najwyzszym stezeniem
gentamycyny (2000 pg/ml), obserwowano niewielki (>10%) spadek w proporcji sferoidow
klasy II lub III, na rzecz sferoidow klasy I, wskazujacy na umiarkowanie negatywny

wplyw tej dawki gentamycyny na ciliogenezg.

W przeciwienstwie do innych AAGs, G418 wykazywalo bardzo wyrazny negatywny
wptyw na ciliogenez¢. W hodowli traktowanej 200 pg/ml G418, ponad 85% sferoidow
reprezentowato klas¢ 1 (nie byly ani pokryte rzgskami ani si¢ nie ruszaly).
W hodowli traktowanej G418 w stgzeniu dwukrotnie wyzszym (400 pg/ml), 90% komorek
byto martwych, co wskazuje, Ze nizsze dawki G418 maja negatywny wplyw
na ciliogenezg, natomiast wyzsze dawki G418 maja negatywny wplyw na zywotnos¢

komorek.
Analiza immunofluorescencyjna

Po przeprowadzeniu analiz HSVM z hodowli komorkowych, obecno$¢ rzgsek
w hodowlach potwierdzano dodatkowo za pomoca barwien immunofluorescencyjnych.

W tym celu, rzgski zostaly wyznakowane przeciwciatem przeciwko acetylowanej
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a-tubulinie, bialku markerowym rzgsek, a jadra komoérkowe byly barwione markerem

DNA, DAPLI.

Za wyjatkiem najwyzszego st¢zenia (G418, barwienia immunofluorescencyjne
potwierdzity obecnos¢ rzgsek na wszystkich hodowlach, zaro6wno kontrolnych,
jak 1 tych traktowanych testowanymi AAGs. W przypadku G418 w stgzeniu 400 pg/ml,
ze wzglegdu na brak wystarczajacej liczby sferoidéw na szkietkach (dziatanie

cytotoksyczne G418), potwierdzenie obecnosci rzgsek byto niemozliwe.

5.7. Podsumowanie

Badania przedstawione w pierwszej czg$ci pracy wykazaty, ze dla niektérych
mutacji, w ukladzie ex vivo (w transfekowanych liniach komorkowych),
mozliwe jest osiagnigcie poziomu PTC readthrough maksymalnie na poziomie 6%
ekspres;ji transkryptu typu dzikiego. Ten stosunkowo niewielki poziom PTC readthrough
jest prawdopodobnie zwiazany z ograniczona przenikalno$cia AAGs przez blong
komorkowa. Ponadto, dla czgSci testowanych mutacji (m.in. konstrukt SPAG1 16),
nie zaobserwowano znaczacego poziomu PTC readthrough przy uzyciu badanych AAGs.
Uzycie wyzszych stezen AAGs bylo niemozliwe ze wzgledu na ich cytotoksycznosc.
Najbardziej efektywny zwiazek, G418, byt rowniez najbardziej cytotoksyczny (wigcej
w rozdziale 6. DYSKUSJA i w publikacji Bukowy-BieryHo i wsp.; RNA Biology, 2016°°).

Dotychczasowe wyniki badan nad mozliwo$cia zastosowania AAGs jako zwigzkow
chemicznych stymulujacych translacyjny odczyt PTC w PCD wskazaly zatem na potrzebg
zastosowania zwiazkoOw o mniejszej toksyczno$ci, wyzszej zdolnosci przenikania przez
btong komorkowa i/lub wigkszym potencjale stymulacji procesu PTC readthrough.
Uzyskane wyniki stanowity podstawe grantu NCN Etiuda, otrzymanego w 2017 roku,
ktéry umozliwil przeprowadzenie badan wstgpnych dotyczacych zastosowania zwigzkow
nie-aminoglikozydowych (ang. non-aminoglycosides; NAGs) do stymulacji procesu
PTC readthrough. W czasie pobytu zagranicznego na Uniwersytecie w Southampton
w Anglii, przeprowadzone zostaly wstgpne badania cyto- i ciliotoksycznosci pigciu
zwiazkow NAGs oraz ich wplywu na integralnos¢ nablonka oddechowego
(wyniki przedstawione w nastgpnym rozdziale 5.8. Wyniki dodatkowe). Badania te beda
kontynuowane w ramach przyznanego rowniez w roku 2017 grantu NCN Preludium

(kierownik: mgr Dabrowski).
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5.8. Wyniki dodatkowe

5.8.1. Przesiewowe badanie toksycznosci NAGs

Do badan wybrano pi¢¢ zwiazkdw o znanych witasciwosciach stymulujacych PTC
readthrough: ataluren (ATAL), amlexanox (AMLX) i escyng (ESC), oraz makrolidy:
tylozyng (TYL) i azytromycyng (AZTM).

W pierwszym etapie, z uzyciem linii komorkowej nabtonka oddechowego 16HBE'®’
1 biekitu trypanu, przeprowadzono przesiewowe badanie toksycznosci szerokiego zakresu
stezen badanych zwiazkéw na nablonek oddechowy. Ze wzgledu na znany profil
toksyczno$ci (przeprowadzone badania kliniczne), w tym etapie badan nie testowano

atalurenu (oznaczany na rycinach skrotem ATAL).

Komorki 16HBE byty traktowane przez 48 godzin jednym z 4 badanych zwiazkow
(azytromycyna, amlexanox, escyna, tylozyna), wedlug szerokiego =zakresu stgzen
opisanych w literaturze'>'"'>19+13%15 " Stezenia NAGs powodujace $mieré wigeej niz 50%
komoérek wzgledem komorek nietraktowanych odrzucano z dalszych etapow badan.
Do dalszych testow zakwalifikowano nastepujace stgzenia zwiazkow- AMLX: 125, 25,
10 uM; AZTM: 10, 5, 1 pg/ml; ESC: 10, 5, 1 uM oraz TYL: 100, 50, 10 pg/ml.

5.8.2. Analiza cytotoksycznosci AAGs i NAGs za pomoca zestawu

MultiTox-Fluor

W drugim etapie badan, toksyczno$¢ NAGs na nablonek oddechowy analizowano
w komorkach pierwotnych nablonka oddechowego (wymazy nabtonka nosa pobrane
od zdrowych dawcow) zroznicowanych w hodowli in vitro metoda ALI. Okoto 28. dnia
hodowli ALI  (moment pelnego  zrdéznicowania nabtonka w  hodowli),

komorki byty traktowane przez 48 godzin wybranymi st¢zeniami badanych NAGs.

Dziatanie cytotoksyczne zwiazkéw oceniano za pomoca fluorescencyjnego testu
Multitox-Fluor (Promega), ktéry umozliwia jednoczesny pomiar ilosci komorek zywych

(proteaza komorek zywych) i ilosci komorek martwych (proteaza komoérek martwych).

W badaniach tych (Ryc. 29) najnizszy negatywny wplyw na Zywotno$¢ komorek
zaobserwowano dla TYL 1 ATAL): zadne z testowanych stgzen tych zwiazkow
nie powodowato znaczacego spadku zywotnosci po 48 godzinach inkubacji.
Wyzsze stgzenia AMLX (125 puM) oraz AZTM (10 uM), a takze obydwa testowane
stezenia GENT (1 i 2 mg/ml), powodowaty w tym czasie do 30% spadku zywotno$ci
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komorek. Najwyzsza $miertelno§¢ zaobserwowano dla ESC — wszystkie badane stgzenia
tego zwiazku (1; 51 10 uM) po 48 godzinach inkubacji powodowaty spadek zywotnosci

komorek o ponad 50%, co przeczy doniesieniom literaturowym">”.

Badanie cytotoksycznosci - Multitox-Fluor
2,00

1,50

1,00
0,50 |
0,00

@

Stosunek komérki zywe/martwe

PO I PPN PO DS PP
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Rycina 29. Wyniki analizy cytotoksycznos$ci z wykorzystaniem zestawu MultiTox-Fluor.
Eksperyment przeprowadzano z uzyciem komorek nabtonka oddechowego hodowanych
metoda ALIL. Wszystkie pomiary powtdrzono trzykrotnie. Gent — gentamycyna, AMLX —
amlexanox, ESC — escyna, AZTM — azytromycyna, TYL — tylozyna, ATAL — ataluren.

5.8.3. Wplyw zwiazkow na integralnosc i przepuszczalnos¢ warstwy

komorek nabtonka w hodowli ALIL.

Oprocz badan zywotnosci komorek nabtonka, dla najwyzszych stezen szeSciu
badanych zwigzkow (Gent, AZTM, AMLX, TYL, ATAL, ESC)
oraz ich rozpuszczalnikéw (metanol, DMSO, woda), przeprowadzono pomiar oporno$ci
elektrycznej warstwy komoérek nabtonka metoda TEER. Metoda ta jest szeroko stosowana
w badaniach wptywu lekow 1 zwiazkoéw chemicznych na funkcjonowanie zlaczy $cistych
nabtonka. Poprzez oceng opornosci elektrycznej warstwy komorek nabtonka,
metoda TEER umozliwia oceng integralnosci oraz przepuszczalnosci nablonka

po traktowaniu zwiazkami chemicznymi, a takze oceng tego procesu w czasie.
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Ze wzgledu na uzycie r6znych cieczy do rozpuszczenia badanych zwiazkow NAGs,
analiz¢ TEER rozpoczgto od pomiaru wpltywu réznych stgzen rozpuszczalnikow
na nabtonek oddechowy (w DMSO rozpuszczono: ATAL, AZTM i AMLX; w wodzie:
TYL i gentamycyng; w 0,05% metanolu ESC) (Ryc. 30).

Jedynie metanol (MetOH) po 7 godzinach inkubacji wykazal niewielki spadek
(o okoto 20%) opornosci warstwy komorek nabtonka; warto$¢ ta przy kolejnym pomiarze
(po 18 godzinach) wrécita do poziomu nietraktowanej kontroli, $wiadczac o tylko

tymczasowym, stabym wptywie metanolu na opornos$¢ warstwy.

Badanie TEER (Ryc. 31) z uzyciem badanych zwiazkéw ponownie wykazalo
niewielki wptyw ATAL (10 pg/ml) oraz AZTM (10 pg/ml) na nabtonek: po 48 godzinach
traktowania tymi zwigzkami, wartosci TEER dla komorek spadly jedynie o 15% wzgledem
warto$ci wyjsciowej. Inkubacja komoérek z TYL w stezeniu 100 pg/ml powodowata nagty
spadek opornosci warstwy o ok. 30% w ciagu pierwszych 7 godzin inkubacji.
Spadek ten utrzymywal si¢ nastgpnie przez caly pozostaty czas badania, co $wiadczy
o umiarkowanej toksycznosci tego zwiazku dla komorek nabtonka zrdéznicowanych
w hodowli ALIL Dla Gent (2 mg/ml) i AMLX (125 uM) zmiany w opornosci warstwy
zalezaty od czasu inkubacji komoérek z badanym zwiazkiem. Po poczatkowym wzroscie
opornosci warstwy o ok. 15%, po 31 godzinach inkubacji oporno$¢ warstwy gwaltownie

spadata do ok. 65% wartosci wyjsciowej.

Dla ESC, badanie TEER (Ryc. 31) ponownie wykazalo wysoka toksyczno$¢
tego zwiazku dla komoérek nabtonka oddechowego. Juz po 7 godzinach traktowania,
ESC w dawce 10 uM powodowata spadek opornosci warstwy komorek nabtonka
az o 70%. Po 48 godzinach inkubacji, opornos¢ warstwy komorek obnizyla si¢ do 20%
warto$ci wyjsciowej, co wskazuje na wysoka toksycznos¢ tego zwiazku dla komorek

nabtonka.

Ze wzgledu na ograniczony czas stazu 1 czas wymagany do zréznicowania nabtonka
w hodowli ALI (minimum 45 dni), niemozliwe bylo przeanalizowanie pelnego zakresu
stezen badanych wszystkich zwiazkéw. Dlatego tez, uzyskane wyniki pomiaru TEER
nalezy traktowa¢ jako wyniki wstgpne i powtdrzy¢ pomiary z pelnym zakresem stgzen

wszystkich badanych zwiazkow.
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Integralnos¢ nabtonka: rozpuszczalniki
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Rycina 30. Analiza wplywu uzytych rozpuszczalnikow na integralno$¢ nabtonka
oddechowego. Pomiar TEER na komodrkach pierwotnych nabtonka oddechowego
zréznicowanych metoda ALIL.

Integralnos¢ nabtonka: badane zwiazki
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Rycina 31. Analiza wptywu NAGs na integralno$¢ nablonka oddechowego. Pomiar TEER
na komorkach pierwotnych nabtonka oddechowego zréznicowanych metoda ALIL
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5.8.4. Wplyw AAGs i NAGs na ruchliwos¢ rzesek (mikroskopia

Time-lapse).

Dzigki pobytowi w osrodku w Southampton, mozliwe byto takze przeprowadzenie
badania dlugofalowego wptywu zwiazkéw stymulujacych PTC  readthrough
na funkcjonowanie rzgsek ruchomych (monitorowanie czgstotliwosci bicia rzesek
1 procentu poruszajacych si¢ rzgsek w polu widzenia kamery w trakcie inkubacji
ze zwiazkami). Badania te zostaly wykonane przy uzyciu specjalistycznego sprzetu
1 oprogramowania (zautomatyzowany mikroskop Olympus z kamera szybkoklatkowa

oraz komorg inkubacyjna), dostepnych tylko w tym osrodku zagranicznym.

W ramach badan, przetestowano 4 zwiazki: AMLX (10 puM, 25 puM i 125 pM);
ATAL (2,5 pg/ml, 5 pg/ml i 10 pg/ml), Gent (1 mg/ml i 2 mg/ml) oraz G418 (0,2 mg/ml,
Ryc. 32 1 Ryc. 33). Wstgpne wyniki wykazaty, ze po 6 godzinach inkubacji,
zardwno czestotliwos¢ bicia rzesek, jak i procent poruszajacych si¢ rzgsek w polu widzenia
kamery nie ulegly istotnej zmianie w stosunku do wartoSci wyjsSciowej
(maksymalna zmiana ok. 8%). Powyzsze dane sugeruja, ze przetestowane zwiazki nie

wplywaja na ruch rzesek.

Ograniczenia w dostgpie do sprzgtu i materiatu pozwolity na przeprowadzenie
jedynie badania pilotazowego (1 eksperyment, 4 zwiazki i ich rozpuszczalniki, 6 godzin
inkubacji). W najblizszym czasie planowane jest powtdrzenie tego badania w trakcie
dluzszej inkubacji ze zwiazkami (48 godzin) oraz ze zwigkszong ilo$cia zwiazkow

1 ich stgzen (dodatkowo: ESC, TYL, AZTM).
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Rycina 32. Wpltyw zwiazkow stymulujacych PTC readthrough lub ich rozpuszczalnikéw
na czgstotliwos¢ bicia rzgsek nabtonka oddechowego. Mikroskopia Time-lapse, 6 godzin
monitorowania. Normalny zakres czestotliwosci bicia rzesek w temperaturze 37°C wynosi

10-20 Hz.
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Rycina 33. Wplyw zwiazkow stymulujacych PTC readthrough lub ich rozpuszczalnikow
na procent bijacych rzgsek w polu widzenia. Mikroskopia Time-lapse, 6 godzin
monitorowania. Normalny zakres wartosci: od 20 do 40%.
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6. DYSKUSJA

W  niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan dotyczacych zastosowania
stymulowanego  translacyjnego  odczytu  przedwczesnych  kodonéw  STOP
(PTC readthrough) w mutacjach zaangazowanych w patogenez¢ pierwotnej dyskinezy

rzgsek (PCD).

Przygotowano konstrukty oparte o wektor pDluc, zawierajace fragmenty sekwencji
z PTC wraz z ich bliskim otoczeniem nukleotydowym. Podatno$¢ mutacji na stymulowany
antybiotykami aminoglikozydowymi (AAGs) translacyjny odczyt (supresj¢) PTC
testowano w dwoch systemach eksperymentalnych: in vitro (system transkrypcji/translacji
TnT) i ex vivo (w transfekowanych liniach komodrkowych). Ponadto, przebadano
cytotoksyczno$¢ najbardziej efektywnych stgzeh AAGs w hodowlach komoérek nabtonka

oddechowego a takze ich wplyw na kondycje komorek i1 wytwarzanie rzgsek ruchomych.

6.1. Wybor jednostki chorobowej

W Zakladzie Genetyki Molekularnej 1 Klinicznej od lat prowadzone sa badania
podtoza genetycznego PCD w polskiej populacji chorych. W przypadku tej choroby,
nie istnieje obecnie zadna metoda leczenia przyczynowego, mozliwe jest jedynie
fagodzenie objawow. Nawracajace infekcje drog oddechowych sa najpowazniejszym
objawem PCD — nawet w przypadku wczesnej diagnozy, pacjenci cierpia na stopniowe
pogorszenie funkcji pluc, wymagaja intensywnej opieki lekarskiej 1 fizjoterapeutyczne;,
a w wielu przypadkach zabiegdw operacyjnych, takich jak usunigcie niefunkcjonalnych
ptatow ptluc (lobektomia), az do transplantacji pluc wilacznie. Z czasem zdolno$¢
pacjentow do pracy oraz jako$¢ ich zycia drastycznie spadaja, przez co PCD staje sig

istotnym problemem, zarowno medycznym, jak 1 spolecznym.

Z badan nad podtozem genetycznym PCD (‘*oraz wiasne dane Zespotu) wynika,
ze 1/3 mutacji zaangazowanych w patogenezg tej choroby wprowadza PTC w sekwencji
genow. W zwiazku z powyzszym, dostgpny jest szeroki wybdr sekwencji do badania
stymulacji procesu PTC readthrough. Co prawda, wiele z mutacji w genach zwiazanych
z patogeneza PCD to mutacje prywatne (wystepujace tylko w jednej rodzinie), niemniej
nadal szereg roznych PTC to mutacje powtarzajace si¢ w kilku rodzinach.

Ponadto, nawet w przypadku mutacji prywatnych, okreslenie wydajnosci translacyjne;
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supresji PTC moze wnie$¢ dodatkowa wiedz¢ na temat zalezno$ci tego procesu

od kontekstu sekwencyjnego.

Wyboér PCD jako modelu do badan nad stymulacja PTC readthrough uwzglednia
dodatkowo wazny aspekt praktyczny. Gtéwna przyczyna klinicznych komplikacji w PCD
jest dysfunkcja nablonka orzgsionego wyscietajacego drogi oddechowe. W zwiazku z tym,
atutem potencjalnej terapii opartej na stosowaniu zwiazkow stymulujacych translacyjny
odczyt PTC bylaby mozliwos¢ podania tych zwiazkow bezposrednio do drog
oddechowych (inhalacje), ograniczajaca ich toksyczne dziatanie na reszt¢ organizmu

(nerki, watroba, ucho wewngtrzne).

6.2. Wplyw badanych stezen AAGs na PTC readthrough

Za wyjatkiem amikacyny, zarowno w systemie in vitro jak i ex vivo, wszystkie
testowane AAGs stymulowaty PTC readthrough. Wydajnos¢ stymulowanego AAGs
translacyjnego odczytu réznych PTC osiagnigta w niniejszych eksperymentach
jest zblizona do wynikéw prezentowanych w badaniach innych zespotow

4,4 181,136,182 c . ’ . ’ . .. oqs
R+ BIHIBLICIS ok ociaz bezposrednie pordwnanie nie jest mozliwe ze wzgledu

badawczyc
na zastosowane rézne systemy reporterowe. Zaskakujaca jest natomiast catkowita
nieskuteczno$¢ amikacyny, gdyz zwiazek ten byt wielokrotnie opisywany w literaturze
jako stymulator translacyjnego odczytu PTC, cho¢ o wyraznie mniejszym potencjale

.. 105,1
niz gentamycyna czy paromomycyna’ > 05183,

Wydajnos¢ PTC readthrough zarowno w warunkach in vitro 1 ex vivo korelowata
pozytywnie ze st¢zeniem badanych zwiazkoéw stymulujacych. Nalezy jednak podkreslic,
ze maksymalne st¢zenia zwiazkow uzywane w obu systemach eksperymentalnych roznity
si¢ migdzy soba.

. . . 4,105,134
Ustalone wstepnie w oparciu o dane literaturowe®*'>1?

maksymalne st¢zenia AAGs
w eksperymentach in vitro wynosily 60 pg/ml dla gentamycyny, amikacyny
1 paromomycyny oraz 5 pg/ml dla G418. Jednakze, negatywny wplyw AAGs
na wydajno$¢ procesu translacji stwierdzony we wstepnych eksperymentach in vitro
spowodowat, ze w dalszych eksperymentach obnizono maksymalne stgezenia AAGs,
do arbitralnie ustalonego poziomu niepowodujacego spadku translacji o wigcej niz 30%

w stosunku do reakcji bez AAGs (maksymalne uzyte stgzenia wynosity: 15 pg/ml
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dla gentamycyny i paromomycyny; 1,5 pg/ml dla G418; amikacyna na tym etapie zostala

juz wykluczona z badan).

W  eksperymentach ex vivo stezenia AAGs stosowane zostaly ustalone tak,
by nie przekraczaly dawek LDsy znanych z literatury dla tego typu komorek™-'
(2000 pg/ml dla gentamycyny i paromomycyny; 400 pg/ml dla G418). Stezenia AAGs
w uktadzie ex vivo byty wigc dwa lub trzy rzedy wielko$ci wyzsze, niz te uzyte w systemie
in vitro. Mimo to, wydajno$¢ translacyjnego odczytu PTC w eksperymentach ex vivo byta
2-12 razy nizsza niz w eksperymentach in vitro. Jednym z wyjasnien niskiej wydajnosci
stymulacji PTC readthrough przez AAGs w ukladzie ex vivo jest ograniczona zdolnos$ci
przenikania tych zwiazkow przez blong komorkowa, a zatem wynika ona z nizszego
efektywnego stezenia AAGs wewnatrz komorki (biodostgpnos¢ - zagadnienie opisano

doktadniej w rozdziale 6.6.).

6.3. Wplyw kodonu STOP i nukleotydu +4 na PTC readthrough

Skutecznos¢ zwiazkéw stymulujacych PTC  readthrough zalezala zar6wno
od ich rodzaju 1 stgzenia, jak i1 od tozsamo$ci danego PTC (kodonu STOP).
Sposrod  konstruktow odpowiadajacych na traktowanie AAGs, najwyzszy poziom
stymulowanego PTC readthrough byt obserwowany dla konstruktow zawierajacych kodon
UGA (DNAHS 32, DNAHS 49 oraz DNAHI11 70). Nie dotyczyto to jednak wszystkich
konstruktow z tym kodonem; w trzech z siedmiu konstruktéw z kodonem UGA
nie wykazano istotnego poziomu stymulacji translacyjnego odczytu PTC przez Zaden

z badanych AAGs.

Dla konstruktéw zawierajacych kodon UAG, uzyskano pozytywna odpowiedz
na stymulacj¢ AAGs tylko w jednym z sze$ciu badanych konstruktow zawierajacych
ten PTC. W zadnym z konstruktow zawierajacych kodon UAA, obecno$s¢ AAGs

nie stymulowata PTC readthrough, co jest zgodne z danymi literaturowymi>*>%*%.

Podsumowujac,  podatnos¢  kodonéw  STOP  na  supresje  sygnatu
terminacji obserwowana w naszych badaniach mozna uszeregowa¢ w kolejnosci:
UGA > UAG >> UAA. Kolejnos¢ ta jest zgodna z innymi doniesieniami

. 22,34,186,1
w tej tematyce®>~ 186187,

Mozliwym wytlumaczeniem réznic pomigdzy efektywnoscia translacyjnego odczytu

PTC wprowadzajacych ten sam typ kodonu STOP, moze by¢ tozsamos$¢ nukleotydu
90



w pozycji +4. Wiele danych literaturowych wskazuje, ze obecno$¢ cytozyny w tej pozycji

: . . 2 -40,60,1
zwicksza supresjc kodonow STOQP?733374060.188

Wyniki naszych eksperymentow
nie wskazuja jednak na jednoznaczna korelacj¢ pomigdzy nukleotydem w pozycji +4,
a efektywnoscia PTC readthrough. Na przykiad, z dwoch przebadanych konstruktow
zawierajacych kodon UGA z nastepujaca po nim cytozyna (DNAHS 32 i DNAHS 49),
drugi wykazywal znacznie nizszy poziom PTC readthrough niz pierwszy, za$ wstawka
najbardziej podatna na stymulacje (DNAHI1 70) zawierala w pozycji +4 tyming,
a nie cytozyng.

W ostatnim czasie, kilka grup badawczych otrzymato zblizone wyniki do naszych
eksperymentow, co wskazuje ze rola cytozyny w pozycji +4 jest nadal dyskusyjna'®'*,
Prawdopodobnie na wydajnos$¢ procesu PTC readthrough wplywaja takze inne czynniki,

m. in. pozostate nukleotydy otaczajace kodon STOP, czy tez tworzenie struktur

drugorzedowych, takich jak np. spinki.

6.4. Stabilnos¢ transkryptow - wpltyw procesu NMD

Intensywnos¢  procesu  Nonsense  Mediated  mRNA  Decay  (NMD),
wplywajaca na ilo$¢ dostepnego transkryptu, jest kolejnym czynnikiem okreslajacym
wydajnos¢ PTC readthrough. Stosowany przez nas system eksperymentalny
(wektor reporterowy pDluc) nie pozwalal na jednoczesna analiz¢ procesu
PTC readthrough 1 NMD, w zwiazku z czym nie bylo mozliwe zebranie danych na temat
stabilnosci transkryptow zawierajacych PTC podczas reakcji TnT 1 w komoérkach HEK293.
Jednakze, biorac pod uwagg stosunkowo niewielka dlugo$§¢ wstawki (okolo 20 nt),
niewielka dlugo$¢ 3’'UTR w plazmidzie oraz brak miejsc sktadania transkryptu (typowych
miejsc przytaczania bialek EJC potencjalnie zaangazowanych w proces NMD), mozna
przypuszczaé, ze zaroOwno testowane w naszych badaniach konstrukty zawierajace PTC,

jak i te z sekwencja typu dzikiego, nie ulegalty wzmozonej degradacji na drodze NMD.

6.5. Wplyw zwigzkow stymulujacych na komorki nabtonka

Ze wzgledu na tkankowo specyficzna ekspresj¢ niektorych biatek, wydajnosé
stymulacji PTC readthrough zwiazkami chemicznymi w warunkach ex vivo moze réwniez

zaleze¢ od typu komorek. W naszych eksperymentach, majacych na celu okreslenie
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ogblnej efektywnosci stymulowanego AAGs translacyjnego odczytu badanych PTC,
zastosowalismy transfekowane linie komorek HEK?293. Linie te,
wywodzace si¢ z nablonka nerki, sa czesto wykorzystywane w badaniach

114,189,190
Dso 7", Ponadto,

nefrotoksycznosci lekow, stad znane sa dla nich wartosci L
komorki HEK293 charakteryzuja si¢ latwoscia transfekcji 1 sa bardzo czesto
wykorzystywane do wstgpnego testowania zalezno$ci efektywnosci PTC readthrough

od rodzaju mutacji i stosowanego stymulatora tego procesu’> %182,

Ewentualne zastosowanie kliniczne stymulowanego PTC readthrough u pacjentow
z PCD zwiazane jest jednak z celowanym traktowaniem komorek nablonka oddechowego,
najbardziej dotknigtego objawami choroby (np. poprzez wziewne podanie leku).
Dlatego tez, istotne byto takze przetestowanie podatnosci danych PTC na stymulowany
PTC readthrough bezposrednio w tym typie komorek. W ramach niniejszej pracy, komorki
nabtonka oddechowego testowano pod katem oceny cyto- i ciliotoksyczno$ci stosowanych

stymulatorow procesu PTC readthrough.

Obecnie brak jest dostgpnych, tatwych do namnozenia 1 transfekcji, linii komorek
nabtonka oddechowego, ktére bytyby jednoczesnie zdolne do wyksztatcenia rzgsek
(r6znicowania); z kolei dostep do materiatu biologicznego od pacjentéw z PCD jest bardzo
ograniczony. Namnozenie niezréznicowanych komorek nabtonka w hodowli in vitro
jest czasochlonne oraz obarczone wieloma trudno$ciami 1 ograniczeniami,
np. komorki nabtonka oddechowego mozna pasazowa¢ maksymalnie trzy razy w trakcie
catej] hodowli bez utraty potencjalu do réznicowania rzgsek. Dlatego tez w badaniach
toksycznosci AAGs zastosowano model hodowli in vifro komorek pierwotnych nabtonka
oddechowego z polipéw nosowych od zdrowych dawcéw, ktore stanowia obfite Zrodto

materiatu podobnego do zdrowego nablonka.

W niniejszej pracy zastosowano wdrozona wczesniej w Zakladzie hodowle typu
sekwencyjnego wg Jorissena' . Ze wzgledu na techniczne wlasciwosci tego typu hodowli
(cykliczna wymiana pozywki w hodowli zawiesinowej), niemozliwe bylo bezposrednie
zbadanie ilosci martwych komoérek w hodowli zawiesinowej po inkubacji z AAGs.
Dlatego tez, do okreslenia wptywu AAGs na zywotno$¢ i réznicowanie nabtonka
oddechowego wykorzystano metody posrednie (ocena wielkos$ci, ilosci 1 stopnia orzgsienia

sferoidow).
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Analiza wptywu AAGs na réznicowany w hodowli in vitro nablonek oddechowy
zdrowych dawcow wykazata, ze wigkszo$¢ z testowanych stezen AAGs nie wpltywala
W negatywny sposob na zywotno$¢ komorek, czy tez wyksztatcanie rzgsek w procesie
ciliogenezy. Jedynie najwyzsze uzywane stezenie (400 pg/ml) zwiazku G418 powodowato

wyrazny efekt negatywny (Smier¢ okoto 90% sferoidéw z hodowli).

W kontynuacji niniejszych badan (grant NCN Etiuda), do analiz cytotoksycznosci
zwiazkéw NAGs zaplanowano wykorzystanie metody hodowli ALI'”, ktora jest lepszym
modelem do analizy wplywu czynnikow chemicznych na nablonek oddechowy'®''**
1 umozliwia wykorzystanie komercyjnie dostgpnych zestawéw do pomiaréw
cytotoksycznosci, takich jak np. Multitox-Fluor (Promega). Wstepne badania wplywu
zwiazkow NAGs przeprowadzone w takich hodowlach sugeruja, ze 4 z 5 badanych
zwiazkow NAGs (AMLX, TYL, AZTM, ATAL), sa co najwyzej tak samo toksyczne dla
nablonka, jak dotychczas stosowane AAGs. Wbrew doniesieniom literaturowym'*>">>,
zaobserwowano wysoka cytotoksycznos¢ ESC - wszystkie badane stgzenia escyny
(1; 51 10 uM) powodowaty w ciagu 48-godzinnej inkubacji spadek zywotnosci komoérek
o minimum 50%. Czg$ciowym wytlumaczeniem obserwowane] wysokiej toksycznos$ci
tego zwiazku jest, zastosowany jako rozpuszczalnik 0,05% roztwor metanolu w wodzie.
W czasie pomiaru TEER, proba traktowana jedynie tym rozpuszczalnikiem wykazata
spadek oporno$ci warstwy nablonka o 20%. Jednakze, efekt ten ulegat zlagodzeniu

wraz z uplywem czasu 1 po kolejnych 18 godzinach oporno$¢ warstwy nablonka

byta zblizona do nietraktowanej kontroli.

Przeprowadzono réwniez badania pilotazowe dotyczace czasowego wpltywu NAGs
na funkcjonowanie rzgsek (mikroskopia Time-lapse); badania te wykazaly,
ze najwyzsze stosowane stgzenia czterech badanych zwiazkéw nie wptywaty istotnie
ani na czestotliwo$¢ bicia rzgsek, ani na procent bijacych rzgsek w polu widzenia.
Dalsze badania w tym kierunku zostana przeprowadzone w ramach przyznanego grantu

NCN Preludium.
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6.6. Biodostepnos¢ zwigzkow stymulujacych PTC readthrough

Skutecznos¢ zwiazkoéw stymulujacych proces translacyjnego odczytu PTC moze by¢
ograniczona poprzez ich staba biodostepnos¢ i przenikalno$¢ przez btony komodrkowe.
Ten fakt jest szczegélnie dobrze znany dla badanych od wielu lat, pozytywnie
natadowanych AAGs, jednak ciagle brak jest skutecznych rozwiazan tego problemu.

Wigkszos¢ ssaczych komorek pobiera zwiazki AAGs zarowno poprzez btony

komorkowe w procesie endocytozy (receptor megaliny)'?%!*+1%

, Jak 1 wykorzystujac inne
mechanizmy np. nieselektywne kanaty kationowe (ang. non-selective cation channels,
NSCCs) albo kanaty TRP'*'®. W naszych badaniach nie analizowano przepuszczalnosci
bton komorkowych dla zwiazkow AAGs metodami bezposrednimi.
Jednakze, poréwnujac roznice pomigdzy efektywnoscia stymulacji PTC readthrough

W systemie in vitro oraz ex vivo, mozna sprébowaé posrednio okreslic wplyw tego

parametru.

Stezenia AAGs uzyte w uktadzie ex vivo byly dwa lub trzy rzedy wielko$ci wyzsze,
niz te uzyte w systemie in vitro. Mimo to, wydajno$¢ translacyjnego odczytu PTC
w eksperymentach ex vivo byla 2-12 razy nizsza niz w eksperymentach in vitro.
Nizsza wydajnos$¢ stymulacji PTC readthrough przez AAGs w uktadzie ex vivo moze
wynika¢ z ograniczonej zdolno$ci przenikania tych zwiazkow przez btong komoérkowa
a zatem z nizszego efektywnego stgzenia AAGs wewnatrz  komorki.
Bazujac na otrzymanych wynikach, mozna szacowac, ze w zaleznosci od uzytego zwiazku,
do wnetrza komorek wnikato od 0,1% do 0,5% testowanych AAGs, co jest zgodne

z danymi opisywanymi w literaturze'**'%.

Tak niska przenikalnos¢ AAGs do wngtrza komodrek uniemozliwia uzyskanie
efektywnej stymulacji translacyjnego odczytu PTC przy uzyciu AAGs podawanych
pozakomorkowo. Jak wykazano wczesniej (rozdzial 5.6.), stezenia AAGs uzyte
w eksperymentach ex vivo byly niestety maksymalnymi stosunkowo bezpiecznymi
stezeniami, ze wzgledu na znana z literatury toksyczno$cia wysokich stgzen tych
zwiazkow. Podwyzszenie stosowanych zewnatrzkomorkowych stezen AAGs nie byloby
wigc wskazane. Potwierdzeniem tego faktu jest obserwacja, ze najwyzsze uzyte stezenie
G418 (400 pg/ml) wykazywalo silng cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek

pierwotnych nablonka oddechowego zréznicowanych w hodowli sekwencyjne;.
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Mozliwym rozwiazaniem stabej przenikalnosci AAGs do wngtrza komorek
jest zastosowanie zwiazkow 0 zmienionej strukturze chemiczne;j,
takich jak zmodyfikowane AAGs™ lub zwiazki NAGs o zwigkszonej przenikalnosci przez
blony komoérkowe, np. ataluren'*’. Innym rozwiazaniem jest nanokapsulkowanie tych
zwiazkow lub stosowanie dodatkowych zwiazkow/substancji utatwiajacych przenikanie

przez blony komorkowe"'.

Zwigkszenie biodostepnosci zwiazkéw stymulujacych
PTC readthrough mozliwe jest takze przez zastosowanie zwiazkow stymulujacych kanaty
kationowe typu NSCCs lub TRP, takich jak resinoferatoksyna lub anandamid'.
Zwiazki te, otwierajac kanaty jonowe, indukuja naptyw kationdéw i tym samym zwigkszaja
naptyw pozytywnie naladowanych AAGs do komorki'™. Innymi zwiazkami
wplywajacymi na wnikanie AAGs do wngtrza komorek, sa pgtlowe leki moczopgdne,

bumetanid i furasemid, ktére hiperpolaryzuja btong komorkowa'”’

. Dalsze badania w tym
kierunku pozwola ocenié, ktore z tych rozwiazan bytoby optymalne dla komodrek nabtonka

oddechowego.

6.7. Wybrane problemy zwigzane z perspektywa Klinicznego
zastosowania terapii wykorzystujacych podejscie PTC

readthrough

6.7.1. Aminokwas wbudowany na skutek PTC readthrough,

a funkcjonalnos¢ biatka

Cho¢ istnieje kilka nc-tRNA mogacych rozpoznawaé poszczegolne kodony STOP
(Tabela 6), wydaje si¢ ze czgstos¢ ich wykorzystywania w procesie PTC readthrough
nie jest losowa.

Wedtug licznych badan, w przypadku wirusowych 1 drozdzowych mRNA
w naturalnym (nie-stymulowanym) procesie PTC readthrough, kodon UGA
jest odczytywany jako tryptofan (Trp), cysteina (Cys) lub arginina (Arg)***?>%,
a kodon UAA jako glutamina (GIn)*****'** Kodon UAG jest odczytywany jako tryptofan
(Trp) i GIn*™**'*% albo jako Trp, Tyr lub lizyna (Lys)*'. Dokladniejsze badania™
wykorzystujace spektrometri¢ masowa potwierdzily, ze aminokwasami wbudowywanymi
w miejscu kodonu UGA sa Trp, Cys 1 Arg. Jednak w przeciwienstwie do wczesniejszych
wynikow, badania te wykazaty, ze kodony UAA i1 UAG najczescie] sa odczytywane

jako Gln, Tyr i Lys'***. Ostatnie badania w komoérkach drozdzy i na ludzkich liniach
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komoérkowych (HEK293) wykazaly, ze =zarowno w naturalnie wystgpujacym
jak i stymulowanym translacyjnym odczycie kodonéw STOP, tozsamo$¢ wbudowywanych
aminokwasow jest taka sama, jednak czestotliwos¢ ich wiaczania zalezy od zastosowanego

zwiazku stymulujacego™**.

Stwierdzono takze, ze niesparowanie (ang. mismatch)
w pozycji drugiej kodonu nie skutkuje efektywnym wbudowywaniem aminokwasu
w pozycji kodonu STOP. Dodatkowo, dane literaturowe sugeruja, ze samo otoczenie
nukleotydowe wokot kodonu STOP moze zmieni¢ tozsamos¢ wbudowywanych

nc-tRNA,

Nierozwigzanym pytaniem pozostaje, czy dana substytucja aminokwasowa wptywa
na funkcje biatka. W przypadku naszych badan, nie mieliSmy mozliwos$ci sprawdzenia
metodami eksperymentalnymi (np. spektrometria masowa™), jakie aminokwasy zostaty
wbudowane w miejscu PTC. Jednakze, powolujac si¢ na przedstawione wyzej dane
literaturowe, sprobowaliSmy przewidzie¢ mozliwy wpltyw substytucji aminokwasowych
na cigzkie ‘tancuchy dynein aksonemalnych (biatka DNAHS5 i DNAHII),
w ktérych zlokalizowane sa trzy PTC najbardziej podatne na dekodowanie w obecnosci
badanych stgzeh AAGs (konstrukty DNAHS 32 1 DNAHS 49 oraz DNAHI11 70).
Wszystkie trzy konstrukty posiadaja w sekwencji dzikiej kodon kodujacy argining (CGA),
ktéry w wyniku substytucji C>T zostaje zamieniony na przedwczesny kodon STOP: UGA.

Wedtug danych literaturowych®*>*'%23

, na skutek translacyjnego odczytu kodonu UGA,
do tworzonego tancucha biatkowego moga zosta¢ wlaczone zarowno Arg, jak rowniez Trp
lub Cys (Tabela 7). W przypadku wilaczenia Arg, translacja powoduje odtworzenie
sekwencji  biatka typu dzikiego, gwarantujac pelna funkcjonalnos¢ bialka.
Wiaczenie w tej pozycji Trp lub Cys wprowadza substytucje aminokwasowe, ktore moga

wplynaé na funkcje tego biatka.
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Tabela 7. Pozycje PTC prowadzacych do potencjalnych substytucji aminokwasowych
w biatkach DNAHS i DNAHI1.

Nazwa Pozycja PTC w biatku, Potencjalna substytucja aminokwasu w
konstruktu prawidlowy aminokwas przypadku supresji PTC
gen_ekson (jezeli brak wbudowania Arg)
DNAHS5 32 1711; Arg Trp lub Cys
DNAHS 49 2677; Arg Trp lub Cys
DNAHI11 70 3809; Arg Trp lub Cys

Analiza substytucji aminokwasowych w bialkach DNAHS i DNAH11 wskazuje
na szkodliwy efekt prawdopodobnych substytucji  (program  PROVEAN’®;

provean.jcvi.org; Tabela 8).

Tabela 8. Wplyw substytucji aminokwasowych wprowadzanych przez odczyt badanych
PTC odpowiadajacych na stymulacjg zwiazkami AAGs. Na podstawie: program
Provean™ (provean.jevi.org).

Biatko Wariant Punktacja Przewidywany wptyw
PROVEAN substytuciji
(punkt odciecia = - 2,5)
DNAHS5 R2677W -7,855 Szkodliwy
DNAHS5 R2677C -7,855 Szkodliwy
DNAHS5 R1711W -7,292 Szkodliwy
DNAHS5 R1711C -7,359 Szkodliwy
DNAHI11 R3809W -7,329 Szkodliwy
DNAHI11 R3809C -7,289 Szkodliwy

Mozna jednak zatozy¢, ze po pierwsze, zdarzy¢ si¢ moga substytucje rekonstytuujace
wlasciwy kodon, a po drugie, w niektorych przypadkach obecnos$¢ biatka o zmienionej
strukturze jest wystarczajaca do zachowania funkcji rzgsek. Potozenie trzech omawianych
mutacji w odniesieniu do lokalizacji funkcjonalnych domen w tworzacych zewngtrzne

ramiona dyneinowe rzgski bialkach DNAHS5 i DNAHI1 przedstawiono schematycznie

na rycinie 34. Wedlug bazy Interpro (www.ebi.ac.uk/interpro®*®), aminokwasy 1711

oraz 2677 w biatku DNAHS (konstrukty DNAHS5 32 i DNAS 49), leza w obrgbie
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potencjalnie wrazliwych domen funkcjonalnych — odpowiednio Dynein heavy chain,
domain-2 (Ryc. 34A, kolor brazowy) oraz AAA+ ATPase domain (Ryc. 34A,
kolor zielony). Jednakze, aminokwas 3809 w biatku DNAHI11 (konstrukt DNA11 70)
jest potozony pomigdzy funkcjonalnymi domenami biatka DNAH11, co moze sugerowac
potencjalnie maty wptyw tej substytucji aminokwasowej (Ryc. 34B).

A
DNAH5

. A A

DNAH11 1711 2677
—_— S — — —
e e o o e e —_
3809

Rycina 34. Potozenie badanych substytucji aminokwasowych (oznaczono strzatkami)
w odniesieniu do lokalizacji funkcjonalnych domen w biatkach: A) DNAHS; B) DNAHI11.
Na podstawie: InterPro**® (www.ebi.ac.uk/interpro).

Ze wzgledu na ograniczenia finansowe projektu nie byliSmy w stanie przeprowadzi¢
sekwencjonowania peptydéw uzyskanych na drodze PTC readthrough, ani modelowania
bialek metodami bioinformatycznymi lub krystalizacji bialek DNAHI11 1 DNAHS,
co z pewnoscia poglebitloby oceng mozliwych zmian w strukturze tych bialek na skutek

substytucji aminokwasowych.

Biorac pod uwagg podatnos¢ na stymulowany odczyt PTC oraz na lokalizacj¢ poza
domenami funkcjonalnymi biatka, mutacja PTC znajdujaca si¢ w konstrukcie
DNAHI11 70 wydaje si¢ by¢ obiecujacym celem dalszych badan nad terapeutycznym

zastosowaniem PTC readthrough.

Rownoczesnie warto podkresli¢, ze w przypadku stabo responsywnej mutacji Q672*
w genie SPAGI (konstrukt SPAG1 16 zawierajacy kodon STOP typu UAG) analiza zmian
struktury biatka w programie PROVEAN wskazuje na znacznie mniej destruktywny efekt
mozliwych substytucji niz dla PTC z genow DNAHS5 i1 DNAHI1. Punktacja PROVEAN
dla substytucji Q672K wykazuje wynik neutralny (wartos¢ -1,699), a substytucja Q672T
wiaze si¢ ze stosunkowo niewielkim wpltywem na strukture (wartos¢ -4,115).

Ze wzgledu na wysoka czestotliwo$¢ wystepowania tej mutacji w polskiej populacji
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pacjentow PCD, warto wigc inwestowa¢ w badania mozliwosci PTC readthrough dla tej

mutacji (np. przy zastosowaniu NAGs).
6.7.2. Poziom transkryptu w komodrkach a genomowe mutacje PTC

Rozwazajac mozliwo$¢ zastosowania stymulowanego PTC  readthrough
w komorkach od pacjentéw (gdzie, w przeciwienstwie do badanego w niniejszej pracy
konstruktu, obecny jest caly gen zawierajacy mutacj¢ PTC), mozna pokusi¢ sig
o spekulacje dotyczace prawdopodobienstwa wystapienia NMD w komorkach

zawierajacych badane PTC.

Wisréd badanych przez nas mutacji, tylko dwa PTC w genie CCDC40 (konstrukty
CCDC40 20a, CCDC 40b) znajdowaty si¢ w ostatnim eksonie genu. Taka lokalizacja
jest uznawana za sprzyjajaca PTC readthrough, ze wzglgdu na ostabiong indukcj¢ procesu
NMD transkryptu, tym samym zwigkszajaca jego dostgpnos¢ dla translacyjnego odczytu
PTC’™. Pomimo, ze nasze niepublikowane dane wykazaty, ze ilos¢ transkryptu CCDC40
jest pordbwnywalna u pacjentdéw z mutacja i u 0osob zdrowych, w testowanych przez nas
warunkach, konstrukty z tymi mutacjami nie manifestowaly podatnosci na stymulowana
supresj¢ kodonéw STOP. Niska responsywnos¢ tych konstruktow moze by¢ spowodowana
otoczeniem nukleotydowym kodonu STOP jak i jego tozsamos$cia: obydwa konstrukty
zawieraja kodony, ktore charakteryzuja si¢ brakiem Iub bardzo niska podatnoscia
na PTC readthrough (konstrukt CCDC40 20a: kodon UAA, brak PTC readthrough;
konstrukt CCDC40_20b: kodon UAG — PTC readthrough niski lub brak).

W przypadku pozostatych analizowanych mutacji PTC, sekwencje gendw zawieraty
migdzy miejscem PTC a koncem 3’UTR transkryptu miejsca skladania transkryptu
(introny) i1 zwiazane z nimi kompleksy biatek EJC, ktorych obecno$¢ zdecydowanie
przyspiesza degradacj¢ transkryptow w procesie NMD. Analizy transkryptow
pochodzacych z komoérek nabtonka oddechowego pacjentéw chorych na PCD metoda
pot-ilosciowa (multiplex PCR) lub ilosciowa (Real-Time qPCR) wykazuja, ze dla kazdego
genu moze by¢ to sytuacja indywidualna, np. transkrypty dla genu SPAGI z PTC
w eksonie 16 (wstawka SPAGI 16) sa prawie niewykrywalne, natomiast dla innych
analizowanych genéw (np. DNAHS5 lub CCDC40), ilo$¢ transkryptu u pacjentow z PCD

jest podobna do ilosci obserwowanej u os6b zdrowych (nasze niepublikowane dane).

Z opublikowanych niedawno badan wynika, ze juz niewielki poziom stymulacji

translacyjnego odczytu PTC (1-2%), poprzez usunigcie komplekséw biatek UPF1
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znajdujacych si¢ ponizej PTC, moze znaczaco zmniejszy¢ efektywno$¢ degradacji
na drodze NMD 1 ustabilizowa¢ transkrypty. Dlatego tez, wykazana przez nas podatnos¢
na stymulacje dla czgsci z badanych mutacji (np. mutacje PTC w genie DNAHS egz. 20,
32, 49 lub DNAHII egz. 70) na poziomie 2-6% biatka typu dzikiego (system ex vivo),
pozwala przypuszczaé, ze te transkrypty =zostana ustabilizowane przez proces

PTC readthrough i umozliwia ekspresj¢ biatek petnej dtugosci.

Ponadto, zaktadajac mozliwos¢ degradacji na drodze NMD, warto pamigtaé
o mozliwosci zwigkszenia ilosci zawierajacego PTC transkryptu poprzez zastosowanie
zwiazkéw hamujacych proces NMD, takich jak amleksanoks. Zwiazek ten skutecznie
indukuje PTC readthrough a jednocze$nie hamuje degradacje transkryptow na drodze
NMD'*!% Nasze wyniki wstepne wykazaly, ze cytotoksycznos¢ amleksanoksu wobec
komorek nabtonka oddechowego jest nizsza niz gentamycyny (20-30%.)
W nastgpnym etapie badan (grant NCN Preludium) planowana jest petna analiza wptywu

amleksanoksu na stymulacje supresji kodonéw STOP w badanych mutacjach.

6.7.3. llos¢ biatka potrzebna do zniesienia/zlagodzenia symptomow

chorobowych

Istotnym zagadnieniem zwiazanym z zastosowaniem klinicznym terapii
wykorzystujacych podejscie PTC readthrough jest minimalna ilo$¢ biatka pelnej dtugosci,
potrzebna do ztagodzenia objawow danej choroby. Opisywane warto$ci maja szeroki
zakres — od 30-35% normalnego poziomu biatka CFTR w mukowiscydozie, przez 20-30%

dystrofiny w DMD, do 0,4-1% o -L-iduronidazy w mukopolisacharydozie typu I'*’.

W przypadku PCD, nie mozna méwi¢ o ilosci pojedynczego biatka wymaganej
do zlagodzenia objawoéw chorobowych. PCD charakteryzuje si¢ bowiem wysoka
heterogenno$cia genetyczna, a geny zaangazowane w jej patogenez¢ posiadaja rozne
funkcje komoérkowe, a co za tym idzie, moga wystgpowa¢ w komoérce nablonka
oddechowego w rdéznej ilosci, na roznych etapach jej réznicowania. W szczegodlnosci,
mozna si¢ spodziewac rdznic pomig¢dzy wymagana do prawidlowego funkcjonowania
rzgsek iloscia biatek strukturalnych (takich jak DNAHS, DNAHI11 czy RSPH4A)
oraz bialek bioracych udzial w skladaniu i transporcie tych elementow z cytoplazmy
do rzeski (takich jak SPAGI). Dlatego tez, przyszle zastosowanie kliniczne podejscia
PTC readthrough bedzie wymagato eksperymentalnego sprawdzenia wymaganej ilo$ci

biatka dla kazdego badanego genu.
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6.7.4. Skuteczna dawka i sposoéb podawania zwigzkow

stymulujacych proces PTC readthrough

Stymulowany PTC readthrough jest zjawiskiem przejsciowym, w zwiazku z czym,
terapeutyczne wykorzystanie tego mechanizmu wymaga powtarzalnego, dtugotrwatego

(zazwyczaj dozywotniego) podawania srodkow stymulujacych.

Wigkszo§¢ badan na modelach zwierzgcych wskazuje, ze mechanizm stymulacji
PTC readthrough przez AAGs dziata w sposdb tzw. ,peak-driven”- efektywniejsze
dziatanie obserwowano po podaniu wigkszej dawki leku niz po wielokrotnym podawaniu
dawek mniejszych®. Przykladem sa badania na mysim modelu DMD, myszy mdkx,
gdzie maksymalne stgzenie w serum dozylnie podawanej gentamycyny bylo obserwowane
20 minut po podaniu leku. Po 4 godzinach, stezenie leku drastycznie spadato®.
Podobne wyniki zaobserwowano w mysim modelu zwyrodnienia barwnikowego
siatkowki, gdzie wigksza wydajnos¢ stymulacji PTC readthrough po traktowaniu
gentamycyna, wykryto po powtarzalnych podaniach wigkszych dawek, niz po ciaglej

%W probach klinicznych z wykorzystaniem

administracji matych dawek AAGs
gentamycyny do indukcji PTC readthrough u pacjentéw z mukowiscydoza,
réwniez testowano rézne schematy podawania leku. Clancy i wsp. badali podawanie
dozylne 2,5 mg/kg gentamycyny trzy razy dziennie'”’, z kolei w probach klinicznych
grupy Sermet-Gaudelus podawano 10 mg/kg raz dziennie przez 15 dni; osiagajac
maksymalne st¢zenie w serum po 30 minutach' ‘- wynik bardzo zblizony do tego
obserwowanego u myszy. Powyzsze proby kliniczne potwierdzity, ze wyzsze, jednorazowe
dawki AAGs efektywniej stymuluja PTC readthrough, cho¢ moze si¢ to wiazac
ze wzmozonym dziataniem toksycznym tych zwiazkoéw. Mimo teoretycznego ryzyka,
w kolejnej, dlugoterminowej probie klinicznej, podawano dozylnie duza dawke
gentamycyny, 7,5 mgkg (raz lub dwa razy w tygodniu), przez sze$¢ miesigcy
i nie zaobserwowano istotnych efektow ubocznych'''. Badania te pokazaty,
ze dlugotrwata terapia z wykorzystaniem AAGs do stymulacji PTC readthrough
jest mozliwa, jednakze osiagnigty poziom stymulacji byl zbyt niski, aby zaobserwowac

korzysci kliniczne.

Zaréwno dane literaturowe, jak 1 wyniki badan opisanych w niniejsze] pracy
wskazuja, ze wydajno$¢ procesu PTC readthrough zalezy zarowno od uzytego zwiazku
stymulujacego, jego stezenia, rodzaju kodonu STOP jak 1 jego otoczenia.
Jednakze, ani sama znajomo$¢ danego zwiazku stymulujacego lub sekwencji DNA
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nie jest wystarczajaca, aby przewidzie¢ wydajnos$¢ supresji kodonu STOP w przypadku
danej mutacji. Co wigcej, uzywany zwiazek stymulujacy PTC readthrough,
jego biodostgpnos¢, wptyw na proces NMD oraz tozsamo$¢ wbudowanego aminokwasu
w miejscu przedwczesnego kodonu STOP moga wplywaé na mozliwos¢ zastosowania
terapeutycznego podejscia PTC readthrough dla konkretnej mutacji. Wynika z tego,
iz kazdorazowo przy planowaniu eksperymentu nalezy nie tylko rozwazaé parg: mutacja
PTC - zwiazek stymulujacy, zamiast kazdego z tych czynnikow osobno, ale rowniez jak
najdoktadniej eksperymentalnie  sprawdzi¢ mozliwo$¢  zastosowania  podejScia

PTC readthrough u pacjenta.

6.8. Znaczenie otrzymanych wynikow dla rozwoju dziedziny

naukowej oraz rozwoju cywilizacyjnego

Terapeutyczne zastosowanie PTC readthrough, mimo wielu zalet 1 obiecujacych
wynikéw wstepnych zebranych podczas kilku prob klinicznych (m.in. w leczniu
mukowiscydozy i DMD; wigcej informacji rozdziatach 1.7 i 1.8), wymaga nadal dalszych
badan zwiazanych z bezpieczenstwem takich terapii, ich specyficznoscia
oraz dlugofalowym efektem. Niemniej, wyniki uzyskane w opisanym projekcie moga
przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania zalezno$ci efektywnos$ci stymulowanego zwiazkami
chemicznymi procesu PTC readthrough od miejsca wystgpowania kodonu STOP

w genomie oraz wptywu otaczajacej go sekwencji.

Mimo wykazania skutecznej stymulacji translacyjnego odczytu niektorych
PTC przez AAGs, wyniki niniejszej pracy wskazuja na potrzebg poszukiwania zwiazkow
o mniejsze] toksycznosci, wyzszej zdolnosci przenikania przez btong komorkowa
1/lub wigkszym potencjale stymulacji procesu PTC readthrough. Wnioski te staty sig
podstawa otrzymania grantu NCN Etiuda oraz niedawno rozpoczgtego (listopad 2017)
projektu badawczego NCN Preludium, ktory zaktada przetestowanie zwiazkow
nie-aminoglikozydowych (NAGs) do stymulacji PTC readthrough w  PCD.
Wedtlug danych literaturowych, wybrane zwiazki NAGs (amleksanoks, tylozyna,
azytromycyna, escyna i ataluren) wykazuja podobny lub wyzszy niz AAGs potencjat
stymulujacy - przy znacznie obnizonej toksycznos$ci, zardwno na poziomie komoérkowym
(cyto- 1 ciliotoksyczno$¢), jak 1 na poziomie organizmu (ototoksycznosé¢

. 47 135,139,207,181,208,209
1 nefrotoksycznos¢) >~ .
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Biorac pod uwagg przetestowane w naszych badaniach mutacje PTC odpowiadajace
cho¢by w niewielkim stopniu na stymulacje AAGs oraz uwzgledniajac czgstos¢
ich wystgpowania u polskich pacjentow z PCD, szacuje sig, ze okoto 3% chorych mogtoby
odnie$¢ korzysci z opracowania terapii opartej na stymulowanym PTC readthrough.
Niestety, PTC obecny w genie SPAGI (najczgstsza mutacja zwiazana z patogeneza PCD
w Polsce, odpowiadajaca za okoto 10% wszystkich polskich przypadkow), nie podlegat
supresji po stymulacji testowanymi zwiazkami AAGs; w najblizszej przysztosci
planowane sa dalsze poszukiwania efektywnego supresora tej mutacji wsrod zwiazkow

NAGs (grant NCN Preludium).

Badania nad wptywem AAGs oraz NAGs na zywotno$¢ komorek nabtonka
oddechowego oraz wydajno$¢ procesu ciliogenezy moga stworzy¢ podstawy
dla dalszych prac nad wykorzystaniem tych zwiazkéw, zaréwno w PCD jak i1 innych
chorobach genetycznych dotykajacych uklad oddechowy, w ktérych uzycie badanych

zwiazkow moglaby okaza¢ si¢ skuteczna metoda terapeutyczna (np. mukowiscydoza).
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7. WNIOSKI

e Najbardziej podatnymi na translacyjny odczyt byly przedwczesne kodony STOP
wprowadzajace kodon o sekwencji UGA, w drugiej kolejnosci te wprowadzajace
UAG. Kodon STOP o sekwencji UAA nie podlegatl supresji pod wpltywem

stosowanych zwiazkow.

o Wplyw cytozyny w pozycji +4 (nukleotyd bezposrednio za kodonem STOP)
na wydajnos$¢ stymulowanego odczytu przedwczesnych kodonéw STOP byt mniej
znaczacy niz wskazuja na to dane literaturowe - konstrukt najbardziej podatny na

stymulacje (DNAH11 _70) zawierat w tej pozycji tyming.

e Najbardziej efektywnymi zwiazkami stymulujacymi translacyjny odczyt
przedwczesnych kodonéw STOP byly G418, nastgpnie paromomycyna
i gentamycyna. Jednocze$nie, najbardziej efektywne stezenie G418 bylo zbyt
toksyczne dla komorek nabtonka oddechowego, aby stosowac je terapeutycznie.
Gentamycyna i1 paromomycyna charakteryzowatly si¢ umiarkowana toksyczno$cia
oraz nie wptywaty w istotny sposob na zywotnos¢ i funkcj¢ komorek nabtonka
oddechowego. Amikacyna w zadnym z testowanych st¢zen nie indukowala
mierzalnego poziomu stymulowanego translacyjnego odczytu przedwczesnych

kodonow STOP.

e Antybiotyki aminoglikozydowe wydaja si¢ posiada¢ jedynie ograniczona
zdolno$¢ przenikania przez btony komorkowe, co powoduje ich zmniejszone

dziatanie w warunkach ex vivo w poréwnaniu do badan in vitro.

e Konieczne  jest  zbadanie, jako  alternatywy dla  antybiotykow
aminoglikozydowych, zwiazkéw nie-aminoglikozydowych o zwigkszonym
potencjale stymulacyjnym, obnizonej toksyczno$ci 1 wigkszej zdolno$ci
przenikania przez btony komodrkowe. Wstepne wyniki wskazuja na niska
cytotoksycznos¢ wigkszosci zwiazkéw nie-aminoglikozydowych w odniesieniu
do komorek nablonka oddechowego oraz na brak ich negatywnego wptywu

na ciliogenezg.
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9. MATERIALY DODATKOWE

DNAH5_47 Mutacja
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Rycina uzupelniajaca 1. Przykladowe wyniki sekwencjonowania konstruktow
ze wstawkami wytworzonymi metoda PCR. Sekwencjonowano zarowno wstawki
z mutacja PTC jak 1 wstawki kontrolne z sekwencja typu dzikiego. Sekwencjonowano
w obu kierunkach Forward i Reverse (tu pokazano jedynie Forward).
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Rycina uzupelniajaca 2. Przykladowe wyniki sekwencjonowania konstruktow
ze wstawkami wytworzonymi metoda syntezy chemicznej oligonukleotyddw.
Sekwencjonowano zaréwno wstawki z mutacja PTC jak 1 wstawki kontrolne z sekwencja
typu dzikiego. Sekwenjonowano w obu kierunkach Forward i1 Reverse (tu pokazano
jedynie wstawki zawierajace PTC, sekwencjonowanie w kierunku Forward).

Tabela uzupekiajaca 1. Pozywki do hodowli komorek linit HEK293

POZYWEA Z\VYKI:A POZYWEKA BEZ ANTYBIOTYKU
) Koncowe
Odczynnik Qg i
g steZenie . Koncowe
Odczynnik ..
DMEM 500 ml stezenie
FBS (Sigma) 10%| |DMEM 500 ml
NEAA 1%
NEAA 1%| |(aminokwasy)
{aminokwasy) FBS 10%
Glutamax 1% Glutamax 1%
Pen-strep 1%
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Tabela uzupehiajaca 2. Pozywki do hodowli komorek pierwotnych nabtonka

oddechowego metoda ALI.

BEGM ALT MEDIUM
. Koncowe Odezymmik Koncowe stezenie
Odczynnik stezenie dezynni
BEBM 50ml| |BEBM 1/2 objetosci
Suplementy Single- wg. Instrukcji Suplementy Single- Stezenie hEGF

Quots producenta Quots zmiejszone do 1/5.
Pen-strep 2% |DMEM 1/2 objetosci
Nystatin 0,20% Pen-strep 2%
Nystatin 0,20%
Retinol 100 nM

Tabela uzupekiajaca 3. Pozywki do hodowli bakterii E.coli

POZYWEKA HODOWLANA POZYWEKA BEZ ANTYBIOTYKU POZYWEKA SOC
Koncowe q Koncowe Koncowe
Odezynnik Odczynnik Lo Odczynnik
dezynnt stezenie steZenie dezynnt stezenie

Ekstrakt 0,5%| |Ekstrakt 0,5% Ekstrakt 0,5%

drozdzowy drozdzowy drozdzowy

Trypton 1% Trypton 1% Trypton 2%
NaCl 1% NaCl 0,05%

NaCl 1% woda KCl 0,05%

Karbenicylina 0.1% destylowana woda

woda pH70 redestvlowana

destylowana pH7.0

pH 7.0
Tabela uzupekiajaca 4. Pozywki do hodowli sekwencyjnej komorek pierwotnych
nabtonka oddechowego.
WASHMEDTUM ADH MEDIUM SUSP MEDIUM
od i Koncowe
dczynnik E — Koncowe Koncow:
stezenie Odczynnik tezeni Odczynnik :l}co\.\e

DMEM/F12 500l Sepee T
DMEM/F12 500 ml DMEM/F12 500 ml

Pen-strep 2%
Ultroser G — 2% NuSerum IV 10%
rOZPUSZCZONY

Nystatyna 0,2%|  [Pen-strep 2%|  |Pen-strep 2%
[Nystatyna 0,2% [Nystatyna 0.2%
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Tabela uzupelniajaca 5. Sekwencje starterow 1 oligonukleotydow wykorzystywanych

w badaniach.

Startery seria 1

Nazwa Sekwencja
DNAHS 32F M |agtggactcgagGTACTTGGAGAAAAAATGACTGTG
DNAHS 32R M | gaacggcaagcttACGAAGAAAAACCGAGGAAAG
DNAHS 47F M | gtgtgctcgagtGCTGTGCTATTAATTGGTGAATAAG
DNAHS 47R M | gcgeggaagctt AATCCTTTAATTATTACTGTTTTGGCTG
DNAHS5 49F M | gatgtactcgaggGTTACGAATGAGATAGTGTGACAG

DNAH5 49R M

gacctgcaagcttTTCTCTAGATTATAGAATCCATTTTGTTCC

Startery seria 2 (zmienione miejsce restrykcyjne z HindIII na BglII)

DNAH5 32F 2M

agtggactcgagGTACTTGGAGAAAAAATGACTGTG

DNAH5 32R 2M

gaagcccagatct ACGAAGAAAAACCGAGGAAAG

DNAH5 32F 2K

agtggactcgagGTACTTGGAGAAAAAACGACTGTG

DNAHS5 32R 2K

gaagcccagatct ACGAAGAAAAACCGAGGAAAG

DNAH5 47F 2M

gtgtgctcgagtGCTGTGCTATTAATTGGTGAATAAG

DNAHS5 47R 2M

gcgeggagatct AATCCTTTAATTATTACTGTTTTGGCTG

DNAHS5_47F 2K

gtgtectcgagtGCTGTGCTATTAATTGGTGAACAAG

DNAH5 47R 2K

gcgeggagatct AATCCTTTAATTATTACTGTTTTGGCTG

Startery do sekwencjonowania konstruktow

Nazwa Sekwencja
pDluc-F GGGTAAGTACATCAAGAGCTTC
pDluc-R GCCCAGCGCCATTCTACCC

Oligonukleotydy Seria 1

Nazwa Sekwencja
DNAHS 32F M |tcgagGGAGAAAAAATGACTGTGCgg
DNAHS5 32R M |agcttccGCACAGTCATTTTTTCTCC
DNAHS 47F M |tcgageATTGGTGAATAAGGAACAGg
DNAHS5 47R M |agcttcCTGTTCCTTATTCACCAATc
DNAHS5 49F M |tcgagcAATGAGATAGTGTGACAGtt
DNAHS 49R M | agcttaaCTGTCACACTATCTCATTg
DNAHS 32F K [tcgagGGAGAAAAAACGACTGTGCgg
DNAHS 32R K |agcttccGCACAGTCGTTTTTTCTCC
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Seria 2 (zmienione miejsce restrykcyjne z HindIII na BglIl)

DNAHS5 20F 2M

tcgagAGATGTATAGCAGACCCTaa

DNAHS5 20R_2M

2atctt AGGGTCTGCTATACATCTce

DNAHS5 20F 2K

tcgagAGATGTACAGCAGACCCTaa

DNAH5 20R 2K

gatctt AGGGTCTGCTGTACATCTc

DNAH5 32F 2M

tcgagGGAGAAAAAATGACTGTGCa

DNAHS5 32R 2M

gatctGCACAGTCATTTTTTCTCCe

DNAHS5 32F 2K

tcgagGGAGAAAAAACGACTGTGCa

DNAH5 32R 2K

gatctGCACAGTCGTTTTTTCTCCe

DNAHS5 34Fa 2M

tcgagGGGATTCATAAGAAGCagca

DNAH5 34Ra 2M

2atctgctGCTTCTTATGAATCCCe

DNAHS5 34Fa 2K

tcgagGGGATTCAGAAGAAGCagca

DNAHS5 34Ra 2K

2atctgctGCTTCTTCTGAATCCCe

DNAHS5 34Fb 2M

tcgagCCACGGAATGAGTGAAATta

DNAHS5 34Rb 2M

gatct AATTTCACTCATTCCGTGGe

DNAHS5 34Fb 2K

tcgagCCACGGAACGAGTGAAATta

DNAH5 34Rb 2K

gatct AATTTCACTCGTTCCGTGGe

DNAH5 37F 2M

tcgagGACTGGCATAGTCTGGATCa

DNAH5 37R 2M

gatctGATCCAGACTATGCCAGTCce

DNAHS5 37F 2K

tcgagGACTGGCACAGTCTGGATCa

DNAH5 37R 2K

2atctGATCCAGACTGTGCCAGTCce

DNAHS55 _47F 2M

tcgagATTGGTGAATAAGGAACAGa

DNAH5 47R 2M

gatctCTGTTCCTTATTCACCAATc

DNAH5 47F 2K

tcgagATTGGTGAACAAGGAACAGa

DNAHS5 47R 2K

gatctCTGTTCCTTGTTCACCAATc

DNAH5 49F 2M

tcgagAGAGATAGTGTGACAGCTca

DNAHS5 49R 2M

gatctgAGCTGTCACACTATCTCTc

DNAHS5 49F 2K

tcgagAGAGATAGTGCGACAGCTca

DNAH5 49R 2K

2atctgAGCTGTCGCACTATCTCTe

DNAH5_55F 2M

tcgagCTGGTTCAGCTGATGGCCCa

DNAH5 55R 2M

2atctGGGCCATCAGCTGAACCAGc

DNAH5 55F 2K

tcgagCTGGTTCAGCCGATGGCCCa

DNAH5 55R 2K

2atctGGGCCATCGGCTGAACCAGc

DNAH5 62F 2M

tcgaggGCAGAGTGATGCAGAagga
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DNAH5 62R 2M

gatctcct TCTGCATCACTCTGCcc

DNAHS5 62F 2K

tcgaggGCAGAGCGATGCAGAagga

DNAH5 62R 2K

gatctcct TCTGCATCGCTCTGCce

RSPH4A_IF 2M

tcgagttCACCTTAGTCGGACAGta

RSPH4A IR 2M

gatctaCTGTCCGACTAAGGTGaac

RSPH4A_IF 2K

tcgagttCACCTCAGTCGGACAGta

RSPH4A IR 2K

gatctaCTGTCCGACTGAGGTGaac

RSPH4A 3Fa 2M

tcgagcCGCTTCTGAGGAAAGATta

RSPH4A 3Ra 2M

gatct AATCTTTCCTCAGAAGCGgce

RSPH4A 3Fa 2K

tcgagcCGCTTCTGGGGAAAGATta

RSPH4A 3Ra 2K

gatct AATCTTTCCCCAGAAGCGgce

RSPH4A 3Fb 2M

tctcgaATTGCCTGAATTTCAaaga

RSPH4A 3Rb 2M

gatctcttTGAAATTCAGGCAATac

RSPH4A 3Fb 2K

tctcgaATTGCCCGAATTTCAaaga

RSPH4A 3Rb 2K

gatctcttTGAAATTCGGGCAATac

SPAG1_16F 2M

tcgagtCTGTGCTAGTTTGAAGtaa

SPAGI 16R 2M

gatcttaCTTCAAACTAGCACAGac

SPAG1_16F 2K

tcgagtCTGTGCCAGTTTGAAGtaa

SPAG1 16R 2K

gatcttaCTTCAAACTGGCACAGac

DNAHI1_70F 2M

tcgagcCTGCTTTGATTCACAGTTa

DNAHI11 70R 2M

gatctAACTGTGAATCAAAGCAGgc

DNAH11_70F 2K

tcgagcCTGCTTCGATTCACAGTTa

DNAHI11 70R 2K

gatct AACTGTGAATCGAAGCAGgce

CCDC40_15F 2M

tcgagACGACCTGTAGAAGCTCAAa

CCDC40_15R 2M

gatct TTGAGCTTCTACAGGTCGTc

CCDC40_15F 2K

tcgagACGACCTGAAGAAGCTCAAa

CCDC40_15R 2K

gatct TTGAGCTTCTTCAGGTCGTc

CCDC40 20Fa 2M

tcgagACGAGTAACCCCAGTTCCAa

CCDC40 20Ra 2M

gatct TGGAACTGGGGTTACTCGTc

CCDC40 20Fab 2K

tcgagACGAGTACCCCCAGTTCCAa

CCDC40_20Rab 2K

2atctTGGAACTGGGGGTACTCGTc

CCDC40 20Fb 2M

tcgagACGAGTACCCCTAGTTCCAa

CCDC40_20Rb 2M

2atctTGGAACTAGGGGTACTCGTc
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Tabela uzupelniajaca 6. Wykorzystywany sprzegt laboratoryjny

SPRZET LABORATORYJNY

NAZWA

PRODUCENT

2x Laemmli Sample Buffer

Bio-Rad Laboratories, Inc, Berkeley, USA

Aparat do elekroforezy
agarozowej HORIZONTAL CER

Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne,
Warszawa, Polska

Aparat do elektroporacji
GenePulser Xcell

Bio-Rad Laboratories, Inc, Berkeley, USA

Czytnik Fujifilm FLA-500 Image
Reader

Fujifilm Corporation, Tokjo, Japonia

Ekrany fosforowe

Fujifilm Corporation, Tokjo, Japonia

Inkubator z wytrzasaniem C 160

BINDER GmbH, Tuttlingen, Niemcy

Inkubator z wytrzasaniem KS-15

Edmund Biihler GmbH, Tubingen, Niemcy

Komora do liczenia komoérek
Neubauera

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Niemcy

Komora laminarna HER Asafe

Heraeus, Hannau, Niemcy

Luminometr ptytkowy Glo Max
Multi

Promega, Madison, Wisconsin, USA

L.aznia wodna MLL 547 AJL elecrtotnics, Krakow, Polska
Mikropipety HTL, Warszawa, Polska
Mikroskop Axio Observer Z1 Zeiss, Jena, Niemcy

Mikroskop IX81 Olympus, Japonia

Mini-PROTEAN® Tetra Cell
System

Bio-Rad Laboratories, Inc, Berkeley, USA

Nanodrop ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA
Palnik Bunsena LABOGAZ

300/470 Witko, Warszawa, Polska

Pipetor SWIFTPET HTL, Warszawa, Polska

Suszarka prézniowa do
zeli GD5040

KAWA SKA, Piaseczno, Polska

System do transfekcji Neon

ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA

Termocykler Peltier PTC-200

MJ Research, San Francisko, USA

Termomikser Comfort

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Wiréwka stotlowa Espresso

ThermoFisher Scientific, Waltham MA, USA

Wirdéwka Sorvall

Sorvall, ThermoFisher Scietific, Waltham MA,
USA
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Wirdéwka universal 320R z
chtodzeniem

Hettich Lab Technology, Niemcy

Woltomierz Evom?2

World Precision Instruments, USA

Wiréwka universal 5417r z
chlodzeniem

Eppendorf, Hamburg, Niemcy

Worteks Fine vortex

FinePCR, Gyeonggi-do, Korea

Zasilacz do elektroforezy e132

Consort, Sigma-Aldrich, St-Louis, USA

Tabela uzupehiajaca 7. Zele poliakrylamidowe i agarozowe oraz bufory stosowane

w trakcie badan

ZELE AGAROZOWE I POLIAKRYLOAMIDOWE ORAZ BUFORY

Zel agarozowy do rozdzialu produktéw PCR i produktéw ich trawienia

restrykcyjnego

3% agaroza w buforze 1x TBE

1 ul barwnika GelRed

Rozdzial prowadzony przy napigciu 100V

Zel agarozowy do rozdziatlu produktéw trawienia restrykeyjnego (plazmid)

0.8% agaroza w buforze TBE

1 ul barwnika GelRed

Rozdziat prowadzony przy napigciu 100V

10x bufor do elekroforezy agarozowej TBE

&89 mM Tris

89 mM Kwas borny

2mM EDTA

Roztwor poliakryloamidu 40%

38.9 g akryloamidu

1.1 g bis-akryloamid

Rozpuszczone w 100 ml wody

10x bufor do SDS-PAGE (pH 8,3)

25mM Tris

192mM glicyna
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0,1% SDS

Bufor do dolnego zelu SDS-PAGE

1.5 M Tris pH 8.8

0,4% SDS

Bufor do gornego zelu SDS-PAGE

0,5 M Tris pH 6.8

0,4% SDS

Zel SDS-PAGE

Zel dolny (12%)

3 ml buforu do dolnego zelu SDS-PAGE

3,6 ml roztworu poliakryloamidu 40%

120 ul 10% SDS

12 ul TEMED

120 ul APS

Zel gorny (4%)

375 ul buforu do goérnego zelu SDS-PAGE

300 ul roztworu poliakryloamidu 40%

30 ul 10% SDS

3 ul TEMED

30 ul APS

Roztwér Coomassie do barwienia bialek

50% metanol

10% kwas octowy

0,25% Coomassie® Blue R-250

4% PF do utrwalania preparatow do immunofluorescencji (pH 6,9)

800 ml PBS

40 g PF

Bufor TE (pH 8.0)

10 mM Tris-HCI

I mM EDTA

Bufor do dupleksowania (pH 7,9)

400 mM Tris-HCIl

500 mM NacCl

100 mM MgCl12
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Tabela uzupelniajaca 8. Wykorzystywane komercyjne zestawy odczynnikow.

KOMERCYJNE ZESTAWY ODCZYNNIKOW

NAZWA PRODUCENT
Promega, Madison,
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Wisconsin, USA
Promega, Madison,
MultiTox-Fluor Multiplex Cytotoxicity Assay Wisconsin, USA
Promega, Madison,
TnT® Coupled Transcription/Translation System Wisconsin, USA
QIAGEN, Venlo,
QIAquick Gel Extraction Kit Holandia
QIAGEN, Venlo,
QIAGEN Plasmid Isolation Kit (Midi, Maxi) Holandia

Tabela uzupelniajaca 9. Spis dostawcow ustug zewngtrznych.

USLUGI ZEWNETRZNE

NAZWA FIRMA

Wielkopolskie Centrum
Mikroskopia elektronowa SEM Zaawansowanych
Technologii, Poznan

Wydziatowej Pracownia
Sekwenjonowania,
Sekwencjonowanie DNA Wydziat Biologii
Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu

Wydzialowa Pracownia
Mikroskopii Elektronowej
1 Konfokalnej, Wydziat
Biologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w
Poznaniu

Suszenie probek w punkcie krytycznym

Synteza oligonukleotydéw i starteréw do reakcji PCR GENOMED, Warszawa
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Tabela uzupelniajaca 10. Spis uzywanych odczynnikow.

ODCZYNNIKI

NAZWA

PRODUCENT

1x Passive Lysis Buffer

Promega, Madison, Wisconsin, USA

4x SDS-PAGE Loading Buffer

Bio-Rad Laboratories, Inc, Berkeley, USA

Agar mikrobiologiczny

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Agaroza Lonza Group, Bazylea Szwajcaria
Akryloamid Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Amikacyna Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Amleksanoks Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Antybiotyki do hodowli komoérkowych
(Pen-Strep)

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

APS Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Azytromycyna Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
BEGM Basal Medium 500 ml Lonza Group, Bazylea Szwajcaria

BEGM Single Quot kit

Lonza Group, Bazylea Szwajcaria

Bis-akryloamid

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Bovine Serum Albumin

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Bufor do enzymow restrykcyjnych R

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

Bufor do reakcji PCR

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Bufor obciazajacy (Loading Dye 6x)

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,

Bufor PNK A USA
ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
Bufor PNK B USA
Chlorek amonu NH4Cl Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Chlorek magnezu (MgCl,) Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Chlorek Potasu (KCl) Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Chlorek Sodu (NaCl) Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Coomassie® Blue R-250

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

Cytrynian potasu

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

DMEM (ang. Dulbecco Modified Eagle
Medium)

Lonza Group, Bazylea Szwajcaria
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DMEM/F12 (1:1)

Lonza Group, Bazylea Szwajcaria

DMSO Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
EDTA (kwas wersenowy) Serva, Heidelberg, Niemcy
Ekstrakt drozdzowy Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Enzym restrykcyjny Bglll

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

Enzym restrykcyjny HindlIII

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

Enzym restrykcyjny Xhol

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

Escyna

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Etanol 99,8%

PoCh S.A., Gliwice, Polska

FBS (ang. fetal bovine serum; bydleca
surowica ptodowa)

Lonza Group, Bazylea Szwajcaria

FCS (ang. fetal calf serum; ptodowa
surowica cieleca)

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

G418

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

GelRed Nucleic Acid Gel Stain

Biotium, USA

Gentamycyna Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Glicerol Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Glukoza Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
GlutaMAX ThermoFisher Scientific, Waltham MA,

USA

Glutaraldehyd (grade 11, 25% w H20)

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Goat serum Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
HBSS Lonza Group, Bazylea Szwajcaria
[zopropanol Sigma-Aldrich. St-Louis, USA
Ampicylina Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Kinaza PNK, bufor PNK A i bufor PNK B

ThermoFisher Scientific, Waltham MA,
USA

Kolagenaza typu IV

Worthington Biochemical Corp., Wielka
Brytania

Kwas borny

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Kwas octowy

PoCh S.A., Gliwice, Polska

Marker wielkosci DNA 50 bp

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Medium zamykajace Faramount Aqueous
Mounting Medium

Dako, USA
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Metanol 99,8%

PoCh S.A., Gliwice, Polska

Mleko w proszku

Carl Roth GmbH, Niemcy

NEAA (ang. Non-Essential Amino Acids)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Nukleotydy dNTP Mix 10 mM

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Nu-Serum IV

Beckton Dickinson, USA

Nystatyna

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Octan potasu

Serva, Heidelberg, Niemcy

Paromomycyna

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

PBS roztwor do hodowli komérkowych

GIBCO Invitrogen corporation, USA

PBS tabletki

GIBCO Invitrogen corporation, USA

PF (ang. Paraformaldehyde;
Paraformaldehyd)

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Pozywka RPMI

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Synteraza starterow

Genomed, Warszawa, Polska

Proteaza ze Streptomyces griseus

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

PTC124 (Ataluren)

Selleck Chemicals, Niemcy

PureCol 100 ml

Nutacon

Retinol 100 mg

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

RNAsin

Promega, Madison, Wisconsin, USA

Roztwor akryloamid:bis-akryloamid 29:1

Bio-Rad Laboratories, Inc, Berkeley, USA

Roztwor DAPI

Cytocell, Cambridge, Wielka Brytania

SDS

Serva, Heidelberg, Niemcy

Standard biatkowy Precision Plus

Bio-Rad Laboratories, Inc, Berkeley, USA

TEMED

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Trypsin, 0.25% (1x) with EDTA

GIBCO Invitrogen corporation, USA

Trypton

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Triton X-100

Carl Roth GmbH, Niemcy

Tylozyna

Sigma-Aldrich. St-Louis, USA

Ultroser G

Pall Life Sciences, USA

Wodorotlenek sodu (NaOH)

Serva, Heidelberg, Niemcy

Metionina znakowana radioaktywnie
[35S]

Hartmann Analytic GmbH, Niemcy
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Finansowanie badan zawartych w pracy:

Badania zostaty sfinansowane z dwdch grantow Narodowego Centrum Nauki:
OPUS (Analiza wptywu wybranych zwigzkéw chemicznych na translacyjny odczyt
przedwczesnych kodondw STOP (PTC readthrough) w genach zaangazowanych

w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek; 2011/01/B/NZ4/04840) i PRELUDIUM
(Translacyjny odczyt przedwczesnych kodonow STOP (PTC readthrough) w genach
zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek- stymulacja zwigzkami
nie-aminoglikozydowymi jako alternatywa dla antybiotykow aminoglikozydowych;
2016/23/N/NZ4/03228) (kierownik: mgr Dgbrowski).

Mgr Dabrowski byt réwniez wykonawcg dwadch blisko powigzanych tematycznie
grantéw NCN: OPUS (Cato-eksomowe sekwencjonowanie w polskiej populacji chorych
w poszukiwaniu genetycznych podstaw pierwotnej dyskinezy rzesek;
2014/13/B/NZ2/03858) i SONATA (Wptyw czynnikow zewnetrznych na dynamike
roznicowania nabtonka oddechowego w kontekscie wykorzystania metod ciliogenezy
in vitro w badaniach pierwotnej dyskinezy rzesek; nr 2013/09/D/NZ4/01692).

Staz zagraniczny na Uniwersytecie w Southamton w Wielkiej Brytanii zostat
sfinansowany ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach stypendium
doktorskiego ETIUDA (Stymulowany zwigzkami chemicznymi translacyjny odczyt
przedwczesnych kodondéw STOP w wybranych genach zaangazowanych w patogeneze
pierwotnej dyskinezy rzesek; 2016/20/T/NZ4/00525).

Mgr Dabrowski jest uczestnikiem miedzynarodowego programu BEAT-PCD

(Better Experimental Approaches To Treat PCD), EU COST Action 1407.

N NARODOWE CENTRUM NAUKI

s BEAT-PCD Ccosk
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