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Wiele chorob wrodzonych wynika z obecnosci niewielkich zmian w DNA - mutacji
nonsensownych. Skutkiem tych mutacji jest pojawienie si¢ w sekwencji genow, przedwczesnych kodondéw
STOP (premature termination codons, PTC), ktore zaburzaja proces translacji biatka i1 prowadza
do powstania skroconych i czesto niefunkcjonalnych biatek. Obecnie istniejg roéznorodne podejscia
terapeutyczne, ktore umozliwiaja ,,zignorowanie” sygnatu stop wywotanego obecnosciag PTC. Wigkszos¢
z nich zaklada bezposrednig ingerencj¢ w DNA i genom pacjenta, co wigze si¢ ze znaczny ryzykiem
wystapienia negatywnych efektow ubocznych. Alternatywnym podejsciem do problemu PTC jest
wykorzystanie specyficznych zwiazkow chemicznych m.in. antybiotykow aminoglikozydowych (AAG),
ktére sa wstanie ,,naktoni¢” maszyneri¢ translacyjna komoérki do zignorowania PTC. Takie podejscie
nazywane jest stymulowanym translacyjnym odczytem PTC (PTC readthrough) i zostalo do tej pory
przetestowane z powodzeniem w kilku réznych chorobach genetycznych. Niektore z badanych zwigzkoéw
s3 obecnie na etapie badan klinicznych.

Badania w naszym Zaktadzie skupiaja si¢ nad mozliwoscig zastosowania tej metody we wrodzonej
chorobie genetycznej, pierwotnej dyskinezie rzgsek (primary ciliary dyskinesia, PCD). Przyczyna PCD
sg wady w budowie rzgsek ruchomych - niewielkich struktur obecnych na powierzchni wielu typow
komorek ciata, a w szczegolnosci komorek wyscielajacych drogi oddechowe. U jednej trzeciej pacjentow,
przyczyna tych wad jest obecnos¢ PTC w genach odpowiedzialnych za budowe i funkcj¢ rzesek.
Defekty tych organelli komérkowych powoduja jeden z najbardziej charakterystyczny objawow PCD —
przewlekle, nawracajgce infekcje drog oddechowych, ktére z czasem moga prowadzi¢ do powaznego
uposledzenia funkcji pluc, wymagajacego leczenia operacyjnego, z transplantacja pluc wilgcznie.
Innymi czgstymi objawami PCD jest nieptodno$¢ meska (nieprawidtowy ruch mgskich komorek
rozrodczych- plemnikow), czy tez odwrdcenie symetrii organdw wewngetrznych — serce zlokalizowane
po prawej stronie ciata, a watroba po lewej. Obecnie nie istnieje metoda leczenia, pozwalajgca zwalczy¢
przyczyny powstawania tej rzadkiej choroby, mozliwe jest jedynie tagodzenie niektérych z objawow,
czy to farmakologicznie, czy to poprzez fizjoterapie. Zbadanie mozliwosci wykorzystania podejscia
PTC readthrough, moze sta¢ si¢ przyczynkiem stworzenia pierwszej skutecznej terapii leczenia
przyczynowego.

Plan badan zaklada przetestowanie w dwoch systemach (podczas transkrypcji i translacji in vitro
oraz w transfekowanych liniach komorek nabtonkowych) czterech AAG (gentamycyny, paromomycyny,
amikacyny i G418), pod katem potencjalu stymulacji procesu PTC readthrough w mutacjach
wprowadzajacych PTC, pochodzacych z gendéw zaangazowanych w patogeneze PCD. Zwiagzki te byly
stosowane wczesniej w innych chorobach genetycznych, co pozwala przypuszczac, iz umozliwia efektywna
stymulacj¢ réwniez w przypadku PCD. Co wigcej, ze wzgledu na znane dzialanie toksyczne AAG
m.in. na komdrki nerek, zostang przetestowane rowniez nowsze analogi tych zwiazkow (NAAG),
bedace ich pochodnymi lub jedynie nasladujace ich sposob dziatania (PTC124, tylozyna i negamycyng).
Zbadamy rowniez wpltyw powyzszych substancji na zywotno$¢ i funkcje komoérek nabtonka oddechowego
oraz na tworzenie si¢ rzesek. Dodatkowo, jako cel opcjonalny (zaleznie od dostgpnosci materiatu
biologicznego od pacjentow), przewidujemy pomiar ilos¢ transkryptow z badanymi mutacjami PTC
w preparatach z komdrek nablonka oddechowego. Czg$¢ analiz zostanie przeprowadzona w ramach stazu
zagranicznego na Uniwersytecie w Southampton (Wielka Brytania) ze wzgledu na duze dos$wiadczenie
tamtejszej placowki w hodowli komorek nabtonka oddechowego i ciliogenezie in vitro.

Analiza skutecznosci w stymulacji PTC readthrough zarowno AAG jak i NAAG,
pozwoli na wyselekcjonowanie zwigzku skutecznie przywracajacego ekspresj¢ funkcjonalnego biatka.
W dalszej perspektywie moze si¢ to przyczyni¢ do przywrdcenia produkcji tego bialka takze u pacjentow
z PCD. Okreslenie wptywu testowanych zwigzkow na nabtonek oddechowy umozliwi wybranie zwigzkow
charakteryzujagcych si¢ najmniejsza toksycznoscia dla komorek nabtonka oraz niewykazujacych
negatywnego wpltywu na rzeski. Jest to kluczowym krokiem, jesli rozwazamy przyszie zastosowanie
kliniczne podejscia PTC readthrough w leczeniu PCD. Informacje o podatnosci konkretnych mutacji
na PTC readthrough beda mie¢ takze wktad w ogodlna wiedzg na temat zwiazku pomigdzy sekwencja DNA,
charakterystyka uzytych zwiazkow, a efektywnoscia procesu PTC readthrough. Te informacje bgeda mogty
zosta¢ nastepnie wykorzystane do innych badan, poczgwszy od badan podstawowych nad procesem
PTC readthrough w komorce, az do potencjalnego zastosowania terapeutycznego tego podejscia, w leczeniu
chorob wrodzonych, wywotanych obecnoscig PTC w sekwencji genow.



