Nr rejestracyjny: 2019/33/N/NZ1/03066; Kierownik projektu: mgr I1zabela Kraszewska

Terapia genowa jest bardzo obiecujgcym podejsciem terapeutycznym, ktére polega na
wprowadzaniu kwasow nukleinowych do komdrek pacjenta. Umozliwia leczenie chordb
dziedzicznych i wieloczynnikowych. Te terapeutyczne kwasy nukleinowe sg dostarczane za pomoca
wektordw, sposrdd ktdrych wektory wirusowe sg najbardziej skuteczne w zastosowaniach in vivo.
Wektory wirusowe mogg wprowadzacé swéj materiat genetyczny do komérek docelowych (innymi
stowy, mogg transdukowac komérki docelowe) i zapewniaé ekspresje korzystnego genu. Ostatnie
badania kliniczne i zatwierdzenie pierwszych lekédw opartych na kwasach nukleinowych dowiodty
skutecznosci i bezpieczenstwa wektoréow wirusowych skonstruowanych na podstawie wiruséw
towarzyszacych adenowirusom (AAV) jako nosnikow DNA, ale nadal jedng z gtéwnych przeszkdéd w
wiekszosci zastosowan jest osiggniecie wystarczajgcej wydajnosci dostarczania gendéw u pacjentow. Z
uwagi na to, ze istnieje ciggta potrzeba opracowania nowych, bardziej skutecznych wektoréw do
dostarczania gendéw, niezbedny jest gtebszy wglad w mechanizmy biologii i transdukcji AAV. Obecne
odkrycia pokazujg, ze istnieje wiele barier dla udanej transdukcji komérek wektorami AAV, w tym
dostepnosc odpowiednich receptoréw na powierzchni komérki, wewnatrzkomérkowe modyfikacje
biatek wektora lub rozpoznanie wprowadzonego materiatu genetycznego jako obcego lub
uszkodzonego DNA. Co wiecej, poniewaz wektory pochodzg od wiruséw, mogg wywotywad tagodne
odpowiedzi przeciwwirusowe, ktére jeszcze bardziej zredukujg wydajnos¢ transdukcji.

W proponowanym badaniu podjeto probe zajecia sie jednym z najwazniejszych aspektéw
dotyczacych biologii wektorow AAV, ktdrym jest wyjasnienie ich mechanizmoéw transdukgji i
identyfikacja barier komdrkowych wptywajgcych na skuteczne dostarczanie i ekspresje
terapeutycznego genu. Celem tego projektu jest zidentyfikowanie szlakdw sygnatowych
aktywowanych w odpowiedzi na wektory AAV réznych serotypdw w komérkach, ktére sg oporne i
podatne na transdukcje AAV oraz zbadanie konsekwencji tych interakcji pod wzgledem odpowiedzi
przeciwwirusowej, reakcji na obce/uszkodzone DNA, a takze wydajnosci transdukcji. Aby uzyskac
wiarygodne wyniki, wykonamy wszystkie zaplanowane eksperymenty na kardiomiocytach i
fibroblastach otrzymanych z ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komdérek macierzystych.
Takie komdrki bedg bardzo przypominaé prawidtowe komoérki, ktére tworza ludzki miesien sercowy.
Ponadto, poniewaz wiekszo$¢ wczesniejszych badan dotyczacych biologii AAV skupiata sie na
serotypie 2 AAV, pordwnamy rdzne serotypy AAV (AAV2, AAV6 i AAV9) i sprobowac okreslic, czy
obserwowane efekty sg zalezne od serotypu. Proponowane badanie obejmie sledzenie wszystkich
kolejnych etapdw i barier dla skutecznej ekspresji transgenu z wektorow AAV. Pod wzgledem
odpowiedzi cytoplazmatycznej skupimy sie na ocenie modyfikacji biatek kapsydu wirusowego, a
nastepnie skonstruowaniu zmutowanych wersji wektoréw, ktére beda wykazywaé mniejsza
podatnos¢ na takie zmiany. Ponadto, zbadamy role odpowiedzi antywirusowej na wektory AAV w
komadrkach nieimmunologicznych, poniewaz wykazano, ze zaréwno kardiomiocyty, jak i fibroblasty
posiadajg liczne receptory rozpoznajgce wzorce, ktére odgrywajg znaczacg role w odpornosci
wrodzonej. Nastepnie, przeanalizujemy drogi transportu jagdrowego i odpowiedz uwzgledniajgca
mechanizmy naprawy DNA na materiat genetyczny AAV z jednoczesng identyfikacjg biatek
oddziatujgcych z DNA wektora przy uzyciu metod spektrometrii mas.

Uwazamy, ze poréwnanie prawidtowych komérek wykazujacych rézng permisywnos¢ w stosunku do
wektoréw AAV w tej samej tkance moze utatwic identyfikacje najbardziej istotnych czynnikéw
ograniczajacych wydajnosé transdukcji. Jestesmy réwniez przekonani, ze uzyskane wyniki wypetnia
kilka luk kluczowych dla lepszego zrozumienia biologii AAV i mogg przyczynic sie do opracowania
nowych, ulepszonych, bardziej wydajnych wektoréw, potencjalnie obnizajgc koszty terapii genowej
wektorami AAV w przysztosci.



