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¢) omowienie celu naukowego ww. pracy i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Moim glownym osiggnigciem naukowym jest cykl pigciu publikacji, ktore powstaly na
przestrzeni ostatnich lat, podczas mojej pracy na stanowisku post-doktoranckim na
Uniwersytecie Waszyngtona w Seattle oraz na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Podczas tego okresu, moja praca naukowa dotyczyta przede wszystkim zagadnienia
patomechanizmu oraz terapii réznych choréb nerwowo-mig¢$niowych, miedzy innymi
dystrofii migsniowej Duchenna (DMD; Mendell and Lloyd-Puryear, 2013; Konieczny et al.,
2013), dystrofii miotonicznej (DM; Konieczny et al., 2016), oraz zespolu drzenia i ataksji
zwigzanego z tamliwym chromosomem X (fragile-X associated tremor/ataxia syndrome,
FXTAS; Hagerman and Hagerman, 2016). Choroby te, pomimo réznej etiologii, taczy
zaburzenie funkcjonowania uktadu mie$niowego, ktére w sposob dewastujacy niszczy zycie
pacjentéw. Tak jak w przypadku pozostalych choréb nerwowo-mig$niowych, zaburzenia te
powstaja na skutek uszkodzenia badz braku komorek znajdujacych si¢ na szlaku moézg —
migénie, czyli komdrek mozgowych, motoneurondw doprowadzajacych sygnat z mozgu do
rdzenia krggowego i rdzenia kreggowego do migsni, badz tez bezposrednio we wiokienkach
mig$niowych. W chorobach DMD oraz DM patomechanizm dotyczy gtéwnie widkienek
migsniowych, cho¢ sg to choroby wielosystemowe, w ktorych obserwuje si¢ takze dysfunkcje
neuroné6w (Perronnet and Vaillend, 2010; Charizanis et al., 2012), czy komorek
macierzystych mig$ni, tzw. komorek satelitarnych (Dumont and Rudnicki, 2016). Z kolei, w
przypadku FXTAS, gléwnym czynnikiem zaktocajacym funkcjonowanie uktadu
migsniowego jest degeneracja komorek mozgowych (Adams et al., 2007).

Dziatania terapeutyczne skierowane na przeciwdzialanie zaburzeniom nerwowo-
migsniowym mozna podzieli¢ na takie, ktére maja na celu (1) zmiang informacji genetyczne;j
zapisane] w genomie, (2) korekte lub degradacj¢ transkryptow mRNA, oraz (3) modyfikacje
badz tez usunigcie toksycznych peptydow i bialek. W przypadku pierwszego podejscia,
mozna wyrézni¢ dzialania naprawcze przy uzyciu endonukleaz (np. systemu CRISPR/CAS9)
oraz réznego rodzaju wektorow wirusowych, dzigki ktorym mozna dostarczy¢ sekwencje
prawidlowa, ktoérej organizm pacjenta nie posiada (Nelson et al., 2017; Muir and
Chamberlain, 2009). Dziatania na poziomie RNA obejmuje z kolei dostarczanie
antysensownych oligonukleotydow czy zwiazkéw niskoczasteczkowych, ktore po
przytaczeniu do transkryptow, beda mogty badz indukowaé wpiecie/wypiecie okreslonych

eksondw, zablokowanie przytaczenia biatek wigzacych si¢ do danych sekwencji RNA, lub tez



indukowa¢ degradacj¢ mRNA poprzez uruchamienie RNAzy H (Konieczny et al., 2016).
Natomiast dziatania na poziomie biatka moga mie¢ na celu zmian¢ konformacyjng i usuniecie
toksycznych, zagregowanych peptydéw (Ciechanover and Kwon, 2017).

Zarowno DMD, DM oraz FXTAS s3 chorobami genetycznymi, powstajacymi na
skutek zmiany informacji genetycznej. Jednakze w przypadku DM czasteczkami, ktore
powoduja toksycznos¢ i na ktoérych skupia sie wiekszo$¢ dziatan terapeutycznych sg3 mRNA
DMPK 1 CNBP, zawierajace powtoOrzenia sekwestrujagc biatka splicingowe MBNL.
Uwolnienie biatek MBNL z toksycznego mRNA jest priorytetem wigkszosci dziatan
terapeutycznych w DM (Konieczny et al., 2014). W przypadku FXTAS, czynnikiem
toksycznym jest z kolei biatko poliglicynowe, ktore powstaje na bazie mRNA FMRI
zawierajacego powtdrzenia CGG (Glineburg et al., 2018). Tutaj dziatania skierowane sa
przede wszystkim na usunigciu zagregowanego biatka inicjujacego degeneracj¢ neurondOw
(Derbis et al., 2018). Natomaist w DMD, to brak bialtka — dystrofiny, jest czynnikiem
patogennym. Glowne dzialania terapeutyczne sa skierowane zatem na jego przywrocenie
poprzez zmian¢ zmutowanej lub dostarczenie prawidtowej sekwencji DNA lub ingerencje w
sktadanie i odczytywanie mRNA dystrofiny przez rybosomy, najczesciej w celu przywrdcenia
prawidlowej ramki odczytu i translacji funkcjonalnego biatka (Konieczny et al., 2013). Inne
strategie skupione s3 miedzy innymi na zwigkszeniu ekspresji innych biatek o efekcie
terapeutycznym, na przyktad paralogu dystrofiny — utrofiny (Guiraud and Davies, 2017;
Kennedy et al., 2018), czy réznego rodzaju dzialan zmierzajacych do zmiany transdukcji
sygnatu we wiokienkach migsniowych lub komorek satelitarnych, w ktorych brak dystrofiny
zaburza asymetri¢ podziatu komérkowego i tym samym regeneracj¢ mi¢sniowa (Dumont and

Rudnicki, 2016).

Zafascynowany mozliwos$ciami terapii genowej, po 4,5 roku spedzonych na Uniwersytecie
Wiedenskim i pracy nad aspektem dystrofii migsniowej asocjujacej z pecherzykowym
oddzielaniem si¢ naskorka (epidermolysis bullosa simplex associated with muscular
dystrophy, EBS-MD), wyjechatem do Seattle, aby obja¢ pozycje post-doktorancka na
Uniwersytecie Waszyngtona w laboratorium kierowanym przez profesora Jeffreya
Chamberlaina. Laboratorium to zastyneto migedzy innymi z terapeutycznego uzycia wektoréw
opartych o czasteczki wirusOw zwigzanych z adenowirusami o serotypie 6 (recombinant
adeno-associated viral vectors serotype 6, rAAV6). rAAV6 cechuje wysoki trofizm w
kierunku transdukcji migsni szkieletowych oraz tkanki sercowej. Co wazne, przy uzyciu

jednej iniekcji dozylnej mozna wprowadzi¢ rAAV6 do krwioobiegu myszy i dostarczy¢



terapeutyczne biatko do wldkienek migsniowych w catym organizmie (Gregorevic et al.,
2006, 2004). Wektory te nie ulegaja integracji z genomem gospodarza, utrzymuja si¢
natomiast w jadrze komdrkowym w postaci episomalnej. Ogranicza to do minimum
mozliwo$¢ mutagenezy integracyjnej, mogacej by¢ podtozem nowotworzenia. Aspektem
negatywnym wszystkich wektorow rAAV jest jednak do$¢ ograniczona mozliwos¢ przyjecia
,obcej sekwencji”. Z tego powodu, DNA dystrofiny jest odpowiednio inzynierowane, aby
sekwencje miaty informacj¢ niezbedng do produkcji niezbednych domen nadajacych
dystrofinie odpowiedni ksztalt oraz wchodzacych w interakcje z kluczowymi biatkami
(Chamberlain and Chamberlain, 2017).

Jednym z pytan, na ktore chciatem wowczas odpowiedzie¢ dotyczylo tego, w ktorym
stadium regeneracji mi¢sniowej mozna dostarczy¢ wektory rAAV6. Jest to o tyle wazne, ze
degeneracja wtokienek migsniowych jest procesem, ktore dotyka wszystkich, takze osoby
zdrowe. Mozna przewidzie¢ zatem, ze jakkolwiek efektywne, dostarczenie terapeutycznego
biatka tylko i wylacznie do dojrzalych wtokienek nie bedzie procesem dozywotnim. Pod
wplywem degeneracji, komorki satelitarne ulegaja aktywacji, dzielg si¢ oraz rdznicuja do
mioblastow oraz miocytéw, ktore nastepnie ulegaja fuzji tworzac widkienka mig$niowe (Le
Grand and Rudnicki, 2007). Poczatkowo, widkienka migsniowe posiadajg centralnie
zlokalizowane jadra komorkowe, ktore z czasem, w trakcie réznicowania, przesuwane sg w
kierunku btony komoérkowej. Aby odpowiedzie¢ na wyzej wymienione pytanie, rozpoczalem
wspolprace z profesor Zipora Yablonka-Reuveni, dzigki pomocy ktoérej rozwinatem w
laboratorium profesora Jeffreya Chamberlaina metod¢ izolacji wtokienek migsniowych z
wyizolowanych migsni [zobacz takze (Keire et al., 2013)]. Metoda ta polega na trawieniu
enzymatycznym 1 mechanicznym rozdzielaniu widkienek migsniowych, a nastepnie
przenoszeniu ich do odpowiednio przygotowanych dotkéw wypelionych medium. Na
kazdym widkienku znajduje si¢ kilka komorek satelitarnych, ktére po pewnym czasie
migruja, dzielg si¢ oraz réznicuja i ulegaja fuzji tworzac setki nowych wiokienek. Kolejng z
metod, ktorg uzytem aby odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace stadium efektywnej transdukcji
wektorem rAAV6 podczas powstawania i dojrzewania witdkienek migsniowych, byta metoda
degeneracji 1 regeneracji migs$nia extensor digitorum longus (EDL) in vivo przy uzyciu
noteksyny. Noteksyna niszczy widkienka mieéniowe zachowujac przy tym funkcjonalnos¢
komorek satelitarnych, dzieki czemu dochodzi do synchronicznej regeneracji wiokienek
migsniowych (Hardy et al., 2016).

W poczatkowych eksperymentach, do mig$ni myszy dostarczona zostata noteksyna, a

nastgpnie w réznych punktach czasowych (2, 3, 4, oraz 5 dni po dostarczeniu noteksyny)



wektor rAAV6 zawierajacy sekwencj¢ bialka reporterowego - fosfatazy alkalicznej (Arnett et
al., 2014). Po dwodch tygodniach migénie EDL zostaly pobrane i wybarwione w celu
ujawnienia efektywnos$ci transdukcji wektorem w réznych punktach czasowych regeneracji
mig$niowej. Dodatkowo, zostal przeprowadzony RT-qPCR ze starterami specyficznymi dla
regeneracji powoduje lepsza transdukcje migsni, co sugerowalo, ze komorki satelitarne i
mioblasty nie podlegaja efektywnej transdukcji wektorem, badZz tez, Zze moga one ulec
transdukcji, ale w trakcie podzialdow komorkowych episomalny, nieintegrujagcy genom
rAAV6 ulega utracie. W dalszych eksperymentach, uzylem myszy, w ktorej biatko GFP ulega
ekspresji z promotora nestyny, aktywnego w migsniach tylko w komorkach satelitarnych.
Pozwolito to na specyficzne wyrdznienie tej grupy komodrek po izolacji widkienek
mig$niowych po domigsniowym dostarczeniu rAAV6 zawierajacym sekwencje kodujaca
biatko fluorescencyjne mCherry. Badanie wykazalo, Zze z wyizolowanych wtokienek
mig$niowych wybarwionych na czerwono, czyli eksprymujacych mCherry, migrowaty
komorki wybarwione jedynie na zielono. Dodatkowo, analiza RT-qPCR wykazata znikoma
ilos¢ genomoéw wirusowych w komorkach satelitarnych w poréwnaniu do catych migéni po
iniekcji domie$niowej czasteczek rAAV. Sugerowalo to, ze w przeciwienstwie do widkienek
migsniowych, komorki satelitarne nie przyjmujg efektywnie wektora wirusowego o serotypie
6.

Podsumowujac, w pracy Arnett et al. (2014) wykazaliSmy po raz pierwszy, ze
komorki satelitarne oraz mioblastyczne nie przyjmuja wydajnie wektorow wirusowych
rAAV6, w kontrascie do dobrze trandukowalnych dojrzalych wlokienek miesniowych.
Stanowi to do$¢ istotne ograniczenie wartosci tej metody terapeutycznej w przypadku
dystrofii migsniowych, migdzy innymi DMD. Warte jest jednak podkreslenie, ze wektory te
(1) bardzo efektywnie transdukuja wtokienka migéniowe oraz kardiomiocyty, a takze, ze (2)
sa one relatywnie bezpieczne w poréwnaniu do innych wektoréw wirusowych, z uwagi na
stosunkowo rzadka integracj¢ z genomem gospodarza i utrzymywanie si¢ w jadrze
komérkowym w postaci episoméw. Ogranicza to do minimum prawdopodobienstwo
insercyjnej mutagenezy. Warto przy tym takze wspomnie¢, Ze po pojedynczej iniekcji
wektora rAAV, sygnat we widkienkach migsniowych obserwuje si¢ przez co najmniej 7 lat u

ludzi (Colella et al., 2018).

W kolejnej odstonie swojej kariery naukowej, zainteresowatem si¢ terapia chordb

nerwowo-mi¢$niowych na poziomie RNA. Pod wplywem inspirujacego wyktadu profesora



Charlesa Thorntona na konferencji w Neapolu, zdecydowatem si¢ skierowa¢ w kierunku
dystrofii miotonicznej oraz dolaczy¢ do Owczesnie nowozaktadanej grupy prof. dr hab.
Krzysztofa Sobczaka na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, skupionej
migdzy innymi na wykorzystaniu metody sekwencjonowania wysokoprzepustowego do
poznania targetow mRNA, ktorych sktadanie jest zaburzone poprzez sekwestracje biatka
MBNL na mRNA DMPK i CNBP, jak réwniez na terapii eksperymentalnej z wykorzystaniem
oligonukleotydow antysensownych, blokujacych przylaczanie si¢ biatek MBNL do sekwencji
powtorzonych.

W poczatkowych badaniach wykazatem, ze MBNLI1 jest dominujacym biatkiem z
rodziny bialek MBNL w mig$niach szkieletowych, i ze jego ilo§¢ mRNA znaczaco ros$nie
podczas réznicowania, co ma znaczacy wplyw na zmiang regulacji splicingu alternatywnych
eksonow (Konieczny et al., 2014). U pacjentéw DM, patomechanizm wynika po czesci z
tego, ze pomimo dojrzewania organizmu, targety splicingowe MBNL pozostaja ,,zamrozone”
na stadium rozwoju ptodowego i powstale biatka nie sa dostosowane do petnienia swoich
funkcji w dorostym organizmie. Dzieje si¢ to w wyniku sekwestracji biatek MBNL na mRNA
DMPK i CNBP zawierajacych odpowiednio patologicznie zwigkszong ilo$¢ powtdrzen CUG i
CCUG. Dodatkowo, na podstawie badan literaturowych wykazalem, ze biatka MBNL tacza
si¢ do targetow mRNA na bazie motywu YGCY i ze efekt jaki wywieraja na alternatywne
eksony jest zalezny od pozycji wigzania si¢ wzgledem regulowanego eksonu [zobacz takze
(Wang et al., 2012)].

Kolejna  publikacja  dotyczyla  autoregulacji  biatka MBNLI1.  Gilgbokie
sekwencjonowanie czasteczek RNA usieciowanych z immunoprecypitowanymi czastkami
biatka (cross-linked immunoprecipitation and sequencing, CLIP-seq) ujawnito, ze MBNLI1
wigze si¢ z eksonem 1 MBNLI kodujacym zaréwno czg¢s¢ 5'UTR, jak i region konca
aminowego biatka MBNLI (Konieczny et al., 2017). Sugerowalo to autoregulacje funkcji
badz tez poziomu biatka MBNL1 na bazie negatywnego sprzezenia zwrotnego opartego o
wykluczanie eksonu 1 z dojrzalego mRNA. Istotnie, uzyskane dane z tkanek pacjentéw,
modelu mysiego DM oraz linii komérkowych nadeksprymowanych biatkami MBNL, siRNA
skierowanymi na MBNL oraz minigenem zawierajacym sekwencje eksonu 1 wykazaly, ze
wigzanie si¢ MBNL indukuje blokowanie wtaczania eksonu 1 do dojrzatego mRNA MBNLI.
Warto tutaj nadmienié, ze wykorzystanie sztucznego systemu minigenowego pozwolito na
wykazanie, ze obserwowany efekt jest determinowany przez przytaczanie sie¢ MBNL do
eksonu 1, a nie innych sekwencji wigzacych biatko MBNL w transkrypcie. W dalszej czesci

sprawdzitem efekt wytaczania eksonu 1 transkryptu MBNLI na proces translacji oraz



funkcjonalno$¢ biatka. Przygotowane przeze mnie konstrukty oraz eksperymenty
lucyferazowe wykazaty obnizong efektywnos$¢ translacyjng mRNA pozbawionego eksonu 1,
co jest prawdopodobnie wynikiem koncentracji zubozonego o ekson 1 transkryptu we frakcji
cytozolowej pozbawionej polisoméw. Dalej wykazatem, ze brak eksonu 1 zaburza stabilnos¢
biatka, drastycznie zmniejszajac jego ilos¢. Z kolei, gdy biatko jest stabilizowane za pomoca
EGFP, forma ta jest znaczaco bardziej mniej funkcjonalna, co pokazuj¢ w pordwnaniu do
pelnej dlugosci biatka, na przyktadzie kilku alternatywnych eksondéw regulowanych przez
MBNL. Nizsza aktywno$¢ biatka pozbawionego sekwencji kodujacej ekson 1 jest
przypuszczalnie wynikiem utraty pierwszych dwoch palcy cynkowych, ktére s3 istotne w
rozpoznawaniu motywu YGCY w targetach RNA (Konieczny et al., 2014; Teplova and Patel,
2008).

Jednym z najbardziej zaskakujacych wynikéw przytoczonej pracy bylo to, zZe
wykluczenie eksonu 1 ujemnie korelowalo z malejaca odleglo$cia miejsca rozpoczecia
transkrypcji MBNLI. Z trzech odkrytych miejsc (T1, T2, T3), autoregulacyjna kontrola
wylaczania eksonu 1 zachodzila tylko ze srodkowego regionu (T2), ktory jest najczescie)
uzywanym miejscem startu transkrypcji w wigkszosci tkanek. Przede wszystkim jednak
miejsce to jest wyraznie dominujagcym regionem startu transkrypcji w  mig$niach
szkieletowych. W przypadku powstatych czasteczek mRNA MBNLI z T1 i T3, ekson 1 byt
odpowiednio zawsze wycinany i zawsze wilaczany do dojrzatego transkryptu, niezaleznie od
poziomu MBNL. Wyniki te wpisuja sie zatem w inne badania pokazujace, ze dlugos¢
intronow flankujacych jest kluczowym czynnikiem majacym wptyw na alternatywny splicing
eksondéw [zobacz takze (Fox-Walsh et al., 2005; Roy et al., 2008)].

W kolejnej publikacji skupitem si¢ na autoregulacjnych petlach biatek MBNL 1 ich
wykorzystaniu w kompensacyjnych dziataniach komorki, jak i1 przyszlych dziataniach
terapeutycznych (Konieczny et al., 2018). P¢tla oparta o wlaczanie 1 wylaczanie eksonu 1 w
MBNLI jest uruchamiana przez wszystkie biatka z rodziny MBNL. W przypadku duzego
stezenia MBNL, komorka broni si¢ przed jego duza iloscig i tym samym prawdopodobnie
toksyczo$cig wytaczajac ekson 1 w traskryptach i prowadzac do zmniejszenia jego ilosci. Dla
przyktadu, w miegs$niu sercowym i szkieletowym o0so6b dorostych, charakteryzujacych sie
wysokg zawartoscia mRNA MBNLI (Konieczny et al., 2014), zaobserwowatem
podwyzszone ilosci mRNA MBNLI bez eksonu 1. W DM, przy braku funkcjonalnego bialka,
nastgpuje proces odwrotny - ekson 1 jest wlaczany, co prowadzi do produkcji duzej ilos¢i w
pelni funkcjonalnego biatka. Stanowi to kompensacyjng probe komoérki zapobiegania

rozwijajacemu si¢ procesowi patologicznemu. Co wazne, wiedza dotyczaca fluktuacji



poziomu ekspresji MBNL1 w zaleznosci od poczatku inicjacji transkrypcji moze zaoferowac
strategi¢ terapeutyczng przeciwko DM. Autoregulacyjna nadekspresja MBNL1 z T2
umozliwia bowiem samoregulacj¢ poziomu komoérkowego MBNL 1 tym samym
przeciwdziatanie toksyczno$ci wywolanej nadmiernemu st¢zeniu i nieprawidtowej regulacji
targetow mRNA.

W pracy tej, petle opartg o regulacje eksonu 1, zestawiam réwniez z wynikami, ktore
uzyskalem dla pozostatych autoregulowanych eksonow MBNL. W szczeg6lnosci, rownie
wazng dla funkcji MBNL wydaje sie by¢ petla oparta o wycinanie eksonu 5 w MBNLI i
MBNL?2. Pod wpltywem duzego stezenia MBNL, ekson 5, odpowiadajacy za lokalizacje
jadrowa, jest negatywnie regulowany w obu paralogach. W DM, podobnie jak w przypadku
eksonu 1, ekson 5 jest preferencyjnie wstawiany do transkryptow MBNL. Ma to na celu
zwigkszenie poziomu MBNL w jadrze komorkowym, w ktéorym zachodzi splicing eksonow
alternatywnych zaleznych od MBNL. Dodatkowo, w artykule tym dowodzg, Ze petle
kompensacyjne obejmuja takze wzajemng regulacje ilosci MBNLI i MBNL2, a takze ze
biatka MBNL wraz z innymi biatkami regulujagcymi splicing tworza skomplikowana,
powigzang sie¢ czynnikéw regulujagcych formowanie si¢ i funkcje transkryptomu, w
odpowiedzi na warunki komorkowe i stadium rozwoju organizmu (Wang et al., 2015; Bondy-
Chorney et al., 2016; Klinck et al., 2014).

Podsumowujac, w badaniach dotyczacych autoregulacji biatkek MBNL wykazalem,
Ze bialka MBNL regulujg poziom MBNLI1 poprzez interakcje¢ z eksonem 1. Mechanizm
ten stanowi cze$¢ sieci regulacyjnej réznych czynnikéw splicingowych i ich targetéw
stanowigcym o ostatecznej informacji determinujacej powstawanie bialek. Wysoka
zawarto$¢ komorkowa MBNL indukuje powstawanie mRNA MBNLI pozbawionego el,
ktory ulega translacji z nizsza wydajnoscia, a ponadto wygenerowane bialko jest
niestabilne i dysfunkcjonalne. Proces odwrotny ma miejsce, gdy poziom funkcjonalnych
MBNL jest niski, jak w DM (Wang et al., 2012; Terenzi and Ladd, 2010), gdzie
generowany jest wysoce funkcjonalny MBNLI1 o pelnej dlugosci. Wykazalem rowniez, ze
MBNL1 moze by¢ transkrybowany z trzech rdéznych promotorow/miejsc startu
transkrypcji i ze miejsce inicjacji transkrypcji okresla sposob regulacji eksonu 1.
Wyniki te otwieraja nowe mozliwosci terapii przeciwko DM, polegajacej na
manipulowaniu miejscem inicjacji transkrypcji i autoregulacji komorkowego poziomu
MBNLI1 przez wlaczanie i wylaczanie eksonu 1. Jak dotad niewiele wiadomo o czynnikach

transkrypcyjnych, ktore kieruja ekspresja MBNL, chociaz MEF2 zostal wskazany jako
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potencjalny czynnik mogacy wptywac na regulacj¢ transkrypcji MBNLI (Bargiela et al.,
2014).

Natepnie, w mojej pracy badawczej skupitem si¢ na patomechanizmie oraz aspektach
terapeutycznych FXTAS, choroby rozwijajacej si¢ pod wplywem ekspansji trinukleotydow
CGG w genie FMRI kodujacym FMRP. Pacjenci z liczbg powtorzen w przedziale od 55 do
200, charakteryzuja si¢ specyficzng manifestacjg objawdw klinicznych obejmujacych drzenie,
ataksje, deficyty poznawcze i zanik mozgu (Hagerman and Hagerman, 2016). Akumulacja
toksycznej poliglicyny (FMRpolyG), produktu ubocznego translacji z regionu zawierajacego
powtorzenia CGG, jest uwazane za jednen z gldwnych czynnikow wyzwalajacych procesy
neurodegeneracyjne u pacjentow z FXTAS (Glineburg et al., 2018). Zaktocenie biosyntezy,
stabilno$ci lub zdolnosci do agregacji toksycznego FMRpolyG mozna uzna¢ za potencjalne
targety strategii terapeutycznych skierowanych przeciwko FXTAS. W pracy Derbis et al.
(2018) przetestowaliSmy roézne metody do ilosciowego pomiaru FMRpolyG oraz biatek
reporterowych ulegajacych translacji z ramki odczytu FMRP w oparciu o ekspresje z
konstruktow zawierajacych toksyczne powtorzenia CGG w kontekscie fragmentu 5’UTR
genu FMR1. Sekwencja kodujaca FMRpolyG zostata potagczona z genem GFP, mCherry lub
lucyferazy Firefly, co umozliwito tatwa wizualizacje FMRpolyG za pomocag technik
mikroskopowych oraz metody lucyferazowej. Podobnie, poziom FMRP zostal oszacowany
poprzez umieszczenie gendw reporterowych w ramce odczytu natywnego FMRP. Pomiar
FMREP jest o tyle wazny, Ze ubytek tego biatka w chorobie tamliwego chromosomu X (fragile
X syndrome, FXS) powoduje wczesnorozwojowe zaburzenia u chtopcoOw charakteryzujace sig
miedzy innymi chorobg autystyczng i uposledzeniem umystowym (Lozano et al., 2016).

Moje badania wykazaly, ze poziom i agregacj¢ biatka fuzyjnego FMRpolyG z EGFP i
lucyferaza Firefly oraz lucyferaz¢ w ramce odczytu FMRP mozna skutecznie oszacowac za
pomoca mikroskopii fluorescencyjnej 1 testu lucyferazowego w trakcie kilkudniowego
eksperymentu w komodrkach COS7 po uprzedniej transfekcji odpowiednimi konstruktami.
Wykorzystatem rowniez siRNA targetujacy mRNA lucyferazy firefly, ujawniajac profil
ubytku biatka reporterowego w czasie po podaniu siRNA w réznych punktach czasowych po
dostarczeniu plazmidéw. Co ciekawe, badania te wykazaty, ze w zalezno$ci od przylaczonego
znacznika, FMRpolyG ma inny potencjat do tworzenia agregatow. Wyniki te zainspirowaty
nas do stworzenia konstruktu kodujacego niefuzyjne biatko FMRpolyG i1 poréwnanie jego

agregacji do biatek znakowanych przy udziale przeciwcial.
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Podsumowujac, opublikowane protokoly umozliwiaja na ilosciowa i jakoSciowg
wizualizacje FMRpolyG i FMRP w czasie. Metody te wyrdznia szybkos¢ i latwos¢
zastosowania, co pozwala na wykorzystanie ich w testowaniu i selekcji terapeutykow
przed uzyciem bardziej wymagajacych analiz w modelach zwierzecych FXTAS.
Ponadto, po odpowiedniej modyfikacji, metody te moga by¢ wykorzystane do
projektowania i testowania terapii eksperymentalnych innych chordéb zwiazanych z

translacja i agregacja toksycznych bialek.

Wyzej przytoczone rezultaty zawieraja syntez¢ moich najwazniejszych badan z ostatnich
kilku lat, obejmujacych dziatlania majace na celu poznanie patomechanizmu i
zaprojektowanie i przetestowanie réznorodnych metod przeciwdziatajacym rozwojowi chordb
nerwowo-mig$niowych. Badania terapeutyczne obejmowaly migedzy innymi metody oparte o
wykorzystanie wektorow wirusowych rAAV, siRNA skierowanych na mRNA kodujace
reporterowe/toksyczne biatko, czy tez badania wykazujace w jaki sposéb mozna wykorzystaé
petle autoregulacyjne w celu zaprojektowania skutecznej i nietoksycznej terapii. Pomimo ze
zar6wno DMD, DM i FXTAS s3 chorobami na ten czas nieuleczalnymi, to wierzg, ze wyzej
przytoczone wyniki badan nie tylko poszerzyly nasza wiedzg, ale przyczynia si¢ w niedalekiej

przysztosci do stworzenia skutecznych terapeutykow.
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Wyzej wymienione publikacje stanowig uzupetnienie badan zawartych w cze$ci glownej
osiggnigcia naukowego. Lista ta zawiera jedng publikacje oryginalng oraz trzy badania
przegladowe. Wszystkie artykuly obejmuja tematyke chordb nerwowo-mig$niowych. W
przypadku dwoch z czterech prac jestem pierwszym autorem, w tym w jednej autorem o
rownym wspotudziale w pracy. Artykuly przegladowe dotycza zastosowania modeli
zwierzgcych w poznaniu patomechanizmu 1 terapii dystrofii mig¢$niowych oraz réznego
rodzaju metod terapeutycznych w przypadku DMD i innych chordb nerwowo-mig$niowych.
Opisane s3 mi¢gdzy innymi terapie z wykorzystaniem wektorow wirusowych, antysensownych
oligonukleotydow i zwigzkow niskoczasteczkowych oraz formy terapii oparte o dostarczanie
domigsniowe 1 systemowe komorek macierzystych. Dane zawarte w publikacji oryginalnej
stanowig z kolei pozostate wyniki dotyczace izoforméw MBNLI niezawarte w pracach

stanowigcych gtowne osiagnigcie naukowe.

Publikacja Ng et al. (2012) dotyczy zwierzecych modeli dystrofii mig¢Sniowych,
heterogennej grupy dziedzicznych zaburzen, ktére w réznym stopniu zaburzaja
funkcjonowanie miesSni szkieletowych, serca, a czasem takze miesni gladkich (Emery,
2011). Do tej pory opisano ponad 50 réoznych genéw powodujacych jeden lub wiecej typow
dystrofii migsniowej. W wielu przypadkach to wlasnie zwierzece modele stanowig
nieodzowne narzgdzie umozliwiajace poznanie mechanizmu choroby oraz opracowanie
interwencji terapeutycznych. W pracy tej skupiliémy si¢ mi¢dzy innymi na opisaniu modeli
zwierzecych wykorzystywanych w badaniach DMD, DM, dystrofii twarzowo-topatkowo
ramieniowe] (facioscapulohumeral muscular dystrophy, FSHD), dystrofiach mig$niowych
powodowanych przez mutacje w genach kodujacych a-aktynine, desming, lamining o2,
kolagen 6 oraz bialtka, ktéorych funkcjonalny brak powoduje réznego typu dystrofie
konczynowo-obreczowe (limb-girdle muscular dystrophies, LGMD). Do tych ostatnich
zalicza si¢ mutacje w genach kodujacych miedzy innymi biatka sarkoglikanowe, dysferling,

kalpaine 3, titing i fukutyn¢. Moim udzialem w badaniu byl opis modeli zwierzecych
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wykorzystywanych w badaniach LGMD2A, choroby powodowanej przez mutacje w genie
kalpainy 3. Modele mysie w tym przypadku pozwolity migdzy innymi na wykazanie, ze
kalpaina 3 uczestniczy w przebudowie sarkomerow przez promowanie ubikwitynacji
ligandéw (Kramerova et al., 2005), jak rowniez tego, ze myszy z niedoborem kalpainy 3
cechuje zmniejszone uwalnianie wapnia we widkienkach miesniowych z powodu zaburzen w
kompleksie bialkkowym zwigzanym z triada, struktury formowanej przez kanalik T oraz

retikulum sarkoplazmatyczne (Kramerova et al., 2008).

W kolejnej publikacji (Konieczny et al., 2013) skupiliSmy si¢ na przegladzie metod
terapeutycznych w DMD. Badanie zostalo podzielone na dwie glowne czesci, opisie
terapii z wykorzystaniem wektorow wirusowych, oraz pozostalych form terapii, do
ktorych wykorzystuje si¢ miedzy innymi oligonukleotydy i komorki macierzyste. W
przypadku wektorow wirusowych, najbardziej znaczace sa tutaj formy terapii oparte o
integrujace z genomem gospodarza wektory lentiwirusowe, ktore czgsto wykorzystuje si¢ do
transdukcji proliferujacych komoérek ex vivo 1 korekcji zmutowanego genu, jak 1
nieintegrujace wektory rAAV, dzigki ktorym mozna dostarczy¢ terapeutyczne biatka do
wiokienek migsniowych i innych komorek in vivo. Metody terapeutyczne w DMD oparte o
oligonukleotydy shuzg migdzy innymi do zmiany splicingu eksonéw w celu przywrocenia
prawidlowej ramki odczytu, edycji genomu w przypadku pojedynczych mutacji, a takze
zamaskowaniu przedwczesnych kodondéw stop 1 odczytaniu dalszych sekwencji na
zmutowanym mRNA przez rybosom. Metody oparte o dostarczanie komorek do organizmu
mozna z kolei podzieli¢ na domigéniowe iniekcje komorek satelitarnych i mioblastow oraz
systemowa administracje komorek szpiku, komorek progenitorowych CD133+,
mezoangiobalastow, czy indukowanych komorek pluripotentnych, majacych mozliwos¢ do

réznicowania do komoérek migsniowych.

Modyfikowane oligonukleotydy antysensowne w terapii chordb nerwowo-mi¢$niowych byly
z kolei glownym tematem kolejnego artykutu przegladowego (Konieczny et al., 2016).
Opisatem tutaj ré6znego rodzaju modyfikacje, ktére wptywaja na zwigkszenie stabilodci, czy
odpornosci na nukleazy. Takze, w zalezno$ci od budowy i modyfikacji chemicznej,
oligonukleotydy moga promowaé degradacj¢ targetow poprzez aktywacje Rnazy H lub
blokowa¢ miejsce wigzania dla innych czasteczek bez indukcji degradacji. W kolejnych
rozdziatach opisalem rézinego rodzaju modyfikowane antysensowne oligonukleotydy

wykorzystywane w blokowaniu wlaczania eksonow w terapii eksperymentalnej DMD
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badz promowaniu wlaczania eksonu 7 w mRNA SMN2 w rdzeniowym zaniku mig¢s$ni
[spinal muscular atrophy, SMA (Hamilton and Gillingwater, 2013)]. Z kolei, w przypadku
choroby Huntingtona (Kumar et al., 2015) skupilem si¢ na opisaniu analogéw kwaséw
nukleinowych indukujacych specyficzna degradacj¢ zmutowanego transkryptu poprzez
przylaczanie si¢ do regionéw polimorficznych (single nucleotide polymorphism sites,
SNPs) sprzezonych z powtdrzeniami CAG lub inhibicji translacji toksycznego bialka za
pomoca zmodyfikowanych oligonukleotydow przytaczajacych w duzych ilosciach si¢ do

fragmentow RNA zawierajacych zwigkszong liczbg powtorzen.

Praca oryginalna, ktérej jestem wspotautorem (Sznajder et al., 2016), poddaje szczegdtowej
analizie funkcjonalno$¢ réznych izoform biatek MBNLI1, 2 i 3. Wyniki badan sugeruja, ze
pomimo preferencyjnego wigzania si¢ do tego samego motywu RNA, biatka te z rézna
efektywnosciag wplywaja na splicing alternatywnych eksonoéw. Co wigcej, paralogi MBNL
takze w rozny sposob wchodza w interakcje z toksycznymi powtdrzeniami CUG, co moze
zosta¢ uzyte do ulepszenia strategii terapeutycznych skierowanych przeciwko DM. Moim
wktadem w prace s3 dane uzyskane z wysokoprzepustowego sekwencjonowania targetow
izoform MBNL1 40, 41 oraz 43 uzyskanych za pomoca metody CLIP-seq (Darnell, 2010). Do
przygotowanych przez mnie konstruktow dodatem znacznik FLAG, w celu
immunoprecypitacji komplekséw biatko/RNA z przeciwciatem skierowany przeciwko FLAG.
Izoformy 40 oraz 41 rdéznig si¢ miedzy innymi od izoformy 43 obecnoscig eksonu 5
determinujacego lokalizacj¢ jadrowa biatka. Zgodnie z przewidywana lokalizacja
poszczegolnych izoform, uzyskane dane pokazuja zwi¢kszona ilos¢ odczytow
intronowych dla biatka MBNL1 43 w stosunku do pozostalych badanych izoform, ktore
z kolei z wi¢ksza preferencja wiazaly si¢ do sekwencji kodujacych bialko oraz regionow

zawartych we fragmentach 3’UTR.

Badania opublikowane z doswiadczen prowadzonych w okresie doktoratu i pracy
magisterskiej

(10) Steiner-Champliaud, M.F., Y. Schneider, B. Favre, F. Paulhe, S. Praetzel-Wunder, G.
Faulkner, P. Konieczny, M. Raith, G. Wiche, A. Adebola, R.K. Liem, L. Langbein, A.
Sonnenberg, L. Fontao, and L. Borradori. 2010. BPAGI isoform-b: Complex distribution
pattern in striated and heart muscle and association with plectin and a-actinin. Exp. Cell Res.
doi:10.1016/j.yexcr.2009.11.010.

(11) Konieczny, P., P. Fuchs, S. Reipert, W.S. Kunz, A. Ze6ld, 1. Fischer, D. Paulin, R.
Schroder, and G. Wiche. 2008. Myofiber integrity depends on desmin network targeting to Z-
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disks and costameres via distinct plectin isoforms. J. Cell Biol. doi:10.1083/jcb.200711058.

(12) Rezniczek, G.A., P. Konieczny, B. Nikolic, S. Reipert, D. Schneller, C. Abrahamsberg,
K.E. Davies, S.J. Winder, and G. Wiche. 2007. Plectin 1f scaffolding at the sarcolemma of
dystrophic (mdx) muscle fibers through multiple interactions with B-dystroglycan. J. Cell
Biol. doi:10.1083/jcb.200604179.

(13) Konieczny, P., and G. Wiche. 2008. Muscular integrity-a matter of interlinking distinct
structures via plectin. Adv. Exp. Med. Biol. doi:10.1007/978-0-387-84847-1 12.

(14) Switonski M., Konieczny P., Klukowska J., Janyga B., G. Aguirre. Mikrodelecja w
genie RPE65 wywolujaca dziedziczng dystrofie siatkowki w polskiej populacji psow rasy
briard. Medycyna Weterynaryjna 2002; 58, 946-949 A

Wyniki, ktére uzyskalem na Uniwersytecie Wiedenskim w ramach realizacji pracy
doktorskiej zaowocowaly powstaniem czterech prac, trzech oryginalnych oraz jednej
przegladowej. Wszystkie one dotycza roli plektyny - biatka cytoszkieletowego wiazacego
filamenty posrednie, w patomechanizmie dystrofii migsniowej sprzezonej z pecherzykowym
oddzielaniem si¢ naskorka (EBS-MD) (Winter and Wiche, 2013). W przypadku dwoéch z
wyzej wymienionych prac jestem pierwszych autorem. Badania te zainspirowaly mnie do
wyjazdu do Stanéw Zjednoczonych 1 kontynuacji pracy w obszarze dystrofii mi¢§niowych i

chorob nerwowo-migéniowych w laboratorium profesora Jeffreya Chamberlaina.

W pracy Rezniczek et al. (2007) pokazujemy odmienng lokalizacj¢ izoform plektyny
eksprymowanych w migs$niach w znaczacych ilosciach - 1, 1b, 1f, oraz 1d. Na podstawie
wizualizacji za pomocg przeciwcial i konstruktéw tagowanych GFP wykazujemy, ze
izoformy 1 oraz 1f znajduja si¢ na sarkolemmie. Z kolei, izoforma 1d lokalizuje specyficznie
do dyskéw Z. Co wazne, nasze badania ujawnily, ze plektyna we widkienkach migsniowych
wigze si¢ z dystrofing, utrofing oraz B-dystroglikanem, kluczowymi biatkami membranowego
kompleksu dystrofino(utrofino)-glikoproteinowego (Le Rumeur et al., 2010). Na podstawie
uzyskanych wynikéw, proponujemy, ze plektyna dziata jako biatko kotwiczace filamenty
desminowe do sarkolemmy. Jedna z wazniejszych moich kontrybucji w trakcie
powstawania tej pracy bylo rozwini¢cie metody polegajacej na utrwaleniu wlokienek
miesSniowych in vivo, dzi¢ki czemu stalo si¢ mozliwe precyzyjne okreslenie organizacji
podmembranowych struktur bialkowych [kostameréow (Ervasti, 2003)] w mig¢$niach za
pomoca przeciwcial. Metoda ta umozliwila miedzy innymi na ujawnienie preferencyjnej

lokalizacji plektyny w kostamerach myszy pozbawionej dystrofiny.
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Moim gltéwnym zadaniem podczas pracy doktorskiej byla analiza patomechanizmu
wiokienek mieéniowych myszy, w ktorej gen plektyny byl kondycjonalnie wycigty we
wiokienkach mig$niowych i kardiomiocytach, z uwagi na wczesng $miertelno$§¢ myszy, w
ktorej wyciszenie nastgpito we wszystkich tkankach (Andri et al., 1997). Analizy ujawnily
postepujaca dystrofi¢ miesni szkieletowych, cechujacq si¢ oddzielaniem si¢ sarkolemmy
od wnetrza wlokienek mieSniowych oraz nekroza i regeneracja wlokienek mi¢sniowych
(Konieczny et al., 2008). Dalsze badania ujawnily agregacje posrednich filamentéw
desminowych oraz dezorganizacj¢ aparatu kurczliwego we wldkienkach mi¢sniowych i
kardiomiocytach. Towarzyszyla temu takze zmieniona lokalizacja i proporcja bialek
membranowych, w tym dystrofiny oraz B-dystroglikanu, a takze zaburzona lokalizacja i
funkcjonowanie bialek kompleksu oddechowego i mitochondriow. Dodatkowe badania
obejmujace analiz¢ myszy z delecja poszczegolnych izoformow plektyny, wykazaly
oddzielanie si¢ sarkolemmy oraz zaburzona lokalizacj¢ mitochondriow i bialek

membranowych w myszy pozbawionej izoformy 1d.

Na podstawie wyzej wymienionych dwoch prac zaproponowalem model, w ktorym
rozne izoformy plektyny wiaza si¢ z jednej strony z posrednimi filamentami
desminowymi, a z drugiej kotwicza je do rdznego rodzaju struktur we wlokienkach
miesniowych — izoforma 1d do dyskow Z, 1b do mitochondriow, 1 do jader
komoérkowych i 1f do kompleksow transmembranowych (Konieczny and Wiche, 2008).
Organizacja taka skutkuje zalezno$cig organizacji filamentéw posrednich od prawidlowej
lokalizacji bialek plektyny zaréwno we wiokienkach migsniowych, jak i kardiomiocytach.
Dodatkowo, skupiajac si¢ na wzajemnej organizacji izoform plektyny, kompleksoéw
transmembranowych oraz filamentdéw posrednich, przedstawiam i poréwnuj¢ modele
organizacji biatek w komorkach mig$niowych myszy dzikich, oraz pozbawionych
odpowiednio plektyny, desminy i dystrofiny. Dyskutuje rowniez na temat roli plektyny w
organizacji trzech roznych typow transmembranowych kompleksow bialkowych,

dystofino-dystroglikanowego, opartego o integryny, a takze spektryny.

Ostatnia publikacja z cyklu prac obejmujacych dane uzyskane podczas pobytu na
Uniwersytecie Wiedenskim, dotyczy asocjacji izoformy 1b bialtka BPAG, jego lokalizacji w
migs$niach szkieletowych oraz asocjacji z plektyna i a-aktyning (Steiner-Champliaud et al.,
2010). Co ciekawe, izoforma BPAG 1b, podobnie do plektyny, jest biatkiem

ctyoszkieletowym lokalizujacym do dyskow Z i odpowiedzialnym za utrzymanie architektury
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1 utrzymanie integralnosci wildkienek migéniowych i kardiomiocytow. W pracy tej
wykazalem redukcje ilosci biatka BPAG 1b we wnetrzu wlokienek migsniowych myszy
pozbawionej plektyny za pomoca przeciwcial. Lokalizacja membranowa bialka BPAG

1b byla z kolei niezmieniona.

Powyzej przedstawitem krotki opis 13 z 14 publikacji dotyczacych patomechanizmu i
aspektow terapeutycznych choréb nerwowo-mig$niowych, ktore opublikowalem na
przestrzeni swojej dotychczasowej kariery naukowej. Ich liczba cytowan bez autocytowan
wynosi 348. Jestem pierwszym autorem dziewi¢ciu z przytoczonych artykulow, w tym
pierwszym wspotautorem trzech z nich. Wedlug bazy Web of Science moj wspodiczynnik 4

wynosi obecnie dziewig¢.
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