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Obecnie na $wiecie znanych jest kilkanascie tysiecy chordéb o podlozu genetycznym,
z ktorych okoto 7 tysigcy to choroby spowodowane defektami w pojedynczych genach (tzw.
choroby jednogenowe). Szacuje sie, ze wsrod nich okoto 70% powoduje powazne zaburzenia
funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego. Pomimo faktu, iz czesto$¢ wystgpowania
kazdej z tych chorob jest niewielka (od 1:2 000 do 1:200 000), to jesli rozpatrywac je
wszystkie jednocze$nie, mozna oszacowac, ze cierpi na nie w przyblizeniu 60 milionow
ludzi [1]. Osoby chore borykaja si¢ z brakiem perspektyw na skuteczng terapi¢ (wynikajgcych
z ograniczonej dostepnosci leczenia przyczynowego), a sama choroba generuje ogromne
koszty ekonomiczne i spoteczne. Dochodzi do wykluczenia zar6wno samych pacjentow, jak i
ich rodzicow lub opickunéw z normalnego zycia. Rodzina czesto zmuszona jest do
porzucenia normalnego funkcjonowania w spoleczenstwie na rzecz codziennej opieki nad

chorymi.

Mukopolisacharydozy (MPS) to zespo6t chordb genetycznych z grupy lizosomalnych
chorob spichrzeniowych, ktore stanowig znakomite odzwierciedlenie wyzej opisanej sytuacii.
Spowodowane sg one defektami genetycznymi skutkujagcymi brakiem lub znacznym
niedoborem aktywnosci jednej z lizosomalnych hydrolaz, ktore sa zaangazowane w proces
rozkladu glikozoaminoglikanow (GAG). Czesciowo zdegradowane czasteczki GAG ulegaja
spichrzaniu w lizosomach, prowadzac do nieprawidlowego funkcjonowania komorek, tkanek
i narzadow. Wyroznia si¢ 11 typoéw i podtypéw MPS (klasyfikowanych na podstawie
rodzaju/6w spichrzanego/ych GAG oraz brakujacego enzymu), wystepujacych z 1gczng
czestoscig wynoszaca okoto 1 na 40 000 - 50 000 zywych urodzen [2]. MPS to choroby
prowadzace najczesciej do przedwczesnych zgondéw (zwlaszcza neuronopatyczne formy
choroby), ze s$rednig przewidywang diugoscia zycia od jednej do dwoch dekad, chociaz
pacjenci z fagodniejszymi postaciami mogg osigga¢ wiek dojrzaty [3]. Nalezg one do chorob
postepujacych, ze wzgledu na ciagla akumulacje GAG. Stan pacjentow ulega ciggltemu
pogorszeniu, co skorelowane jest ze stopniowa utratg zdolnosci poznawczych
i zmianami zachowania w przypadku pacjentow cierpigcych na postacie neuronopatyczne.
Krotki opis jednego z typow MPS, choroby Sanfilippo (MPS typu I1Il), wraz
z przedstawieniem aktualnie dostepnych opcji terapeutycznych (obejmujacych — w

odréznieniu od wigkszosci pozostalych typow MPS - jedynie leczenie objawowe) oraz



prognoza rozwoju potencjalnych terapii na przysztos$¢, zostal przeze mnie zawarty w pracy

przegladowej opublikowanej w Metabolic Brain Disease [4].

Przyczyna braku skutecznych terapii dla MPS jest z jednej strony problem
wystgpowania mutacji we wszystkich komorkach chorego, a z drugiej, niezwykle
skomplikowana patogeneza chorob o podiozu genetycznym. Do niedawna akumulacje GAG
uwazano nie tylko za kluczowa, ale i jedyna przyczyne MPS [3]. Stad tez wynikalo
zaskoczenie niepelnym powodzeniem enzymatycznej terapii zastgpczej, w wyniku ktorej po
dozylnym podaniu rekombinowanego enzymu ludzkiego, objawy choroby sg tylko czg¢sciowo
korygowane, pomimo znacznego obnizenia poziomu GAG [5]. Z drugiej strony nalezy
zauwazy¢, ze wiedza dotyczaca mechanizméw prowadzacych do zmian patologicznych
w obrgbie komorek, tkanek czy calego organizmu jest w przypadku MPS jedynie
fragmentaryczna. Nawet bowiem w chorobach monogenowych, w wyniku mutacji w jednym
genie i braku funkcjonalnosci jednego biatka (potencjalnie odpowiedzialnego za pojedyncza
reakcje biochemiczng), dochodzi do powstania szeregu efektow wtornych. Fakt ten wynika
z istnienia niezwykle skomplikowanej sieci zaleznosci W obrgbie wszystkich procesow
komorkowych. Doniesienia opublikowane w ostatnim czasie wskazuja, ze u pacjentow z MPS
wystepuje znacznie szersze spektrum defektow komorkowych niz przypuszczano wczesnie;j.
Zmiany te mogg by¢ nawet istotniejsze dla patogenezy choroby niz samo spichrzanie
niezdegradowanych GAG w lizosomach. Podsumowanie opisanych do tej pory tego typu
zmian, wraz z podzialem na poszczegdlne procesy komoérkowe oraz propozycjg iz ich
zaburzenia stanowig bardzo istotny — cho¢ do niedawna niedoceniany — aspekt MPS, zostato
przedstawione przeze mnie w pracy opublikowanej w Cell Biology International [6].
Poznanie molekularnych mechanizméw choréb o podiozu genetycznym jest zatem niezbedne
dla zrozumienia procesow patogenezy danej jednostki chorobowej oraz stanowi punkt
wyjsciowy dla ewentualnego efektywnego projektowania metod terapeutycznych

W przysztosci.

W $wietle powyzszych faktow, celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie
zmian w ekspresji gendéw zaangazowanych w poszczegdlne procesy komorkowe w
komoérkach pochodzacych od pacjentow z MPS. Kompleksowe ujecie tego zagadnienia
(polegajace na analizie ekspresji wszystkich genow we wszystkich typach MPS) oraz
wskazanie na specyfike wykrytych zmian (czyli okreslenie ktore z nich sg charakterystyczne

dla wszystkich typéw MPS, a ktore sg specyficzne dla jednego lub kilku typéw lub podtypow)



stanowilo nieopisane wczesSniej w literaturze podejscie do wskazanego problemu

badawczego.

Przeprowadzone w ramach mojej rozprawy doktorskiej analizy transkryptomiczne
wskazaly na znaczace zmiany w efektywnosci ekspresji wielu genéw dla kazdego typu MPS,
w stosunku do komorek pochodzacych od osoby zdrowej - w zakresie od 289 do 893
transkryptow o istotnie zmienionym poziomie, w zaleznosci od typu MPS. Wyniki te
$wiadczg o ogromnym zrdéznicowaniu pomi¢dzy poszczegodlnymi typami choroby. Z drugiej
strony, analizujgc transkrypty O istotnie zmienionym poziomie w wigkszosci typéw MPS,
moglam zidentyfikowaé procesy 0 najwigkszej liczbie nieprawidtowo regulowanych genow.
Wsrod nich znajdujg sie geny kodujace biatka zaangazowane miedzy innymi w homeostazg,
podzialy komérkowe czy transport pecherzykowy. Co wazne, ekspresja niektorych genow
byta szczeg6lnie mocno zmieniona w komoérkach MPS, co sugeruje mozliwos¢ uzycia tych
genow lub ich produktow jako potencjalnych celi terapeutycznych w dalszych badaniach nad
poszukiwaniem nowych terapii. Wyniki tych badan opublikowatam w artykule, ktory ukazat

si¢ w International Journal of Molecular Sciences [7].

Kolejne przeprowadzone przeze mnie analizy potwierdzity istotne zmiany dotyczace
ekspresji genow kodujgcych rozne regulatory procesow komodrkowych. Rezultaty te,
zamieszczone w pracy opublikowanej w Metabolic Brain Disease [8], prowadzg do wniosku,
ze wynikajace ze zmienionej ekspresji gendw zaburzenia kontroli procesow zachodzacych
w komorkach mogg W znaczacy sposob przyczyni¢ si¢ do rozwoju ich dysfunkciji,
a w konsekwencji do pojawienia si¢ specyficznych objawéw MPS. Dalsze badania wskazaty,

ze dotyczy to takze neurodegeneracji i zmian behawioralnych [9].

Istnieja pewne ograniczenia zastosowanego w mojej rozprawie doktorskiej modelu
eksperymentalnego. Sg to przede wszystkim: (1) uzycie jednej linii komorkowej dla kazdego
typu MPS (nalezy wziag¢ pod uwage zmienno$¢ genetyczng pacjentow w obrebie danego
typu), (2) zastosowanie modelu komorkowego, ktéry moze nie odzwierciedla¢ zmian na
poziomie catego organizmu (dla uzyskania wiarygodnych wynikow konieczne byty cztery
powtdrzenia biologiczne kazdego do$wiadczenia i odpowiednio dobrane metody analizy
statystycznej); (3) uzycie jednego rodzaju komorek - fibroblastow (stanowigcych wygodny
model badania patomechanizmu choroby w warunkach in vitro). Niemniej jednak,
przeprowadzone badania transkryptomiczne pozwolily na wykrycie istnienia kompleksowych

zmian w ekspresji genow w komdrkach pochodzacych od pacjentow cierpigcych na wszystkie



typy MPS i stanowig podstawe dla dalszych doswiadczen zmierzajacych do poznania

szczegbtowych molekularnych mechanizméw zaburzen wystepujacych w tych chorobach.

W zwigzku z trwajacym stanem zagrozenia epidemiologicznego, postanowitam
przeanalizowa¢ uzyskane dane transkryptomiczne pod katem potencjalnie zwigkszonego
ryzyka pacjentow MPS na zakazenie wirusem SARS-CoV-2. Chociaz zwezenie drog
oddechowych i wystepowanie gestego $luzu, charakterystyczne dla choroby, wskazywatyby
na dodatkowy czynnik sprzyjajacy rozwinigciu COVID-19, przeprowadzone analizy
transkryptomiczne, podbudowane rezultatami badan eksperymentalnych, sugeruja, ze
pacjenci z réznymi typami MPS moga by¢ mniej podatni na zakazenie tym wirusem. Badania

te zostaly opisane w artykule opublikowanym w FEBS Letters [10].

Podsumowujac, W mojej pracy dowiodlam, ze w fibroblastach pochodzacych od
chorych na wszystkie typy MPS istniejg istotne zmiany w poziomach transkryptow
pochodzacych z wielu gendéw, ktorych produkty sa zaangazowane w roézne procesy
komorkowe. Wnioskuj¢ zatem, ze za zaburzenia procesoOw komoérkowych obserwowane w
MPS odpowiedzialne sa nie tylko dysfunkcje organelli spowodowane fizycznym
spichrzaniem GAG w lizosomach, ale tez efekty nieprawidlowej kontroli ekspresji ro6znych
genow. Co prawda wystgpowanie wtornych, drugo- i trzecio-rzedowych, zmian
komorkowych bylo postulowane wczesniej, jak podsumowatam w jednej z prac
przegladowych [6], jednakze nie byly one wigzane z globalnymi zmianami w ekspres;ji
genow, a wszystkie typy MPS nie byly wczesniej badane w tym aspekcie. Co wiegcej,
uzyskane przeze mnie wyniki mogg przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii
terapeutycznych, wskazujac potencjalne cele dla nowych lekow w postaci gendow o
szczegbdlnie mocno zaburzonej regulacji ekspresji lub produktéw tych genow. Mozliwe, ze
tylko terapie skojarzone, ktore powinny obejmowaé dziatanie lekéw korygujacych okreslone
procesy komoérkowe, przy jednoczesnym ograniczeniu spichrzania GAG, moga prowadzi¢ do
skutecznego leczenia MPS, ktorego efektem bedzie niedopuszczenie do pojawienia si¢
objawow choroby w przypadku rozpoczecia terapii na wezesnym jej etapie lub przywrocenie
prawidlowych funkcji organizmu jesli objawy pojawily si¢ wczesniej. Na koniec warto
zauwazy¢, ze - jak zaproponowalam w jednej z moich publikacji [7] - choroby uwazane za
jednogenowe, takie jak MPS, moga w rzeczywistosci obejmowaé zaburzenia regulacji
ekspresji bardzo wielu genow, bedac w ten sposob w rzeczywistosci niejako chorobami

,wielogenowymi”.
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