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Zmiany w sekwencji DNA wigzg si¢ z waznymi konsekwencjami dla funkcjonowaniu catego
organizmu, poczawszy od nowotwordw, az po dziedziczne choroby genetyczne. Wiele choréb wrodzonych
jest wywotanych obecnoscig niewielkich, szkodliwych zmian w DNA, znanych jako przedwczesne kodony
stop (premature termination codons, PTC). PTC zaburzajg proces syntezy bialek, w konsekwencji czego
nowopowstate biatka sa zbyt krotkie i nie funkcjonuja wihasciwie. Do tej pory opracowano réznorodne
podejscia terapeutyczne, ktére umozliwiaja ,,sforsowanie” sygnalu stop wywotanego obecnoscia PTC.
Wigkszos¢ z tych metod zaktada jednak bezposrednig ingerencje w DNA pacjenta, co jest obcigzone sporym
ryzykiem. Alternatywnym podejsciem do problemu PTC jest zastosowanie specyficznych zwigzkow
chemicznych, ktore ,,naktaniaja” maszyneri¢ translacyjng komorki do zignorowania PTC. Takie podejscie
nazywane jest stymulowanym translacyjnym odczytem PTC (PTC readthrough) i zostalo do tej pory
przetestowane z powodzeniem w kilku chorobach genetycznych. Niektore badane zwiazki sa nawet w fazie
testow klinicznych.

Nasz zespo6t cheiatby zbada¢ mozliwo$¢ zastosowania tego podejscia W pierwotnej dyskinezie rzesek
(primary ciliary dyskinesia, PCD), rzadkiej, wrodzonej chorobie, ktora zajmujemy si¢ w naszym Zaktadzie.
PCD jest powodowana molekularne defekty rzesek ruchomych - matych wypustek obecnych
na powierzchni wielu komorek ciata, w tym komorek wyscielajacych drogi oddechowe oraz w witkach
plemnikéw (ktoére sa przeksztalconymi rzgskami). Defekty rzgsek ruchomych powoduja najbardziej
charakterystyczny objaw PCD - nawracajace infekcje drog oddechowych, z czasem powodujace powazne
uposledzenie funkcji ptuc, wymagajace nawet transplantacji. Do pozostatych czestych objawdéw PCD nalezy
nieptodno$¢ meska (plemniki nieprawidtowo si¢ poruszajg) oraz odwrocona symetria organow
wewnetrznych - z sercem znajdujacym si¢ po prawej stronie i watroba po lewej. Z czasem, glownie
na skutek problemow oddechowych, zdolnos¢ pacjentéw do pracy oraz ich komfort zycia spada, co sprawia,
ze PCD jest sporym problemem, zarowno medycznym, jak i spotecznym. U jednej trzeciej pacjentow
choroba spowodowana jest obecnosciag PTC w genach odpowiedzialnych za struktur¢ i funkcje rzesek.
Konieczne jest zbadanie, czy mozliwe jest wykorzystanie podejscia PTC readthrough do leczenia
tej choroby. Poniewaz wiele czynnikow warunkuje sukces tej metody, nalezy je zoptymalizowaé
przed rozwazeniem zastosowania klinicznego PTC readthrough.

W naszych poprzednich badaniach, przetestowaliémy cztery najczesciej uzywane antybiotyki
aminoglikozydowe (AAG) pod katem potencjatu stymulacji procesu PTC readthrough w PTC pochodzacych
Z gendéw zaangazowanych w patogenez¢ PCD. Mimo obiecujgcych wynikdéw, badania wykazaly potrzebe
zastosowania zwigzkow o nizszej toksycznos$ci i zwigkszonej zdolnosci penetracji przez btong komorkowsa.

W obecnym projekcie, zamierzamy kontynuowaé te lini¢ badan, testujagc wybrane zwigzki
nie-aminoglikozydowe (non-aminoglycoside antibiotics, NAAG), m. in. PTC124, tylozyne, negamycyne
oraz RTC13, RTC14, GJ071, GJO72. Zwiazki te charakteryzuje zredukowana toksycznos$¢ oraz nizsza masa
czasteczkowa (dzieki czemu lepiej wnikaja do wngtrza komorek). Zbadamy wpltyw zwigzkéw na zywotno$é
i funkcje komorek nablonka oddechowego oraz na formowanie si¢ rzgsek. W dwoch systemach (podczas
transkrypcji i translacji in vitro oraz w transfekowanych liniach komorek nabtonkowych) zbadamy takze
efektywno$¢ NAAG w stymulacji procesu PTC readthrough w genach zwigzanych z wystepowaniem PCD.
W razie mozliwosci, (zaleznie od dostepnosci materiatu biologicznego od pacjentow), zmierzymy takze ilos¢
transkryptow z badanymi mutacjami PTC w komorkach nabtonka oddechowego pacjentéw oraz ich
podatnos¢ na degradacje w procesie NMD- chronigcym komorki przed wadliwymi transkryptami.

Do tej pory nie ukazaty si¢ prace opisujace zastosowanie podejscia PTC readthrough w PCD.
Okreslenie wplywu testowanych NAAG na nabtonek oddechowy umozliwi wyselekcjonowanie zwigzkow
najmniej toksycznych dla komoérek nabtonka, niewykazujacych negatywnego wplywu na rzeski.
Jest to kluczowym krokiem, jesli rozwazamy przyszite zastosowanie kliniczne podejscia PTC readthrough
w leczeniu PCD. Dodatkowo, poréwnanie efektywno$ci NAAG z poprzednio testowanymi AAG,
pozwoli na wybranie najskuteczniejszej kombinacji aktywnego zwiazku i PTC. Identyfikacja kolejnych
mutacji, wysoce podatnych na translacyjny odczyt PTC, moze zwigkszy¢ liczbg chorych na PCD, mogacych
odnies¢ korzy$¢ z zastosowania podejscia PTC readthrough. Informacje o podatnosci konkretnych mutacji
na PTC readthrough beda mie¢ takze wktad w ogdlng wiedzg na temat zwigzku pomiedzy sekwencja DNA,
charakterystyka uzytych zwiazkow, a efektywnoscia procesu PTC readthrough. Te informacje bgeda mogty
zosta¢ nastgpnie wykorzystane do roéznorodnych badan, poczawszy od badan podstawowych nad procesem
PTC readthrough w komorce, az do potencjalnego zastosowania terapeutycznego tego podejscia w leczeniu
choréb wrodzonych, wywotanych obecnoscig PTC w sekwencji DNA.



