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Streszczenie 

 

Progeria Hutchinsona-Gilforda jest rzadkŃ chorobŃ genetycznŃ, naleŨŃcŃ do grupy chor·b 

zwanych laminopatiami, kt·ra obejmuje choroby zwiŃzane z mutacjami w genie LMNA. 

W przypadku progerii mutacja powoduje aktywacjň alternatywnego miejsca splicingu 

transkryptu genu LMNA i syntezň skr·conej formy laminy A nazywanej progerynŃ, 

co w konsekwencji prowadzi do zaburzenia organizacji otoczki jŃdrowej i struktury jŃdra 

kom·rkowego. Objawy zaczynajŃ przejawiaĺ siň po pierwszym roku Ũycia, prowadzŃc 

do Ŝmierci okoğo 13. roku Ũycia. Choroba jest obecnie nieuleczalna. Z tego wzglňdu 

opracowanie terapii genowej powinno znaczŃco poprawiĺ jakoŜĺ i dğugoŜĺ Ũycia pacjent·w 

oraz zahamowaĺ rozw·j objaw·w. 

Celem niniejszej pracy byğo wyselekcjonowanie sekwencji mağych interferujŃcych RNA 

specyficznie rozpoznajŃcych mRNA progeryny i powodujŃcych obniŨenie poziomu tego 

biağka, a dodatkowo cechujŃcych siň podwyŨszonŃ stabilnoŜciŃ we krwi. 

W celu uzyskania modelu eksperymentalnego pozwalajŃcego na wygodnŃ selekcjň 

i ocenň efektywnoŜci projektowanych sekwencji konieczne byğo przygotowanie nowego 

modelu badawczego oraz jego charakterystyka. Zdecydowano siň na stworzenie sublinii 

kom·rek HeLa z nadprodukcjŃ biağek fuzyjnych GFP-progeryny, GFP-laminy A oraz samego 

GFP. Nowy model kom·rkowy umoŨliwiğa ğatwŃ i szybkŃ analizň poziomu i lokalizacji biağek 

egzogennych. Jego zastosowanie pozwoliğo na uzyskanie wiňkszej iloŜci materiağu 

oraz znaczne skr·cenie czasu analizy w por·wnaniu do powszechnie stosowanych kom·rek 

pierwotnych od dawc·w z progeriŃ. 

Opracowana w niniejszym badaniu terapia genowa oparta jest na mağych interferujŃcych 

RNA, kt·re selektywnie rozpoznajŃ mRNA progeryny i poprzez interferencjň RNA prowadzŃ 

do jego degradacji, a w konsekwencji do obniŨenia poziomu progeryny. Zaprojektowano 

i przetestowano szereg sekwencji w celu wyselekcjonowania najbardziej efektywnych 

i specyficznych. Potwierdzono, Ũe po zastosowaniu zaprojektowanych oligonukleotyd·w 

poziom niezmutowanej laminy A nie ulegağ zmianie, w przeciwieŒstwie do progeryny. 

Zbadano efekt kombinowanej terapii, wykorzystujŃcej inhibitor farnezylacji ï lonafarnib, 

stosowany w klinicznej terapii progerii, w poğŃczeniu z jednym z wyselekcjonowanych 

oligonukleotyd·w. Wyniki badaŒ potwierdziğy, Ũe oba te zwiŃzki mogŃ byĺ stosowane 

jednoczeŜnie, zachowujŃc swojŃ skutecznoŜĺ, a ich kombinacja ma efekt addytywny. 



   

2 
 

Nastňpnie zaprojektowano szereg mağych interferujŃcych RNA zawierajŃcych 

modyfikowane nukleotydy w celu zwiňkszenia ich stabilnoŜci w surowicy krwi. Dla jednego 

rodzaju modyfikacji potwierdzono zwiňkszonŃ stabilnoŜĺ wraz z zachowaniem efektywnoŜci 

dziağania oligonukleotydu w por·wnaniu do sekwencji bez modyfikowanych nukleotyd·w. 

W ostatnim etapie oligonukleotydy o najwiňkszej skutecznoŜci zostağy poddane analizie 

w fibroblastach pochodzŃcych od dawc·w z progeriŃ. Stwierdzono znaczne obniŨenie poziomu 

progeryny po zastosowaniu oligonukleotyd·w, kt·re dodatkowo zwiňkszağo siň 

wraz z wydğuŨeniem czasu trwania terapii i zwiňkszenia liczby dawek. Potwierdzono r·wnieŨ, 

Ũe zastosowanie badanych oligonukleotyd·w znaczŃco obniŨa poziom progeryny, 

nie wykazujŃc istotnego wpğywu na poziom laminy A. 

Opracowane sekwencje terapeutyczne bňdŃ mogğy posğuŨyĺ do stworzenia leku 

genetycznego dla progerii Hutchinsona-Gilforda. Dwuniciowe sekwencje oligonukleotydowe 

zawierajŃce modyfikowane nukleotydy mogŃ byĺ skoniugowane z noŜnikiem umoŨliwiajŃcym 

ich wnikanie do kom·rek, oligonukleotydy mogŃ r·wnieŨ byĺ zastosowane w formie 

jednoniciowej, co umoŨliwiğoby ich niezaleŨne od noŜnik·w wnikniňcie do kom·rek. 

Na podstawie opracowanych sekwencji moŨe byĺ teŨ stworzona kaseta ekspresyjna 

do nadprodukcji mikroRNA lub RNA o motywie spinki do wğos·w. 
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Abstract 

 

Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome is a rare genetic disorder belonging 

to the laminopathies group, which includes diseases associated with mutations in the LMNA 

gene. In progeria, the mutation causes activation of an alternative splicing site in the transcript 

of LMNA gene and then the synthesis of a shortened form of lamin A called progerin, which 

leads to a disruption of a nuclear structure and nuclear envelope. An onset of initial symptoms 

occurs after the first year of life, ultimately leading to mortality around 13 years of age. Progeria 

is currently an incurable disease. That is why the development of gene therapy holds promise 

for enhancing the quality and duration of life of affected individuals, while also impeding 

the progression of symptoms. 

This study aimed to select small interfering RNA that specifically recognizes progerin 

mRNA and downregulates protein synthesis and additionally are featured by increased stability 

in the blood. 

In order to obtain an experimental model for convenient selection and evaluation of the 

efficiency of the designed oligonucleotides, it was necessary to prepare and characterise a new 

cellular model of progeria. It was decided to create a HeLa cells sublines with overexpression 

of GFP-progerin, GFP-lamin A fusion proteins and GFP alone. A new cellular model allowed 

an easy and quick analysis of the level and location of exogenous proteins. This model 

also allowed to obtain more material and significantly shortened the analysis time compared 

to commonly used primary cells from donors with progeria. 

The gene therapy designed in this research relies on small interfering RNA, 

which selectively recognizes progerin mRNA, eliciting its degradation through RNA 

interference and downregulating protein synthesis. Several sequences were designed and tested 

in order to select the most effective and specific ones. It was confirmed that in contrast 

to progerin unmutated lamin A levels remained unaffected after oligonucleotide treatment. 

The combination of the treatment with farnesylation inhibitor lonafarnib, an approved 

treatment for progeria, in combination with one of the selected oligonucleotides 

was investigated. The research results confirmed that both compounds can be used together, 

maintaining their effectiveness, and their combination has an additive effect. 

In order to enhance stability in a blood serum, modified nucleotides were incorporated 

into the designed oligonucleotides. For one type of modification, increased stability 
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was confirmed along with maintaining the efficiency of the oligonucleotide to downregulate 

progerin level compared to the same sequence without modified nucleotides. 

During the final stage, the most efficacious oligonucleotides were tested in fibroblasts 

derived from patients with progeria. A significant reduction in progerin level was noted 

after oligonucleotides application. A significant reduction in progerin level was found after 

oligonucleotides treatment, which was further enhanced with increased duration of the therapy 

and increased dose number. It was also demonstrated that tested oligonucleotides significantly 

reduced progerin level, without affecting the level of lamin A. 

The developed therapeutic sequences can be used to create a genetic drug  

for Hutchinson-Gilford progeria. Double-stranded oligonucleotide sequences containing 

modified nucleotides can be conjugated with a carrier enabling their entry into cells. 

Oligonucleotides can also be used as single-stranded, which enables their independent uptake. 

Based on the developed sequences, an expression cassette can be created for the overexpression 

of micro RNA or small hairpin RNA. 
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Wykaz skr·t·w 

53BP1 (ang. tumor suppressor p53-binding protein 1) ï biağko wiŃŨŃce siň do supresora 

nowotworu p53 

AAV9  (ang. adenovirus-associated virus-9) ï wirus towarzyszŃcy adenowirusom 9  

ABE (ang. adenine base editor) ï edytor zasady adeninowej  

ALT  ï aminotransferaza alaninowa  

ApoB100 ï apolipoproteina B100  

ApoE ï apolipoproteina E 

ASGPR (ang. asialoglycoprotein receptor) ï receptor asjaloglikoproteinowy 

ASO (ang. antisense oligonucleotides) ï antysensowny oligonukleotyd  

ATRA  (ang. all trans retinoic acid) ï kwas all-trans retinowy, alternatywna nazwa tretynoina 

BER (ang. base-excision repair) ï naprawa DNA przez wycinanie zasady  

cGAS (ang. cyclic GMP-AMP synthase) ï syntaza cyklicznego GMP-AMP 

cGAS-STING-STAT1 ï szlak syntezy prozapalnych cytokin z udziağem syntazy cyklicznego 

GMP-AMP 

CRISPR/Cas9 (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) ï metoda 

edycji DNA oparta na dziağaniu nukleazy Cas9 rozpoznajŃcej zgrupowane, regularnie 

rozproszone, kr·tkie, powtarzajŃce siň sekwencje palindromowe 

DAPI  ï 4',6-diamidyno-2-fenyloindol, fluorescencyjny barwnik wiŃŨŃcy DNA 

DMSO ï dimetylosulfotlenek  

DSB (ang. double-strand breaks) ï podw·jne pňkniňcia DNA  

ER - retikulum endoplazmatyczne 

FBS (ang. Fetal Bovine Serum) ï pğodowa surowica bydlňca 

FDA (ang. Food and Drug Administration) ï Agencja Lek·w i ŧywnoŜci  

FSC-A (ang. forward scatter area) ï pola pod powierzchniŃ krzywej zaleŨnoŜci intensywnoŜci 

Ŝwiatğa przechodzŃcego od czasu pomiaru 

FSC-H (ang. forward scatter height) ï intensywnoŜĺ Ŝwiatğa przechodzŃcego 
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GalNAc ï N-acetylogalactozamina  

GFP (ang. green fluorescent protein) ï zielone biağko fluorescencyjne 

gRNA (ang. guide RNA) - kierujŃce RNA 

H2AX  (ang. H2A histone family member X) ï histon X z grupy histon·w H2A 

HeLa ï linia kom·rkowa ludzkiego raka szyjki macicy 

HGPS (ang. Hutchinson-Gilford progeria syndrome) ï progeria Hutchinsona-Gilforda 

HRP (ang. horseradish peroxidase) ï peroksydazŃ chrzanowŃ 

IgG ï immunoglobulina G 

iPSC (ang. induced pluripotent stem cells) ï indukowane pluripotentne kom·rki macierzyste 

LDL  (ang. low-density lipoprotein) ï lipoproteiny niskiej gňstoŜci  

LMNA  ï gen kodujŃcy biağka otoczki jŃdrowej laminň A i laminň C 

LMNA+/G608G ï w odniesieniu do kom·rki lub organizmu, heterozygota posiadajŃca ludzki 

zmutowany gen LMNA, kodujŃcy progerynň 

LMNA+/G609G ï w odniesieniu do kom·rki lub organizmu, heterozygota posiadajŃca mysi 

zmutowany gen LMNA, z mutacjŃ analogicznŃ do mutacji ludzkiego genu LMNA, koduje biağko 

analogiczne do ludzkiej progeryny 

LNA  (ang. locked nucleic acid) ï cykliczne nukleotydy, inaczej zwane zamkniňtymi 

nukleotydami 

LNP (ang. lipid nanoparticles) ï nanoczŃstki lipidowe  

LPL  ï lipaza lipoproteinowa  

miRNA  ï mikroRNA 

MOE  ï nukleotyd zawierajŃcy grupň metoksyetylowŃ w pozycji 2ô rybozy 

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) ï kinaza biağkowa, ssaczy cel rapamycyny 

NAT10 ï N-acetylotransferaza 10  

NHDF (ang. Normal Human Dermal Fibroblasts) ï prawidğowe ludzkie fibroblasty sk·ry 

NHEJ (ang. non-homologous end joining) ï spos·b naprawy DNA poprzez niehomologiczne 

scalanie koŒc·w 
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NPC (ang. nuclear pore complex) ïkompleks por·w jŃdrowych  

Nrf2  (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) ï czynnik transkrypcyjny  

PARP1 (ang. poly-ADP-ribose polymerase 1) ï polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 

PBS (ang. phosphate-buffered saline) ï s·l fizjologiczna buforowana fosforanami 

PCSK9 (ang. proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) ï proproteinowa konwertaza 

subtylizyny/keksyny typu 9  

PEG ï polietylenglikol 

pRB (ang. retinoblastoma tumor suppressor) ï biağko supresorowe siatk·wczaka 

PRF (ang. progeria research fundation) ï Funadacja na Rzecz Progerii 

RARE (ang. retinoic acid receptor element) ï elementy regulatorowe oddziağujŃce z 

receptorami kwasu retinowego  

real-time PCR ï reakcja ğaŒcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym 

RISC (ang. RNA-induced silencing complex) ï kompleks biağkowy indukowany RNA biorŃcy 

udziağ w procesie interferencji RNA 

RNAi  ï interferencja RNA  

RNaza H ï rybonukleaza  H 

SD (ang. standard deviation) ï odchylenie standardowe 

SFN ï sulforafan 

shRNA (ang. small hairpin RNA) ï RNA tworzŃce motyw spinki do wğos·w  

siRNA (ang. small interfering RNA) ï mağe interferujŃce RNA  

SMN (ang. survival motor neuron) ï biağko przeŨycia motoneuron·w 

SSC-H (ang. side scatter height) ï intensywnoŜĺ Ŝwiatğa odbitego 

SV40 (ang. Simian Virus) ï wirus z grupy poliomawirus·w 

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) ï czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego  

VSMCs (ang. vascular smooth-muscle cells) ï kom·rki miňŜni gğadkich naczyŒ krwionoŜnych  

Zmpste24-/- ï w odniesieniu do kom·rki lub organizmu, homozygota pozbawiona 

funkcjonalnego genu kodujŃcego metaloproteinazň Zmpste24
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1. Wstňp teoretyczny 

1.1. Progeria Hutchinsona-Gilforda  

Celem niniejszej pracy byğo opracowanie strategii terapii genowej progerii Hutchinsona 

Gilforda (HGPS, ang. Hutchinson-Gilford progeria syndrome, OMIM #176670), rzadkiej 

choroby genetycznej prowadzŃcej do ciňŨkich patologii podczas rozwoju organizmu,  

kt·re w konsekwencji prowadzŃ do Ŝmierci nastňpujŃcej w wieku okoğo 14 lat. Choroba  

ta naleŨy do grupy chor·b zwiŃzanych z zaburzeniem funkcjonowania biağek blaszki jŃdra 

kom·rkowego ï laminopatii. 

Przypadki progerii Hutchisona-Gilforda zostağy po raz pierwszy opisane w 1886 roku 

przez dr Hutchinsona [1], a nastňpnie przez dr Gilforda w roku 1897 [2] i 1904 [3],  

kt·ry jako pierwszy uŨyğ okreŜlenia Ăprogeriaò nawiŃzujŃcego do greckiego Ăˊɟɞ ɔɏɟɞɠò  

[pro g®ros] ï wczesny starzec. W swoich pracach autorzy opisali charakterystyczny fenotyp 

osoby chorej ï duŨa gğowa z wyostrzonymi rysami twarzy, cienka p·ğprzezroczysta 

pomarszczona sk·ra, brak wğos·w, niedob·r tkanki tğuszczowej i miňŜniowej. Dr Gilford 

dodatkowo przedstawiğ wynik autopsji osoby chorej, obserwacje te pokrywajŃ siň z obecnym 

stanem wiedzy na temat zaburzeŒ wystňpujŃcych przy progerii. Opisano wystňpowanie 

miaŨdŨycy, zwğ·knienia nerek, nieprawidğowŃ morfologiň nadnerczy i atrofiň jelit. 

Okoğo 100 lat p·Ŧniej, w roku 2003  zostağo opisane molekularne podğoŨe choroby przez 

dwa niezaleŨne zespoğy [4, 5]. Pierwszy z nich przeanalizowağ genom 20 pacjent·w z progeriŃ 

i wykazağ, Ũe w 18 przypadkach wystňpowağa mutacja w eksonie 11 (c.1824C>T, p.G608G) 

genu LMNA kodujŃcego biağka otoczki jŃdrowej laminň A i laminň C. JednoczeŜnie opisano 

kilka nietypowych mutacji powodujŃcych objawy charakterystyczne dla progerii 

Hutchinsona-Gilforda. Razem z tym, nie wykryto mutacji u rodzic·w os·b chorych,  

co pozwoliğo potwierdziĺ, Ũe sŃ to mutacje powstağe de novo [4]. Drugi zesp·l potwierdziğ 

wystňpowanie mutacji LMNA c.1824C>T, p.G608G w genomie dw·ch chorych os·b [5]. 

NajczňŜciej wystňpujŃca mutacja u chorych na progeriň (LMNA c.1824C>T, p.G608G) 

jest tak zwanŃ mutacjŃ cichŃ, nie powoduje ona zmiany aminokwasu, kt·ry jest kodowany 

przez zmutowany kodon. Mimo tego mutacja prowadzi do powaŨnych zmian fenotypowych. 

PrzyczynŃ tego jest powstanie nowego miejsca splicingu w eksonie 11. sekwencji kodujŃcej 

laminň A (Ryc. 1.1). To powoduje, Ũe w trakcie procesowania pre-mRNA progeryny dochodzi 

do delecji czňŜci eksonu 11. 
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Rycina 1.1. Mutacja c.1824C>T, p.G608G genu LMNA powoduje powstanie nowego miejsca splicingu 

pre-mRNA laminy A. Po splicingu mRNA posiada delecjň czňŜci eksonu. 

mRNA zawierajŃce delecjň koduje biağko zwane progerynŃ, kt·re jest kr·tszŃ wersjŃ 

laminy A. Sekwencja aminokwasowa progeryny w wyniku delecji pozbawiona jest miejsca 

ciňcia dla endoproteazy Zmpste24, dlatego ten etap obr·bki potranslacyjnej nie jest moŨliwy. 

W przypadku laminy A po translacji nastňpuje kolejno odciňcie trzech aminokwas·w 

znajdujŃcych siň na C-koŒcu, metylacja cysteiny na C-koŒcu oraz jej farnezylacja (Ryc. 1.2). 

Grupa farnezylowa, wykazujŃca wğaŜciwoŜci hydrofobowe, odpowiada za kotwiczenie biağka 

w otoczce jŃdrowej. W jŃdrze kom·rkowym dochodzi do odciňcia C-koŒca laminy A, dojrzağe 

biağko tworzy polimery, buduje blaszkň jŃdrowŃ (Ryc. 1.3) oraz oddziağuje z innymi biağkami. 

W przypadku progeryny grupa farnezylowa zostaje na stağe poğŃczona z biağkiem i trwale 

kotwiczy go w otoczce jŃdrowej, co zaburza integralnoŜĺ blaszki jŃdrowej oraz prowadzi  

do r·Ũnorodnych zmian w fizjologii cağej kom·rki [6]. Tak, na przykğad, zaburzeniu ulegajŃ 

procesy naprawy DNA, procesy regulacji transkrypcji, szlaki sygnağowe. Zmiany te bňdŃ 

szczeg·ğowo om·wione w nastňpnych rozdziağach. 

Warto zauwaŨyĺ, Ũe progeryna wystňpuje nie tylko u os·b chorych na progeriň. 

Obserwuje siň jej obecnoŜĺ r·wnieŨ w kom·rkach os·b starszych u kt·rych objawy starzenia 

nie sŃ zwiŃzane z chorobŃ, a wystňpujŃ ze wzglňdu na wiek. JednoczeŜnie kom·rki te wykazujŃ 

zmiany fizjologii zbliŨone do zmian wystňpujŃcych w kom·rkach os·b chorych na progeriň. 

Poziom progeryny w takich kom·rkach jest jednak znacznie niŨszy, niŨ w kom·rkach os·b 

chorych na progeriň [7ï9]. 
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Rycina 1.2. Proces obr·bki potranslacyjnej laminy A i progeryny. C-koniec pre-laminy A po translacji 

ulega ciňciu proteolitycznemu, metylacji i farnezylacji. Nastňpnie C-koniec jest odcinany  

przez endoproteazň Zmpste24 rozpoznajŃcŃ specyficznŃ sekwencjň aminokwasowŃ. Progeryna jest 

pozbawiona sekwencji rozpoznawanej przez Zmpste24, w zwiŃzku z czym zostaje na stale farnezylowana 

przy C-koŒcu. 

Rycina 1.3. Schemat budowy otoczki jŃdrowej kom·rek LMNA+/+  i LMNA+/G608G. Po transporcie 

pre-laminy A do wnňtrza jŃdra kom·rkowego nastňpujň odciňcie C-koŒca z grupŃ farnezylowŃ. 

Uwolniona lamina A tworzy polimery bňdŃce czňŜciŃ blaszki jŃdrowej. Do progeryny jest na stale 

doğŃczona grupa farnezylowa, kotwiczŃca biağko w otoczce jŃdrowej, uniemoŨliwia to utworzenie 

prawidğowej sieci filament·w przez polimery lamin i zaburza organizacjň blaszki jŃdrowej. Stworzono 

na podstawie rycin z [10, 11]. 
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1.2. Modele badawcze progerii Hutchinsona-Gilforda  

Badania dotyczŃce progerii Hutchinsona-Gilforda obecnie sŃ prowadzone  

z zastosowaniem r·Ũnych modeli kom·rkowych i zwierzňcych, kt·re zostanŃ om·wione 

poniŨej. Najbardziej popularnym modelem kom·rkowym pozostajŃ kom·rki pochodzŃce  

od dawc·w z progeriŃ. NajczňŜciej sŃ to fibroblasty sk·ry, ale dostňpne sŃ r·wnieŨ limfoblasty 

(kom·rki prekursorowe limfocyt·w T i B) oraz zmodyfikowane linie kom·rkowe ï 

indukowane pluripotentne kom·rki macierzyste (iPSC, ang. induced pluripotent stem cells) 

oraz unieŜmiertelnione fibroblasty. Najpopularniejsze Ŧr·dğa kom·rek to Fundacja na Rzecz 

Progerii (PRF, ang. Progeria Research Fundation) [12ï18] oraz Repozytorium Kom·rkowe 

Instytutu Coriellôa (ang. Cells Repository of Coriell Institute), [6, 18ï22]. Fibroblasty 

pochodzŃce od dawc·w sŃ wykorzystywane zar·wno do badaŒ dotyczŃcych mechanizm·w 

zachodzŃcych w kom·rkach z HGPS jak i do opracowania terapii dla tej choroby.  

Opr·cz kom·rek pochodzŃcych od chorych os·b czňstym rozwiŃzaniem jest nadprodukcja 

progeryny w kom·rkach r·Ũnych linii kom·rkowych, na przykğad w kom·rkach linii 

prawidğowych fibroblast·w ludzkich NHDF (ang. Normal Human Dermal Fibroblasts)  

lub ludzkiego raka szyjki macicy HeLa. 

Pierwsza pr·ba hodowli in vitro fibroblast·w uzyskanych od dawc·w z HGPS naleŨy  

do 1969 roku [23]. Kilka lat p·Ŧniej byğy opublikowane wyniki pierwszych badaŒ i dotyczyğy 

analizy stabilnoŜci termicznej enzym·w w lizatach biağkowych pozyskanych z fibroblast·w 

os·b z HGPS [24]. Od tego czasu coraz wiňcej badaŒ prowadzono wykorzystujŃc wğaŜnie  

ten model kom·rkowy. JednŃ z gğ·wnych zalet modelu jest to, Ũe nie jest potrzebne stosowane 

Ũadnych narzňdzi do modyfikacji genetycznych, czyli genotyp kom·rek nie ulega zmianie. 

JednoczeŜnie wadŃ modelu sŃ r·Ũnice w genotypu pacjent·w niezwiŃzane z mutacjŃ genu 

LMNA, kt·re mogŃ w nieprzewidzialny spos·b wpğywaĺ na metabolizm kom·rek i wyniki 

eksperyment·w, prowadzŃc do bğňdnych wniosk·w. Opr·cz tego, w zaleŨnoŜci od dawcy  

oraz liczby pasaŨy moŨe r·Ũniĺ siň poziom progeryny w kom·rce oraz morfologia kom·rki.  

To z kolei moŨe doprowadziĺ do niepoprawnej interpretacji wynik·w badaŒ. Z tego powodu, 

do uzyskania wiarygodnych wynik·w konieczne jest prowadzenie badaŒ na kilku liniach 

kom·rkowych uzyskanych od r·Ũnych dawc·w. InnŃ wadŃ jest ograniczona iloŜĺ materiağu  

do badaŒ. Zdrowe fibroblasty hodowane in vitro sŃ zdolne do ograniczonej liczby podziağ·w, 

natomiast zdolnoŜĺ do podziağ·w fibroblast·w uzyskanych od dawc·w z HGPS jest jeszcze 

bardziej ograniczona, jak pokazujŃ wyniki dotychczasowych badaŒ [25ï29]. 
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Zastosowanie limfoblast·w jest znacznie rzadsze w badaniach nad progeriŃ. NajczňŜciej 

sŃ one uŨywane do badaŒ uzupeğniajŃcych wiedzň pozyskanŃ z uŨyciem fibroblast·w  

lub z modeli zwierzňcych [4, 30, 31]. Ten model kom·rkowy byğ stworzony jako alternatywa 

modelu opartego o fibroblasty w czasach, kiedy nie byğy dostňpne wsp·ğczesne narzňdzia 

inŨynierii genetycznej oraz wiedza na temat hodowli kom·rek in vitro byğa mniej obszerna 

[32, 33]. ZaletŃ modelu opartego o limfoblasty jest moŨliwoŜĺ pozyskania wiňkszej iloŜci 

materiağu w por·wnaniu do hodowli fibroblast·w, poniewaŨ kom·rki te mogŃ byĺ 

utrzymywane w hodowli in vitro przez dğugi okres [31, 32, 34]. ZaletŃ jest r·wnieŨ spos·b 

pozyskiwania materiağu. Do uzyskania fibroblast·w konieczne jest wykonanie biopsji,  

z kolei do uzyskania limfoblast·w wystarczy pr·bka krwi. Mağoinwazyjny zabieg sprawia,  

Ũe kilkukrotne pobranie materiağu w celu uzyskania wiňkszej iloŜci materiağu jest ğatwiejsze  

w por·wnaniu do biopsji sk·ry. Z kolei wadŃ modelu jest to, Ũe kom·rki podczas 

wyprowadzania linii przechodzŃ przez infekowanie wirusem Epsteina-Barr, co wiŃŨe siň  

ze zmianŃ ich genotypu. Opr·cz tego, badanie cech fenotypowych charakterystycznych  

dla progerii jest ğatwiejsze w kom·rkach fibroblast·w. Po pierwsze, dlatego, Ũe sŃ to kom·rki 

cechujŃce siň adherencjŃ do podğoŨa, co uğatwia manipulacje np. podczas przygotowania 

preparat·w mikroskopowych. Po drugie, w kom·rkach fibroblast·w zmiany fenotypowe sŃ 

bardziej wyraŦne i obecnie lepiej opisane. 

Pewnym kompromisem pod wzglňdem wad i zalet opisanych wyŨej modeli 

kom·rkowych jest wykorzystywanie unieŜmiertelnionych fibroblast·w od dawc·w z HGPS. 

Pierwsze pr·by unieŜmiertelnienia wykonywano poprzez infekowanie wirusem SV40  

(ang. Simian Virus), [35, 36]. Wykazano, Ũe tak transdukowane kom·rki sŃ zdolne do wiňkszej 

liczby podziağ·w i wykazujŃ wyŨsze tempo proliferacji. Natomiast p·Ŧniejsze doniesienia 

wskazywağy na to, Ũe praca z kom·rkami zainfekowanymi SV40 moŨe nieŜĺ powaŨne 

zagroŨenia dla badaczy [37]. Z tego powodu ograniczono zastosowanie tak modyfikowanych 

kom·rek. 

Alternatywna metoda unieŜmiertelniania fibroblast·w polega na nadprodukcji ludzkiej 

odwrotnej transkryptazy telomerazy (hTERT, ang. human TElomerase Reverse Transcriptase), 

bňdŃcej podjednostkŃ katalitycznŃ telomerazy odpowiadajŃcej za dobudowanie sekwencji 

telomer·w chromosomu [38]. BiorŃc pod uwagň obniŨonŃ zdolnoŜĺ do podziağ·w 

kom·rkowych i skr·cenie sekwencji telomer·w w kom·rkach od dawc·w z HGPS [39],  

takie podejŜcie do unieŜmiertelnienia byğo obiecujŃce. Pomimo tego, Ũe proces transdukcji 

fibroblast·w z HGPS jest mniej wydajny w por·wnaniu do fibroblast·w od zdrowych dawc·w, 

takie podejŜcie okazağo siň skuteczne [40ï43]. To rozwiŃzanie pozwala na uzyskanie wiňkszej 
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iloŜci materiağu do badaŒ, ale jednoczeŜnie moŨe nie byĺ odpowiednie pod wzglňdem badaŒ 

fizjologii kom·rek z HGPS ze wzglňdu na wystňpowanie pewnych zmian w ekspresji biağek 

blaszki jŃdrowej [43]. 

Kolejnym rozwiŃzaniem dla badaŒ nad progeriŃ jest zastosowanie iPSC. Fibroblasty  

od dawc·w z HGPS transdukowano wektorem retrowirusowym w celu nadprodukcji 

czynnik·w transkrypcyjnych charakterystycznych dla kom·rek pluripotencjalnych (OCT4, 

SOX2, KLF4 oraz c-MYC), [44, 45]. Podobnie jak i w przypadku unieŜmiertelniania 

fibroblast·w, opisanego wyŨej, wydajnoŜĺ modyfikowania fibroblast·w z HGPS byğa znacznie 

niŨsza, niŨ fibroblast·w od zdrowych dawc·w. Natomiast uzyskane linie iPSC utrzymywağy 

swoje wğaŜciwoŜci przez wiele pasaŨy i byğy zdolne do r·Ũnicowania siň [45, 46]. ZdecydowanŃ 

zaletŃ podejŜcia jest moŨliwoŜĺ przeprowadzenia badaŒ nad kom·rkami r·Ũnego typu 

uzyskanych po r·Ũnicowaniu iPSC [47ï52]. Indukowane pluripotencjalne kom·rki macierzyste 

sŃ najlepszym rozwiŃzaniem dla badaŒ nad zmianami zachodzŃcymi w kom·rkach w miarň 

r·Ũnicowania siň, rozpoczňcia produkcji i akumulacji progeryny, poniewaŨ w kom·rkach 

macierzystych nie dochodzi do ekspresji genu LMNA [53, 54]. Takie badania byğyby 

niemoŨliwe dla kom·rek pozyskanych bezpoŜrednio od dawcy u kt·rego stwierdzono progeriň. 

Opr·cz tego, zastosowanie iPSC pozwala na uzyskanie wiňkszej liczby materiağu do badaŒ  

w por·wnaniu do kom·rek o ograniczonej liczbie pasaŨy pozyskanych najczňŜciej ze sk·ry. 

W zaleŨnoŜci od rodzaju badaŒ stosowanie linii kom·rkowych z nadprodukcjŃ 

progeryny, najczňŜciej z fuzyjnym biağkiem fluorescencyjnym lub innym znacznikiem, moŨe 

byĺ zadawalajŃcym rozwiŃzaniem. UmoŨliwia to ğatwŃ wizualizacjň lokalizacji 

nadprodukowanego biağka, w tym przyŨyciowŃ, oraz moŨe uğatwiaĺ oznaczanie poziomu biağka 

fuzyjnego przy braku dostňpnoŜci specyficznych przeciwciağ lub ich sğabej jakoŜci. 

NajczňŜciej do nadprodukcji egzogennego biağka progeryny wybierana jest linia NHDF 

oraz linia kom·rkowa HeLa. Kom·rki linii NHDF sŃ wybierane ze wzglňdu na to,  

Ũe sŃ zbliŨone fenotypowo do kom·rek fibroblast·w od dawc·w z HGPS, a jednoczeŜnie 

posiadajŃ znany genom i sŃ ğatwiejsze w hodowli, cechujŃ siň stosunkowo wysokim tempem 

proliferacji. Kom·rki linii HeLa z kolei sŃ najbardziej popularnŃ liniŃ kom·rkowŃ uŨywanŃ  

do badaŒ laboratoryjnych, sŃ kom·rkami, kt·re ğatwo ulegajŃ transfekcji i transdukcji oraz 

bardzo szybko siň dzielŃ, co pozwala na uzyskanie duŨej iloŜci materiağu do badaŒ w kr·tkim 

czasie. JednoczeŜnie genom tej linii kom·rkowej ma pewne r·Ũnice w por·wnaniu do genomu 

kom·rek zdrowej osoby, poniewaŨ sŃ to kom·rki linii nowotworowej, kt·re nie tylko posiadajŃ 

mutacje prowadzŃce do niekontrolowanych podziağ·w, ale wykazujŃ r·wnieŨ tendencjň  

do akumulacji nowych mutacji. Kom·rki HeLa nie sŃ najlepszym rozwiŃzaniem do badaŒ 
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fenotypowych zwiŃzanych z progeriŃ, ale sŃ dobrym wyborem dla badaŒ wymagajŃcych 

duŨych iloŜci materiağu. 

Przykğadem badaŒ nad HGPS wykorzystujŃcych kom·rki linii NHDF z nadprodukcjŃ 

progeryny sŃ badania nad organizacjŃ chromatyny w jŃdrze kom·rkowym [55, 56] oraz badania 

nad rolŃ progeryny w morfologii jŃdra kom·rkowego [57]. Innym przykğadem sŃ prace  

nad zmianami fizjologii kom·rki zwiŃzanymi z ekspresjŃ i akumulacjŃ progeryny [18, 58, 59]. 

NajczňŜciej wykorzystywany byğ system indukowanej ekspresji progeryny wprowadzony  

za pomocŃ wektora retrowirusowego [18, 55ï59], co pozwalağo na por·wnanie zmian 

zachodzŃcych w kom·rce po indukcji ekspresji progeryny. JednoczeŜnie pozwoliğo  

to na dostosowanie warunk·w indukcji ekspresji w taki spos·b, Ũeby osiŃgnŃĺ poziom 

progeryny por·wnywalny do poziomu endogennej laminy A w kom·rce. Innym rozwiŃzaniem 

byğa przejŜciowa transfekcja kom·rek NHDF i wprowadzenie plazmidu kodujŃcego biağko 

fuzyjne bňdŃce poğŃczeniem zielonego biağka fluorescencyjnego (GFP, ang. green fluorescent 

protein) i progeryny ï GFP-progerynň, w takim modelu prowadzono badania nad zmianŃ 

morfologii jŃdra kom·rkowego [57]. 

Kom·rki linii HeLa z nadprodukcjŃ progeryny r·wnieŨ wykorzystuje siň do badaŒ  

nad zmianami morfologii jŃdra kom·rkowego zachodzŃcymi w wyniku akumulacji biağka  

oraz do badaŒ dotyczŃcych interakcji z innymi biağkami jŃdra kom·rkowego [60ï62].  

W wiňkszoŜci badaŒ kom·rki byğy modyfikowane poprzez przejŜciowŃ transfekcjň plazmidem 

kodujŃcym progerynň w postaci biağka fuzyjnego ze znacznikiem, najczňŜciej 

fluorescencyjnym (GFP lub czerwone biağko fluorescencyjne DsRed). Prowadzone r·wnieŨ 

byğy badania zwiŃzane z odpowiedzŃ jadra na czynniki mechaniczne w kom·rkach  

z nadprodukcjŃ progeryny [63] oraz badania zwiŃzane z organizacjŃ chromatyny [64, 65]. 

Innym tematem badaŒ byğy badania nad procesami naprawy DNA [29, 66]. Alternatywnym 

rozwiŃzaniem do nadprodukcji progeryny w kom·rkach HeLa byğa transdukcja wektorem 

lentiwirusowym zawierajŃcym konstrukt do indukowanej nadprodukcji progeryny [67]. 

Popularnym ukğadem kom·rkowym do badaŒ nad HGPS jest zastosowanie kom·rek 

pozyskanych z modelu mysiego HGPS. Na przykğad, stworzono model kom·rkowy  

na podstawie unieŜmiertelnionych mysich fibroblast·w embrionalnych MEF (ang. mouse 

embryo fibroblasts) ze zniesionŃ ekspresjŃ Zmpste24 [68]. Innym podejŜciem byğo stosowanie 

mezenchymalnych kom·rek macierzystych MSC (ang. mesenchymal stem cells) 

wyprowadzonych z kom·rek miňŜniowych myszy [69]. Kom·rki pochodziğy z modelu 

Zmpste24-/-, kt·ry zostağ stworzony w roku 2002 i byğ pierwszym modelem mysim do badaŒ 

nad progeriŃ [70].  
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Myszy Zmpste24-/- posiadajŃ wyraŦne fenotypowe cechy progerii ï sŃ mniejsze, cechujŃ 

siň skr·conŃ dğugoŜciŃ Ũycia, obniŨonŃ iloŜciŃ tkanki miňŜniowej i tğuszczowej, zaburzeniem 

funkcjonowania serca, ich koŜci sŃ podatne na zğamania [70, 71]. Model mysi Zmpste24-/- jest 

czňsto stosowany do badaŒ nad procesami zachodzŃcymi w organizmie z progeriŃ [72, 73],  

ale r·wnieŨ jest uŨywany do badaŒ dotyczŃcych terapii HGPS [74ï78]. Pomimo popularnoŜci 

tego modelu ma on pewne wady ï przede wszystkim genotyp tego modelu nie jest odpowiedni 

dla badaŒ lek·w genetycznych, poniewaŨ nie zawiera on zmutowanego genu LMNA.  

Opr·cz tego, niemoŨliwa jest obserwacja efektu pochodzŃcego z akumulacji progeryny  

w kom·rce, a nie prelaminy A, jak w danym ukğadzie. 

P·Ŧniej zostağy utworzone inne modele mysie do badaŒ HGPS. Pierwszy z nich zawierağ 

mutacjň jednego z alleli mysiego genu LMNA ï delecjň eksonu 10, co uniemoŨliwiağo syntezň 

laminy C oraz delecjň 150 nukleotyd·w w eksonie 11, analogicznie do delecji wystňpujŃcej  

w HGPS [79, 80]. W kom·rkach myszy bňdŃcych heterozygotŃ dochodziğo do syntezy laminy 

A i C z niezmienionego allelu LMNA oraz syntetyzowana byğa progeryna z allelu 

zmodyfikowanego. W modelu bňdŃcym homozygotŃ dochodziğo do syntezy wyğŃcznie 

progeryny, co z kolei powodowağo bardziej wyraŦne zmiany fenotypowe [80]. Ten model byğ 

zdecydowanie bardziej zbliŨony do organizmu ludzkiego z progeriŃ, niŨ poprzednio opisany 

model Zmpste24-/-, byğ on uŨywany do testowania lek·w redukujŃcych poziom progeryny  

w kom·rce, natomiast nadal niemoŨliwe byğoby testowanie lek·w genetycznych, przede 

wszystkim ze wzglňdu na r·Ũnice sekwencji ludzkiego i mysiego genu LMNA. 

Innym rozwiŃzaniem byğo wprowadzenie mutacji punktowej G609G (analogicznie  

do mutacji G608G ludzkiego genu LMNA) do mysiego genu LMNA, co prowadziğo do delecji 

czňŜci sekwencji kodujŃcej mRNA, a nastňpnie do zachowania reszty farnezylowej  

przy C-koŒcu [81]. Ten model kom·rkowy posğuŨyğ do badaŒ zmian fenotypowych  

po zastosowaniu r·Ũnych zwiŃzk·w niespecyficznych wobec progeryny, majŃcych na celu 

ğagodzenie objaw·w choroby [82ï85]. Byğy r·wnieŨ badane leki specyficznie wpğywajŃce  

na poziom progeryny [86, 87], w tym modyfikujŃce proces splicingu mRNA [81]. Gğ·wnym 

ograniczeniem tego modelu jest r·Ũnica pomiňdzy sekwencjŃ mysiego i ludzkiego genu LMNA, 

co nie pozwala na testowanie wiňkszoŜci lek·w genetycznych. 

Kolejny model mysi do badaŒ HGPS zostağ stworzony poprzez wprowadzenie sztucznego 

chromosomu bakteryjnego zawierajŃcego zmutowany ludzki gen LMNA (G608G), [88].  

Model jest uŨywany zar·wno do badaŒ nad dziağaniem zwiŃzk·w drobnoczŃsteczkowych 

obniŨajŃcych poziom progeryny [88ï90], jak i do opracowania terapii genowych obniŨajŃcych 

poziom ekspresji zmutowanego genu LMNA [20, 91]. Ten model jest zdecydowanie najlepszym 
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rozwiŃzaniem w przypadku badaŒ nad opracowaniem lek·w genetycznych obniŨajŃcych 

poziom progeryny. JednoczeŜnie warto zwr·ciĺ uwagň na to, Ũe myszy bňdŃce heterozygotŃ 

posiadajŃ opr·cz zmutowanego ludzkiego genu LMNA dwa allele mysiego genu LMNA,  

co moŨe mieĺ wpğyw na fenotyp myszy ze wzglňdu na znacznie wiňkszŃ proporcjň 

niezmutowanej laminy A w por·wnaniu do poziomu progeryny. 

Dostňpne sŃ r·wnieŨ modele mysie z tkankowo-specyficznŃ nadprodukcjŃ progeryny.  

Na przykğad stworzone byğy myszy z nadprodukcjŃ progeryny w neuronach, kom·rkach sk·ry 

wğaŜciwej i keranocytach mieszk·w wğosowych oraz osteocytach koŜci [92]. Dany model 

zwierzňcy zostağ wykorzystany do badaŒ nad wpğywem nadprodukcji progeryny w neuronach 

na organizacjň i funkcjonowanie m·zgu mysiego [92]. Drugi model dotyczy myszy z tkankowo 

specyficznŃ nadprodukcjŃ progeryny w kom·rkach miňŜni gğadkich naczyŒ krwionoŜnych 

[93ï95]. Model zostağ stworzony do badaŒ nad miaŨdŨycŃ wystňpujŃcŃ w progerii i pozwoliğ 

udowodniĺ, Ũe zahamowanie produkcji progeryny wyğŃcznie w kom·rkach tego typu jest 

wystarczajŃce do zaniku objaw·w miaŨdŨycy [93ï95]. 

Wsp·ğczesne narzňdzia inŨynierii genetycznej umoŨliwiğy modyfikacjň genomu 

miniaturowej Ŝwini i stworzenie modelu do badaŒ HGPS. świnia miniaturowa zostağa wybrana 

ze wzglňdu na ğatwoŜĺ hodowli w por·wnaniu do hodowli zwykğej Ŝwini oraz ze wzglňdu  

na podobieŒstwo anatomii i fizjologii do organizmu ludzkiego, szczeg·lnie ukğadu 

sercowo-naczyniowego. Za pomocŃ technologii CRISPR/Cas9 (ang. clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats) zostağy stworzone Ŝwinie, kt·re zawierağy jeden 

zmutowany allel genu LMNA analogicznie do mutacji wystňpujŃcej u czğowieka [15, 96]. 

Model ten byğ uŨywany gğ·wnie do badaŒ nad ukğadem sercowo-naczyniowym w HGPS.  

Opr·cz modelu Ŝwini stworzony zostağ model mağpi (makak kraboŨerny, ğac. Macaca 

fascicularis), [97] i kr·liczy [98]. Do ich stworzenia wykorzystany byğ system CRISPR/Cas9 

pozbawiony aktywnoŜci nukleazowej w poğŃczeniu z edytorem zasad, powodujŃcym zmianň 

zasad purynowych na pirymidynowe lub odwrotnie, w zaleŨnoŜci od rodzaju edytora. 

Badaczom udağo siň stworzyĺ hetero- i homozygoty dla mağp [97] oraz homozygoty  

dla kr·lik·w [98]. Zwierzňta posiadağy charakterystyczny wyglŃd i obniŨonŃ masň ciağa. Mağpy 

posiadağy oznaki miaŨdŨycy i zwğ·knienia tňtnicy gğ·wnej [97], u kr·lik·w r·wnieŨ wykazano 

zaburzenia systemu sercowo-naczyniowego [98]. Zar·wno kr·liczy, jak i mağpi modele mogŃ 

byĺ bardzo uŨyteczne w badaniach nad nowymi lekami dla HGPS, poniewaŨ umoŨliwiajŃ ocenň 

efektywnoŜci i bezpieczeŒstwa wybranych lek·w w wiňkszych od myszy organizmach  

oraz pozwalajŃ na przewidywanie skutk·w skalowania terapii w organizmach o r·Ũnej 

wielkoŜci.  
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PodsumowujŃc, najbardziej popularnym modelem kom·rkowym do badaŒ zwiŃzanych  

z progeriŃ sŃ fibroblasty pochodzŃce od dawc·w z HGPS, natomiast ich ograniczona zdolnoŜĺ 

do podziağ·w jest czynnikiem limitujŃcym zastosowanie w badaniach wymagajŃcych duŨej 

iloŜci materiağu. Alternatywnym rozwiŃzaniem sŃ unieŜmiertelnione fibroblasty pacjent·w  

oraz iPSC pochodzŃce z kom·rek od dawc·w z HGPS. Innym rozwiŃzaniem jest nadprodukcja 

progeryny w kom·rkach stabilnych linii (NHDF, HeLa). Wszystkie te rozwiŃzania sŃ 

stosowane w praktyce, ale dob·r modelu jest zawsze uwarunkowany charakterem badaŒ. 

Modele zwierzňce HGPS to modele mysie, model kr·liczy, model Ŝwini miniaturowej 

oraz model mağpi. Modele mysie r·ŨniŃ siň pod wzglňdem genotypu, ale posiadajŃ 

charakterystyczne cechy fenotypowe progerii (np. obniŨonŃ masŃ ciağa, skr·conŃ dğugoŜĺ 

Ũycia, utratň sierŜci). Podobnie jak i w przypadku modeli kom·rkowych wyb·r modelu 

zwierzňcego zaleŨy od rodzaju badaŒ. 

1.3. Fizjologia kom·rki z progeriŃ Hutchinsona-Gilforda  

Opr·cz obserwowanych zmian morfologii kom·rek pochodzŃcych od dawc·w z HGPS, 

dotychczas zbadane byğy r·Ũnorodne zmiany w ich fizjologii, kt·re zostanŃ om·wione poniŨej. 

Produkcja i akumulacja progeryny w jŃdrze kom·rkowym prowadzi do zaburzeŒ organizacji 

blaszki jŃdrowej. To z kolei powoduje zaburzenie mechanotransdukcji jŃdra kom·rkowego, 

czyli odpowiedzi na sygnağ mechaniczny, a nastňpnie pňkniňcie blaszki i powstanie 

charakterystycznych uwypukleŒ otoczki jŃdrowej [99, 100]. Zmieniony ksztağt jŃdra 

kom·rkowego obecnie uwaŨa siň za jednŃ z gğ·wnych cech fenotypowych kom·rek z HGPS  

i zostağ opisany przez wiele zespoğ·w [14, 61, 100, 101]. Po raz pierwszy zmiany ksztağtu jŃdra 

kom·rkowego byğy opisane w 2003 roku podczas analizy lokalizacji laminy A i C w kom·rkach 

fibroblast·w pochodzŃcych od dawc·w z HGPS [4]. P·Ŧniej wykazano, Ũe lokalizacja laminy 

B1 w blaszce jŃdrowej fibroblast·w od dawc·w z HGPS jest ograniczona do blaszki jŃdrowej 

nieposiadajŃcej uwypukleŒ, z kolei w uwypukleniach, kt·re siň pojawiağy w miarň podziağ·w 

kom·rek, obserwowano sygnağ wyğŃcznie dla laminy A i C [60]. JednoczeŜnie wykazano,  

Ũe pory jŃdrowe w fibroblastach pochodzŃcych od dawc·w z HGPS na p·Ŧnych pasaŨach 

(powyŨej 20) wykazujŃ nietypowŃ lokalizacjň w por·wnaniu do fibroblast·w od zdrowego 

dawcy. Najwiňkszy sygnağ obserwowano w zagğňbieniach otoczki, pomiňdzy uwypukleŒ.  

Z kolei w miejscach uwypuklenia bğony intensywnoŜĺ sygnağu dla por·w jŃdrowych byğa 

zmniejszona, w por·wnaniu do fragmentu otoczki jadra komorowego fibroblast·w  

od zdrowego dawcy. Lokalizacja emeryny, biağka integralnego otoczki jŃdrowej, biorŃcego 

udziağ w przekazywaniu sygnağu mechanicznego w jŃdrze, nie r·Ũniğa siň w przypadku 
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fibroblast·w od dawcy z HGPS i od zdrowego dawcy, co jest interesujŃcŃ obserwacjŃ, biorŃc 

pod uwagň obserwowane zaburzenie mechanotransdukcji w kom·rkach produkujŃcych 

progerynň. Nie wykryto r·wnieŨ zmian poziomu emeryny w fibroblastach pochodzŃcych  

od chorych os·b [102].  

Opr·cz zmian ksztağtu jŃdra kom·rkowego i lokalizacji niekt·rych biağek zmianie ulega 

organizacja chromatyny w jŃdrze kom·rek LMNA+/G608G. Kom·rki z HGPS cechujŃ siň 

zanikiem peryferycznej heterochromatyny, poğoŨonej przy otoczce jŃdrowej oraz czňŜciowym 

zanikiem heterochromatyny w obszarze cağej nukleoplazmy [55, 60, 102]. Zjawisko  

to wystňpowağo czňŜciej i wyraŦniej w przypadku kom·rek na p·Ŧnych pasaŨach  

oraz w przypadku kom·rek pozyskanych od starszych dawc·w. 

Stwierdzono r·wnieŨ, Ũe kom·rki pochodzŃce od dawc·w z HGPS charakteryzujŃ siň 

nieprawidğowŃ organizacjŃ retikulum endoplazmatycznego (ER), [61]. Obserwowano znacznie 

zwiňkszone Ŝwiatğo ER w fibroblastach pochodzŃcych od chorych os·b w por·wnaniu  

do kom·rek os·b zdrowych. Morfologia aparatu Golgiego teŨ byğa zaburzona. W kom·rkach 

pochodzŃcych od os·b chorych aparat Golgiego lokalizowağ siň w obrňbie cağego obszaru 

cytoplazmatycznego, natomiast w fibroblastach od os·b zdrowych aparat Golgiego 

obserwowano w cytoplazmie tylko po jednej stronie jŃdra kom·rkowego [61]. 

Zmiany na poziomie fizjologii kom·rki byğy wykryte dla proces·w naprawy DNA, 

aktywnoŜci ŜcieŨek sygnağowych, aktywnoŜci transkrypcji, tempa proliferacji, aktywnoŜci 

ɓ-galaktozydazy. Pierwsze doniesienia odnoŜcie zaburzeŒ proces·w naprawy DNA 

w kom·rkach dawc·w z HGPS pojawiğy siň juŨ okoğo 50 lat temu [103ï105],  

natomiast przyczyny i mechanizmy tych zaburzeŒ zostağy zbadane znacznie p·Ŧniej.  

Analiza fibroblast·w dawc·w z HGPS wykazağa zwiňkszony poziom ufosforylowanej 

formy histonu X z grupy histon·w H2A (H2AX), [29, 106], bňdŃcej wskaŦnikiem podw·jnych 

pňkniňĺ DNA (DSB, ang. double-strand breaks). R·wnoczeŜnie wykazano ciŃgle zwiňkszony 

poziom aktywacji czynnik·w odpowiedzi na uszkodzenia DNA ï kinaz biağkowych ATM  

(ang. ataxia telangiectasia mutated) i ATR (ang. ataxia telangiectasia and Rad3-related 

protein) oraz kinaz punktu kontrolnego 1 i 2 (ang. checkpoint kinase) ï Chk1 i Chk2 [29]. 

Proces naprawy jednoniciowych pňkniňĺ DNA przez wyciňcie nukleotydu (NER, ang. 

nucleotide excision repair) jest zaburzony w kom·rkach z HGPS w wyniku nieprawidğowej 

lokalizacji biağka XPA, aktywujŃcego proces NER. Ponadto, biağko to lokalizuje siň w obrňbie 

DSB, blokujŃc tym samym dostňp biağek biorŃcych udziağ w naprawie tych uszkodzeŒ [107]. 

ObniŨenie poziomu polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 (PARP1, ang. poly-ADP-ribose 
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polymerase 1) w kom·rkach nadprodukujŃcych progerynň r·wnieŨ prowadzi do akumulacji 

uszkodzeŒ jednej nici DNA, poprzez zahamowanie procesu naprawy przez wycinanie zasady 

(BER, ang. base-excision repair). JednoczeŜnie PARP1 bierze udziağ w procesie naprawy 

rekombinacyjnej DSB [108]. ObniŨenie poziomu podjednostki katalitycznej kinazy biağkowej 

zaleŨnej od DNA (DNA-PKcs, ang. DNA-dependent protein kinase catalytic subunit)  

oraz obniŨenie aktywnoŜci biağek naprawy DNA RAD50 i RAD51 w kom·rkach 

produkujŃcych progerynň teŨ przyczynia siň do zahamowania procesu naprawy 

rekombinacyjnej [46]. Z tego powodu wiňcej DSB jest naprawianych poprzez niehomologiczne 

scalanie koŒc·w (NHEJ, ang. non-homologous end joining, Ryc. 1.4) - mniej precyzyjny 

spos·b naprawy DNA [51]. Z kolei proces NHEJ jest mniej aktywny w wyniku obniŨonej 

aktywnoŜci biağka wiŃŨŃcego siň do supresora nowotworu p53 (53BP1, ang. tumor suppressor 

p53-binding protein 1), kt·re odpowiada za inicjacjň procesu NHEJ [106].  

Rycina 1.4. Schemat zaburzeŒ wystňpujŃcych w procesach naprawy DNA w kom·rkach z HGPS. NER 

(ang. nucleotide excision repair) ï naprawa przez wyciňcie nukleotydu, BER (ang. base-excision 

repair) ï naprawa przez wyciňcie zasady, NHEJ (ang. non-homologous end joining) - naprawiana 

poprzez niehomologiczne scalanie koŒc·w, HDR (ang. homology-directed repair) - rekombinacyjna 

naprawa DNA.  
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Akumulacja uszkodzeŒ DNA jest czňsto obserwowana wraz ze skr·ceniem telomer·w  

w r·Ũnych typach kom·rek [109]. Ta zmiana wystňpuje r·wnieŨ w kom·rkach z HGPS,  

gdzie obserwuje siň znaczne skr·cenie dğugoŜci telomer·w w por·wnaniu do kom·rek 

kontrolnych od dawc·w zdrowych w takim samym wieku [110]. Skr·cenie telomer·w jest 

czynnikiem powodujŃcym zatrzymanie cyklu kom·rkowego poprzez miňdzy innymi aktywacjň 

ŜcieŨki p53 oraz innych ŜcieŨek sygnağowych [111]. JednoczeŜnie wykazano zaburzenie 

funkcjonowania telomerazy w kom·rkach z HGPS, i zostağo pokazane, Ũe przywr·cenie jej 

funkcji prowadzi do obniŨenia liczby uszkodzeŒ DNA [112]. Akumulacja progeryny  

w kom·rce wpğywa nie tylko na dğugoŜĺ telomer·w i aktywnoŜĺ telomerazy, ale teŨ ogranicza 

mobilnoŜĺ telomer·w [113] oraz oddziağywanie telomer·w z kompleksem LAP2Ŭ [59],  

co moŨe byĺ powiŃzane z ich skr·ceniem. 

Pomimo zmian zwiŃzanych z naprawŃ DNA wykryto znaczne zmiany w ekspresji gen·w 

w kom·rkach produkujŃcych progerynň. Badania bioinformatyczne wykazağy zmiany  

w poziomie ekspresji ponad 500 gen·w, w tym 180 gen·w miağo podwyŨszony poziom 

ekspresji i 345 obniŨony [114]. WiňkszoŜĺ tych gen·w kodowağo biağka zaangaŨowane  

w procesy regulacji transkrypcji gen·w zaleŨnych od polimerazy RNA II, wpğywajŃce  

na aktywnoŜĺ czynnik·w transkrypcyjnych oraz odpowiadajŃce za specyficzne wiŃzanie DNA 

[114]. Inne badania wykazağy zmianň ekspresji ponad 1000 gen·w, w tym 615 o podwyŨszonej 

ekspresji i 502 o obniŨonej [115]. WczeŜniejsze badania r·wnieŨ pokazywağy zmiany dotyczŃce 

poszczeg·lnych czynnik·w transkrypcyjnych. Na przykğad, wykazano, Ũe w kom·rkach 

produkujŃcych progerynň wystňpuje obniŨony poziom biağka supresorowego siatk·wczaka 

(pRB, ang. retinoblastoma tumor suppressor), [116]. Biağko to reguluje aktywnoŜĺ wielu 

innych czynnik·w transkrypcyjnych oraz ma wpğyw na proces proliferacji [117]. Przykğadem 

czynnika transkrypcyjnego regulowanego przez pRB jest transformujŃcy czynnik wzrostu beta 

(TGFɓ, ang. transforming growth factor ɓ), kt·rego aktywnoŜĺ ma wpğyw na tempo proliferacji 

fibroblast·w [118]. 

W wiňkszoŜci przypadk·w zmiany transkryptomu sŃ tğumaczone zaburzonŃ organizacjŃ 

domen zwiŃzanych z laminami (LADs, ang. lamin-associated domains), [60, 119]. JednakŨe 

mogŃ za to odpowiadaĺ r·wnieŨ inne procesy. Pokazano, Ũe lamina A/C posiadajŃca 

ufosforylowanŃ serynň 22. moŨe braĺ udziağ w regulacji transkrypcji wiŃŨŃc siň do sekwencji 

regulatorowych genomu [115]. JednoczeŜnie, w fibroblastach od dawc·w z HGPS 

wystňpowağo wiňcej miejsc dostňpnych dla ufosforylowanej laminy A/C w wyniku utraty 

heterochromatyny. WiŃzanie siň laminy A/C do takich miejsc powodowağo aktywacjň ekspresji 

gen·w, kt·re sŃ nieaktywne transkrypcyjnie w kom·rkach fibroblast·w od zdrowych dawc·w. 
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Wykazano r·wnieŨ, Ũe w wyniku takich oddziağywaŒ dochodzi do nadekspresji gen·w,  

kt·re sŃ zwiŃzane z rozwojem cech fenotypowych progerii [115].  

Zaburzenie proces·w naprawy DNA przyczynia siň r·wnieŨ do nasilania proces·w 

zwiŃzanych ze starzeniem kom·rkowym [120]. Pokazano, Ũe w kom·rkach produkujŃcych 

progerynň dochodzi do zwiňkszenia poziomu biağka p16, bňdŃcego markerem starzenia 

kom·rkowego, oraz do zwiňkszenia aktywnoŜci ɓ-galaktozydazy, co r·wnieŨ jest oznakŃ 

starzenia [72, 121]. JednŃ z moŨliwych przyczyn jest nadmierna aktywacja ŜcieŨki mTOR,  

co prowadzi do zatrzymania procesu autofagii w kom·rce [122]. Te dane sŃ zgodne  

z poprzednimi obserwacjami dotyczŃcymi efektu rapamycyny (inhibitora mTOR) w ğagodzeniu 

fenotypu progerycznego i w szczeg·lnoŜci zwiŃzanego ze starzeniem kom·rkowym [123]. 

Z innej strony produkcja progeryny byğa wykryta w kom·rkach zdrowych os·b starszych. 

PoczŃtkowo analizowano ksztağt jŃder kom·rkowych fibroblast·w od zdrowych os·b w wieku 

powyŨej 80 lat i wykazano, Ũe wystňpujŃ w nich zaburzenia morfologii jŃdra kom·rkowego 

podobne to tych obserwowanych w fibroblastach z HGPS. Potwierdzono r·wnieŨ 

wystňpowanie progeryny w kom·rkach dawc·w starszego wieku [9, 124, 125]. Uzyskane 

wyniki potwierdzajŃ zaleŨnoŜĺ pomiňdzy wystňpowaniem progeryny w kom·rce, a procesami 

starzenia zachodzŃcymi w niej. BiorŃc pod uwagň ten fakt, Ũe obniŨenie poziomu progeryny 

lub farnezylowanej prelaminy A odwraca oznaki starzenia kom·rkowego, moŨna zrobiĺ 

wniosek o tym, Ũe akumulacja progeryny jest jednym z czynnik·w indukujŃcych procesy 

starzenia [75, 79, 101].  

1.4. Strategie terapii progerii Hutchinsona-Gilforda  

Strategie terapii progerii Hutchinsona-Gilforda moŨna podzieliĺ na terapie 

z zastosowaniem niespecyficznych wobec progeryny zwiŃzk·w, poŜrednio obniŨajŃcych 

jej poziom w kom·rce poprzez zmianň aktywnoŜci szlak·w metabolicznych, oraz na terapie, 

kt·re dziağajŃ poprzez specyficzne obniŨenie poziomu progeryny. Do pierwszego rodzaju 

terapii najczňŜciej sŃ stosowane zwiŃzki drobnoczŃsteczkowe wpğywajŃce na proces 

farnezylacji lub aktywujŃce autofagiň. Do terapii specyficznych wobec progeryny odnoszŃ siň 

r·Ũnorodne terapie genowe majŃce na celu zahamowanie syntezy progeryny. 

1.4.1. ZwiŃzki drobnoczŃsteczkowe w terapii progerii Hutchinsona-Gilforda  

OmawiajŃc zwiŃzki drobnoczŃsteczkowe w terapii progerii Hutchinsona-Gilforda warto 

zaczŃĺ od inhibitora farnezyltransferazy ï lonafarnibu (Tab. 1.1). Obecnie jest to jedyny 

zwiŃzek stosowany klinicznie w terapii progerii [126], opr·cz lek·w stosowanych 

do ğagodzenia jej objaw·w [127, 128]. Przez to, Ũe progeryna nie ulega farnezylacji, nie jest 
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ona gromadzona w otoczce jŃdrowej, a lokalizuje siň w nukleoplazmie [129].  

Tak zlokalizowana niefarnezylowana progeryna szybciej ulega degradacji w por·wnaniu  

do farnezylowanego biağka zakotwiczonego w otoczce jŃdrowej. EfektywnoŜĺ terapii 

z zahamowaniem farnezylacji potwierdzona byğa w badaniach nad kom·rkami fibroblast·w 

mysich z nadprodukcjŃ progeryny. Obserwowano znaczny wzrost poziomu niefarnezylowanej 

prelaminy A po zablokowaniu dziağania farnezyltransferazy oraz obniŨona liczba jŃder 

kom·rkowych o nieprawidğowym ksztağcie [79, 101]. Podawanie lonafarnibu myszom z HGPS 

powodowağo zatrzymanie utraty masy ciağa, chroniğo przed utratŃ tkanki tğuszczowej  

oraz zwiňkszağo poziom mineralizacji koŜci [80]. Pomimo udowodnionej skutecznoŜci 

stosowania inhibitora farnezylacji, nie udağo siň cağkowicie zniwelowaĺ objaw·w HGPS 

u myszy. Przed tym jak lonafarnib zostağ zaakceptowany do terapii progerii, badano 

efektywnoŜĺ tego zwiŃzku w terapii chor·b nowotworowych. Lonafarnib, poprzez 

zahamowanie dziağania farnezyltransferazy, prowadzi do inaktywacji biağka Ras, zmieniajŃc 

jego lokalizacjň na skutek nieobecnoŜci grupy farnezylowej [130, 131]. Mimo tego, Ũe badania 

kliniczne nad zastosowaniem lonafarnibu w terapii przeciwnowotworowej nie zakoŒczyğy siň 

sukcesem, lek ten byğ testowany do terapii HGPS ze wzglňdu na podobieŒstwo procesu 

dojrzewania potranslacyjnego biağka Ras i progeryny.  

Testowane zwiŃzki 
Korzystne dziağanie zwiŃzku w 

terapii progerii  
Bibliografia  

Lonafarnib Inhibitor farnezylacji [89, 127, 132, 133] 

Prawastatyna (w poğŃczeniu 

z lonafarnibem) 

Inhibitor prenylacji (farnezylacji 

i geranygeranylacji) 

[90, 134] 

Kwas zolendronowy (w poğŃczeniu 

z lonafarnibem) 

Inhibitor prenylacji (farnezylacji 

i geranygeranylacji) 

[90, 134] 

Baricytynib (samodzielnie 

i w poğŃczeniu z lonafarnibem) 

Inhibitor syntezy prozapalnych 

cytokin 

[13, 135] 

UCM-13207 oraz C75 Inhibitory metylacji [86, 136, 137] 

Sulforafan (samodzielnie 

i w poğŃczeniu z lonafarnibem) 

Aktywacja ŜcieŨki sygnağowej 

Nrf2, zwiňkszenie aktywnoŜci 

proteasomalnej 

[16, 17] 

Rapamycyna (sirolimus) i everolimus 

(w poğŃczeniu z lonafarnibem) 

Zwiňkszenie aktywnoŜci 

proteasomalnej 

[25, 126, 138ï140] 

Kwas all-trans retinowy (ATRA) 

i zwiŃzki pochodne 

Regulacja ekspresji genu LMNA 

oraz zwiňkszenie aktywnoŜci 

proteasomalnej 

[27, 141] 

Remodelina Inhibitor acetylacji histon·w [142, 143] 

Progerynina Specyficzne wiŃzanie progeryny [87, 144, 145] 

Tabela 1.1. ZwiŃzki drobnoczŃsteczkowe, potencjalnie skuteczne w terapii progerii przetestowane w 

modelu kom·rkowym, mysim lub w badaniach klinicznych. 
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Badania kliniczne nad zastosowaniem lonafarnibu do terapii HGPS wykazağy,  

Ũe lek ten jest stosunkowo dobrze tolerowany, pomimo czňstego wystňpowania skutk·w 

ubocznych. Dğugotrwağe leczenie lonafarnibem prowadziğo do ğagodzenia objaw·w progerii: 

zwiňkszağa siň masa ciağa, prňdkoŜĺ fali tňtna, echogenicznoŜĺ tňtnicy szyjnej, sztywnoŜĺ koŜci 

szkieletowych. Zwiňkszağa siň r·wnieŨ dğugoŜĺ Ũycia. Terapia lonafarnibem, kt·ra trwağa 

ponad 10 lat spowodowağa wydğuŨenie dğugoŜci Ũycia prawie o 5 lat [133].  

Opr·cz tego nie obserwowano zaniku lub ğagodzenia takich objaw·w jak niedob·r tkanki 

tğuszczowej, wystňpowanie zmian sk·rnych, ğysienie, przykurcze staw·w [128, 132]. 

Jednym z moŨliwych powod·w mniejszej niŨ siň spodziewano skutecznoŜci lonafarnibu 

uwaŨano wystňpowanie alternatywnego dla farnezylacji szlaku modyfikacji progeryny ï 

geranylgeranylacji [74]. W zwiŃzku z tym przetestowano kombinowanŃ terapiň 

z zastosowaniem inhibitora farnezylacji ï lonafarnibu oraz prawastatyny i kwasu 

zolendronowego bňdŃcych inhibitorami wczeŜniejszych etap·w prenylacji wsp·lnych  

dla farnezylacji i geranygeranylacji (Tab. 1.1). Wykazano, Ũe zastosowanie kombinacji lek·w 

ğagodzi niekt·re objawy progerii, na przykğad odnotowano zwiňkszenie mineralizacji koŜci 

[134]. JednoczeŜnie, ğagodzenie objaw·w nie byğo na tyle znaczŃce po zastosowaniu 

kombinacji lek·w w por·wnaniu do monoterapii lonafarnibem, Ũeby uznaĺ wynik badaŒ 

klinicznych za zadowalajŃcy.  

Brak zadawalajŃcego efektu opisanych wyŨej lek·w najprawdopodobniej wynika  

z ich wpğywu na inne niŨ progeryna biağka ulegajŃce farnezylacji, na przykğad niezmutowanŃ 

laminň A oraz laminy B1 i B2, biağko Ras lub inne biağka. UniemoŨliwia to zastosowanie dawek 

lek·w wystarczajŃcych do uzyskania poŨŃdanego efektu terapeutycznego bez wystňpowania 

powaŨnych skutk·w ubocznych. Jako Ũe lonafarnib powoduje m.in. inaktywacjň biağka Ras 

[130], odpowiadajŃcego za proces proliferacji kom·rek, terapia tym zwiŃzkiem moŨe 

jednoczeŜnie powodowaĺ niepoŨŃdane zmiany w fizjologii kom·rek, r·wnieŨ zwiŃzane  

z morfologiŃ jŃder kom·rkowych, pomimo ograniczania akumulacji progeryny w otoczce 

jŃdrowej [146].  

Jednym ze skutk·w stosowania lonafarnibu jest wystňpowanie pozajŃdrowych 

fragment·w DNA zlokalizowanych w miejscach wystňpowania syntazy cyklicznego 

GMP-AMP (cGAS, ang. cyclic GMP-AMP synthase) w cytoplazmie [13]. Biağko cGAS 

aktywuje z kolei syntezň prozapalnych cytokin poprzez szlak cGAS-STING-STAT1. 

Zastosowanie baricytynibu (Tab. 1.1), inhibitora szlaku sygnağowego JAK-STAT, 

jednoczeŜnie z lonafarnibem pozwoliğo zapobiec aktywacji cGAS-STING-STAT1  

oraz ograniczyĺ syntezie cytokin [13]. Opr·cz tego samodzielne stosowanie baricytynibu miağo 
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pozytywny wpğyw na fenotyp kom·rek od dawc·w z HGPS [135]. ZwiŃzek ten jest obecnie 

uŨywany do leczenia takich chor·b jak reumatoidalne zapalenie staw·w, atopowe zapalenie 

sk·ry i ğysienie plackowate [147].  

AlternatywnŃ strategiŃ terapii byğo stosowanie inhibitor·w metylacji progeryny,  

czyli zablokowania etapu dojrzewania potranslacyjnego nastňpujŃcego po farnezylacji. Badania  

nad inaktywacjŃ biağka Ras, kt·re podobnie do progeryny ulega farnezylacji, a nastňpnie 

metylacji na C-koŒcu, wskazywağy na to, Ũe takie podejŜcie moŨe byĺ efektywne [148, 149]. 

Zastosowanie inhibitora karboksymetylotransferazy izoprenylocysteinowej, zwiŃzk·w 

UCM-13207 lub C75 (Tab. 1.1), powodowağo obniŨenie poziomu progeryny w kom·rce  

oraz obniŨenie iloŜci progeryny zlokalizowanej w otoczce jŃdrowej zar·wno w kom·rkach 

fibroblast·w od dawc·w z HGPS, jak i w fibroblastach izolowanych od myszy bňdŃcych 

ukğadem modelowym HGPS. Ponadto, zwiňkszağa siň zdolnoŜĺ kom·rek do podziağ·w  

oraz obniŨağ siň poziom uszkodzenia DNA w traktowanych kom·rkach. Zastosowanie  

tego zwiŃzku w modelu mysim spowodowağo wydğuŨenie dğugoŜci Ũycia, zwiňkszenie siğy 

miňŜniowej myszy oraz obniŨenie poziomu senescencji tkanek, kt·ra byğa oznaczona  

poprzez pomiar aktywnoŜci ɓ-galaktozydazy [86, 136, 137]. W przypadku zwiŃzku C75 gğ·wnŃ 

wadŃ byğy wğaŜciwoŜci hydrofobowe tego zwiŃzku, kt·re sprawiağy, Ũe jego zastosowanie  

in vivo byğoby mağo efektywne ze wzglňdu na ograniczonŃ dostňpnoŜĺ biologicznŃ [137]. 

ZwiŃzek UCM-13207 z kolei okazağ siň efektywny w modelu mysim, ale jego badanie kliniczne 

moŨe byĺ utrudnione przede wszystkim dlatego, Ũe ocena jego efektywnoŜci w kombinacji  

z lonafarnibem byğaby mağo informatywna. Zastosowanie lonafarnibu, hamujŃcego dziağanie 

farnezyltransferazy, procesu poprzedzajŃcego metylacjň, a nastňpnie inhibitora metylacji 

przynajmniej teoretycznie powinno znacznie utrudniĺ ocenň efektywnoŜci inhibitora metylacji. 

Z kolei odstawienie jedynego leku klinicznego lonafarnibu byğoby zbyt ryzykowne, ze wzglňdu 

na ciňŨki przebieg choroby.  

InnŃ strategiŃ byğo zastosowanie zwiŃzk·w przyspieszajŃcych proces degradacji 

progeryny w kom·rce (Tab. 1.1). Sulforafan jest przeciwutleniaczem powodujŃcym 

zwiňkszenie aktywnoŜci ŜcieŨki sygnağowej Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 

2), w wyniku czego dochodzi miňdzy innymi do aktywacji szlak·w odpowiedzi na stres 

oksydacyjny oraz szlak·w zwiŃzanych z autofagiŃ [150]. Na skutek dziağania sulforafanu 

dochodzi r·wnieŨ do zwiňkszenia aktywnoŜci proteasomalnej w kom·rce [151, 152].  

W ten spos·b sulforafan stymuluje procesy zwiŃzane z degradacjŃ biağek. Zastosowanie  

tego zwiŃzku w fibroblastach od dawc·w z HGPS powodowağo przyspieszenie degradacji 

progeryny, prowadziğo do obniŨenia liczby jŃder kom·rkowych z zaburzonŃ morfologiŃ  
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oraz do obniŨenia poziomu uszkodzeŒ DNA [16]. Kolejne podanie lonafarnibu, a nastňpnie 

sulforafanu prowadziğo do znacznego zaniku fenotypu progerycznego w fibroblastach  

od dawc·w z HGPS. Pokazano byğo, Ũe kolejne stosowanie tych dw·ch lek·w jest bardziej 

skuteczne niŨ podawanie jednego z tych lek·w lub ich jednoczesne podanie [16, 17].  

Taki spos·b podawania lek·w, jak interpretujŃ swoje wyniki Autorzy, miağ na celu najpierw 

spowodowaĺ zmianň lokalizacji progeryny z otoczki jŃdrowej do nukleoplazmy w wyniku 

traktowania lonafarnibem, a nastňpnie degradacja progeryny miağa byĺ nasilana  

poprzez zastosowanie sulforafanu. Jednak przed rozpoczňciem badaŒ klinicznych konieczne 

byğoby przeprowadzenie badaŒ in vivo w celu oceny skutecznoŜci danego podejŜcia. 

Innym zwiŃzkiem aktywujŃcym proces degradacji progeryny jest rapamycyna 

(alternatywna nazwa Ăsirolimusò, Tab. 1.1), zwiŃzek uŨywany klinicznie jako immunosupresor 

[153]. Rapamycyna jest inhibitorem kinazy mTOR (ang. mammalian target of rapamycin), 

kt·ra bierze udziağ w regulacji wielu proces·w kom·rkowych, w tym aktywacji autofagii  

i proliferacji oraz zatrzymaniu apoptozy [154]. Zastosowanie rapamycyny w kom·rkach  

od dawc·w z HGPS powodowağo polepszenie fenotypu w tym zwiňkszağa siň zdolnoŜĺ 

kom·rek do podziağ·w i obniŨağa siň iloŜĺ jŃder kom·rkowych o nieprawidğowej morfologii. 

Potwierdzono r·wnieŨ obniŨenie poziomu progeryny w kom·rkach traktowanych [138, 139]. 

EfektywnoŜĺ rapamycyny zostağa potwierdzona r·wnieŨ w modelu mysim HGPS, podanie leku 

myszom z nadprodukcjŃ progeryny prowadziğo do wydğuŨenia ich dğugoŜci Ũycia.  

Obecnie trwajŃ badania kliniczne nad zastosowaniem everolimus (bardziej efektywny analog 

rapamycyny) w poğŃczeniu z lonafarnibem w terapii HGPS [126].  

Poszukiwanie lek·w o potencjalnych wğaŜciwoŜciach ğagodzŃcych objawy progerii byğo 

miňdzy innymi prowadzone poprzez analizň fenotypu kom·rek z nadprodukcjŃ progeryny  

po traktowaniu r·Ũnego rodzaju zwiŃzkami, kt·re sŃ dopuszczone do klinicznego stosowania  

u ludzi. Na podstawie badaŒ stwierdzono, Ũe dwa zwiŃzki naleŨŃce do grupy retinoid·w, kwas 

all-trans retinowy (ATRA, ang. all trans retinoic acid, alternatywna nazwa tretynoina, Tab. 1.1) 

oraz tazaroten powodujŃ obniŨenie poziomu marker·w uszkodzeŒ DNA ï ufosforylowago 

H2AX i 53BP1 oraz prowadzŃ do obniŨenia poziomu progeryny w fibroblastach od dawc·w  

z HGPS [141]. Udowodniono r·wnieŨ, Ũe zwiŃzki te dziağajŃ poprzez wpğyw na elementy 

regulatorowe oddziağujŃce z receptorami kwasu retinowego (RARE, ang. retinoic acid receptor 

element), znajdujŃce siň w obrňbie sekwencji promotorowej genu LMNA [155]. Natomiast 

obniŨenie poziomu marker·w uszkodzeŒ DNA obserwowano byğo r·wnieŨ w kom·rkach  

z indukowanŃ nadprodukcjŃ GFP-progeryny, kt·ra nie jest zaleŨna od RARE [141].  

Ta obserwacja wskazuje, Ũe wpğyw ATRA na pozom marker·w uszkodzeŒ DNA nie nastňpuje 
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tylko na skutek obniŨenia poziomu progeryny, natomiast dokğadny mechanizm nie zostağ 

zbadany. Ponadto inne badania nad wpğywem ATRA na proces uszkodzenia i naprawy DNA 

nie wykazağy zdolnoŜci zwiŃzku do obniŨenia poziomu uszkodzeŒ DNA [156, 157].  

PoğŃczenie terapii rapamycynŃ i kwasem all-trans retinowym r·wnieŨ byğo efektywne, 

jak wskazywağy badania prowadzone z zastosowaniem fibroblast·w od dawc·w z HGPS. 

Wykazano, Ũe zastosowanie podw·jnej terapii pozwala na ğagodzenie zmian fenotypowych 

zwiŃzanych z HGPS oraz powoduje obniŨenie poziomu progeryny w kom·rkach [27].  

Kolejny zwiŃzek potencjalnie efektywny w terapii HGPS to remodelina (Tab. 1.1). 

ZwiŃzek ten dziağa poprzez inhibicjň N-acetylotransferazy 10 (NAT10), kt·ra odpowiada  

za acetylacjň reszt lizyny biağek histonowych, w ten spos·b wpğywajŃc na rozluŦnienie 

chromatyny (zwiňkszenie iloŜci euchromatyny). Tak wiňc, zahamowanie aktywnoŜci NAT10 

zwiŃzane jest ze zwiňkszeniem iloŜci ŜciŜle upakowanej chromatyny (heterochromatyny). 

ObniŨenie iloŜci heterochromatyny jest jednŃ z cech charakterystycznych kom·rek z HGPS, 

prowadzŃcych do zaburzeŒ transkrypcji gen·w i zaburzonej nadprodukcji biağek. Zastosowanie 

remodeliny czňŜciowo pozwalağo rozwiŃzaĺ ten problem, powodujŃc poprawň morfologii jader 

kom·rkowych, obniŨajŃc poziom uszkodzeŒ DNA i zwiňkszajŃc zdolnoŜĺ kom·rek  

do proliferacji [142]. SkutecznoŜĺ remodeliny zostağa potwierdzona r·wnieŨ w modelu mysim 

HGPS. Wykazano, Ũe zastosowanie tego zwiŃzku wiŃŨe siň ze zmniejszonŃ utrata masy ciağa 

myszy LMNAG609G/G609G oraz ğagodzeniem patologii ukğadu sercowo-naczyniowego [143].  

Do zwiŃzk·w drobnoczŃsteczkowych specyficznych wobec progeryny moŨna zaliczyĺ 

progeryninň (Tab. 1.1), zwiŃzek ten wiŃŨe siň specyficznie do progeryny (ale nie do laminy A 

i C) uniemoŨliwiajŃc jej oddziağywanie z laminŃ A i C [87, 144]. Zastosowanie progeryniny 

powodowağo obniŨenie poziomu progeryny w kom·rce z zachowaniem poziomu laminy A i C. 

Ponadto, odnotowano zwiňkszenie zdolnoŜci do proliferacji kom·rek traktowanych. W modelu 

mysim obserwowano zwiňkszenie dğugoŜci Ũycia oraz zatrzymanie obniŨenia masy ciağa,  

w por·wnaniu do myszy niepoddanych terapii progeryninŃ [87]. Obecnie skoŒczona zostağa  

I faza badaŒ nad progeryninŃ z udziağem os·b zdrowych, natomiast wyniki badaŒ nie zostağy 

jeszcze opublikowane [145]. 

Opisane wyŨej zwiŃzki drobnoczŃsteczkowe posiadajŃ udowodnionŃ skutecznoŜĺ  

w ğagodzeniu objaw·w fenotypowych progerii w modelu kom·rkowym, a dla czňŜci zwiŃzk·w 

r·wnieŨ w modelu mysim. Dla wybranych zwiŃzk·w prowadzone r·wnieŨ byğy lub obecnie 

trwajŃ badania kliniczne. JednoczeŜnie, Ũaden z tych zwiŃzk·w na razie nie wykazuje takiej 

skutecznoŜci, kt·ra pozwoliğaby znaczŃco podnieŜĺ jakoŜĺ Ũycia os·b chorych, gğ·wnie  

ze wzglňdu na niespecyficzne dziağanie oraz wystňpowanie skutk·w ubocznych.  
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BiorŃc pod uwagň obecnŃ wiedzň dotyczŃcŃ terapii genowych, najlepszym rozwiŃzaniem 

wydaje siň byĺ opracowanie terapii genowej specyficznie hamujŃcej syntezň progeryny. 

JednoczeŜnie zastosowanie lek·w drobnoczŃsteczkowych ğagodzŃcych objawy progerii moŨe 

pozostawaĺ aktualne nawet po opracowaniu terapii genowej, szczeg·lnie dla os·b chorych  

u kt·rych progeria spowodowana jest mutacjami innymi niŨ mutacja G608G genu LMNA. 

1.4.2. Strategie terapii genowej progerii Hutchinsona-Gilforda  

Og·lnie pojňta terapia genowa polega na zastosowaniu kwas·w nukleinowych  

do uzyskania efektu terapeutycznego. W zaleŨnoŜci od podğoŨa molekularnego choroby 

stosowane sŃ r·Ũne podejŜcia. Najbardziej oczywistym podejŜciem wydaje siň byĺ naprawa 

mutacji, zwğaszcza w przypadku chor·b spowodowanych mutacjŃ punktowŃ. Jednak taka 

terapia bňdzie miağa ograniczone zastosowanie w przypadku chor·b, kt·re sŃ powodowane 

r·Ũnymi mutacjami w obrňbie jednego genu. Alternatywnym podejŜciem w przypadku chor·b 

dziedziczonych recesywnie lub wystňpujŃcych na skutek haploinsuficjencji zmutowanego genu 

mogŃ byĺ terapie polegajŃce na nadprodukcji brakujŃcego biağka. Zastosowane mogŃ byĺ 

r·wnieŨ podejŜcia polegajŃce na modyfikacji splicingu pre-mRNA, co pozwala na ominiňcie 

sekwencji zmutowanej zawierajŃcej mutacjň nonsensownŃ, to z kolei umoŨliwia syntezň 

kr·tszego, ale czňŜciowo lub w peğni funkcjonalnego biağka. 

Jak byğo juŨ wspomniane wczeŜniej progeria jest chorobŃ autosomalnŃ dominujŃcŃ.  

W zwiŃzku z tym, skuteczna terapia genowa w jakikolwiek spos·b powinna prowadziĺ  

do zahamowania syntezy progeryny, aby wstrzymaĺ agregacjň tego biağka w kom·rce.  

Taki efekt moŨe byĺ osiŃgniňty poprzez zastosowanie r·Ũnych podejŜĺ. Niekt·re z nich 

polegajŃ na edycji genomu, co, mimo, Ũe moŨe budziĺ kontrowersje etyczne, pozwoliğoby  

na uzyskanie trwağego efektu. Do takich podejŜĺ moŨna zaliczyĺ metodň CRISPR/Cas9, kt·ra 

jest stosowana do wyciszania ekspresji gen·w. Alternatywnym podejŜciem jest naprawa 

mutacji poprzez rekombinacjň homologicznŃ lub zastosowanie edytora zasad azotowych, 

kierowanego do docelowej sekwencji przez biağko Cas9 pozbawione aktywnoŜci nukleazowej.  

Terapia chor·b o podğoŨu dominujŃcym moŨe r·wnieŨ polegaĺ na wprowadzeniu 

konstruktu do nadprodukcji kr·tkich sekwencji RNA w celu obniŨenia poziomu mRNA 

progeryny. MoŨe to byĺ mikroRNA (miRNA) lub RNA tworzŃce motyw spinki do wğos·w 

(shRNA, ang. small hairpin RNA). Alternatywnie stosowane mogŃ byĺ kr·tkie sekwencje RNA 

wprowadzane do kom·rki z zewnŃtrz: dwuniciowe mağe interferujŃce RNA (siRNA, ang. small 

interfering RNA) lub jednoniciowe antysensowne oligonukleotydy (ASO, ang. antisense 

oligonucleotides).  
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Jedna z pierwszych terapii progerii zostağa opisana w roku 2005 przez Huang i wsp. [21]. 

Przedstawiono podejŜcie polegajŃce na nadprodukcji shRNA specyficznie rozpoznajŃcego 

mRNA progeryny. Kaseta ekspresyjna zostağa wprowadzona do kom·rek fibroblast·w 

pozyskanych od dawc·w z progeriŃ za pomocŃ transdukcji lentiwirusowej, co umoŨliwiağo 

integracjň sekwencji kodujŃcej shRNA do genomu. SpoŜr·d 9 sekwencji shRNA udağo siň 

wyselekcjonowaĺ jednŃ, kt·ra byğa specyficzna wobec progeryny [21]. Zahamowanie syntezy 

progeryny w tym przypadku nastňpuje poprzez proces interferencji RNA (RNAi). 

Nadprodukowane shRNA jest wğŃczane do kompleksu wyciszajŃcego indukowanego RNA 

(RISC, ang. RNA-induced silencing complex) i kieruje kompleks do docelowej sekwencji 

mRNA, kt·ra nastňpnie ulega degradacji (bardziej szczeg·ğowy opis procesu znajduje siň  

w Rozdziale 1.6.2 i na Rycinie 1.8). Mimo tego, Ũe podejŜcie to byğo skuteczne, zastosowanie 

terapii genowej in vivo u czğowieka byğoby problematyczne ze wzglňdu na skutki uboczne 

stosowania wektor·w lentiwirusowych, wiŃŨŃce siň z potencjalna onkogennoŜciŃ na skutek 

integracji plazmidu do genomu. 

R·wnoczeŜnie z opisanŃ wyŨej terapiŃ zostağo opracowane podejŜcie polegajŃce  

na przywr·ceniu prawidğowego splicingu pre-mRNA progeryny [158]. W celu zablokowania 

splicingu w miejscu mutacji zastosowano oligonukleotyd morfolino - oligonukleotyd 

posiadajŃcy pierŜcienie metylomorfolino zamiast reszt cukrowych oraz wiŃzania 

amidofosforanowe zamiast wiŃzaŒ fosfodiestrowych. Wprowadzenie tych zmian pozwoliğo  

na zwiňkszenie odpornoŜci na degradacjň enzymatycznŃ oligonukleotydu [159]  

oraz uniemoŨliwiğo degradacjň docelowego mRNA, kt·re nastňpuje po zastosowaniu siRNA 

lub innych ASO. Przedstawiona sekwencja rzeczywiŜcie powodowağa obniŨenie poziomu 

progeryny w fibroblastach z HGPS, jak byğo pokazane przez Autor·w [158] oraz p·Ŧniej 

potwierdzone przez innŃ grupň badawczŃ [160, 161].  

Zastosowanie innej sekwencji morfolino w modelu mysim LMNAG609G/G609G  

oraz LMNAG609G/+ zawierajŃcym mutacjň mysiego genu LMNA powodowağo ğagodzenie 

typowych objaw·w zwiŃzanych z progeriŃ (zahamowanie utraty masy ciağa, wydğuŨenie 

dğugoŜci Ũycia, zanik nieprawidğowej morfologii jŃder kom·rkowych). Ponadto na podstawie 

analizy reakcji ğaŒcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (real-time PCR) odnotowano 

znaczne obniŨenie poziomu transkryptu progeryny w tkankach wŃtroby, nerek i serca,  

ale nie w tkance miňŜniowej [81]. BiorŃc pod uwagň efektywnoŜĺ sekwencji morfolino  

w obniŨeniu poziomu progeryny, warto zaznaczyĺ wystňpowanie niepoŨŃdanych efekt·w 

zwiŃzanych z ich stosowaniem, gğ·wnie ze wzglňdu na ich niespecyficznŃ aktywnoŜĺ [162, 

163].  
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Pierwsze podejŜcie terapii genowej, kt·re miağo na celu naprawň mutacji zostağo 

przedstawione w roku 2011. Terapia polegağa na zastosowaniu wektora adenowirusowego 

zaleŨnego od elementu pomocniczego (HDAdVs, ang. helper-dependent adenoviral vectors), 

co pozwoliğo na naprawň mutacji LMNA poprzez rekombinacjň homologicznŃ w kom·rkach 

miňŜni gğadkich naczyŒ krwionoŜnych (VSMCs, ang. vascular smooth-muscle cells) 

pochodzŃcych z iPSC od dawc·w z HGPS [164]. Podobnie jak i w przypadku poprzednich 

badaŒ zwiŃzanych z edycjŃ genomu, zastosowanie tego podejŜcia in vivo mogğoby mieĺ 

powaŨne skutki uboczne zwiŃzane z aktywnoŜciŃ niedocelowŃ metody.  

JednŃ z najbardziej oczywistych strategii terapii progerii, biorŃc pod uwagň dostňpnŃ 

obecnie wiedzň na temat metod inŨynierii genetycznej, jest zastosowanie narzňdzia 

CRISPR/Cas9 do edycji genu LMNA. Takie podejŜcia rzeczywiŜcie zostağy opracowane. 

Wyniki pracy dw·ch niezaleŨnych zespoğ·w zostağy opublikowane w marcu 2019 roku [165, 

166]. Jeden z zespoğ·w przedstawiğ strategiň polegajŃcŃ na zastosowaniu jednej kierujŃcej 

czŃsteczki RNA (gRNA, ang. guide RNA) o sekwencji identycznej dla ludzkiego i mysiego 

genu rozpoznajŃcej ekson 11 LMNA powyŨej miejsca mutacji G608G [165]. Drugi zesp·l 

wykorzystağ dwie sekwencje gRNA, jedna z nich rozpoznawağa ekson 11, a druga ekson 12 

genu LMNA [166]. Oba podejŜcia miağy na celu edycjň czňŜci genu LMNA, kodujŃcej laminň 

A, ale nie laminň C, w celu wyciszenia produkcji laminy A i progeryny. Obie grupy wychodziğy 

z zağoŨenia, Ũe ekspresja laminy A nie jest konieczna dla funkcjonowania organizm·w 

wielokom·rkowych, jak wskazywağy wczeŜniejsze badania przeprowadzone z udziağem myszy 

[167]. Nadprodukcjň element·w kompleksu CRISPR/Cas9 osiŃgniňto poprzez transdukcjň 

wirusem towarzyszŃcym adenowirusom 9 (AAV9, ang. adenovirus-associated virus-9),  

a badania prowadzone byğy in vivo w myszach LMNAG609G/G609G ze zmutowanym mysim genem 

LMNA. W obu pracach obserwowano r·Ũnice tropizmu wirusa wzglňdem tkanek. Tak wiňc, 

najğatwiej transdukcji ulegağy tkanki wŃtroby, serca i miňŜni, a najniŨsza wydajnoŜĺ transdukcji 

obserwowano w kom·rkach tňtnicy gğ·wnej i pğuc. Po edycji LMNA obserwowano 

zahamowanie obniŨenia masy ciağa, wydğuŨenie dğugoŜci Ũycia i zwiňkszenie siğy miňŜni [165, 

166]. Warto zaznaczyĺ, Ũe polepszenie cech fenotypowych charakterystycznych dla progerii 

mimo, Ũe byğo znaczŃce, nie prowadziğo do ich cağkowitego zaniku. Istotnym minusem 

podejŜcia byğo to, Ũe tropizm wektora wirusowego nie pozwoliğ na efektywnŃ edycjň genomu 

kom·rek naczyŒ krwionoŜnych. BiorŃc pod uwagň to, Ũe zaburzenia dotyczŃce ukğadu 

sercowo-naczyniowego sŃ najczňstszŃ przyczynŃ zgonu os·b chorych, ograniczony tropizm 

wirusa wydaje siň stanowiĺ znaczŃcŃ przeszkodň w osiŃgniňciu poŨŃdanej efektywnoŜci terapii. 

Ponadto, warto wziŃĺ pod uwagň, Ũe zastosowanie metod inŨynierii genetycznej w wiňkszych 
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organizmach, takich jak ludzki, jest znacznie trudniejsze i mniej efektywne w por·wnaniu  

do mniejszych organizm·w modelowych, jakim sŃ myszy. Dodatkowym aspektem jest 

prawdopodobieŒstwo aktywnoŜci niespecyficznej narzňdzia CRISPR/Cas9, co r·wnieŨ 

pozostaje ograniczeniem do stosowania klinicznego opisanej metody. 

Inne podejŜcie do naprawy mutacji polegağo na zastosowaniu edytora zasady adeninowej 

(ABE, ang. adenine base editor), [91]. Dziağanie ABE polega na zmianie par adeniny-tyminy 

na pary guanina-cytozyna przez tRNA-specyficznŃ deaminazň adenozyny, z udziağem gRNA  

i biağka Cas9 pozbawionego aktywnoŜci nukleazowej. Ten system zostağ przetestowany 

zar·wno w modelu kom·rkowym jak i w modelu mysim, w obu przypadkach wykazağ on swojŃ 

skutecznoŜĺ. Do wprowadzenia kasety ekspresyjnej wykorzystany byğ AAV9, kt·ry wykazağ, 

jak i poprzednio, r·Ũnicň w tropizmie wzglňdem r·Ũnych tkanek. Natomiast polepszenie 

fenotypu badanych myszy dotyczyğo r·wnieŨ VSMCs. PodejŜcie z zastosowaniem ABE jest 

bezpieczniejsze pod wzglňdem potencjalnej aktywnoŜci niespecyficznej w por·wnaniu  

do systemu CRISPR/Cas9, poniewaŨ modyfikacja genomu w tym przypadku zaleŨy od dw·ch 

czynnik·w: specyficznego wiŃzania siň gRNA oraz obecnoŜci odpowiedniego nukleotydu  

w miejscu aktywnoŜci ABE. Dlatego podejŜcie to stanowi lepsze rozwiŃzanie pod wzglňdem 

potencjalnego zastosowania klinicznego. Badania z zastosowaniem ABE pozwoliğy r·wnieŨ  

na dwukrotne wydğuŨenie dğugoŜci Ũycia myszy [91] w odr·Ũnieniu od podejŜcia  

z zastosowaniem CRISPR/Cas9, gdzie zmiany dğugoŜci Ũycia nie byğy tak znaczŃce [165, 166].  

Zahamowanie syntezy progeryny moŨe byĺ osiŃgniňte r·wnieŨ przy zastosowaniu ASO, 

wiŃŨŃcych siň do docelowej sekwencji mRNA. W roku 2021 dwa niezaleŨne zespoğy pokazağy 

wyniki badaŒ nad selekcjŃ ASO, kt·re miağy na celu zahamowanie syntezy progeryny [20, 168]. 

Pierwszy zesp·ğ przetestowağ szereg oligonukleotyd·w zawierajŃcych zmodyfikowane reszty 

rybozy w modelu mysim posiadajŃcym ludzki zmutowany gen LMNAG608G/G608G [20]. Drugi 

zesp·ğ przeprowadziğ selekcjň najbardziej efektywnej sekwencji antysensownego 

fosforodiamidowego oligomeru morfolino skoniugowanego z peptydem (PPMO, ang. 

peptide-conjugated phosphorodiamidate morpholino oligomer) blokujŃcego miejsce splicingu 

pre-mRNA progeryny oraz wykazağ jego zdolnoŜĺ do obniŨania poziomu progeryny w modelu 

kom·rkowym i mysim posiadajŃcym ludzki zmutowany gen LMNAG608G/G608G [168].  

W obu badaniach pomimo obniŨenia poziomu progeryny obserwowano r·wnieŨ obniŨenie 

poziomu laminy A, natomiast Autorzy uznali, Ũe ekspresja laminy A nie jest konieczna  

dla normalnej fizjologii kom·rki ze wzglňdu na dane pochodzŃce z modelu mysiego [167]. 

Podobne wyniki byğy uzyskane w modelu kom·rkowym z zastosowaniem ASO zawierajŃcych 

interkalujŃce ğŃczniki kwas·w nukleinowych (ang. intercalating nucleic acid linker) 
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zwiňkszajŃcych siğň oddziağywania z docelowym mRNA [22]. Natomiast w danym badaniu  

nie analizowano poziomu progeryny lub laminy A/C lub ich transkrypt·w, ale wyğŃcznie 

zmiany morfologii jŃdra kom·rkowego.  

Wraz z rozwojem metod inŨynierii genetycznej powstağy podejŜcia terapii genowej 

progerii oparte o r·Ũne zağoŨenia i metody. JednoczeŜnie, Ũadne z tych podejŜĺ nie zostağo 

jeszcze przetestowane klinicznie. Jednak, juŨ teraz moŨna z duŨym prawdopodobieŒstwem 

stwierdziĺ, Ũe terapia genowa powinna byĺ lepszym rozwiŃzaniem w por·wnaniu  

do stosowania zwiŃzk·w drobnoczŃsteczkowych dziağajŃcych niespecyficznie wobec 

progeryny. Obecnie gğ·wnym ograniczeniem terapii jest niska skutecznoŜĺ dostarczania leku 

genetycznego stosowanego in vivo do tkanek, zwğaszcza tych, najbardziej dotkniňtych chorobŃ 

(kom·rki miňŜnia sercowego, VSMCs, kom·rki tğuszczowe). Na podstawie obecnej wiedzy 

dotyczŃcej klinicznie stosowanych terapii genowych zastosowanie kr·tkich oligonukleotyd·w 

wydaje siň byĺ najlepszym kompromisem pomiňdzy efektywnoŜciŃ, a bezpieczeŒstwem. 

Oczywiste jest, Ũe terapie polegajŃce na edycji genomu sŃ potencjalnie bardziej efektywne, 

poniewaŨ prowadzŃ do permanentnego zahamowania syntezy progeryny, natomiast obecna 

wiedza wydaje siň byĺ niewystarczajŃca dla stosowania takich metod in vivo u czğowieka  

ze wzglňdu na potencjalnŃ aktywnoŜĺ niespecyficznŃ, ale r·wnieŨ ze wzglňdu na kwestie 

etyczne. Nadprodukcja miRNA lub siRNA specyficznie rozpoznajŃcych transkrypt progeryny 

mogğoby byĺ dobrym rozwiŃzaniem dla terapii, ale wymaga zastosowania nie integrujŃcego siň 

wektora wirusowego posiadajŃcego szeroki tropizm oraz odpowiedniej kasety ekspresyjnej. 

Najwiňkszym problemem przy zastosowaniu takiej terapii byğaby immunogennoŜĺ wektor·w 

wirusowych. Z tego wzglňdu najbardziej obiecujŃcym rozwiŃzaniem sŃ kr·tkie 

oligonukleotydy, zwğaszcza, Ũe dotychczasowe badania wykazujŃ wysokŃ efektywnoŜĺ 

zahamowania syntezy progeryny, a badania kliniczne stosujŃce podobne podejŜcia w terapiach 

innych chor·b wskazujŃ na bezpieczeŒstwo takiego podejŜcia.  

1.5. Rola wybranych modyfikacji nukleotyd·w w strategiach terapii genowych opartych 

na antysensownych oligonukleotydach 

W tym rozdziale zostanŃ om·wione modyfikacje nukleotyd·w wpğywajŃce  

na efektywnoŜĺ wyciszania ekspresji gen·w poprzez oddziağywania komplementarne  

lub poprzez proces interferencji RNA. Om·wione niŨej modyfikacje znalazğy swoje 

zastosowanie w terapiach genowych chor·b ludzkich oraz w badaniach opisanych w niniejszej 

pracy (2ô-fluoro rybonukleotydy oraz 2ô-metoksy rybonukleotydy). WiňkszoŜĺ opisanych 

modyfikacji dotyczy rybozy i w szczeg·lnoŜci modyfikacji grupy poğŃczonej z wňglem rybozy 
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w pozycji 2ô (Ryc. 1.5). Modyfikacje te majŃ na celu zwiňkszenie odpornoŜci 

oligonukleotyd·w na degradacjň enzymatycznŃ. Modyfikacja rybozy w pozycji 2ô prowadzi  

do zwiňkszenia temperatury topnienia czŃsteczki RNA i odpowiada za zwiňkszenie siğy 

oddziağywania dw·ch nici. R·wnoczeŜnie istotne jest poğoŨenie modyfikowanych nukleotyd·w 

w obrňbie sekwencji, poniewaŨ wpğywa to na efektywnoŜĺ wğŃczania oligonukleotydu  

do kompleksu RISC odpowiadajŃcego za degradacjň enzymatycznŃ docelowego mRNA.  

 

Rycina 1.5. Pentozy  

w skğadzie nukleotyd·w 

budujŃcych ASO i siRNA. 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.1. Rybonukleotydy z fluorem w pozycji 2ô rybozy 

Analiza nukleotyd·w z fluorem w pozycji 2ô rybozy wykazağa, Ũe zwiňkszajŃ one 

odpornoŜĺ oligonukleotyd·w na degradacjň enzymatycznŃ, jak r·wnieŨ wykazano,  

Ũe efektywnoŜĺ wiŃzania siň sekwencji oligonukleotydu do docelowego mRNA moŨe zmieniaĺ 

siň w zaleŨnoŜci od poğoŨenia 2ô-fluoro nukleotyd·w w obrňbie sekwencji. Badania 

wykorzystujŃce 2ô-fluorocytozynň i 2ô-fluorouracyl w sekwencji antysensownej lub w obu 

sekwencjach siRNA wykazağy, Ũe w obu przypadkach zostağa zachowana efektywnoŜĺ 

wyciszenia ekspresji docelowego genu [169]. Opr·cz tego, znacznie wiňcej siRNA 

zawierajŃcego modyfikowane nukleotydy na jednej lub obu niciach nie ulegğo degradacji  

z czasem w por·wnaniu do siRNA bez modyfikowanych nukleotyd·w [169]. Potwierdzono 

r·wnieŨ w modelu kom·rkowym, Ũe efekt wyciszenia ekspresji genu utrzymuje siň 

po zastosowaniu siRNA z modyfikowanymi nukleotydami na skutek zwiňkszonej odpornoŜci 

na degradacjň [169]. Badania udowodniğy, Ũe wyciszenie ekspresji zachodzi na drodze 

interferencji RNA, a nie sterycznego blokowania komplementarnego miejsca mRNA. 

Pokazano, Ũe po zastosowaniu siRNA zawierajŃcego modyfikowane nukleotydy wciŃŨ 

wystňpuje produkt degradacji docelowego mRNA, jak i w przypadku siRNA  

bez modyfikowanych nukleotyd·w [169]. P·Ŧniejsze badania wykorzystujŃce 
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2ô-fluorocytozynň i 2ô-fluorouracyl w nici antysensownej lub w obu niciach siRNA 

rozpoznajŃcego inne mRNA niŨ poprzednio, potwierdziğy, Ũe taki wz·r modyfikacji nie obniŨa 

efektywnoŜci wyciszenia [170]. Badanie cytotoksycznoŜci oligonukleotyd·w zawierajŃcych 

2ô-fluoro nukleotydy nie wykazağo ich toksycznoŜci w modelu kom·rkowym [171]. Opr·cz 

tego badania te potwierdziğy wczeŜniejsze dane odnoŜcie efektywnoŜci zmiany cytozyny  

i uracylu na 2ô-fluorocytozynň i 2ô-fluorouracyl jako docelowych miejsc wprowadzenia 

modyfikowanych nukleotyd·w oraz potwierdziğy zwiňkszonŃ stabilnoŜĺ modyfikowanych 

siRNA w surowicy krwi [171]. Inne badania pokazağy, Ũe efektywnoŜĺ rozpoznawania 

docelowego transkryptu przez siRNA jest zaleŨna od poğoŨenia modyfikowanych nukleotyd·w. 

Obserwowano nawet dwukrotne obniŨenie efektywnoŜci rozpoznawania docelowego 

transkryptu przez siRNA zawierajŃce 2ô-fluoro nukleotydy jako pierwsze trzy nukleotydy  

oraz 3-5 nukleotydy nici antysensownej zaczynajŃc od 5ô-koŒca sekwencji [172].  

Obecnie sŃ stosowane leki genetyczne zwierajŃce tak zmodyfikowane nukleotydy ï 

pegaptanib [173], giwosyran [174], lumazyran [175], inklisiran [176], wutrisyran [177]. 

Wszystkie te leki zawierajŃ jednoczeŜnie inne modyfikowane nukleotydy pomimo modyfikacji 

2ô-fluoro. Leki te bňdŃ bardziej szczeg·ğowo om·wione w Rozdziale 1.6. 

1.5.2. Rybonukleotydy z grupŃ metoksylowŃ w pozycji 2ô rybozy 

Rybonukleotydy posiadajŃce grupň metoksylowŃ (-O-CH3, Ryc. 1.5) w pozycji 2ô rybozy 

wystňpujŃ naturalnie w kom·rkach eukariotycznych w skğadzie tRNA i mağych jŃdrowych 

RNA (snRNA, ang. small nuclear RNA). PrzyczyniajŃ siň one, podobnie jak i 2ô-fluoro 

nukleotydy, do zwiňkszenia odpornoŜci na degradacjň enzymatycznŃ oraz zwiňkszajŃ 

stabilnoŜĺ dupleks·w RNA. PoğoŨenie 2ô-metoksy rybonukleotydu w obrňbie sekwencji RNA 

ma istotny wpğyw na efektywnoŜĺ RNAi. Tak wiňc, pokazano, Ũe najbardziej efektywnymi 

sekwencjami byğy te, w kt·rych modyfikowane nukleotydy wystňpowağy co drugi nukleotyd  

w nici antysensownej zaczynajŃc od 5ô-koŒca nici. Potwierdzona byğa r·wnieŨ ich zwiňkszona 

odpornoŜĺ na degradacjň enzymatycznŃ [178]. EfektywnoŜĺ takiego podejŜcia zostağa 

potwierdzona przez inne grupy badawcze na przykğadzie innych gen·w [179, 180]. Badania 

przeprowadzone z zastosowaniem r·Ũnych wzor·w modyfikacji pokazağy, Ũe dla r·Ũnych 

sekwencji siRNA bardziej efektywne mogŃ byĺ inne wzory modyfikacji, a przewidywanie 

efektu wprowadzenia modyfikacji na podstawie danych dla innych sekwencji moŨe byĺ mylŃce 

[170]. 

P·Ŧniejsze badania wskazywağy na to, Ũe niezaleŨnie od lokalizacji modyfikowanych 

nukleotyd·w przy 5ô- lub 3ô-koŒcu nici antysensownej zachowana byğa aktywnoŜĺ tych siRNA. 
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Z innej strony zastosowanie modyfikowanych nukleotyd·w tylko w sekwencji nici sensownej 

znacznie obniŨağo wydajnoŜĺ RNAi [181]. Inne badania z kolei wykazağy, Ũe modyfikacja cağej 

nici antysensownej wiŃŨe siň z cağkowitŃ utratŃ aktywnoŜci siRNA [182]. Spowodowano  

to moŨe byĺ zmianŃ struktury nici antysensownej na skutek zmian sterycznych rybozy 

powstağych przez wprowadzenie modyfikacji. Niĺ antysensownŃ, kt·ra nie moŨe stworzyĺ 

strukturň typu A z docelowym mRNA, nie moŨe efektywnie z niŃ poğŃczyĺ siň [169, 183].  

ZastŃpienie cytozyny i uracylu na 2ô-metoksycytozynň i 2ô-metoksyuracyl pokazağy 

sprzeczne wyniki dla dw·ch r·Ũnych sekwencji siRNA ï jedna z nich straciğa swojŃ aktywnoŜĺ, 

z kolei druga sekwencja wykazywağa efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego transkryptu 

przez por·wnywalnŃ do sekwencji niemodyfikowanej. JednoczeŜnie pokazano,  

Ũe tak zmodyfikowana czŃsteczka siRNA wykazuje znacznie wiňkszŃ stabilnoŜĺ w surowicy 

mysiej jak i ludzkiej [171].  

ZastŃpienie sekwencji rdzeniowej (ang. seed sequence) modyfikowanymi nukleotydami 

w cağoŜci lub czňŜciowo miağo wpğyw na zwiňkszenie specyficznoŜci siRNA, minimalizujŃc 

oddziağywania niespecyficzne [184]. Jednoczenie nie przedstawiono danych odnoŜcie 

odpornoŜci tak zmodyfikowanych oligonukleotyd·w na dziağanie rybonukleaz.  

Dostňpne obecnie leki genetyczne oparte o kr·tkie sekwencje oligonukleotydowe 

zawierajŃce nukleotydy z 2ô-metoksy rybozŃ wystňpujŃ najczňŜciej w poğŃczeniu  

z nukleotydami zawierajŃcymi 2ô-fluoro rybozň (pegaptanib [173], giwosyran [174], lumazyran 

[175], inklisiran [176], wutrisyran [177]). Jedynym wyjŃtkiem jest patisyran skğadajŃcy siň  

z rybonukleotyd·w oraz kilku modyfikowanych nukleotyd·w z grupŃ 2ô-metoksylowŃ na obu 

niciach sekwencji oraz zawierajŃcy po dwa niekomplementarne nukleotydy 

deoksytymidynowe na 3ô-koŒcach obu nici [185, 186]. 

1.5.3. Rybonukleotydy z grupŃ metoksyetylowŃ w pozycji 2ô rybozy  

Modyfikacja rybozy przez doğŃczenie grupy metoksyetylowej w pozycji 2ô (MOE,  

Ryc. 1.5) jest nowszym rozwiŃzaniem w por·wnaniu do wczeŜniej opisanych modyfikacji i jest 

okreŜlane jako modyfikacja drugiej generacji [187]. Warto zaznaczyĺ, Ũe grupa 

metoksyetylowa jest znacznie wiňksza, niŨ opisane wczeŜniej modyfikacje. Oligonukleotydy 

zawierajŃce tak zmodyfikowanŃ sekwencjň czňŜciej sŃ uŨywane jako jednoniciowe ASO,  

a nie dwuniciowe siRNA, poniewaŨ ze wzglňdu na wielkoŜĺ modyfikacji zdolnoŜĺ wğŃczania 

takich siRNA do kompleksu RISC jest ograniczona. 

Badania dotyczŃce efektu umieszczenia modyfikowanych nukleotyd·w w r·Ũnych 

miejscach sekwencji siRNA pokazağy, Ũe umieszczenie modyfikowanych nukleotyd·w jako 
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pierwsze trzy nukleotydy lub ostatnie trzy nukleotydy nici antysensownej wraz z niciŃ 

sensownŃ pozbawionŃ modyfikowanych nukleotyd·w prowadzi do zaniku efektywnoŜci 

siRNA. Natomiast uğoŨenie modyfikowanych nukleotyd·w na nici sensownej wraz z niciŃ 

antysensownŃ zawierajŃcŃ wyğŃcznie niemodyfikowane nukleotydy nie miağo znacznego 

wpğywu na efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego transkryptu przez siRNA [172].  

Leki obecnie dopuszczone do stosowania zawierajŃce nukleotydy z grupŃ 

metoksyetylowŃ skğadajŃ siň cağkiem ze zmodyfikowanych nukleotyd·w (nusinersen [188])  

lub posiadajŃ po 5 nukleotyd·w modyfikowanych na 5ô- i 3ô-koŒcach nici (wolanesorsen [189], 

inotersen [190], mipomersen [191, 192]). SŃ to zwiŃzki jednoniciowe dziağajŃce jako 

nukleotydy antysensowne. Ponadto wiŃzania fosfodiestrowe pomiňdzy nukleotydami sŃ 

zastŃpione wiŃzaniami tiofosforanowymi. 

1.5.4. Oligonukleotydy zawierajŃce wiŃzania tiofosforanowe 

WiŃzania tiofosforanowe sŃ pewnie najbardziej popularnŃ modyfikacjŃ 

oligonukleotyd·w stosowanŃ zar·wno w dwuniciowych siRNA jak i jednoniciowych ASO. 

Modyfikacja polega na zamianie atomu tlenu wiŃzania fosfodiestrowego niezaangaŨowanego 

w poğŃczenie grup cukrowych na atom siarki (Ryc. 1.6). Modyfikacja ta, podobnie jak i inne, 

prowadzi do zwiňkszenia odpornoŜci na degradacjň enzymatycznŃ i wydğuŨa stabilnoŜĺ 

oligonukleotydu w osoczu [169, 193, 194]. Jedynym zastrzeŨeniem moŨe byĺ zdolnoŜĺ  

do wiŃzania siň tak zmodyfikowanych nukleotyd·w do biağek, co stanowi potencjalnŃ 

przyczynň niepoŨŃdanych skutk·w ubocznych [195]. 

Podobnie jak i w przypadku wczeŜniej opisanych modyfikacji nie ma jednoznacznych 

danych na temat wpğywu wiŃzaŒ tiofosforanowych na efektywnoŜĺ RNAi. Pokazano byğo,  

Ũe lokalizacja modyfikacji w obrňbie sekwencji siRNA ma wpğyw na efektywnoŜĺ wyciszenia 

ekspresji docelowego genu [196]. Inne badania wykazağy, Ũe stosowanie wiŃzaŒ 

tiofosforanowych w nici antysensownej lub w obu niciach prowadzi do znacznego obniŨenia 

efektywnoŜci siRNA, natomiast stosowanie modyfikowanych wiŃzaŒ wyğŃcznie w nici 

sensownej ma mniejszy wpğyw na obniŨenie efektywnoŜci siRNA. Ponadto, stosowanie wiŃzaŒ 

tiofosforanowych zwiňkszağo stabilnoŜĺ siRNA niezaleŨnie od nici, kt·ra zawierağa 

modyfikowane wiŃzania w por·wnaniu do siRNA, kt·re zawiera wyğŃcznie wiŃzania 

fosfodiestrowe. Potwierdzono takŨe, Ũe wystňpowanie wiŃzaŒ tiofosforanowych  

nie zaburza procesu RNAi [169]. R·wnoczeŜnie inne badania potwierdziğy obserwacje 

dotyczŃce zwiňkszenia odpornoŜci siRNA zawierajŃcego wiŃzania tiofosforanowe  

na degradacjň enzymatycznŃ. Badania te wykazağy r·wnieŨ brak r·Ũnic w aktywnoŜci siRNA, 
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w sytuacji, kiedy czňŜĺ wiŃzaŒ byğa modyfikowana w por·wnaniu do siRNA 

niemodyfikowanych [197, 198]. JednoczeŜnie, siRNA zawierajŃce wyğŃcznie modyfikowane 

wiŃzania charakteryzowağy siň niŨszŃ efektywnoŜciŃ [197]. Pomimo utraty efektywnoŜci, 

wysoka zawartoŜĺ wiŃzaŒ tiofosforanowych w skğadzie siRNA moŨe mieĺ efekt cytotoksyczny 

dla kom·rek [199]. 

Leki zawierajŃce oligonukleotydy poğŃczone wiŃzaniem tiofosforanowym moŨna 

podzieliĺ na ASO, w kt·rych wszystkie nukleotydy sŃ poğŃczone w ten spos·b (nusinersen 

[188], wolanesorsen [189], inotersen [190], mipoversen [191], fomiwirsen [200]) oraz siRNA 

zawierajŃce po dwa wiŃzania tiofosforanowe wyğŃcznie przy koŒcach 5ô i 3ô obu nici 

(giwosyran [174], lumazyran [175], inklisiran [176], wutrisyran [177]). 

 

Rycina 1.6. Por·wnanie budowy 

wiŃzania fosfodiestrowego  

oraz tiofosforanowego. 

 

 

 

 

1.6. Zastosowanie oligonukleotyd·w w terapiach chor·b genetycznych 

1.6.1. Terapie genowe oparte na oligonukleotydach antysensownych 

Antysensowne oligonukleotydy to jednoniciowe czŃsteczki tworzŃce dupleksy  

z docelowŃ czŃsteczkŃ mRNA zgodnie z zasadŃ komplementarnoŜci nukleotyd·w. Utworzenie 

dupleksu ASO:mRNA prowadzi do sterycznego zablokowania danego miejsca w obrňbie 

mRNA. W wyniku tego, biağka odpowiadajŃce za translacjň nie sŃ w stanie przeprowadziĺ 

syntezy (Ryc. 1.7). JeŨeli ASO jest skierowane do miejsca splicingu pre-mRNA, zablokowany 

jest dostňp spliceosomu do tego miejsca (Ryc. 1.7). Stosowanie modyfikowanych nukleotyd·w 

pozwala na zwiňkszenie stabilnoŜci dupleksu ASO:mRNA, zwiňksza specyficznoŜĺ 

oddziağywania, minimalizujŃc aktywnoŜĺ niespecyficznŃ oraz zapewnia zwiňkszonŃ odpornoŜĺ 

na degradacjň enzymatycznŃ. Innym moŨliwym skutkiem oddziağywania ASO z mRNA jest 

jego degradacja w wyniku aktywnoŜci rybonukleazy H (RNazy H). Enzym ten rozpoznaje 

dupleksy RNA:DNA i przeprowadza ciňcie endonukleotyczne obu nici (Ryc. 1.7), [201, 202]. 

ASO skonstruowane do tego celu zawierajŃ modyfikowane nukleotydy na obu koŒcach nici, 

natomiast Ŝrodek zbudowany jest z deoksyrybonukleotyd·w. 
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Rycina 1.7. Mechanizmy dziağania ASO w terapii genowej. Po lewej ï dziağanie ASO zawierajŃcego 

nukleotydy MOE przy 5ô- i 3ô-koŒcach oraz deoksyrybonukleotydy w Ŝrodku sekwencji. Po zwiŃzaniu 

siň z mRNA RNaza H dokonuje ciňcie. Po prawej ï ASO zbudowane cağkowicie z MOE nukleotyd·w 

wiŃŨe siň do pre-mRNA blokujŃc dostňp biağkom spliceosomu. 

Przykğadem terapii wykorzystujŃcych ASO prowadzŃcych do degradacji mRNA poprzez 

RNazň H jest wolanesorsen [189], inotersen [190] oraz mipomersen [191, 192]. Leki te sŃ 

zbudowane z 20 nukleotyd·w poğŃczonych wiŃzaniami tiofosforanowymi, 5 nukleotyd·w 

znajdujŃcych siň przy 5ô- i 3ô-koŒcach zwierajŃ grupň metoksyetylowŃ (MOE) w pozycji 2ô 

rybozy, Ŝrodkowa czňŜĺ jest zbudowana z deoksyrybonukleotyd·w, reszty cytozyny 

wystňpujŃce czŃsteczce sŃ zamienione na 5-metylocytozynň [203ï205]. Dla wszystkich trzech 

ASO biağka docelowego mRNA sŃ syntetyzowane w wŃtrobie, w zwiŃzku z tym terapia 

ograniczona jest do hepatocyt·w. Leki sŃ podawane w postaci cotygodniowych zastrzyk·w 

podsk·rnych.  

Wolanesorsen jest lekiem uŨywanym w leczeniu rodzinnego zespoğu chylomikronemii 

(ang. familial chylomicronemia syndrome). Jest to choroba genetyczna powodujŃca 

podwyŨszony poziom tr·jgliceryd·w we krwi na skutek mutacji genu kodujŃcego lipazň 

lipoproteinowŃ (LPL). CzŃsteczka ASO, bňdŃca substancjŃ czynnŃ leku, rozpoznaje mRNA 

kodujŃce czňŜĺ biağkowŃ apolipoproteiny C3, kt·ra odpowiada za inaktywacjň lipazy 

lipoproteinowej, ale r·wnieŨ ogranicza wydalanie tr·jgliceryd·w z organizmu [206]. ObniŨenie 

poziomu apolipoproteiny C3 powoduje aktywacjň ŜcieŨek odpowiadajŃcych za wydalanie 

tr·jgliceryd·w na drodze niezaleŨnej od LPL [206, 207].  

Inotersen jest kolejnym lekiem opartym o ASO. Lek ten jest stosowany w leczeniu 

rodzinnej transtyretynowej amyloidozy. Choroba ta jest spowodowana mutacjŃ genu 

transtyretyny ï biağka transporterowego tyroksyny i witaminy A produkowanego gğ·wnie  

w kom·rkach wŃtroby. Mutacja powoduje nieprawidğowe ğŃczenie siň podjednostek biağka  

na skutek czego powstajŃ duŨe amyloidy ï agregaty biağkowe. Powstağe amyloidy gromadzŃ 

siň w kom·rkach organizmu zaburzajŃc ich funkcjonowanie. Uszkodzeniu ulega szczeg·lnie 

ukğad nerwowy ï na skutek agregacji amyloid·w dochodzi do uszkodzenia i degradacji 

neuron·w. Zastosowanie terapii antysensownej wycisza produkcjň zmutowanej formy 
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transtyretyny i ogranicza tworzenie agregat·w biağkowych. Budowa i mechanizm dziağania 

ASO w skğadzie leku sŃ identyczne do poprzednio opisanego ï jest to jednoniciowy kwas 

nukleinowy skğadajŃcy siň z 5 MOE nukleotyd·w na obu koŒcach nici  

i deoksyrybonukleotyd·w poğŃczonych wiŃzaniem tiofosforanowym w Ŝrodku nici [204]. 

Trzeci lek z tej grupy to mipomersen. Lek zostağ dopuszczony do stosowania klinicznego 

w Stanach Zjednoczonych przez Agencjň Lek·w i ŧywnoŜci (FDA, ang. Food and Drug 

Administration) w 2013 roku [192], natomiast Europejska Agencja Lek·w nie wydağa 

pozwolenia na stosowanie leku w krajach Unii Europejskiej [191]. Mipomersen jest stosowany 

do leczenia hipercholesterolemii rodzinnej. Choroba o podğoŨu autosomalno-dominujŃcym jest 

spowodowana mutacjŃ receptora lipoproteiny niskiej gňstoŜci (LDL, ang. low-density 

lipoprotein) wystňpujŃcego na powierzchni hepatocyt·w i odpowiadajŃcego za transport 

czŃsteczki LDL do kom·rki w celu jej utylizacji. Na skutek mutacji na powierzchni 

hepatocyt·w obniŨa siň poziom funkcjonalnych receptor·w LDL, czŃsteczki LDL nie sŃ 

efektywnie wydalane z krwiobiegu. W wyniku obserwuje siň podwyŨszone stňŨenie LDL  

we krwi, co z czasem powoduje rozw·j miaŨdŨycy [208]. Mipomersen jest ASO 

rozpoznajŃcym mRNA apolipoproteiny B100 (ApoB100), kt·ra jest gğ·wnym skğadnikiem 

LDL. Zahamowanie syntezy ApoB100 prowadzi do obniŨenia stňŨenia LDL we krwi i 

ogranicza rozw·j zaburzeŒ spowodowanych jego wysokim stňŨeniem [205].  

Pewnym wyjŃtkiem jest lek fomiwirsen ï pierwszy lek oparty o antysensowne 

oligonukleotydy, kt·ry zaakceptowany do klinicznego stosowania zostağ w roku 1998 przez 

FDA [209]. Lek ten rozpoznaje mRNA wirusa cytomegalii wywoğujŃcego zapalenie siatk·wki 

i byğ stosowany u os·b chorych z niedoborem odpornoŜci. Obecnie lek ten nie jest 

produkowany, gğ·wnie ze wzglňdu na brak zapotrzebowania wynikajŃcy z rozwoju 

skutecznych terapii niedobor·w odpornoŜci. Lek ten jest wyjŃtkiem ze wzglňdu na swojŃ 

budowň. W por·wnaniu do wczeŜniej opisanych zwiŃzk·w nie posiada on w swoim skğadzie 

nukleotyd·w zmodyfikowanych, natomiast skğada siň w peğni z deoksyrybonukleotyd·w 

poğŃczonych wiŃzaniami tiofosforanowymi. SkutecznoŜĺ takiego podejŜcia wynikağa miňdzy 

innymi z tego, Ũe miejsce podania leku byğo bardzo ograniczone (oko) i stosunkowo 

kr·tkotrwağe, w por·wnaniu do terapii chor·b genetycznych. 

Drugim zastosowaniem ASO w terapiach genowych jest blokowanie miejsca splicingu 

pre-mRNA (Ryc. 1.7). Leki oparte na takich ASO to leki na rdzeniowy zanik miňŜni ï 

nusinersen [188], oraz na dystrofiň miňŜniowa Duchenneôa ï eteplirsen [210, 211], golodirsen 

[212], wiltolarsen [213, 214], kazimersen [215]. WiňkszoŜĺ lek·w jest zbudowana  

z nukleotyd·w morfolino, wykazujŃcych bardzo wysokŃ odpornoŜĺ na degradacjň 
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enzymatycznŃ, ale zdolnych wyğŃcznie do sterycznego blokowania miejsca komplementarnego 

sekwencji docelowej, ale nie kierowania ich do degradacji [159].  

Rdzeniowy zanik miňŜni to choroba genetyczna spowodowana mutacjŃ genu SMN1 

kodujŃcego biağko przeŨycia motoneuron·w (SMN, ang. survival motor neuron). W wyniku 

mutacji biağko SMN traci swojŃ funkcjň, co z kolei powoduje obniŨenie liczby neuron·w 

poğŃczonych z miňŜniami, powodujŃc zanik miňŜni. Zastosowanie leku nusinersen powoduje 

zmianň splicingu pre-mRNA kodowanego przez gen SMN2. WiňkszoŜĺ biağka kodowanego 

przez gen SMN2 jest nieaktywna na skutek alternatywnego splicingu. Nusinersen powoduje 

zablokowanie miejsca splicingu prowadzŃcego do syntezy nieaktywnego biağka, zwiňkszajŃc 

tym samym poziom aktywnej izoformy SMN. ASO w skğadzie leku jest w cağoŜci zbudowane 

z nukleotyd·w posiadajŃcych grupň metoksyetylowŃ w pozycji 2ô rybozy, nukleotydy sŃ 

poğŃczone wiŃzaniami tiofosforanowymi [188, 216ï218].  

Pozostağe leki z tej grupy sŃ zbudowane z nukleotyd·w morfolino, zostağy one 

opracowane do terapii dystrofii miňŜniowej Duchenneôa. Choroba polega zaniku ekspresji 

dystrofiny, kodowanej przez gen poğoŨony na X chromosomie. Choroba ta moŨe byĺ 

spowodowana przez r·Ũne mutacje w obrňbie genu ï delecje, duplikacje, mutacje punktowe. 

Zanik dystrofiny prowadzi do stopniowego zaniku miňŜni w cağym organizmie osoby chorej 

[219]. Dziağanie dostňpnych terapii polega na zablokowaniu miejsc splicingu eksonu 

zawierajŃcego mutacje u okreŜlonego pacjenta. Eteplirsen powoduje delecjň eksonu 51  

w procesie splicingu [210, 211], golodirsen i wiltolarsen powodujŃ delecjň eksonu 53  

[212ï214], z kolei kazimersen prowadzi do delecji eksonu 45 [215]. W wyniku zastosowania 

lek·w powstaje kr·tsze biağko dystrofiny, kt·re jest w stanie czňŜciowo peğniĺ swoje funkcje.  

PodsumowujŃc, wszystkie leki om·wione w danym rozdziale wykazağy swojŃ 

skutecznoŜĺ, mimo, Ũe niekt·re z nich nie sŃ juŨ stosowane lub nie byğy zaakceptowane  

przez EuropejskŃ Agencje MedycznŃ. Dane o stosowaniu klinicznym opisanych lek·w 

jednoznacznie wskazujŃ, Ũe takie podejŜcie do terapii chor·b genetycznych jest skuteczne. 

Najwiňkszym ograniczeniem pozostaje skuteczne dostarczenie leku do docelowych tkanek,  

co jest szczeg·lnie istotne w przypadku chor·b dotyczŃcych wielu tkanek i organ·w. 
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1.6.2. Terapie genowe oparte na interferencji RNA  

Terapie oparte na procesie interferencji RNA wykorzystujŃ mechanizm kom·rkowy  

do regulacji ekspresji gen·w. Egzogenne dwuniciowe czŃsteczki RNA (shRNA lub siRNA) 

dziağajŃ podobnie do miRNA kodowanych w genomie. W przypadku shRNA i miRNA sŃ one 

w pierwszej kolejnoŜci poddawane ciňciu przez endonukleazň Dicer, tworzŃc dwuniciowe 

czŃsteczki RNA o dğugoŜci okoğo 20-25 par zasad (Ryc.1.8). Takie czŃsteczki RNA mogŃ byĺ 

r·wnieŨ wprowadzane do kom·rki w postaci siRNA. siRNA jest nastňpnie rozpoznawane przez 

kompleks biağkowy RISC, gdzie pozostaje tylko jedna niĺ, komplementarna do docelowego 

mRNA. Po poğŃczeniu siň z sekwencjŃ docelowŃ nastňpuje ciňcie mRNA, co uniemoŨliwia 

syntezň biağka. Cağy proces jest przedstawiony na Rycinie 1.8. 

Rycina 1.8. Schematyczne przedstawienie procesu interferencji RNA (iRNA). miRNA ï mikroRNA; 

dsRNA (ang. double stranded RNA) ï dwuniciowe RNA; shRNA (ang. small hairpin RNA) ï RNA 

tworzŃce motyw spinki do wğos·w; siRNA (ang. small interfering RNA) ï mağe interferujŃce RNA; 

mRNA ï matrycowe RNA. Dicer - endorybonukleaza, RISC (ang. RNA-induced silencing complex) - 

biağkowy kompleks wyciszajŃcy indukowany przez RNA. Zmodyfikowana rycina, Rogers i wsp. [220]. 
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Dotychczas dopuszczono do stosowania klinicznego szeŜĺ lek·w opartych o siRNA  

lub shRNA. W roku 2004 zostağ zaakceptowany pierwszy taki lek ï pegaptanib [173, 221].  

Lek ten zostağ opracowany do leczenia zwyrodnienia plamki Ũ·ğtej oka zwiŃzanego z wiekiem. 

Choroba polega na uszkodzeniu centralnej czňŜci siatk·wki na skutek nadmiernej angiogenezy. 

Lek nie dziağa jednak na drodze zahamowania syntezy biağka, natomiast jest aptomerem 

wiŃŨŃcym siň specyficznie do dziağajŃcego prozapalnie pozakom·rkowego czynnika wzrostu 

Ŝr·dbğonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor), co powoduje jego 

inaktywacjň i zatrzymanie tworzenia siň nowych naczyŒ krwionoŜnych. Lek jest zbudowany  

z nukleotyd·w zawierajŃcych fluor lub grupň metoksylowŃ oraz niemodyfikowane rybo-  

i deoksyrybonukleotydy. Jednoniciowe RNA tworzy czňŜciowo komplementarny motyw spinki 

do wğos·w. Ponadto, do czŃsteczki doğŃczony jest polimer polietylenglikolowy (PEG) 

zwiňkszajŃcy okres p·ğtrwania leku w ciele szklistym oka [222].  

Kolejne dwa leki to patisyran i wutrisyran, oba sŃ stosowane w leczeniu rodzinnej 

transtyretynowej amyloidozy. Patisyran zostağ dopuszczony do stosowania w roku 2018, 

natomiast wutrisyran w 2022. ZwiŃzki te r·ŨniŃ siň swojŃ budowŃ, mimo tego, Ũe rozpoznajŃ 

to same mRNA kodujŃce transtyretynň. Patisyran zbudowany jest z rybonukleotyd·w, 

nukleotyd·w zawierajŃcych grupň metoksylowŃ w pozycji 2ô rybozy oraz dw·ch 

niekomplementarnych deoksyrybonukleotyd·w na 3ô-koŒcu kaŨdej nici. Wutrisyran, z kolei, 

skğada siň z nukleotyd·w zawierajŃcych fluor lub grupň metoksylowŃ doğŃczonŃ do atomu 

wňgla w pozycji 2ô rybozy, wiŃzania fosfodiestrowe sŃ czňŜciowo zamienione na wiŃzania 

tiofosforanowe. ZasadniczŃ r·ŨnicŃ jest czňstotliwoŜĺ podawania tych lek·w: patisyran zaleca 

siň podawaĺ co 3 tygodnie [185], natomiast wutrisyran raz na trzy miesiŃce [177]. R·Ũnica 

wğaŜciwoŜci farmakokinetycznych wynika z budowy oligonukleotyd·w. 

Podobne podejŜcie, jak i w przypadku wutrisyranu, zastosowano dla lek·w giwosyran, 

lumazyran oraz inklisiran. Giwosyran stosowany jest do leczenia ostrej porfirii wŃtrobowej 

[174, 223]. Lek ten obniŨa poziom produkcji syntazy kwasu delta-aminolewulinowego  

w hepatocytach, enzymu odpowiadajŃcego za jeden z pierwszych etap·w syntezy porfiryny, 

bňdŃcej skğadowŃ hemoglobiny. ObniŨenie poziomu syntazy prowadzi do obniŨenia poziomu 

kwasu delta-aminolewulinowego, kt·ry w przypadku porfirii nie moŨe byĺ przeksztağcony  

do pofrobilinogenu na skutek mutacji genu kodujŃcego dehydratazň kwasu 

delta-aminolewulinowego. Zwiňkszone stňŨenie kwasu delta-aminolewulinowego  

i porfobilinogenu u os·b chorych prowadzi do powstania powaŨnych zaburzeŒ [224]. Z kolei 

lumazyran jest stosowany do leczenia pierwotnej hiperoksalurii typu 1, choroby genetycznej 

powodujŃcej zaburzenia funkcjonowania nerek i dr·g moczowych na skutek nadmiernej iloŜci 
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szczawian·w [175]. Lumazyran wiŃŨe siň z mRNA oksydazy glikolanowej powodujŃc 

obniŨenie jej poziomu w hepatocytach, co powoduje obniŨonŃ produkcjň kwasu glioksalowego. 

W peroksysomach zwiŃzek ten jest przeksztağcany w glicynň przez aminotransferazň 

alaninowŃ-glioksalowŃ. Alternatywnie, kwas glioksalowy moŨe byĺ rozğoŨony do szczawianu 

i kwasu glikolowego w cytozolu. W przypadku pierwotnej hiperoksalurii typu 1 jeden z alleli 

genu kodujŃcego aminotransferazň alaninowŃ-glioksalowŃ jest zmutowany, co obniŨa poziom 

aktywnego enzymu w peroksysomach, a kwas glioksalowy jest transportowany do cytozolu 

gdzie produkowany z niego jest szczawian. ObniŨenie poziomu kwasu glioksalowego poprzez 

zastosowanie lumazyranu wiŃŨe siň zatem z zahamowaniem syntezy szczawianu [225, 226]. 

Ostatni lek z tej grupy inklisiran, jest stosowany w leczeniu hipercholesteremii rodzinnej  

oraz dyslipidemii (nieprawidğowe stňŨenie lipoprotein we krwi) o r·Ũnej etiologii [176]. 

Inkrisiran odpowiada za obniŨenie poziomu proproteinowej konwertazy subtylizyny/keksyny 

typu 9 (PCSK9, ang. proprotein convertase subtilisin/kexin type 9). Enzym ten, wiŃŨŃc siň  

do receptor·w LDL w bğonie kom·rkowej hepatocyt·w powoduje ich degradacjň.  

Zatem obniŨenie poziomu PCSK9 wiŃŨe siň ze wzrostem iloŜci receptor·w LDL i nasila 

wychwytywanie LDL z krwiobiegu [227, 228]. 

Opisane wyŨej leki ï wutrisyran, giwosyran, lumazyran oraz inklisiran sŃ zbudowane  

w peğni z nukleotyd·w z modyfikowanŃ rybozŃ. Leki te wykazujŃ wysokŃ specyficznoŜĺ 

i efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego transkryptu, ponadto ich wğaŜciwoŜci 

farmakokinetyczne pozwalajŃ na stosunkowo rzadkie podawanie (raz na miesiŃc lub rzadziej).  

Wnioskowaĺ o r·Ũnicy okresu p·ğtrwania lek·w opartych na ASO oraz siRNA moŨna  

na przykğadzie lek·w, stosowanych do leczenia chor·b wŃtroby. Takie leki oparte na ASO  

to mipomersen, inotersen oraz wolanesorsen. Leki te sŃ podawane raz na tydzieŒ w stňŨeniu 

200-300 mg. Z kolei do lek·w opartych nao siRNA naleŨŃ: patisyran, giwosyran, lumazyran, 

wutrisyran i inklisiran. Leki te muszŃ byĺ podawane znacznie rzadziej w por·wnaniu do lek·w 

opartych na ASO. Patisyran podawany jest co 3 tygodnie w stňŨeniu 0,3 mg/kg, giwosyran  

co miesiŃc (2,5 mg/kg), lumazyran co 1 lub 3 miesiŃce w zaleŨnoŜci od masy ciağa i podawanej 

dawki (3 lub 6 mg/kg), wutrisyran co 3 miesiŃce (25 mg), inklisiran co 6 miesiňcy (284 mg/kg). 

Te dane wskazujŃ na wyraŦnie wyŨszŃ stabilnoŜĺ siRNA w por·wnaniu do ASO, co pozwala 

na wiňksze odstňpy pomiňdzy kolejnymi dawkami. ĞŃcznie to ilustruje, Ũe terapia oparta na 

RNAi moŨe byĺ opracowana do leczenia r·Ũnorodnych chor·b genetycznych. JednoczeŜnie 

warto zaznaczyĺ, Ũe opisane powyŨej leki sŃ skierowane do jednego typu kom·rek  

(np. hepatocyty, miňŜnie lub neurony), a projektowanie terapii skierowanych do innych tkanek 

moŨe okazaĺ siň wyzwaniem. 
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1.6.3. Sposoby dostarczania oligonukleotyd·w do kom·rek pacjenta 

Antysensowne nukleotydy, podobnie do lek·w drobnoczŃsteczkowych, mogŃ wnikaĺ  

do kom·rki na drodze endocytozy. Pierwsze doniesienia ŜwiadczŃce o tym pojawiğy siň juŨ  

w 1991 roku, kiedy pokazano, Ũe modyfikowane jednoniciowe oligonukleotydy wiŃŨŃ siň 

samodzielnie z bğonŃ fosfolipidowŃ [229]. Prawie 20 lat p·Ŧniej pokazano efektywne 

dostarczanie ASO do kom·rki eukariotycznej bez odczynnika transfekcyjnego, noŜnika 

lipidowego lub innych koniugat·w [230]. Wtedy przez Autor·w badania zaproponowana byğa 

nazwa tego procesu ï gymnosis (starogr. nagi, lekko ubrany). Wykorzystane oligonukleotydy 

skğadağy siň z cyklicznych lub inaczej zwanych zamkniňtych nukleotyd·w (LNA, ang. locked 

nucleic acid), posiadajŃcych mostek metylenowy miňdzy atomem tlenu w pozycji 2ô i wňglem 

4ô rybozy, oraz z deoksyrybonukleotyd·w poğŃczonych czňŜciowo wiŃzaniami 

tiofosforanowymi. Zaznaczyĺ warto, Ũe wymagane stňŨenie koŒcowe ASO wynosiğo okoğo 10 

ÕM, co oczekiwanie jest wyŨszym stňŨeniem, niŨ stňŨenie wymagane przy ich wprowadzaniu 

oligonukleotyd·w z uŨyciem odczynnik·w transfekcyjnych. Wystňpowanie tego procesu 

potwierdzono r·wnieŨ in vivo u myszy, gdzie badany byğ efekt ASO w hepatocytach [230]. 

Warto zaznaczyĺ, Ũe niekt·re modyfikacje znacznie zwiňkszajŃ efektywnoŜĺ transportu ASO 

do kom·rki. Do takich modyfikacji naleŨŃ wiŃzania tiofosforanowe i LNA [230ï233]. 

Podobnie opisano zwiňkszonŃ efektywnoŜĺ wnikania do kom·rek oligonukleotyd·w morfolino 

[234]. Stosowanie innych modyfikacji r·wnieŨ zwiňksza efektywnoŜĺ wnikniňcia 

oligonukleotyd·w do kom·rki, poniewaŨ pozwala stosowaĺ kr·tsze sekwencje, co poŜrednio 

przyczynia siň do zwiňkszenia wydajnoŜci pochğaniania ASO przez kom·rkň.  

Leki bňdŃce ASO, kt·rych dostarczanie do kom·rek polega na niezaleŨnym  

od wspomagajŃcych czynnik·w wnikniňciu do kom·rki to: fomiwirsen [200], mipomersen 

[191, 235], inotersen [190, 204], wolanesorsen [189, 206], eteplirsen [210], golodirsen [212], 

wiltolarsen [213], kazimersen [215], nusinersen [188, 216]. Organy docelowe dla tych 

zwiŃzk·w to oczy, wŃtroba, miňŜnie lub kom·rki neuron·w. W zaleŨnoŜci od rozmiar·w 

organu lub tkanki docelowej, moŨliwoŜci miejscowego podania leku, wydajnoŜci dostarczania 

leku do kom·rki oraz wğaŜciwoŜci farmakokinetycznych leku wybierana jest odpowiednia 

dawka i czňstotliwoŜĺ podania.  

Leki, kt·re sŃ dwuniciowymi czŃsteczkami siRNA nie mogŃ wnikaĺ do kom·rek bez 

odpowiedniego noŜnika, ze wzglňdu na swojŃ wielkoŜĺ. Idealny noŜnik dla lek·w genetycznych 

powinien posiadaĺ kilka cech. Po pierwsze, nie powinien powodowaĺ odpowiedzi 

immunologicznej. Po drugie, powinien umoŨliwiaĺ dostarczenie leku do odpowiedniej tkanki 
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lub grupy kom·rek, w zaleŨnoŜci od potrzeb moŨe to byĺ jeden okreŜlony typ kom·rek,  

lub znacznie wiňksza grupa tkanek. Po trzecie, powinien umoŨliwiaĺ szybkie i efektywne 

wnikniňcie leku do kom·rki. Po czwarte, powinien zapewniĺ odpowiedniŃ lokalizacjň 

subkom·rkowŃ leku, np. jŃdrowŃ w przypadku lek·w modulujŃcych splicing lub cytozolowŃ. 

W koŒcu, noŜnik powinien chroniĺ lek przed degradacjŃ przed dostarczeniem do docelowej 

kom·rki oraz po wnikniňciu do niej. NoŜnik powinien r·wnieŨ zapewniaĺ powtarzalny efekt  

u r·Ũnych grup pacjent·w. PoŨŃdanŃ byğaby moŨliwoŜĺ nieinwazyjnego podania leku  

w przypadku zastosowaniu noŜnika. OczywiŜcie, niemoŨliwe jest speğnienie wszystkich 

opisanych wymagaŒ przez jeden noŜnik, w zwiŃzku z czym sŃ one dobierane odpowiednio  

do leku oraz choroby. Brak moŨliwoŜci speğnienia tych warunk·w jest r·wnieŨ pewnym 

ograniczeniem przed dopuszczeniem lek·w do stosowania klinicznego.  

PoniŨej bňdŃ opisane dwa typy noŜnik·w, kt·re sŃ obecnie stosowane w terapiach 

genowych z zastosowaniem siRNA. Pierwszy rodzaj to nanoczŃstki lipidowe (LNP, ang. lipid 

nanoparticles), kt·re sŃ uŨywane do dostarczenia leku patisyran do cytoplazmy hepatocyt·w. 

W odr·Ũnieniu do noŜnik·w lipidowych stosowanych dla zwiŃzk·w drobnoczŃsteczkowych, 

lipidowe noŜniki dla siRNA r·ŨniŃ siň tym, Ũe muszŃ zapewniĺ dostarczenie siRNA wewnŃtrz 

kom·rki oraz zapewniĺ transport wiňkszych czŃsteczek. W przypadku mniejszych zwiŃzk·w 

mogŃ one byĺ uwolnione przez noŜniki pozakom·rkowo w docelowej tkance, a nanoczŃstki 

lipidowe mogŃ posiadaĺ ujemny ğadunek. W przypadku noŜnik·w dla siRNA takie podejŜcie 

nie bňdzie skuteczne, poniewaŨ kwasy nukleinowe posiadajŃ ğadunek ujemny, co uniemoŨliwia 

ich efektywne zapakowanie do noŜnika posiadajŃcego ujemny ğadunek. Z kolei zastosowanie 

LNP dodatnio nağadowanych prowadziğoby do aktywacji odpowiedzi immunologicznej.  

Aby rozwiŃzaĺ ten problem opracowane byğy noŜniki lipidowe o stağej dysocjacji kwasu (pKa) 

okoğo 6,5, kt·re sŃ pozytywnie nağadowane w kwaŜnym pH oraz posiadajŃ ujemny lub obojňtny 

ğadunek w pH fizjologicznym [236]. WielkoŜĺ LNP jest regulowana poprzez zastosowanie 

lipid·w z doğŃczona grupŃ PEG, pozwala to uzyskaĺ czŃstki o wielkoŜci 20-100 nm, kt·re sŃ  

w stanie przejŜĺ przez naczynia wğosowate do przestrzeni okoğozatokowej [237]. DoğŃczenie 

PEG do lipidu o kr·tkim ğaŒcuchu wňglowodorowym (C14) powoduje jego dysocjacje  

z powierzchni LNP w obecnoŜci lipoprotein krwi [238] i umoŨliwia wiŃzanie LNP  

przez apolipoproteinň E (ApoE) znajdujŃcŃ siň z krwi, (Ryc. 1.9). Po zwiŃzaniu LNP  

przez ApoE i transporcie do przestrzeni okoğozatokowej dochodzi do oddziağywania ApoE 

z receptorami na powierzchni hepatocytu, po czym nastňpuje wnikniňcie do kom·rki na drodze 

endocytozy (Ryc. 1.9). Po wğŃczeniu LNP do endosomu ğadunek LNP zmienia siň na dodatni 
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w kwaŜnym pH, to powoduje destabilizacjň warstwy lipidowej bğony endosomu i LNP  

oraz uwolnienie siRNA do cytoplazmy, gdzie jest ona wğŃczana do kompleksu RISC (Ryc. 1.9).  

Drugi rodzaj noŜnika r·wnieŨ umoŨliwia dostarczenie kwasu nukleinowego  

do hepatocyt·w. NoŜnikiem tym jest koniugat zawierajŃcy N-acetylogalactozaminň (GalNAc) 

na koŒcach rozgağňzionego tr·jramiennego adaptera [239, 240]. NoŜnik GalNAc oddziağuje  

z receptorem asjaloglikoproteinowym (ASGPR, ang. asialoglycoprotein receptor) 

wystňpujŃcym na powierzchni hepatocyt·w w duŨej iloŜci (Ryc. 1.10). Receptor ten tworzy 

polimer skğadajŃcy siň z trzech receptor·w (trimer) i po zwiŃzaniu GalNAc powoduje transport 

siRNA na drodze endocytozy (Ryc. 1.10). Pierwszy lek z noŜnikiem GalNAc, kt·ry uzyskağ 

pozwolenie na stosowanie kliniczne to giwosyran dopuszczony do obrotu w 2019 roku  

w Stanach Zjednoczonych [241], a w roku 2020 na terenie Unii Europejskiej [174]. Inne leki 

zawierajŃce ten noŜnik to lumazyran [175, 226], inklisiran [176, 227] i wutrisyran [177]. 

Rycina 1.9. Mechanizm dostarczania leku patisyran za poŜrednictwem noŜnika lipidowego  

do cytoplazmy hepatocytu; 1 ï po wstrzykniňciu leku LNP jest wiŃzana przez apolipoproteinň E (ApoE) 

znajdujŃcŃ siň w krwi; 2 ï kompleks LNP:ApoE jest transportowany z naczyŒ krwionoŜnych  

do przestrzeni okoğozatokowej, gdzie ApoE jest rozpoznawane przez receptor na powierzchni 

hepatocytu; 3 ï dochodzi do wnikniňcia LNP na drodze endocytozy, gdzie LNP nabiera dodatni ğadunek 

na skutek niskiego pH wewnŃtrz endosomu; 4 ï oddziağywanie dodatnio nağadowanych lipid·w LNP  

i ujemnie nağadowanych lipid·w bğony endosomu powodujŃ destabilizacjň bğony endosomu,  

co prowadzi do uwolnienia zawartoŜci LNP do cytoplazmy; 5 ï uwolnione siRNA jest wğŃczane  

do kompleksu RISC. ťr·dğowa rycina z pracy Akinc i wsp zostağa czňŜciowo zmieniona  

w celu przetğumaczenia na jňzyk polski [242]. 
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Rycina 1.10. Mechanizm dziağania noŜnika GalNAc. Trzyramienny koniugat posiada na koŒcach 

GalNAc, kt·ry jest rozpoznawany przez ASGPR wystňpujŃcy na powierzchni hepatocyt·w. Transport 

siRNA nastňpuje na drodze endocytozy. Nastňpnie po uwolnieniu z endosomu siRNA jest wğŃczane  

do kompleksu RISC. Rycina pochodzi z Shen i Corey [243]. 

PodsumowujŃc, obecnie do dostarczenia terapeutycznych oligonukleotyd·w sŃ 

wykorzystywane dwa podejŜcia ï nanoczŃstki lipidowe oraz koniugat z GalNAc, kt·re 

umoŨliwiajŃ specyficzne dostarczenie siRNA do hepatocyt·w. W przypadku innych tkanek 

docelowych sŃ wykorzystywane jednoniciowe ASO, kt·re samodzielnie sŃ pochğaniane przez 

kom·rki bez udziağu noŜnik·w. 

1.6.4. Skutki uboczne terapii z zastosowaniem oligonukleotyd·w 

Stosowanie lek·w opartych o oligonukleotydy, jak i kaŨdych innych lek·w, moŨe 

prowadziĺ do powstania skutk·w ubocznych. Dziağanie niepoŨŃdane leku moŨe byĺ 

spowodowane przez r·Ũne czynniki. Przede wszystkim przez reakcjň ukğadu odpornoŜciowego 

na obecnoŜĺ modyfikowanych nukleotyd·w lub na skğadniki noŜnika leku. Czňsto 

obserwowane sŃ reakcje spowodowane sposobem podania leku. Opr·sz tego dziağanie 

niepoŨŃdane moŨe byĺ spowodowane niespecyficznŃ aktywnoŜciŃ oligonukleotydu. 

WiňkszoŜĺ lek·w obecnie stosowanych moŨe powodowaĺ roŨnorodne objawy zwiŃzane  

z reakcjŃ ukğadu odpornoŜciowego, takie jak objawy zwiŃzane z reakcjŃ na zastrzyk (b·l, 

zaczerwienienie, uczucie pieczenia miejsca nakğucia), niestrawnoŜĺ, nudnoŜci, wymioty, b·le 

lub zawroty gğowy, gorŃczka. DoŜĺ czňsto moŨe dojŜĺ do rozwoju zapalenia g·rnych dr·g 

oddechowych lub oskrzeli [244, 245]. Zwykle objawy te sŃ kr·tkotrwağe i ustňpujŃ po podaniu 
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kilku dawek leku oraz nie wymagajŃ odstawienia terapii. MoŨliwa jest r·wnieŨ premedykacja 

w celu ğagodzenia tych objaw·w.  

W przypadku lek·w kt·re miağy byĺ podawane do ciağa szklistego oka (fomiwirsen  

i pegaptanib) dziağania niepoŨŃdane byğy spowodowane najczňŜciej wykonaniem samego 

zastrzyku, po kt·rym mogğy wystŃpiĺ zapalenia i b·l oka oraz wzrost ciŜnienia 

wewnŃtrzkom·rkowego. W przypadku pegaptanibu obserwowano wycieki krwi poza okiem 

oraz przypadki zakrzepowo-zatorowe tňtnic, kt·re mogğy byĺ zwiŃzane z obniŨonym 

poziomem VEGF, chociaŨ zaleŨnoŜĺ ta nie byğa udowodniona [173]. NiezaleŨnie  

od wystňpowania objaw·w niepoŨŃdanych leki te zostağy wycofane z rynku z powod·w 

komercyjnych. 

Niekt·re leki mogŃ wymagaĺ dodatkowego monitorowania w trakcie leczenia  

oraz podejmowania dodatkowych dziağaŒ w zaleŨnoŜci od stanu pacjenta. Na przykğad podczas 

leczenia za pomocŃ patisyranu lub wutrisyranu konieczne jest monitorowanie poziomu 

witaminy A i jej suplementacja w razie potrzeby [177, 185]. Ponadto, wutrisyran w niekt·rych 

przypadkach powodowağ wzrost stňŨenia alkalicznej fosfatazy we krwi [177]. Dla giwosyranu 

zgğoszony byğ przypadek reakcji anafilaktycznej u jednego pacjenta w trakcie badaŒ 

klinicznych [174, 223]. 

Dla lek·w z ASO, inotersenu i wolanesorsenu, czňsto obserwowano obniŨony poziom 

pğytek krwi ï okoğo 53% pacjent·w biorŃcych udziağ w badaniach klinicznych inotersenu i 40% 

pacjent·w w badaniu klinicznym wolanesorsenu. CzňŜĺ os·b z tego powodu zrezygnowağa  

z udziağu w badaniach klinicznych, a u jednego z pacjent·w obniŨenie pğytek krwi 

spowodowağo krwotok i Ŝmierĺ [189, 190, 204, 207]. Kolejnym lekiem z grupy ASO jest 

nusinersen, kt·ry jest podawany przez wstrzykniňcie dooponowe. Dziağania niepoŨŃdane sŃ 

zwiŃzane gğ·wnie z wykonaniem zastrzyku, z kolei obecnie trwajŃ badania nad ocenŃ 

dğugotrwağego dziağania tego leku [188, 218].  

Om·wione powyŨej leki zastağy dopuszczone do stosowania zar·wno w Stanach 

Zjednoczonych przez FDA, jak i w Unii Europejskiej przez EuropejskŃ Agencjň Lek·w.  

Trzy inne leki uzyskağy pozwolenie na stosowanie przez FDA, ale nie sŃ jeszcze dopuszczone 

do stosowania w Unii Europejskiej. Leki te nie zostağy jeszcze zgğoszone do oceny  

lub zgğoszenia sŃ rozpatrywane. To sŃ leki golodirsen, wiltolarsen oraz kazimersen. Z kolei dwa 

leki kt·re sŃ obecnie stosowane w Stanach Zjednoczonych, ale nie uzyskağy pozwolenia  

na stosowanie w Unii Europejskiej, to mipomersen i eteplirsen.  

Golodirsen, wiltolarsen oraz kazimersen w trakcie badaŒ klinicznych nie wywoğywağy 

powaŨnych skutk·w ubocznych. W przypadku golodirsenu Ũaden z 12 pacjent·w nie przerwağ 
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leczenia w trakcie badaŒ klinicznych [246]. Podobnie dla wil tolarsenu nie odnotowano 

powaŨnych niepoŨŃdanych reakcji na terapie, kt·re spowodowağyby koniecznoŜĺ przerywania 

leczenia [247]. W badaniach klinicznych kazimersenu rozpoczňğo udziağ 12 os·b, jedna osoba 

wycofağa siň z badaŒ z powod·w niezwiŃzanych z dziağaniem leku. Z kolei wystŃpiğy  

3 powaŨne zdarzenia, kt·re nie byğy zwiŃzane z dziağaniem leku. Dwa z nich dotyczyğy 

zğamania koŜci i jedno wynikağo ze stosowania pompy doŨylnej do podawania leku [248]. 

Mipomersen nie uzyskağ pozwolenia na stosowanie w Unii Europejskiej ze wzglňdu  

na wŃtpliwoŜci Komitetu Europejskiej Agencji Lek·w ds. Produkt·w Leczniczych 

Stosowanych u Ludzi na temat bezpieczeŒstwa stosowania leku oraz przewagi korzyŜci jego 

stosowania nad potencjalnym ryzyko [191]. Wnioski Komitetu opierağy siň na wynikach badaŒ 

klinicznych przedstawionych przez producenta. ObawiajŃca byğa dla Komitetu liczba 

pacjent·w, kt·ra przerwağa stosowanie leku w trakcie badaŒ klinicznych III fazy ze wzglňdu  

na wystňpowanie niepoŨŃdanych objaw·w. W jednym z badaŒ nie ukoŒczyğo terapii 6 os·b  

z 34, kt·re rozpoczňğy przyjmowanie leku, w tym 4 osoby musiağy przerwaĺ terapie ze wzglňdu 

na skutki uboczne leku [249]. U dw·ch os·b wystŃpiğy powaŨne powikğania miejscowe 

zwiŃzane z zastrzykiem, u jednej osoby pojawiğa siň wysypka. Opr·cz tego u jednej osoby 

odnotowano wzrost stňŨenia aminotransferazy alaninowej (ALT), co wskazywağo  

na rozw·j stanu zapalnego wŃtroby [249]. W drugim badaniu mipomersen rozpoczňğo 

przyjmowaĺ 39 os·b, z nich 8 os·b przerwağo leczenie z powodu niepoŨŃdanego dziağania leku 

[250]. WŜr·d tych os·b jedna osoba doŜwiadczyğa powaŨnej reakcji miejscowej na zastrzyk, 

jedna miağa objawy podobne do grypy. U szeŜciu pozostağych os·b stwierdzono podwyŨszony 

poziom ALT i aminotransferazy asparaginianowej (AST), wskazujŃcy na stan zapalny wŃtroby. 

WŜr·d tych os·b u jednej stwierdzono stğuszczenie wŃtroby. U trzech os·b stwierdzono 

zaburzenia ukğadu serowo-naczyniowego: dğawicň Prinzmetala lub bolesnŃ dusznicň [250]. 

Opr·cz tego, kaŨda osoba, kt·ra przyjmowağa mipomersen doŜwiadczyğa co najmniej jednego 

dziağania niepoŨŃdanego leku [250].  

Dla eteplirsenu odmowň wydano w zwiŃzku z niewystarczajŃcŃ iloŜciŃ danych badaŒ 

klinicznych, przedstawionych w zgğoszeniu. Zgğoszenie opierağo siň na dw·ch badaniach  

z udziağem 12 pacjent·w przyjmujŃcych lek. W trakcie badaŒ Ũaden z pacjent·w nie przerwağ 

leczenia w ciŃgu trzech lat. Badania z udziağem grupy placebo byğy prowadzone tylko  

przez pierwsze 24 tygodnie, w trakcie kt·rych nie zaobserwowano r·Ũnic fizjologicznych 

pomiňdzy grupami badanych os·b (test marszu). JednoczeŜnie pokazana byğa r·Ũnica  

w budowie miňŜni przedstawicieli obu grup [251]. Pomimo przesğanej wskazujŃcych na 

efektywnoŜĺ leku Komisja odm·wiğa we wprowadzeniu tego leku do obrotu w Unii 
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Europejskiej z powodu mağej iloŜci danych [210]. Od tego czasu przeprowadzone zostağy 

dodatkowe badania kliniczne, w kt·re zaangaŨowano wiňcej os·b. Dante te mogğyby wpğynŃĺ 

na zmianň decyzji Komitetu w przypadku ponownego rozpatrzenia zgğoszenia.  

PodsumowujŃc, leki oparte na kr·tkich oligonukleotydach, jak i inne leki, mogŃ mieĺ 

dziağania niepoŨŃdane. NajczňŜciej jednak nie sŃ one powaŨne i zagraŨajŃce Ũyciu, nie 

wymagajŃ interwencji medycznej. Z innej strony, warto zaznaczyĺ, Ũe niekt·re leki mogğy 

powodowaĺ powaŨne zagroŨenie dla zdrowia. W kaŨdym przypadku prawdopodobieŒstwo 

wystŃpienia skutk·w ubocznych powinno byĺ brane pod uwagň przed rozpoczňciem terapii 

oraz powinno byĺ rozpatrywane na tle korzyŜci, kt·re moŨna osiŃgnŃĺ stosujŃc okreŜlone leki. 

Innym aspektem dotyczŃcym bezpieczeŒstwa stosowania takich lek·w jest to, Ũe sŃ one 

uŨywane miňdzy innymi do leczenia rzadkich chor·b genetycznych. To sprawia, Ũe badania 

kliniczne z udziağem chorych sŃ prowadzone w mağych grupach oraz sŃ zaprojektowane inaczej 

(czňsto nie wystňpuje w nich grupa kontrolna, a dane sŃ por·wnywane do wczeŜniejszych 

obserwacji pacjent·w). ĞŃcznie to sprawia, Ũe ocena bezpieczeŒstwa i skutecznoŜci lek·w 

moŨe byĺ utrudniona, a zgromadzenie wystarczajŃcej iloŜci informacji na temat lek·w wymaga 

znacznie wiňcej czasu, niŨ w przypadku lek·w dla bardziej rozpowszechnionych chor·b. 
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2. ZağoŨenia i cel pracy 

Celem niniejszej pracy byğo zaprojektowanie i opracowanie strategii terapii genowej 

progerii Hutchinsona-Gilforda. Wybrano tň chorobň, poniewaŨ powoduje ona bardzo powaŨne 

zmiany fizjologiczne i anatomiczne organizmu, a obecnie nie istnieje dla niej skutecznego 

leczenia. JednoczeŜnie jest to choroba spowodowana mutacjŃ jednego genu, co pozwala  

na zaprojektowanie dla niej terapii genowej. Dodatkowo, wiňkszoŜĺ pacjent·w chorych  

na progeriň posiada identycznŃ mutacjň genu LMNA, co sprawia, Ũe jedna terapia genowa moŨe 

byĺ zastosowana u wiňkszoŜci chorych. Do osiŃgniňcia celu badawczego konieczne byğo 

zaprojektowanie strategii i leku genetycznego oraz zbadanie jego dziağania w ukğadzie 

badawczym. 

Progeria Hutchinsona-Gilforda jest chorobŃ autosomalnŃ dominujŃcŃ, jest 

ona spowodowana produkcjŃ i akumulacjŃ progeryny w kom·rce. Z tego wzglňdu 

do osiŃgniňcia efektu terapeutycznego za pomocŃ leku genetycznego moŨliwe jest poprzez 

zahamowanie syntezy progeryny. Najbardziej logicznym rozwiŃzaniem wydaje siň byĺ 

naprawa mutacji, ale wiŃŨe siň ono z koniecznoŜciŃ edycji genomu znacznej liczby kom·rek 

somatycznych. Zastosowanie tego podejŜcia u czğowieka moŨe budziĺ kontrowersje etyczne, 

a obecna wiedza naukowa nie pozwala na bezpieczne uŨycie dostňpnych narzňdzi do edycji 

genomu czğowieka in vivo. Alternatywnym rozwiŃzaniem jest zastosowanie lek·w 

genetycznych, kt·rych celem jest zahamowanie syntezy biağek poprzez oddziağywanie z mRNA 

kodujŃcym docelowe biağko. W tym celu sŃ stosowane miRNA i shRNA, kt·re mogŃ byĺ 

nadprodukowane w kom·rce po wprowadzeniu odpowiedniego wektora ekspresyjnego, 

lub siRNA i ASO, kt·re sŃ wprowadzane do kom·rki w formie kr·tkich oligonukleotyd·w 

dwu- lub jednoniciowych.  

Do osiŃgniňcia celu niniejszej pracy jako lek genetyczny wybrano siRNA, poniewaŨ 

dostarczanie kr·tkich oligonukleotyd·w do kom·rki nie wymaga uŨycia wektor·w 

wirusowych, a czŃsteczki siRNA mogŃ byĺ bezpoŜrednio wğŃczone do kompleksu RISC,  

w odr·Ũnieniu od miRNA i shRNA, kt·re najpierw sŃ poddawane ciňciu  

przez endorybonukleazy. JednoczeŜnie, zastosowanie siRNA, w odr·Ũnieniu od ASO, wymaga 

noŜnika umoŨliwiajŃcego wnikniňcie czŃsteczki do wnňtrza kom·rki, co jest pewnŃ zaletŃ  

w por·wnaniu do terapii bez noŜnika, poniewaŨ pozwala na ukierunkowanie leku do 

okreŜlonego typu kom·rek, bňdŃcych gğ·wnym celem terapii oraz pozwala na obniŨenie 

wydajnoŜci wnikniňcia leku do innych tkanek. MoŨe to pozwoliĺ uniknŃĺ potencjalnej 

hepatotoksycznoŜci i nefrotoksycznoŜci leku. Z drugiej strony koniecznoŜĺ zastosowania 
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noŜnika wiŃŨe siň z dodatkowym ryzykiem odpowiedzi immunologicznej i wymaga 

dodatkowych badaŒ pod wzglňdem bezpieczeŒstwa. Opracowanie skutecznej sekwencji siRNA 

pozwoli na jej zastosowanie w poğŃczeniu z noŜnikiem lub w postaci ASO, w przypadku 

koniecznoŜci zrezygnowania z noŜnika. 

Pewne utrudnienie przy opracowaniu terapii wynika z podğoŨa molekularnego choroby - 

mutacja tworzŃca miejsce alternatywnego splicingu genu LMNA sprawia, Ũe sekwencja 

kodujŃca zmutowane biağko jest identyczna do sekwencji kodujŃcej niezmutowanŃ laminň A 

za wyjŃtkiem miejsca delecji czňŜci eksonu zawierajŃcego mutacjň. W zwiŃzku z tym, 

najwiňkszym wyzwaniem przy projektowaniu terapii genowej wydaje siň fakt prawie peğnej 

identycznoŜci sekwencji kodujŃcej niezmutowanŃ laminň A i progerynň, z wyjŃtkiem samego 

miejsca mutacji. 

Przy projektowaniu i selekcji siRNA jako gğ·wny cel przyjňto uzyskanie sekwencji 

specyficznie wyciszajŃcych syntezň progeryny, ale nie laminy A. WczeŜniejsze badania 

pokazywağy, Ũe obecnoŜĺ laminy A nie jest konieczna do prawidğowego rozwoju  

i funkcjonowania myszy [167]. W oparciu o te dane opracowane zostağy terapie genowe 

wykorzystujŃce kr·tkie oligonukleotydy, kt·re prowadziğy do obniŨenia poziomu zar·wno 

progeryny jak i laminy A [20, 168]. JednoczeŜnie coraz wiňcej informacji Ŝwiadczy o tym,  

Ũe zachowanie produkcji laminy A jest korzystne przy terapii progerii. Po pierwsze, pokazano, 

Ũe zachowanie odpowiedniego poziomu laminy A ma istotny wpğyw na rozw·j progerii,  

jak i zachowanie odpowiedniej proporcji poziomu laminy A wzglňdem progeryny [252].  

Po drugie, juŨ w trakcie trwania badaŒ w ramach niniejszej pracy, pokazano, Ũe terapia opisana 

w modelu mysim, kt·ra polegağa na zahamowaniu syntezy laminy A i progeryny,  

ale zachowaniu syntezy laminy C, poprzez uszkodzenie odpowiedniej sekwencji genu LMNA 

[165, 166], byğa mniej skuteczna niŨ terapia polegajŃca na naprawie mutacji i przywr·ceniu 

produkcji laminy A i C [91]. W zwiŃzku z powyŨszym uznano, Ũe zachowanie poziomu laminy 

A oraz zahamowanie syntezy progeryny jest bardziej preferowanym podejŜciem  

przy opracowaniu terapii.  

Po selekcji siRNA, kolejnym celem byğo przeanalizowanie moŨliwoŜci stosowania 

kombinowanej terapii zwiŃzkami drobnoczŃsteczkowymi i siRNA w celu okreŜlenia efektu 

poğŃczenia tych lek·w. Przetestowano cztery zwiŃzki drobnoczŃsteczkowe w modelu 

kom·rkowym opartym o kom·rki linii HeLa i wybrano lonafarnib jako jedyny zwiŃzek 

efektywnie obniŨajŃcy poziom progeryny w wybranym ukğadzie modelowym.  

Kolejnym celem byğo zaprojektowanie siRNA zawierajŃcych modyfikowane nukleotydy 

orz analiza ich skutecznoŜci i stabilnoŜci w surowicy krwi w por·wnaniu do siRNA  
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bez modyfikowanych nukleotyd·w. Obecnie modyfikowane nukleotydy sŃ stosowane prawie 

we wszystkich terapiach genowych opartych o kr·tkie oligonukleotydy. Postanowiono 

przeanalizowaĺ te modyfikacje, kt·re sŃ obecnie wykorzystywane w skğadzie siRNA 

stosowanych klinicznie, poniewaŨ obniŨa to prawdopodobieŒstwo wystŃpienia efektu 

toksycznego takich modyfikacji oraz odpowiedzi immunologicznej.  

W koŒcowym etapie badaŒ celem byğo potwierdzenie dziağania siRNA w innym modelu 

kom·rkowym niŨ model uŨyty do selekcji siRNA ï w fibroblastach od dawc·w z progeriŃ.  

Ten model kom·rkowy jest najczňŜciej stosowany w badaniach nad progerin. Natomiast iloŜĺ 

materiağu jest ograniczona, podobnie jak i r·ŨnorodnoŜĺ technik do analizy. Z tego wzglňdu 

zrezygnowano z wczeŜniejszego stosowania fibroblast·w od dawc·w z HGPS. 

Przeprowadzenie badaŒ w tym modelu kom·rkowym pozwoliğo jednak na por·wnanie efektu 

stosowania opracowanej terapii oraz terapii przedstawionych poprzednio.  
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3. Materiağy i metody 

3.1. Materiağy 

3.1.1. Linie kom·rkowe 

Linia kom·rkowa HeLa, zostağa pozyskana ze zbior·w linii kom·rkowych Instytutu 

Immunologii i Terapii DoŜwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk  

we Wrocğawiu. Kom·rki linii NHDF zostağy pozyskane z firmy Lonza (cat# CC-2511). 

Zar·wno kom·rki HeLa jaki i NHDF byğy hodowane w poŨywce ŬMEM (cat# 32571028, 

Thermo Fisher) z dodatkiem 1% GlutaMAX (cat# 32571-028, Gibco), 10% zawartoŜciŃ 

pğodowej surowicy bydlňcej - FBS, (ang. Fetal Bovine Serum, cat# F7524, Sigma) i 1% 

zawartoŜciŃ mieszaniny antybiotyk·w (cat# 15240-062, Gibco). 

Do uzyskania sublinii HeLa z nadprodukcjŃ GFP, GFP-laminy A i GFP-progeryny 

kom·rki byğy transdukowane retrowirusem zawierajŃcym plazmid pBabe puro IRES-EGFP 

(cat# 14430, Addgene) dla kom·rek z nadprodukcjŃ GFP, dla kom·rek z nadprodukcjŃ 

GFP-laminy A plazmid pBABE-puro-GFP-wt-lamin A (cat# 17662, Addgene), z nadprodukcjŃ 

GFP-progeryny plazmid pBABE-puro-GFP-progerin (cat# 17663, Addgene). Po transdukcji 

kom·rki byğy selekcjonowane w obecnoŜci puromycyny (cat# ant-pr-1, InvivoGen). Sublinie 

kom·rkowe zostağy przygotowane przez dr Katarzynň Piekarowicz. Kom·rki HeLa  

z nadprodukcjŃ GFP byğy dodatkowo sortowane przez dr Magdalenň MachowskŃ na podstawie 

emitowanego przez kom·rkň sygnağu fluorescencyjnego za pomocŃ sortera kom·rkowego 

Kom·rki fibroblast·w pacjent·w z HGPS zostağy pozyskane z Fundacji na Rzecz BadaŒ 

Progerii. Informacje dotyczŃce poszczeg·lnych linii sŃ umieszczone w Tabeli 3.1. Kom·rki 

byğy hodowane w poŨywce FGM-2 (cat# CC-3132, Lonza), kt·ra skğadağa siň z poŨywki 

podstawowej FBM, 2% FBS, 0,1% insuliny i 0,1% podstawowego ludzkiego czynniku wzrostu 

fibroblast·w (hFGF-B, ang. Fibroblast Growth Factor-Basic). Zamiast mieszaniny siarczanu 

gentamycyny i amfoterycyny doğŃczonej do zestawu, uŨywano mieszaniny penicyliny  

i streptomycyny (cat# 15070063, Gibco) w rozcieŒczeniu zalecanym przez producenta. Zmiana 

byğa spowodowana zaleceniem Fundacji na Rzecz BadaŒ Progerii odnoŜnie warunk·w hodowli 

kom·rek. Przy pierwszym rozmroŨeniu przed rozpoczňciem pracy kom·rki byğy testowane  

na obecnoŜĺ mykoplazmy za pomocŃ mikroskopii fluorescencyjnej, analizujŃc lokalizacjň 

DNA po wybarwieniu preparatu za pomocŃ DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) ï 

fluorescencyjnego barwnika wiŃŨŃcego DNA.  
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Do odklejania kom·rek od podğoŨa uŨywano mieszaniny trypsyna-EDTA  

(cat# 25300-054, Gibco), dziağanie mieszaniny blokowano dwukrotnŃ objňtoŜciŃ peğnej 

poŨywki ŬMEM (zar·wno dla sublinii HeLa jak i dla fibroblast·w ludzkich).  

Nazwa linii Wiek dawcy Pğeĺ dawcy Rodzaj mutacji 

HGADFN155 1 rok i 2 miesiŃce ŨeŒska LMNA+/G608G 

HGADFN271 1 rok i 3 miesiŃce mňska LMNA+/G608G 

HGADFN367 3 lata ŨeŒska LMNA+/G608G 

HGMDFN368 (matka 

HGADFN367) 
31 rok i 7 miesiňcy ŨeŒska LMNA+/+  

Tabela 3.1. Linii fibroblast·w ludzkich pochodzŃce od dawc·w z HGPS. Wszystkie linie pochodzŃ PRF.  

3.1.2. siRNA, leki drobnoczŃsteczkowe i odczynniki transfekcyjne  

Wszystkie oligonukleotydy byğy syntetyzowane przez firmň GeneCust. NastňpujŃce 

komercyjnie dostňpne sekwencje siRNA byğy wykorzystywane jako sekwencje kontrolne: 

siRNA lamina A/C (cat# SI-POS A08001, GeneCust), siRNA neg. kontrola  

(cat# SI-NC A06001, GeneCust). Tabele 3.2-3.5 zawierajŃ sekwencje zastosowanych siRNA. 

Tabela 3.2 zawiera niemodyfikowane sekwencje siRNA, Tabela 3.3 zawiera sekwencje  

ze znacznikiem fluorescencyjnym Cy3, Tabela 3.4 przedstawia sekwencje siRNA zawierajŃce 

nukleotydy z grupŃ metoksylowŃ w pozycji 2ô rybozy, Tabela 3.5 zawiera informacje  

o sekwencjach siRNA z 2ô-fluorowanŃ rybozŃ. Dwuniciowe siRNA byğy dostarczane w formie 

zliofilizowanej, przed uŨyciem siRNA byğy rozpuszczane w sterylnej wodzie (cat# W4502-1L, 

Sigma) do stňŨenia koŒcowego 20 ɛM, a nastňpnie przygotowywano rozcieŒczone pr·bki  

o stňŨeniu 5 ɛM lub 1 ɛM o objňtoŜciach potrzebnych do jednokrotnego przygotowania 

mieszaniny transfekcyjnej. Pr·bki przechowywano zamroŨone w temperaturze -20ÁC. Pr·bki 

rozmraŨano nie wiňcej niŨ 3 razy.  

Nazwa Niĺ  Sekwencja (5' ï 3ô) 

Lamina A/C 
Sensowna CUGGACUUCCAGAAGAACdTdT 

Antysensowna UGUUCUUCUGGAAGUCCAGdTdT 

Neg. kontrola 
Sensowna UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 

Antysensowna ACGUGACACGUUCGGAGAATT 

ProgH3 
Sensowna GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCdTdT 

 

ProgH3_scr 

Sensowna ACGCGCACGCGGACCGAUGCCdTdT 

Antysensowna GGCAUCGGUCCGCGUGCGCGUdTdT 

Scr 
Sensowna CCGGCGACCATACGCGCAGGAGCCdTdT 

Antysensowna GGCUCCUGCGCGUAUGGUCGCCGGdTdT 

Prog1  
Sensowna GCCCAGAGCCCCCAGAACUGCdTdT 

Antysensowna GCAGUUCUGGGGGCUCUGGGCdTdT 
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Prog2 
Sensowna GGAGCCCAGAGCCCCCAGAACUGCdTdT 

Antysensowna GCAGUUCUGGGGGCUCUGGGCUCCdTdT 

Prog3  
Sensowna GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCCAGdTdT 

Antysensowna CUGGGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCdTdT 

Prog4 
Sensowna GGAGCCCAGAGCCCCCAGAACdTdT 

Antysensowna GUUCUGGGGGCUCUGGGCUCCdTdT 

Prog5 
Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCdTdT 

Antysensowna GGCUCUGGGCUCCUGAGCCGCdTdT 

Prog6 
Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCGCdTdT 

Prog9 
Sensowna GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCdTdT 

Prog10 
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCdTdT 

Antysensowna GGGCUCUGGGCUCCUGAGCCGdTdT 

Prog12 
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCGdTdT 

Prog14 
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCGdTdT 

Tabela 3.2. Lista siRNA nie zawierajŃcych modyfikowane nukleotydy. Litera Ădò przed nukleotydem 

oznacza deoksyrybozň w skğadzie nukleotydu zamiast rybozy. 

Nazwa Niĺ  Sekwencja (5' ï 3ô) 

Lamin A/C-Cy3 
Sensowna Cy3- CUGGACUUCCAGAAGAACdTdT 

Antysensowna UGUUCUUCUGGAAGUCCAGdTdT 

ProgH3-Cy3 
Sensowna Cy3- GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCdTdT 

Tabela 3.3. Lista siRNA zawierajŃca znacznik Cy3 na 5ô-koŒcu nici sensownej. Litera Ădò oznacza 

deoksyrybozň w skğadzie nukleotydu zamiast rybozy. 

Nazwa Niĺ  Sekwencja (5' ï 3ô) 

Prog5-21Me 
Sensowna GmCGmGCmUCmAGmGAmGCmCCmAGmAGmCCdTdT 

Antysensowna mGGmCUmCUmGGmGCmUCmCUmGAmGCmCGmCdTdT 

Prog14-21Me 
Sensowna mCGmGCmUCmAGmGAmGCmCCmAGmAGmCCmCCdTdT 

Antysensowna mGGmGGmCUmCUmGGmGCmUCmCUmGAmGCmCGdTdT 

LamA/C-21Me 
Sensowna CmUGmGAmCUmUCmCAmGAmAGmAAmCAdTdT 

Antysensowna mUGmUUmCUmUCmUGmGAmAGmUCmCAmGdTdT 

Scr-21Me 
Sensowna mCCmGGmCGmACmCAmTAmCGmCGmCAmGGmAGmCCdTdT 

Antysensowna mGGmCUmCCmUGmCGmCGmUAmUGmGUmCGmCCmGGdTdT 

Prog5-5Me 
Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCdTdT 

Antysensowna GGmCmUmCmUmGGGCUCCUGAGCCGCdTdT 

Prog14-5Me 
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCdTdT 

Antysensowna GGmGmGmCmUmCUGGGCUCCUGAGCCGdTdT 

LamA/C-5Me 
Sensowna CUGGACUUCCAGAAGAACAdTdT 

Antysensowna UGmUmUmCmUmUCUGGAAGUCCAGdTdT 
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Scr-5Me 
Sensowna CCGGCGACCAUACGCGCAGGAGCCdTdT 

Antysensowna GGmCmUmCmCmUGCGCGUAUGGUCGCCGGdTdT 

Tabela 3.4. Lista siRNA zawierajŃcych nukleotydy z grupŃ metoksylowŃ w pozycji 2ô rybozy. Litera 

Ămò przed symbolem nukleotydu oznacza nukleotyd z grupŃ metoksylowŃ w pozycji 2ô rybozy. Nazwa 

siRNA zawiera informacjň o sekwencji (prog5, prog14 i td), liczbň modyfikowanych nukleotyd·w  

w sekwencji oraz rodzaj modyfikacji (Me ï grupŃ metoksylowŃ w pozycji 2ô rybozy). Litera Ădò 

oznacza deoksyrybozň w skğadzie nukleotydu zamiast rybozy. 

Nazwa Niĺ  Sekwencja (5' ï 3ô) 

Prog5-DS-

Fluoro 

Sensowna GfCGGfCfUfCAGGAGfCfCfCAGAGfCfCdTdT  

Antysensowna GGfCfUfCUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCGfCdTdT  

Prog14-DS-

Fluoro 

Sensowna fCGGfCfUfCAGGAGfCfCfCAGAGfCfCfCfCdTdT  

Antysensowna GGGGfCfUfCfUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCGdTdT  

LamA/C-DS-

Fluoro 

Sensowna fCfUGGAfCfUfUfCfCAGAAGAAfCAdTdT  

Antysensowna fUGfUfUfCfUfUfCfUGGAAGfUfCfCAGdTdT  

Scr-DS-Fluoro 
Sensowna fCfCGGfCGAfC fCAfUAfCGfCGfCAGGAGfCfCdTdT  

Antysensowna GGfCfUfCfCfUGfCGfCGfUAfUGGfUfCGfCfCGGdTdT  

Prog5-AS-

Fluoro 

Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCdTdT 

Antysensowna GGfCfUfCUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCGfCdTdT  

Prog14-AS-

Fluoro 

Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCdTdT 

Antysensowna GGGGfCfUfCfUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCGdTdT  

LamA/C-AS-

Fluoro 

Sensowna CUGGACUUCCAGAAGAACAdTdT 

Antysensowna fUGfUfUfCfUfUfCfUGGAAGfUfCfCAGdTdT  

Scr-AS-Fluoro 
Sensowna CCGGCGACCAUACGCGCAGGAGCCdTdT 

Antysensowna GGfCfUfCfCfUGfCGfCGfUAfUGGfUfCGfCfCGGdTdT  

Prog6-DS-

Fluoro 

Sensowna GfCGGfCfUfCAGGAGfCfCfCAGAGfCfCfCfCdTdT  

Antysensowna GGGGfCfUfCfUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCGfCdTdT  

Prog9-DS-

Fluoro 

Sensowna GGfCfUfCAGGAGfCfCfCAGAGfCfCfCfCfCdTdT  

Antysensowna GGGGGfCfUfCfUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCdTdT  

Prog12-DS-

Fluoro 

Sensowna fCGGfCfUfCAGGAGfCfCfCAGAGfCfCfCfCfCdTdT  

Antysensowna GGGGGfCfUfCfUGGGfCfUfCfCfUGAGfCfCGdTdT  

Tabela 3.5. Lista siRNA zawierajŃcych nukleotydy z 2ô-fluorowanŃ rybozŃ. Litera Ăfò przez symbolem 

nukleotydu oznacza nukleotyd z 2ô-fluorowanŃ rybozŃ. Nazwa siRNA zawiera informacjň o sekwencji 

(prog5, prog14 i td), ile nici zawiera modyfikowane nukleotydy (AS ï tylko niĺ antysensownŃ, DS ï  

obie nici) oraz rodzaj modyfikacji (Fluoro ï atom fluoru w pozycji 2ô rybozy). Litera Ădò oznacza 

deoksyrybozň w skğadzie nukleotydu zamiast rybozy. 

ZwiŃzki drobnoczŃsteczkowe byğy rozpuszczane w dimetylosulfotleneku (DMSO, 

cat#A994.2, ROTH): lonafarnib do stňŨenia 6 mM (cat# SML 1457, Sigma), kwas all-trans 

retinowy do stňŨenia 4 mM (cat# 11017, Cayman), rapamycyna do stňŨenia 10 mM (cat# 13346, 

Cayman), sulforafan do stňŨenia 1 mM (cat# 10496, Cayman). Roztwory przechowywano  

przy -20ÁC w zamraŨarce.  

Lista odczynnik·w transfekcyjnych uŨytych do transfekcji znajduje siň w Tabeli 3.6. 

Odczynniki przechowywano w temperaturze +4ÁC zgodnie z zaleceniami producent·w.  
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Nazwa Numer katalogowy Producent 

Lipofectamine RNAiMAX 13778030 Invitrogen 

DharmaFECT T-2001-01 Horizon 

METAFECTENE T040-1.0 Biontex 

Tabela 3.6. Odczynniki transfekcyjne testowane do transfekcji kom·rek HeLa siRNA.  

3.1.3. Przeciwciağa 

Informacje o przeciwciağach uŨywanych do analizy western blot zostağy zebrane w Tabele 

3.7 i 3.8 (odpowiednio przeciwciağa pierwszorzňdowe i drugorzňdowe) oraz do analizy 

immunofluorescencyjnej w Tabele 3.9 i 3.10 (odpowiednio przeciwciağa pierwszorzňdowe  

i drugorzňdowe). 

Western blot 

Antygen Pochodzenie Numer katalogowy Producent RozcieŒczenie 

Lamina A/C Mysz SAB4200236 Sigma 1:4000 

Progeryna Mysz ab66587 Abcam 1:100 

Alfa -tubulina Mysz 12G10 DSHB 1:2000 

GFP Kr·lik sc-390394 SCBT 1:2000 

GAPDH Kr·lik G9545 Sigma 1:5000 

Tabela 3.7. Lista przeciwciağ pierwszorzňdowych wykorzystywanych do analizy western blot. 

Western blot 

Antygen Pochodzenie Numer katalogowy Producent RozcieŒczenie 

IgG mysie Osioğ 715-035-151 Jackson Immuno Research 1:10 000 

IgG kr·licze Kozioğ 111-035-144 Jackson Immuno Research 1:10 000 

Tabela 3.8. Lista przeciwciağ drugorzňdowych skoniugowanych z peroksydazŃ chrzanowŃ - HRP  

(ang. horseradish peroxidase) wykorzystywanych do analizy western blot, IgG - immunoglobulina G. 

Immunofluorescencja 

Antygen Pochodzenie Numer katalogowy Producent RozcieŒczenie 

Lamina A Mysz NBP1-97917-133A2 Novus 1:50 

Lamina B1 Kr·lik 12987-1-AP Proteintech 1:50 

Lamina C Kr·lik --- Prof. Hutchinson 1:40 

Biağka NPC 

(klon Mab414) 

Mysz MMS-120P Covance 1:75 

Tabela 3.9. Lista przeciwciağ pierwszorzňdowych wykorzystywanych do analizy 

immunofluorescencyjnej. NPC (ang. nuclear pore complex) ï biağka kompleksu por·w jŃdrowych. 
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Immunofluorescencja 

Antygen Znacznik 

fluorescencyjny 

Pochodzenie Numer 

katalogowy 

Producent RozcieŒczenie 

IgG mysie DyLight 649 Osioğ 715-475-150 Jackson 1:50 

    Immuno 

Research 

 

IgG mysie TRITC Osioğ 715-025-150 Jackson 

Immuno 

Research 

1:50 

IgG kr·licze TRITC Osioğ 715-025-152 Jackson 

Immuno 

Research 

1:50 

Tabela 3.10. Lista przeciwciağ drugorzňdowych skoniugowanych ze znacznikami fluorescencyjnymi 

wykorzystywanych do analizy immunofluorescencyjnej. IgG - immunoglobulina G. 

3.1.4.  Bufory i inne odczynniki 

PBS (ang. phosphate-buffered saline): 137 mM chlorek sodu (cat# 231-598-3, Stanlab), 2,7 

mM chlorek potasu (cat# 117397402, Chempur), 10 mM wodorofosforan sodu (cat# P030.2, 

ROTH), 1,8 mM difosforan potasu (cat# 3904.1, ROTCH), pH=7,4. Przygotowywano z 10 razy 

stňŨonego sterylnego buforu. 

PBST: 0,075 % (o/o) Tween-20 (cat# P1379, Sigma) w PBS. 

Mieszanina do przygotowania Ũelu poliakrylamidowego rozdzielajŃcego 10%: 10% (o/o) 

mieszanina akrylamid:bisakrylamid 29:1 (cat# A3574, Sigma), 0,375 M Tris-HCl (cat# 0188.3, 

ROTH) pH 8,8, 0,1% laurylosiarczan sodu (SDS, cat# L3771, Sigma), 0,1% nadsiarczan amonu 

(APS, cat# 9592.2, ROTCH), 0,01% N,N,Nǋ,Nǋ-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED,  

cat# T9281, Sigma). 

Mieszanina do przygotowania Ũelu poliakrylamidowego zagňszczajŃcego 6%: 6% (o/o) 

mieszanina akrylamid:bisakrylamid 29:1 (cat# A3574, Sigma), 0,125 M Tris-HCl (cat# 0188.3, 

ROTH) pH 6,8, 0,125% SDS (cat# L3771, Sigma), 0,125% APS (cat# 9592.2, ROTCH), 

0,0125% TEMED (cat# T9281, Sigma). 

Roztw·r barwnika Ponceau S: 0,5% (w/o) Ponceau S (cat# P3504, Sigma), 5% (o/o) kwas 

octowy (cat# 568760111, POCH). 

Bufor do blokowania membrany nitrocelulozowej: 5% (w/o) odtğuszczone granulowane 

mleko w proszku (Sp·ğdzielnia Mleczarska w Gostyniu) w PBST. 
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Bufor do usuniňcia drugorzňdowych przeciwciağ z membrany nitrocelulozowej: 0,5 M 

chlorek sodu (cat# 231-598-3, Stanlab), 3% (o/o) kwas octowy (cat# 568760111, POCH). 

TGS: 25 mM Tris (cat# 0188.3, ROTH), 192 mM glicyna (cat# 527560117, POCH), 3,5 mM 

SDS (cat# L3771, Sigma). Przygotowywano z 10 razy stňŨonego buforu. 

TGS+20% MeOH: 20% (o/o) metanol (cat# 621990110, POCH) w TGS. 

2x bufor Laemmliego (2xGLB):  125 mM Tris (cat# 0188.3, ROTH), 70 mM SDS (cat# L3771, 

Sigma), 2 mM ditiotreitol (DTT, cat# BP172-5, FisherBiotech), 20% (o/o) glicerol (cat#G5516, 

Sigma), 5% (o/o) ɓ-merkaptoetanol (cat# M3148, Sigma), 15 ɛM bğňkit bromofenolowy  

(cat# B5525, Sigma). 

TBE:  90 mM Tris (cat# 0188.3, ROTH), 90 mM kwas borowy (cat# B7901, Sigma),  

2 ɛM EDTA (cat# 8040.3, ROTH). Przygotowywano z 5 razy stňŨonego buforu. 

Mieszanina do przygotowania Ũelu poliakrylamidowego 8% do analizy stabilnoŜci siRNA  

w warunkach natywnych: 8% (o/o) mieszanina akrylamid:bisakrylamid 29:1 (cat# A3574, 

Sigma), 0,1% APS (cat# 9592.2, ROTCH), 0,01% TEMED (cat# T9281, Sigma), w buforze 

TBE. 

DAPI Mount:  10% MOWIOL (cat# 81381, Sigma), 25% glycerol (cat#G5516, Sigma), 0,2 M 

TRIS (cat# 0188.3, ROTH), pH 8,5 2,5% DABCO (cat# D2522, Sigma), 0,001% (w/o) DAPI 

(cat#6843.1, ROTH) 

Bufor do blokowania preparat·w do immunofluorescencji: 1% (o/o) FBS (cat# F7524, 

Sigma) w PBS. 

 

 

 



  Rozdziağ 3. Materiağy i metody.   

62 
 

3.2. Metody 

3.2.1. Prowadzenie hodowli kom·rkowych, transfekcja i traktowanie lekami 

drobnoczŃsteczkowymi 

Hodowla kom·rek byğa prowadzona zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej. 

Dğugoterminowo kom·rki przechowywano w ciekğym azocie. Kom·rki uprzednio byğy 

zawieszane w peğnej poŨywce z dodatkiem 10% FBS i 10% DMSO oraz powolnie ochğadzane 

do - 80ÁC w odpowiednich pudeğkach do mroŨenia. RozmroŨone kom·rki hodowano w 37ÁC  

i 5% CO2, w miarň osiŃgniňcia konfluencji na poziomie 90-95% kom·rki pasaŨowano. 

Kom·rki HeLa pasaŨowano okoğo 20 razy po wyprowadzeniu sublinii. Kom·rki NHDF  

i fibroblasty od dawc·w hodowano do 18 pasaŨy. Fibroblasty hodowano do osiŃgniňcia 

konfluencji okoğo 90%, poŨywkň zmieniano co drugi dzieŒ niezaleŨnie od konfluencji  

i pasaŨowania. Po osiŃgniňciu odpowiedniej konfluencji kom·rki trypsynizowano, wirowano, 

liczono i wysiewano z powrotem 1/3 zebranych kom·rek.  

Transfekcjň kom·rek HeLa prowadzono przy konfluencji 20-30%, kom·rki wysiewano 

dzieŒ przed transfekcjŃ. 4 500 kom·rek wysiewano na jeden doğek pğytki 96-doğkowej  

w 0,1 ml poŨywki, 30 000 kom·rek na doğek pğytki 12-doğkowej w 1 ml poŨywki, 67 000 

kom·rek na doğek pğytki 6-doğkowej w 2 ml poŨywki. Do transfekcji uŨywano odczynnik·w 

transfekcyjnych Lipofectamine RNAiMAX (cat# 13778030, Invitrogen), DharmaFECT  

(cat# T-2001-01, Horizon), METAFECTENE (cat#T040-1.0, Biontex). Mieszaniny 

transfekcyjne byğy przygotowywane zgodnie z zaleceniami producent·w.  

Mieszanina transfekcyjna z DharmaFECT byğa przygotowywana nastňpujŃco:  

do transfekcji kom·rek w doğku pğytki 96-doğkowej przygotowywano dwie osobne mieszaniny 

o objňtoŜci 10 ɛl. Jedna zawierağa odczynnik transfekcyjny i poŨywkň bez FBS, a druga siRNA 

i poŨywkň bez FBS (przykğadowo pierwsza mieszanina skğadağa siň z 0,1 ɛl DharmaFECT i 9,9 

ɛl poŨywki oraz duga mieszanina z 0,6 ɛl siRNA o stňŨeniu 5 ɛM i 9,4 ɛl poŨywki bez FBS). 

Mieszaniny inkubowano 5 minut w ciemnoŜci (w przypadku znakowanych fluorescencyjnie 

siRNA) w temperaturze pokojowej, nastňpnie mieszano mieszaniny ze sobŃ z uŨyciem vortex 

i inkubowano przez 20 minut w takich samych warunkach jak wczeŜniej. Po upğywie czasu  

do doğka dodawano 20 ɛl mieszaniny transfekcyjnej kroplami od g·ry. Pğytkň mieszano  

przez delikatne poruszanie po powierzchni blatu w ksztağcie cyfry 8. 

Mieszaninň z METAFECTENE przygotowywano z uŨyciem buforu doğŃczonego  

do zestawu. Na jeden doğek pğytki 96-doğkowej przygotowywano 7,5 ɛl mieszaniny 

transfekcyjnej mieszajŃc bufor, odczynnik transfekcyjny i siRNA (przykğadowo 5,46 ɛl buforu, 
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0,24 ɛl METAFECTENE i 1,8 ɛl siRNA o stňŨeniu 5 ɛM). CağoŜĺ mieszano z uŨyciem vortex 

i inkubowano przez 15 minut w ciemnoŜci (w przypadku znakowanych fluorescencyjnie 

siRNA), w temperaturze pokojowej. Po upğywie czasu mieszaninň dodawano z g·ry kroplami 

do doğka. Pğytkň mieszano przez delikatne poruszanie po powierzchni blatu w ksztağcie cyfry 8. 

Po optymalizacji warunk·w transfekcji do dalszych analiz wybrano Lipofectamine 

RNAiMAX. Dla transfekcji jednego doğka pğytki 6-doğkowej lub 12-doğkowej 

przygotowywano roztw·r Lipofectamine RNAiMA X w poŨywce bez FBS oraz osobno roztw·r 

siRNA w poŨywce bez FBS o koŒcowej objňtoŜci 75 ɛl kaŨdego (objňtoŜĺ siRNA 

i Lipofectamine RNAiMAX zmieniağa siň w zaleŨnoŜci od warunk·w eksperymentu). 

Dla transfekcji kom·rek na pğytce 96-doğkowej koŒcowa objňtoŜĺ mieszaniny transfekcyjnej 

wynosiğa 10 ɛl na doğek, czyli przygotowywano osobno dwie mieszaniny zawierajŃce 

odczynnik transfekcyjny i poŨywkň bez FBS oraz siRNA i poŨywkň bez FBS o objňtoŜci 

koŒcowej 5 ɛl. Roztw·r Lipofectamine RNAiMAX oraz roztw·r siRNA ğŃczono ze sobŃ, 

mieszano przez wytrzŃsanie z uŨyciem vortex. Po 5 minutowej inkubacji w ciemnoŜci  

(w przypadku znakowanych fluorescencyjnie siRNA) w temperaturze pokojowej mieszaninň 

dodawano kroplami do doğk·w z kom·rkami. Nastňpnie poŨywkň w doğkach mieszano  

przez delikatne poruszanie pğytki po powierzchni blatu w ksztağcie cyfry 8. Pğytki inkubowano 

w standardowych warunkach (37ÁC i 5% CO2). Po upğywie czasu kom·rki analizowano  

lub przechodzono do kolejnych krok·w eksperymentu. Nie zmieniano poŨywki po transfekcji. 

Leki drobnoczŃsteczkowe rozpuszczano w DMSO i przechowywano zgodnie 

z zaleceniami producenta w -20ÁC. Do traktowania kom·rek przygotowywano roztw·r lek·w  

w odpowiedniej objňtoŜci poŨywki (2 ml dla pğytki 6-doğkowej, 1 ml dla pğytki 12-doğkowej, 

0,5 ml dla pğytki 24 doğkowej), nastňpnie zmieniano poŨywkň na poŨywkň z lekami. 

W przypadku traktowania lekami po wczeŜniejszej transfekcji siRNA, zmianň poŨywki 

wykonywano 6 godzin po transfekcji.  

Do transfekcji kom·rek z HGPS oraz kom·rek linii  NHDF wysiewano je na pğytkň 

6-doğkowŃ 24 godziny przed transfekcjŃ (40 000 kom·rek na doğek w 2 ml poŨywki). 

Nastňpnego dnia, kom·rki o konfluencji okoğo 30% transfekowano za pomocŃ odczynnika 

transfekcyjnego Lipofectamine RNAiMAX i odpowiedniej iloŜci siRNA. Mieszaninň 

transfekcyjnŃ przygotowywano podobnie jak w przypadku kom·rek HeLa. Osobno 

przygotowywano roztw·r Lipofectamine RNAiMAX (3 ɛl) w poŨywce bez FBS (72 ɛl)  

oraz roztw·r siRNA w poŨywce bez FBS (przykğadowo dla koŒcowego stňŨenia siRNA 2 nM 

zawieszano 5,3 ɛl 5 ɛM siRNA w 69,7 ɛl poŨywki bez FBS). Nastňpnie ğŃczono roztwory  

ze sobŃ, mieszano, inkubowano przez 5 minut i dodawano do kom·rek w taki sam spos·b  
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jak opisano wczeŜniej. PoŨywkň w doğkach mieszano, pğytki inkubowano w 37ÁC i 5% CO2. 

Nastňpnie kom·rki zbierano do analizy lub ponownie transfekowano bez przesiewania  

lub zmieniano poŨywkň zawierajŃcŃ mieszaninň transfekcyjnŃ, jeŨeli inkubacja byğa dğuŨsza 

niŨ 3-4 dni (w zaleŨnoŜci od rodzaju eksperymentu).  

3.2.2. Cytometria przepğywowa 

Analizň z zastosowaniem cytometrii przepğywowej wykorzystywano do oceny 

intensywnoŜci fluorescencji biağek fuzyjnych z GFP lub samego GFP w kom·rkach sublinii 

HeLa. Do cytometrii przepğywowej wykorzystywano zawiesinň kom·rek, kt·re byğy odklejone  

poprzez trypsynizacjň. Po trypsynizacji kom·rki byğy wirowane, nastňpnie osad zawieszano  

w 1 ml PBS i ponownie wirowano. Osad kom·rek zawieszano w 0,5 ml PBS i przechowywano 

na lodzie do czasu analizy. Analizowano co najmniej 12 000 kom·rek speğniajŃcych warunki 

analizy (odpowiednia wielkoŜĺ i ziarnistoŜĺ, pojedyncze kom·rki nie tworzŃce zlepk·w). 

Analiza byğa prowadzona na urzŃdzeniu NovoCyte Flow Cytometer (Accela) za pomocŃ 

oprogramowania NovoExpress (wersja 1.2.4).  

W pierwszej kolejnoŜci analizie poddawano nietraktowane kom·rki HeLa w celu 

okreŜlenia parametr·w charakterystycznych dla Ũywych kom·rek danej linii: FSC-H  

(ang. forward scatter height) ï intensywnoŜĺ Ŝwiatğa przechodzŃcego, SSC-H (ang. side scatter 

height) ï intensywnoŜĺ Ŝwiatğa odbitego (Ryc. 3.1A, E). Na podstawie wykres·w zaleŨnoŜci 

SSC-H od FSC-H zaznaczano populacjň kom·rek o typowych parametrach ï bramka E1  

na wykresach na Rycinie 3.1 A i E.  

Dla kom·rek z bramki E1 tworzono wykres zaleŨnoŜci FSC-H od pola pod powierzchniŃ 

krzywej zaleŨnoŜci intensywnoŜci Ŝwiatğa przechodzŃcego od czasu pomiaru (FSC-A,  

ang. forward scatter area), przykğadowe wykresy umieszczona na Rycinie 3.1B i F.  

Taki wykres pozwağa na odr·Ũnienie sygnağu pochodzŃcego z pojedynczej kom·rki od sygnağu 

pochodzŃcego od zlepku kom·rek (tzw. dublet·w). WartoŜĺ FSC-H nie r·Ũni siň  

dla pojedynczej kom·rki i dla dublet·w. Z kolei wartoŜĺ FSC-A jest znacznie wiňksza  

dla dublet·w ze wzglňdu na to Ũe znacznie wydğuŨa siň czas analizy w por·wnaniu  

do pojedynczej kom·rki. W ten spos·b dublety kom·rek posiadajŃ wiňkszŃ wartoŜĺ FSC-A 

przy takim samym znaczeniu FSC-H i stanowiŃ oddzielnŃ populacjň kom·rek na wykresie 

(Ryc. 3.1B, F). Populacja pojedynczych kom·rek jest wyr·Ũniana w osobnŃ grupň w bramce 

P2, kt·re sŃ analizowane dalej. Odrzucenie dublet·w kom·rkowych pozwala uniknŃĺ 

zafağszowania wynik·w poniewaŨ nie sŃ uwzglňdniane sygnağy pochodzŃce ze zr·Ũnicowanej 
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grupy kom·rek, a odczytywane podczas analizy jako pojedynczy sygnağ. Pomiar pr·bki 

prowadzono do uzyskania co najmniej 12 000 zdarzeŒ w bramce P2. 

Zdarzenia pochodzŃce z bramki P2 byğy analizowane pod wzglňdem zaleŨnoŜci 

intensywnoŜci fluorescencji GFP (GFP-H) od intensywnoŜci Ŝwiatğa przechodzŃcego FSC-H 

(Ryc. 3.1C i G). Na podstawie analizy pr·bki zawierajŃcej nietransdukowane kom·rki HeLa 

jest ustawiany pr·g pomiňdzy bramkami Q3-2 i Q3-4 w taki spos·b, Ũeby wiňkszoŜĺ populacji 

nietransdukowanych kom·rek HeLa znajdowağa siň w bramce Q3-2 (co najmniej 99,5%). 

Ustawienie bramek pozwala oznaczyĺ granicznŃ wartoŜĺ GFP-H, kt·ra odpowiada 

maksymalnej wartoŜci autofluorescencji kom·rek bez GFP (bramka Q3-2). Sygnağ o wyŨszej 

wartoŜci GFP-H uznawany jest za sygnağ pochodzŃcy od kom·rek produkujŃcych biağko GFP. 

W ten spos·b moŨna oznaczyĺ jak duŨa jest populacja kom·rek produkujŃca biağko GFP  

oraz moŨna oznaczyĺ ŜredniŃ wartoŜĺ intensywnoŜci fluorescencji danej populacji kom·rek.  

Rycina 3.1. Wykresy analizy cytometrycznej kom·rek linii HeLa (A-D) i HeLa GFP-progeryna (E-H). 

A, E. Wykres zaleŨnoŜci intensywnoŜci Ŝwiatğa odbitego (SSC-H) od intensywnoŜci Ŝwiatğa 

przechodzŃcego (FSC-H). Na wykresach zaznaczona jest bramka E1, sygnağy pochodzŃce z tej bramki 

sŃ analizowane na kolejnych wykresach. B, F. Wykres zaleŨnoŜci FSC-H od pola pod powierzchniŃ 

krzywej zaleŨnoŜci intensywnoŜci Ŝwiatğa przechodzŃcego od czasu pomiaru (FSC-A). Bramka P2 

okreŜla sygnağy pochodzŃce od pojedynczych kom·rek. C, G. Wykresy zaleŨnoŜci intensywnoŜci 

fluorescencji GFP (GFP-H) od FSC-H. Bramka Q3-2 zawiera sygnağ od kom·rek bez GFP, bramka 

Q3-4 zawiera sygnağ dla kom·rek produkujŃcych GFP. D, H. Histogram pokazuje zaleŨnoŜĺ liczby 

kom·rek od GFP-H.  
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Wykresy umieszczone na Rycinie 3.1D i H pokazujŃ zaleŨnoŜĺ liczby kom·rek  

od wartoŜci GFP-H (histogram), co pomaga zwizualizowaĺ jak r·Ũnorodna jest populacja 

kom·rek pod wzglňdem parametru GFP-H. Bramka M4-1 zwiera informacjň o kom·rkach 

nieprodukujŃcych GFP, bramka M4-2 zawiera informacjň o kom·rkach wykazujŃcych wyŨszŃ 

intensywnoŜĺ fluorescencji niŨ autofluorescencja kom·rek HeLa.  

Ustawienia bramek byğy identyczne dla kaŨdej pr·bki mierzonej w trakcie jednego 

eksperymentu, ustawienia byğy dostosowywane na podstawie analizy nietraktowanych 

nietransdukowanych kom·rek HeLa. Dane o intensywnoŜci fluorescencji poszczeg·lnych 

pr·bek wykorzystywano nastňpnie do oceny dziağania badanych lek·w drobnoczŃsteczkowych 

oraz siRNA. 

3.2.3. Analiza western blot i analiza densytometryczna uzyskanych wynik·w 

Pr·bki do analizy western blot przygotowywane byğy z nadmiaru kom·rek pozostağych  

po cytometrii przepğywowej lub w ten sam spos·b pomijajŃc analizň cytometrycznŃ. Kom·rki 

byğy wirowane i nastňpnie zawieszane w PBS do koŒcowego stňŨenia 1 x 106 kom·rek  

na 100 Õl, nastňpnie dodawano takŃ samŃ objňtoŜĺ 2xGLB. Lizň prowadzono przez 10 min  

w 96ÁC, pr·bki chğodzono do temperatury pokojowej, wirowano w wir·wce stoğowej  

(2000x g, 30 sekund i mieszano z uŨyciem vortex, nastňpnie przechowywano w -20ÁC do czasu 

analizy. Przed nağoŨeniem na Ũel pr·bki rozmraŨano i dodatkowo inkubowano 5 min w 96ÁC, 

nastňpnie chğodzono do temperatury pokojowej, wirowano w wir·wce stoğowej i mieszano  

z uŨyciem vortex.  

ŧele poliakrylamidowe przygotowywano 1-5 dni przez elektroforezŃ. Do przygotowania 

uŨywano zestawu Mini-PROTEAN Tetra handcast systems (Bio-Rad), skğadano zestaw  

do przygotowania Ũeli o gruboŜci 1 mm zgodnie z instrukcjŃ, przygotowywano mieszaninň  

do Ũelu poliakrylamidowego rozdzielajŃcego 10% po czym natychmiast przenoszono 

mieszaninň pomiňdzy szkieğka do przygotowania Ũeli zostawiajŃc wolnŃ przestrzeŒ  

na wysokoŜci 1-1,5 cm od g·ry. Do mieszaniny dodawano okoğo 1 ml 40% etanolu w celu 

wygğadzenia powierzchni Ũelu i usuniňcia bŃbli powietrza. Po polimeryzacji mieszaniny (okoğo 

15-20 minut) etanol usuwano za pomocŃ kawağku bibuğy lub rňcznika papierowego. Nastňpnie 

przygotowywano mieszaninň do Ũelu poliakrylamidowego zagňszczajŃcego 6%. MieszaninŃ 

wypeğniano pustŃ przestrzeŒ nad Ũelem rozdzielajŃcym i umieszczano w niej odpowiedni 

grzebieŒ 10- lub 15-doğkowy. Po polimeryzacji mieszaniny szklane okğadki z Ũelem 

umieszczano na wilgotnych rňcznikach papierowych i przechowywano w zamkniňtych 

pudeğkach w lod·wce do czasu elektroforezy.  
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Elektroforezň prowadzono w warunkach denaturujŃcych (SDS-PAGE) z wykorzystaniem  

10% Ũelu poliakrylamidowego rozdzielajŃcego z 6% Ũelem zagňszczajŃcym. Na ŜcieŨkň 

nanoszono lizat otrzymany z 40 000 kom·rek HeLa lub 20 000 fibroblast·w. Do elektroforezy 

uŨywano zestawu Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad), 

elektroforezň prowadzono w buforze TGS. Elektroforezň prowadzono przy napiňciu prŃdu 100 

V i natňŨeniu 45 mA w trakcie migracji pr·bek w Ũelu zagňszczajŃcym, po wejŜciu pr·bek  

do Ũelu rozdzielajŃcego warunki zmieniano na 150 V i 45 mA. Elektroforezň prowadzono  

do momentu wypğyniňcia bğňkitu bromofenolowego z Ũelu (elektroforeza pr·bek kom·rek 

HeLa) lub do momentu wypğyniňcia prŃŨku markera odpowiadajŃcego 35 kDa (rozdziağ pr·bek 

fibroblast·w).  

Po elektroforezie wykonywano transfer na membranie nitrocelulozowŃ poprzez transfer 

mokry. Okoğo 15 min przed rozpoczňciem transferu membranň celulozowŃ o wielkoŜci por·w 

0,45 Õm umieszczano w pojemniku z buforem do transferu (TGS+20% Me) i inkubowano  

z mieszaniem. ŧel po elektroforezie wyjmowano z osğonek szklanych, zanurzano w buforze  

do transferu i od razu przechodzono do skğadania zestawu do transferu Mini Trans-Blot Cell 

(Bio-Rad). W okğadkach do transferu umieszczano kolejno gŃbkň z zestawu, dwie warstwy 

namoczone w buforze papieru Whatman wielkoŜci okğadki, Ũel, mokrŃ membranň 

nitrocelulozowŃ, dwie kolejne warstwy mokrego papieru Whatman. CağoŜĺ ostroŨnie 

wağkowano bagietkŃ szklanŃ, Ũeby pozbyĺ siň powietrza pomiňdzy Ũelem a membranŃ,  

kt·re mogğoby zakğ·caĺ transfer. Na g·rze umieszczano drugŃ gŃbkň z zestawu i zaciskano 

okğadki. PrzygotowanŃ okğadkň z Ũelem i membranŃ umieszczano w aparacie do transferu wraz 

z wkğadem chğodzŃcym i rdzeniem do mieszadğa magnetycznego. Okğadkň umieszczano tak, 

Ũeby Ũel w okğadce znajdowağ siň po stronie katody, a membrana po stronie anody. CağoŜĺ 

wypeğniano schğodzonym do okoğo 4ÁC buforem do transferu (TGS+20% Me) i umieszczano  

na mieszadle magnetycznym. Przez 15 minut transfer prowadzono przy napiňciu prŃdu 100 V  

i natňŨeniu 250 mA przy wolnych obrotach mieszadğa magnetycznego, nastňpnie przez  

60 minut transfer prowadzono przy napiňciu prŃdu 100 V i natňŨeniu 350 mA. 

Po transferze membranň pğukano w wodzie destylowanej przez 5 minut a nastňpnie 

barwiono roztworem Ponceau S przez okoğo 10 minut w celu potwierdzenia efektywnoŜci 

transferu. Barwnik wypğukiwano buforem PBST, nastňpnie membranň blokowano 5% 

roztworem mleka w PBST przez 1 godzinň. Po blokowaniu membranň umieszczano  

w plastikowych falkonach 50 ml, dodawano roztw·r przeciwciağ pierwszorzňdowych w buforze 

do blokowania membrany nitrocelulozowej (Tab. 3.7) i inkubowano noc w 4ÁC z mieszaniem. 

Kolejnego dnia pierwszorzňdowe przeciwciağa wypğukiwano 3 razy buforem PBST  
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i inkubowano w roztworze przeciwciağ drugorzňdowych skoniugowanych z HRP (Tab. 3.8). 

Nadmiar przeciwciağ drugorzňdowych wypğukiwano 3 razy buforem PBST. Reakcje 

chemiluminescencji wywoğywano po dodaniu substratu ECL (cat# 170-5060, BioRad)  

w systemie do obrazowania BioRad ChemiDoc. 

W przypadku przeciwciağ anty-progeryna przed blokowaniem membrany uŨywano 

zestawu SuperSignalTM Western Blot Enhancer (cat# 46641, Thermo Fisher) w celu 

zwiňkszenia intensywnoŜci sygnağu. Membranň po transferze pğukano w wodzie, nastňpnie 

inkubowano membranň w roztworze z zestawu do inkubacji przed blokowaniem (Antigen 

Pretreatment Solution) przez 10 minut z mieszaniem. Po czym membranň znowu pğukano  

w wodzie i blokowano w buforze do blokowania jak opisano wyŨej. Nadmiar buforu  

do blokowania wypğukiwano PBST. Membranň przenoszono do roztworu przeciwciağ 

przygotowanego w buforze do przeciwciağ pierwszorzňdowych z zestawu (Primary Antibody 

Diluent) zgodnie z informacjŃ umieszczonŃ w Tabeli 3.7. Membranň inkubowano przez noc  

w 4ÁC z mieszaniem. Inkubacjň z drugorzňdowymi przeciwciağami oraz obrazowanie 

prowadzono tak samo jak byğo opisano wyŨej. 

Analizň densytometrycznŃ prowadzono w programie ImageLab (wersja 5.2) firmy 

BioRad. Dane byğy normalizowane do poziomu biağka kontroli ğadowania (GAPDH  

lub tubulina Ŭ) oraz do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola lub po traktowaniu 

DMSO.  

3.2.4. Barwienia immunofluorescencyjne oraz analiza morfologii jŃder 

kom·rkowych  

Kom·rki byğy wysiewane na doğki pğytki 6- lub 12-doğkowej w kt·rych wczeŜniej 

umieszczono sterylne, odbiağczone okrŃgğe szkieğka nakrywkowe ze szkğa borokrzemowego  

o Ŝrednicy 12 mm (#1 gruboŜĺ 0,13 - 0,16 mm, Menzel Glªser). Liczba wysiewanych kom·rek 

byğa opisana wyŨej i zaleŨağa od rodzaju eksperymentu (Rozdziağ ĂProwadzenie hodowli 

kom·rkowych, transfekcja i traktowanie lekami drobnoczŃsteczkowymiò). Do analiz nie 

wymagajŃcych transfekcji i traktowania lekami drobnoczŃsteczkowymi wysiewano 20 000 

kom·rek fibroblast·w od dawc·w na doğek pğytki 6-doğkowej w 2 ml poŨywki. Kom·rki 

inkubowano przez 3 dni w 37ÁC i 5% CO2 i przechodzono do kolejnych etap·w. 

DzieŒ po wysianiu, w zaleŨnoŜci od rodzaju prowadzonego doŜwiadczenia, kom·rki byğy 

transfekowane lub traktowane wybranymi zwiŃzkami chemicznymi. Przed przygotowaniem 

preparat·w usuwano poŨywkň i pğukano doğek ze szkieğkami z kom·rkami 3 razy PBS w celu 

pozbycia siň resztek poŨywki. Nastňpnie kom·rki utrwalano w 4% (w/o) roztworze 
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paraformaldehydu (cat# 818715.1000, Merck) w PBS przez 20 min w temperaturze pokojowej. 

Szkieğka pğukano 3 razy PBS i prowadzono permeabilizacjň bğon kom·rkowych za pomocŃ 

0,5% roztworu Triton-X100 (cat# T9284, Sigma) w PBS przez 5 min w 4ÁC. Szkieğka ponownie 

pğukano 3 razy PBS i nakğadano na szkieğka roztw·r do blokowania na 1 godzinň  

w temperaturze pokojowej. Nastňpnie zmieniano roztw·r do blokowania na roztw·r 

przeciwciağ pierwszorzňdowych (Tab. 3.9) w roztworze do blokowania, szkieğka inkubowano 

przez noc w 4ÁC. Nastňpnego dnia odpğukiwano nadmiar przeciwciağ pierwszorzňdowych 

poprzez 5-krotne zanurzanie szkieğka w zlewce z PBS, kolejno w 5 zlewkach. Nakğadano 

roztw·r przeciwciağ drugorzňdowych skoniugowanych ze znacznikami fluorescencyjnymi 

(Tab. 3.10), inkubacje prowadzono przez 1 godzinň w temperaturze pokojowej, w ciemnoŜci. 

Nastňpnie wypğukiwano nadmiar przeciwciağ poprzez zanurzanie szkieğek w PBS  

jak wczeŜniej. Na koniec zanurzano szkieğko w wodzie dejonizowanej i montowano do szkieğka 

podstawowego za pomocŃ DAPI Mount. Preparaty pozostawiano do nastňpnego dnia  

i analizowano na konfokalnym mikroskopie fluorescencyjnym LEICA SP8 z uŨyciem 

obiektywu z powiňkszeniem 63x (gruboŜĺ skanowanego obszaru 1 ɛm) oraz oprogramowania 

Leica Application Suite X (wersja 3.7.6.25997). Do obrazowania barwienia DAPI uŨywano 

lasera z diodŃ 405 nm, do wizualizacji GFP uŨywano lasera argonowego, do wizualizacji 

barwienia TRITC uŨywano p·ğprzewodnikowego lasera zğŃczowego 561 nm (DPSS,  

ang. diode-pumped solid-state), do obrazowania barwnika DyLight 649 uŨywano lasera 

helowo-neonowego 633 nm. Podczas eksportu zdjňĺ, kt·re byğy p·Ŧniej analizowane dodawano 

skalň za pomocŃ oprogramowania Leica Application Suite X (wersja 3.7.6.25997). 

Analiza intensywnoŜci sygnağu immunofluorescencji oraz analiza morfologii jŃder 

kom·rkowych byğa przeprowadzona z uŨyciem programu ImageJ (wersja 1.52v). Do analizy 

intensywnoŜci sygnağu immunofluorescencji zdjňcie z kanağu dla interesujŃcego antygenu 

przeksztağcano w zdjňcie typu 8-bitowego (przedstawienie intensywnoŜci sygnağu kaŨdego 

piksela ze zdjňcia w skali szaroŜci z 256 odcieniami) oraz ustawiano odpowiedniŃ skalň  

na podstawie skali umieszczonej wczeŜniej na zdjňciu. Wybierano jŃdro kom·rkowe o typowej 

morfologii dla danego preparatu, zaznaczano liniň prostŃ przechodzŃcŃ przez jŃdro 

kom·rkowe. Odczytywano wartoŜĺ odpowiadajŃcŃ odcieniu szaroŜci (gdzie 0 brak sygnağu,  

a 256 to najwiňksza intensywnoŜĺ). Na podstawie tych danych tworzono wykres zaleŨnoŜci 

intensywnoŜci sygnağu od miejsca w przekroju jŃdra kom·rkowego.  

Analiza morfologii jŃder kom·rkowych zostağa wykonana na podstawie zdjňĺ 

immunofluorescencyjnych z uŨyciem przeciwciağ pierwszorzňdowych anty-lamina A  

lub anty-lamina B1 (Tab. 3.9, Ryc. 3.2A). Zdjňcia przeksztağcano w zdjňcie typu 8-bitowego 
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(Ryc. 3.2B), nastňpnie stosowano filtr Gaussian Blur o Ŝrednicy 2 piksele, co miağo na celu 

usunŃĺ szum tğa na zdjňciach (Ryc. 3.2C). Tak przygotowane zdjňcia przeksztağcano w obrazy 

binarne: dobierano pr·g odcienia szaroŜci w taki spos·b, Ũeby piksele na zdjňciu o niŨszej 

intensywnoŜci odpowiadağy obszarowi tğa, a obszary jaŜniejsze odpowiadağy jŃdrom 

kom·rkowym (Ryc. 3.2D). Utworzenie obrazu binarnego pozwoliğo przeksztağciĺ obraz w 256 

odcieniach szaroŜci na obraz w dw·ch kolorach (czarny dla tğa, biağy dla jŃder kom·rkowych). 

Powstağe biağe obszary byğy mierzone pod wzglňdem pola powierzchni, obwodu  

i okrŃgğoŜci (miara dopasowania do ksztağtu koğa). Obszary znajdujŃce siň przy krawňdziach 

zdjňĺ nie byğy brane pod uwagň. Obszary odpowiadajŃce kilku jŃdrom kom·rkowym byğy 

oddzielane od siebie przez dodanie linii miňdzy nimi tak aby odpowiadağo to uğoŨeniu jŃder  

na zdjňciu (Ryc. 3.2E). JeŨeli grupa jŃder kom·rkowych byğa uğoŨona w spos·b utrudniajŃcy 

ich rozdzielenie pomijano takie obszary przy analizie. Wynikiem analizy byğ obraz z obwodem 

analizowanych obraz·w z nadanym numerem porzŃdkowym (Ryc. 3.2F) oraz tabela  

z wynikami dla poszczeg·lnych jŃder kom·rkowych. 

 

Rycina 3.2. Proces analizy morfologii jŃder kom·rkowych. A. WyjŜciowe zdjňcie. B. Zdjňcie typu  

8-bitowego. C. Zdjňcie typu 8-bitowego po zastosowaniu filtru Gaussian Blur. D. Zdjňcie binarne.  

E. Zdjňcie binarne po rozdzieleniu jŃder kom·rkowych uğoŨonych obok siebie, usuniňciu obszar·w 

znajdujŃcych siň przy krawňdziach zdjňcia oraz po usuniňciu obszar·w nieodpowiadajŃcych jŃdrom 

kom·rkowym. F. Ksztağty obszar·w uwzglňdnionych w analizie. 
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3.2.5. PrzyŨyciowa analiza mikroskopowa i badanie proliferacji 

PrzyŨyciowa analiza byğa prowadzona w automatycznym mikroskopie fluorescencyjnym 

IncuCyte (Sartorius), obiektyw 10x, w kt·rym zdjňcia byğy wykonywane co 2 godziny podczas 

trwania eksperymentu. Mikroskop umieszczony byğ w inkubatorze podtrzymujŃcym optymalne 

warunki hodowli (37ÁC i 5% CO2). Dla kom·rek HeLa analizň prowadzono przez 3 dni,  

dla fibroblast·w od dawc·w analizň prowadzono do 6 dni. Na podstawie tych danych obliczono 

zmianň konfluencji kom·rek (procent powierzchni zdjňcia zajňtego przez kom·rki) w czasie  

za pomocŃ oprogramowania IncuCyte ZOOM 2018A. 

Przed analizŃ serii zdjňĺ dobierano warunki analizy w taki spos·b aby rozpoznawane byğy 

kom·rki o r·Ũnym stopniu konfluencji. Parametry dobierano osobno dla linii HeLa  

i dla fibroblast·w od dawc·w. Dla przykğadowych zdjňĺ dobierano odpowiednie parametry 

kontrastu pomiňdzy obszarem z kom·rkami a pustym miejscem na zdjňciu, okreŜlano stopieŒ 

wygğadzenia linii oddzielajŃcej puste miejsce i obszary z kom·rkami oraz minimalnŃ wielkoŜĺ 

obszaru z kom·rkami, Ũeby uniknŃĺ analizy artefakt·w takich jak szum ze zdjňcia. Analizň serii 

zdjňĺ wykonywano uŨywajŃc wczeŜniej dobranych parametr·w. Po skoŒczonej analizie wyniki 

przedstawiano w postaci zaleŨnoŜci stopnia konfluencji od czasu.  

3.2.6. Analiza stabilnoŜci siRNA 

StabilnoŜĺ siRNA byğa oceniana w 50% (o/o) roztworze surowicy mysiej (cat# 10410, 

Invitrogen) w PBS. Przygotowywano roztw·r siRNA o stňŨeniu koŒcowym 1,5 ɛM. Nastňpnie 

pr·bň inkubowano w 37ÁC, po okreŜlonym czasie inkubacji pr·bň przenoszono do -20ÁC  

w celu zatrzymania procesu degradacji. Po zebraniu serii pr·b o r·Ũnych czasach inkubacji 

pr·bki nanoszono na 8% Ũel poliakrylamidowy i rozdzielano za pomocŃ elektroforezy  

w warunkach natywnych. ŧele do elektroforezy przygotowano z uŨyciem zestawu  

do przygotowania Ũeli Mini-PROTEAN Tetra handcast systems (Bio-Rad). Przygotowywano 

Ũele o gruboŜci 0,75 mm. MieszaninŃ do przygotowania Ũelu wypeğniano cağŃ przestrzeŒ 

pomiňdzy szkieğka do Ũeli i umieszczano w niej grzebieŒ 10- lub 15-doğkowy. Po polimeryzacji 

mieszaniny szklane okğadki z Ũelem umieszczano na wilgotnych rňcznikach papierowych  

i przechowywano w zamkniňtych pudeğkach w lod·wce do czasu elektroforezy nie dğuŨej niŨ 

2 dni.  

Po skoŒczonej elektroforezie Ũele barwiono w roztworze SimplySafe (cat# E4600-01, 

EurX) przez 20 minut w temperaturze pokojowej w ciemnoŜci. Wizualizowano kwasy 

nukleinowe w systemie do obrazowania BioRad ChemiDoc.  
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Podobnie do analizy wynik·w western blot analizň densytometrycznŃ prowadzono  

w programie ImageLab (wersja 5.2) od BioRad. Wyniki normalizowano do pr·bek  

nie poddawanych inkubacji (czas inkubacji 0). 

3.2.7. Analiza statystyczna uzyskanych wynik·w 

Uzyskane wyniki byğy analizowane w programie RealStats (https://www.real-

statistics.com). Wariancje pr·b byğy por·wnywane za pomocŃ testu Leveneôa. Dane z r·ŨnŃ 

wariancjŃ byğy analizowane za pomocŃ testu Kruskala-Wallisa i testu Gamesa-Howella, dane  

z r·wnŃ wariancjŃ byğy analizowane za pomocŃ jednoczynnikowej analizy wariancji  

(ang. one-way ANOVA) i testu Tukeya. 
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4. Wyniki  

4.1. Charakterystyka modelu kom·rkowego do oceny dziağania lek·w 

genetycznych 

Na potrzeby badaŒ nad selekcjŃ lek·w genetycznych zostağ stworzony przez dr Katarzynň 

Piekarowicz nowy model kom·rkowy wykorzystujŃcy liniň kom·rkowŃ HeLa, kt·ra byğa 

zmodyfikowana poprzez wprowadzenie plazmid·w kodujŃcych GFP, GFP-laminň A  

lub GFP-progerynň (Rozdziağ 3.1.1). Linia kom·rkowa HeLa zostağa wybrana ze wzglňdu  

na ğatwoŜĺ hodowli w warunkach laboratoryjnych oraz wysokie tempo proliferacji,  

co umoŨliwiağo uzyskanie duŨej iloŜci materiağu do badaŒ w kr·tkim czasie. Nadprodukcja 

biağka fluorescencyjnego GFP miağa na celu umoŨliwiĺ analizň kom·rek poprzez pomiar 

intensywnoŜci fluorescencji oraz uğatwiĺ wizualizacjň biağek egzogennych za pomocŃ 

mikroskopii fluorescencyjnej. Do modyfikacji kom·rek uŨyto wektor retrowirusowy, kt·ry 

umoŨliwia integracjň transgenu z genomem kom·rki i jego stağŃ nadekspresjň. Do transdukcji 

kom·rek uŨyto niskiego wsp·ğczynnika wielokrotnoŜci infekcji (MOI, ang. multiplicity  

of infection), okoğo 0,1, co zapewniağo wysokie prawdopodobieŒstwo wprowadzenia tylko 

jednej kopii transgenu do kom·rki, jak wskazywağy dane literaturowe [253]. Selekcja 

transdukowanych kom·rek pozwoliğa na uzyskanie subpopulacji skğadajŃcej siň w znacznej 

wiňkszoŜci ze zmodyfikowanych kom·rek. 

W pierwszej kolejnoŜci oceniony byğ poziom nadprodukcji biağek egzogennych 

za pomocŃ techniki western blot. Stwierdzono obecnoŜĺ biağek GFP, GFP-laminy A 

i GFP-progeryny w odpowiednich subliniach (Ryc. 4.1A, B). Poziom biağek fuzyjnych 

GFP-lamina A i GFP-progeryna nie byğ wiňkszy niŨ poziom endogennej laminy A (Ryc. 4.1A), 

co jest skutkiem zastosowanych warunk·w transdukcji. Takie warunki transdukcji z kolei 

wybrano, Ũeby poziom biağek egzogennych w kom·rkach HeLa zbliŨony byğ do poziomu 

progeryny w kom·rkach pacjent·w z HGPS. Miağo to pozwoliĺ na bardziej precyzyjnŃ ocenň 

zmian poziomu progeryny o zastosowaniu lek·w genetycznych w stworzonym modelu 

kom·rkowym. Dodatkowo potwierdzono nadprodukcjň biağka fuzyjnego GFP-progeryna  

w odpowiedniej sublinii za pomocŃ przeciwciağ pierwszorzňdowych rozpoznajŃcych wyğŃcznie 

progerynň, a nie laminň A (Ryc. 4.1B).  
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Rycina 4.1. Model kom·rkowy do badaŒ nad lekami dla progerii Hutchinsona-Gilforda ï linie 

kom·rkowe HeLa z nadprodukcjŃ GFP, GFP-laminy A oraz GFP-progeryny. A. Analiza western blot 

ilustrujŃca poziom biağek egzogennych GFP, GFP-lamina A i GFP-progeryna w por·wnaniu  

do endogennych biağek laminy A i C w kom·rkach HeLa poddanych transdukcji i selekcji. B. Analiza 

western blot ilustrujŃca specyficznŃ nadprodukcjň GFP-progeryny identyfikowanej za pomocŃ 

przeciwciağ pierwszorzňdowych anty-progeryna. C. Zdjňcia wykonane za pomocŃ przyŨyciowej 

mikroskopii fluorescencyjnej. D. Przykğadowe wykresy analizy cytometrycznej pokazujŃce zaleŨnoŜĺ 

intensywnoŜci fluorescencji GFP (GFP-H) od intensywnoŜci Ŝwitağa przechodzŃcego (FSC-H). Obszar 

Q3-4 odpowiada kom·rkom bez GFP, z kolei obszar Q3-2 zawiera sygnağ pochodzŃcy od kom·rek 

wykazujŃcych fluorescencjň dla GFP. 



  Rozdziağ 4. Wyniki.    

75 
 

Za pomocŃ przyŨyciowej mikroskopii fluorescencyjnej oraz cytometrii przepğywowej 

potwierdzono nadprodukcjň biağek egzogennych w okoğo 95% kom·rek badanych sublinii  

oraz stwierdzono ich poprawnŃ lokalizacjň (Ryc. 4.1C, D). W przypadku kom·rek 

nadprodukujŃcych GFP obserwowano cytoplazmatycznŃ lokalizacjň sygnağu 

fluorescencyjnego, dla biağek GFP-lamina A i GFP-progeryna obserwowano lokalizacjň 

sygnağu w obrňbie otoczki jŃdrowej (Ryc. 4.1C, Ryc. 4.2A). Nastňpnie oceniono lokalizacjň 

laminy A w kom·rkach sublinii wraz z lokalizacjŃ biağek egzogennych na podstawie barwieŒ 

immunofluorescencyjnych (Ryc. 4.2A). Potwierdzono poprzednie obserwacjň  

oraz stwierdzono brak r·Ũnic w lokalizacji laminy A w subliniach HeLa. 

W dalszych krokach oceniono morfologiň jŃder kom·rkowych kaŨdej sublinii  

(Ryc. 4.2B, C). Mierzono obw·d i powierzchniň jŃder kom·rkowych, dodatkowo mierzono 

parametr, kt·ry okreŜlany jest jako kolistoŜĺ, kt·ry byğ wyliczany zgodnie ze wzorem poniŨej 

[254]: 

ὑέὰὭίὸέĢçτ“z
ὴέύὭὩὶᾀὧὬὲὭὥ

έὦύĕὨ
 

WartoŜĺ Ă1ò tego parametru oznacza ksztağt koğa, z kolei wartoŜĺ Ă0ò odpowiada skrajnie 

wydğuŨonemu wielokŃtowi. Stwierdzono zwiňkszonŃ powierzchniň jŃder kom·rkowych  

w kom·rkach HeLa GFP-progeryna w por·wnaniu do nietransdukowanych kom·rek HeLa 

oraz kom·rek z nadprodukcjŃ GFP. Taki efekt nadprodukcji biağka GFP-progeryna 

najprawdopodobniej jest zwiŃzany z jego agregacjŃ w otoczce jŃdrowej, co zwiňksza jej 

gruboŜĺ i odpowiednio powierzchniň jŃdra kom·rkowego. Obw·d jŃder kom·rkowych HeLa  

z nadprodukcjŃ GFP-progeryny teŨ byğ wiňkszy w por·wnaniu do reszty sublinii. CzňŜciowo 

jest to zwiŃzane z wiňkszŃ powierzchniŃ jŃder kom·rkowych tej sublinii w por·wnaniu  

do kom·rek HeLa i HeLa GFP. 

Por·wnanie kolistoŜci jŃder kom·rkowych czterech sublinii wykazağo, Ũe w przypadku 

HeLa GFP-lamina A jŃdra kom·rkowe charakteryzujŃ siň wyŨszym wsp·ğczynnikiem 

kolistoŜci w por·wnaniu do reszty sublinii, czyli sŃ bardziej zbliŨone do ksztağtu koğa, sŃ mniej 

zdeformowane (Ryc. 4.2C). Najprawdopodobniej akumulacja GFP-laminy A w otoczce 

jŃdrowej zapewnia jej wiňkszŃ sztywnoŜĺ i zapobiega wystňpowaniu znieksztağceŒ. 

JednoczeŜnie dla HeLa GFP-progeryna nie obserwowano r·Ũnic kolistoŜci jŃder kom·rkowych 

w por·wnaniu do kom·rek HeLa i HeLa GFP. 
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Rycina 4.2. Analiza morfologii jŃder kom·rkowych sublinii HeLa. A. Analiza immunofluorescencyjna 

pokazujŃca ksztağt jŃder kom·rkowych kom·rek kaŨdej sublinii. B. ZaleŨnoŜĺ kolistoŜci jŃder 

kom·rkowych od ich powierzchni. C. Por·wnanie powierzchni, obwodu i kolistoŜci jŃder kom·rkowych 

sublinii HeLa. Dla HeLa n=338, dla HeLa GFP n=257, dla HeLa GFP-lamina A n=214, dla HeLa 

GFP-progeryna n=204. SD (ang. standard deviation) ï odchylenie standardowe. **p < 0,01;  

***p  < 0,001; ****P<0,0001 (test ANOVA jednoczynnikowy). 
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Brak wyraŦnych znieksztağceŒ jŃder kom·rkowych w kom·rkach nadprodukujŃcych 

GFP-progerynň moŨe byĺ zwiŃzany z tym, Ũe kom·rki posiadajŃce znacznie wiňkszy poziom 

GFP-progeryny i wyraŦnie znieksztağcone jŃdra kom·rkowe, w por·wnaniu do wiňkszoŜci 

pozostağych kom·rek w populacji, najprawdopodobniej umierağy na skutek zaburzeŒ 

wywoğanych wysokim poziomem GFP-progeryny. Opr·cz tego mogğo to byĺ spowodowane 

wysokim tempem proliferacji tych kom·rek. Czňste podziağy kom·rkowe powodujŃ czňstŃ 

przebudowň otoczki jŃdrowej w trakcie i po podziağach, co nie pozwala na pojawienie siň 

znieksztağceŒ otoczki jŃdrowej zwiŃzanych z nadprodukcjŃ GFP-progeryny. Dodatkowo 

przeanalizowano tempo proliferacji kaŨdej sublinii i nie wykryto r·Ũnic pomiňdzy kom·rkami 

po transdukcji i kom·rkami nietransdukowanymi (Ryc. 4.3).  

Analiza modelu kom·rkowego potwierdziğa, Ũe jest to dobry model do badaŒ  

nad poziomem progeryny po zastosowaniu lek·w genetycznych. Model kom·rkowy pozwala 

na ocenň poziomu GFP-progeryny poprzez analizň intensywnoŜci fluorescencji kom·rek  

za pomocŃ cytometrii przepğywowej oraz na ocenň poziomu biağek poprzez analizň western 

blot. Stabilny poziom biağek egzogennych oraz brak r·Ũniĺ tempa proliferacji pozwalajŃ  

na miarodajnŃ ocenň badanych lek·w. Nadprodukcja biağka fluorescencyjnego GFP pozwala 

na ğatwŃ analizň lokalizacji biağek fuzyjnych. 

 

 

Rycina 4.3. Zmiana konfluencji sublinii 

HeLa w czasie. n=4, brak r·Ũnic istotnych 

statystycznie. SD (ang. standard 

deviation) ï odchylenie standardowe. 
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4.2. Projektowanie siRNA specyficznie rozpoznajŃcych mRNA progeryny 

Celem niniejszej pracy byğo stworzenie siRNA specyficznie rozpoznajŃcych transkrypt 

progeryny oraz ocena efektywnoŜci obniŨenia poziomu progeryny przez zaprojektowane 

siRNA. Ze wzglňdu na podğoŨe genetyczne choroby, wszystkie sekwencje, kt·re miağyby  

na celu specyficzne oddziağywanie z mRNA progeryny ale nie laminy A, powinny rozpoznawaĺ 

poğŃczenie ekson·w 11 i 12 mRNA progeryny, poniewaŨ jest to jedyne miejsce, w kt·rym 

sekwencja nukleotydowa r·Ũni siň od mRNA laminy A. DodatkowŃ komplikacjŃ jest to,  

Ũe ostatnie piňĺ nukleotyd·w eksonu 11 mRNA laminy A i progeryny sŃ identyczne,  

jak i poczŃtek eksonu 12 (Ryc. 4.4). To oznacza, Ũe kaŨde zaprojektowane siRNA do 

zahamowania progeryny moŨe potencjalnie oddziağywaĺ z mRNA laminy A, poniewaŨ 

sekwencja na koŒcu eksonu 11. mRNA laminy A oraz na koŒcu eksonu 11. mRNA progeryny 

sŃ identyczne.  

Innym aspektem, kt·ry m·gğby powodowaĺ trudnoŜci w przewidywaniu efektywnoŜci 

rozpoznawania transkryptu docelowego przez projektowane siRNA jest fakt, Ũe sekwencja 

docelowa jest bogata w pary GC. Oznacza to, Ũe taki rejon mRNA moŨe mieĺ ograniczonŃ 

dostňpnoŜĺ ze wzglňdu na tendencjň do tworzenia struktur drugorzňdowych [255]. Dodatkowa 

trudnoŜĺ w projektowaniu siRNA polega na tym, Ũe do kompleksu RISC wybierana jest tylko 

jedna niĺ siRNA i wyb·r ten zaleŨy od kilku warunk·w. Jednym z czynnik·w decydujŃcym  

o wyborze nici jest nukleotyd znajdujŃcy siň na 5ô-koŒcu (uracyl jest najczňŜciej wystňpujŃcym 

nukleotydem w wybieranej nici, rzadziej wybierana jest adenina, w nastňpnej kolejnoŜci 

cytozyna i guanina), poza tym istotnŃ rolň odgrywa stabilnoŜĺ termodynamiczna obu koŒc·w 

siRNA [256]. CzeŜĺ siRNA wykazujŃca wiňkszŃ stabilnoŜĺ termodynamicznŃ jest preferowana 

przez podjednostki biağka Argonaute, bňdŃcego czňŜciŃ kompleksu RISC, kt·re sŃsiadujŃ  

z miejscem wiŃzania nukleotydu 5ô nici wiodŃcej (5ôNBP, ang. 5ǋ nucleotide binding pocket). 

ĞŃcznie to sprawia, Ũe przewidywanie efektywnoŜci rozpoznawania transkryptu progeryny 

przez siRNA moŨe byĺ problematyczne, szczeg·lnie w przypadku projektowania sekwencji 

komplementarnej do okreŜlonego miejsca mRNA, co uniemoŨliwia speğnienie wszystkich 

zasad zapewniajŃcych wysokŃ efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego transkryptu  

przez siRNA. Z tego wzglňdu zaprojektowano szereg sekwencji o r·Ũnej dğugoŜci i r·Ũnym 

uğoŨeniu w obrňbie interesujŃcego fragmentu mRNA progeryny. 
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Rycina 4.4. Por·wnanie sekwencji kodujŃcej laminň A i progerynň w obrňbie mutacji 1824C>T 

(zaznaczono na czerwono). Sekwencja kodujŃca progerynň w obrňbie ğŃczenia eksonu 11 i 12 jest 

czňŜciowo identyczna z sekwencjŃ kodujŃcŃ laminň A (czarne litery). 

Sekwencje prog1, prog2, prog3, prog4 oraz scr zostağy zaprojektowane przez  

dr Magdalenň MachowskŃ przed rozpoczňciem pracy oraz zam·wiono sekwencje siRNA 

zawierajŃce znacznik fluorescencyjny Cy3 na 5ô-koŒcu nici sensownej sekwencji siRNA 

lamina A/C oraz siRNA progH3. Znacznik Cy3 miağ sğuŨyĺ jako marker kom·rek, kt·re ulegğy 

transfekcji, co pozwala podczas analizy cytometrycznej wyr·Ũniĺ pulň kom·rek, kt·re ulegğy 

transfekcji i analizowaĺ zmianň intensywnoŜci sygnağu GFP tylko dla transfekowanej grupy 

kom·rek. 

Sekwencje prog5, prog6, prog7, prog8, prog9, prog10, prog11, prog12, prog13, prog14 

zostağy zaprojektowane juŨ przez autorkň niniejszej pracy (Ryc. 4.5, Tab. 3.2). Ponadto  

jako sekwencje kontrolne zam·wiono komercyjnie dostňpne siRNA lamina A/C o sekwencji 

rozpoznajŃcej mRNA laminy A i C oraz progerynň oraz siRNA neg. kontrola o sekwencji 

niekomplementarnej do Ũadnego ludzkiego mRNA. Dodatkowo dla por·wnania z dotychczas 

opublikowanymi sekwencjami, zaprojektowano siRNA progH3 i progH3_scr na postawie 

sekwencji shRNA opisanej przez Huang i wsp·ğpracownik·w [21]. 
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Rycina 4.5. Przyr·wnanie nici antysensownych sekwencji siRNA do docelowego miejsca mRNA 

kodujŃcego progerynň. Na czerwono zaznaczone sŃ sekwencje rdzeniowe siRNA (ang. seed sequence). 

dT ï deoksytymidyna.  

4.3. Optymalizacja warunk·w transfekcji linii kom·rkowej HeLa 

4.3.1. Wyb·r odczynnika transfekcyjnego i jego stňŨenia 

Pierwszym etapem optymalizacji warunk·w transfekcji byğ wyb·r odpowiedniego 

odczynnika transfekcyjnego pozwalajŃcego na skuteczne dostarczenie kwas·w nukleinowych 

do wnňtrza kom·rki i jednoczeŜnie wykazujŃcego najniŨszŃ toksycznoŜĺ dla stosowanej linii 

kom·rkowej.  

Do test·w wybrano trzy odczynniki transfekcyjne dedykowane do transfekcji kr·tkimi 

oligonukleotydami, takimi jak siRNA. Testy rozpoczňto od warunk·w transfekcji zalecanych 

przez producent·w kaŨdego z odczynnik·w. JednoczeŜnie traktowano kom·rki Hela 

odpowiedniŃ iloŜciŃ odczynnika transfekcyjnego bez dodatku siRNA (Ryc. 4.6), w celu oceny 

jego bazowej cytotoksycznoŜci, oraz wykonano transfekcje z wykorzystaniem znakowanego 

fluorescencyjnie siRNA lamina A/C-Cy3 (Ryc. 4.7), w celu oceny wydajnoŜci transfekcji. 

Transfekcje prowadzono na pğytce 96-doğkowej i analizowano 3 dni po transfekcji. 
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Rycina 4.6. Wpğyw odczynnika transfekcyjnego na ŨywotnoŜĺ kom·rek HeLa. Kom·rki traktowano 

samym odczynnikiem transfekcyjnym w celu okreŜlenia jego toksycznoŜci. Zdjňcia wykonano 3 dni po 

transfekcji.  

AnalizujŃc kom·rki HeLa po transfekcji stwierdzono, Ũe nie ma r·Ũnic w stanie kom·rek 

po traktowaniu samym odczynnikami transfekcyjnymi, a ich mieszaninami z siRNA (Ryc. 4.6 

i 4.7). W przypadku odczynnika DharmaFECT obserwowano obniŨonŃ konfluencjň kom·rek 

w por·wnaniu do kom·rek nietraktowanych, co moŨe wskazywaĺ na cytotoksycznoŜĺ (Ryc. 

4.6). JednoczeŜnie nie zaobserwowano sygnağu dla Cy3, co Ŝwiadczy o minimalnej wydajnoŜci 

transfekcji. Z tego powodu ten odczynnik transfekcyjny nie byğ dalej analizowany (Ryc. 4.7).  

Warunki transfekcji z wykorzystaniem Lipofectamine RNAiMAX r·wnieŨ byğy 

nieoptymalne, co spowodowağo Ŝmierĺ wiňkszej czňŜci kom·rek (Ryc. 4.6), ale wyniki 

pozwoliğy wnioskowaĺ o wysokiej wydajnoŜci transfekcji, ze wzglňdu na obecnoŜĺ sygnağu dla 

Cy3 w kom·rkach Ũywych (Ryc. 4.7). W przypadku METAFECTENE konfluencja kom·rek 

byğa nieznacznie niŨsza lub podobna do kom·rek nietraktowanych, co Ŝwiadczy o mniejszym 

efekcie cytotoksycznym (Ryc. 4.6). R·wnoczeŜnie zaobserwowano intensywny sygnağ 

pochodzŃcy od znacznika fluorescencyjnego Cy3 w wiňkszoŜci kom·rek, co wskazywağo  

na wysokŃ wydajnoŜĺ transfekcji (Ryc. 4.7). 
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Rycina 4.7. Por·wnanie efektywnoŜci dostarczania do wnňtrza kom·rki siRNA lamina A/C  

ze znacznikiem fluorescencyjnym Cy3 przez odczynniki transfekcyjne. Zdjňcia wykonano za pomocŃ 

przyŨyciowej mikroskopii fluorescencyjnej 3 dni po transfekcji.  

Na nastňpnym etapie postanowiono przetestowaĺ niŨsze stňŨenia odczynnik·w 

transfekcyjnych i siRNA, oraz przetestowaĺ wydajnoŜĺ wyciszenia ekspresji laminy A/C przez 

znakowane i nieznakowane siRNA. Transfekcjň prowadzono zgodnie z zaleceniami 

producent·w odczynnik·w transfekcyjnych. W wyniku transfekcji zauwaŨono nieznacznie 
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niŨszy poziom konfluencji kom·rek transfekowanych w por·wnaniu do kom·rek 

nietransfekowanych, co Ŝwiadczy o warunkach transfekcji zbliŨonych do optymalnych (Ryc. 

4.8A). AnalizujŃc wydajnoŜĺ transfekcji stwierdzono, Ũe zaszğa ona z wysokim poziomem 

wydajnoŜci, natomiast w przypadku kom·rek transfekowanych za pomocŃ Lipofectamine 

RNAiMAX sygnağ byğ bardziej r·wnomiernie rozğoŨony w kom·rce, w por·wnaniu do 

transfekcji z METAFECTENE, gdzie obserwowano wiňcej punktowych sygnağ·w dla Cy3,  

co moŨe Ŝwiadczyĺ o tym, Ũe siRNA po wnikniňciu do kom·rki pozostaje w kompleksie  

z odczynnikiem transfekcyjnym i nie jest dostňpny dla kompleksu RISC (Ryc. 4.8A).  

 

Rycina 4.8. Por·wnanie poziomu laminy A i C po transfekcji siRNA lamina A/C i odczynnikami 

transfekcyjnymi METAFECTENE i Lipofectamine RNAiMAX linii kom·rkowej HeLa. A. Zdjňcia 

z przyŨyciowej mikroskopii fluorescencyjnej. B. Analiza western blot poziomu laminy A i C  

w kom·rkach transfekowanych siRNA lamina A/C lub siRNA lamina A/C-Cy3 za pomocŃ 

METAFECTENE lub Lipofectamine RNAiMAX. 
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EfektywnoŜĺ wyciszenia ekspresji laminy A/C oceniono za pomocŃ analizy western blot, 

gdzie analizowano kom·rki traktowane siRNA nieznakowanym i znakowanym znacznikiem 

fluorescencyjnym Cy3 o sekwencji rozpoznajŃcej mRNA laminy A i C. W przypadku siRNA 

znakowanych Cy3 nie obserwowano spadku poziomu laminy A i C zar·wno po 3, jak i 6 dniach 

po transfekcji, najprawdopodobniej ze wzglňdu na obecnoŜĺ znacznika na 5ô-koŒcu nici 

sensownej, co uniemoŨliwiağo wğŃczenie siRNA do kompleksu RISC (Ryc. 4.8B). W dalszych 

czňŜciach pracy siRNA znakowane fluorescencyjnie uŨywano tylko do oznaczania wydajnoŜci 

transfekcji przy optymalizacji warunk·w transfekcji. W przypadku nieznakowanego siRNA 

udağo siň znaczŃco obniŨyĺ poziom laminy A i C po zastosowaniu obu odczynnik·w 

transfekcyjnych, ale wiňkszy spadek poziomu biağek obserwowano po zastosowaniu 

Lipofectamine RNAiMAX ( Ryc. 4.8B). W dalszych etapach eksperyment·w uŨywano 

Lipofectamine RNAiMAX do transfekcji kom·rek HeLa. 

Dodatkowo przetestowano efektywnoŜĺ obniŨenia poziomu laminy A/C przez siRNA 

lamina A/C w kom·rkach NHDF transfekowanych za pomocŃ METAFECTENE  

oraz Lipofectamine RNAiMAX. Przy zastosowaniu identycznych iloŜci siRNA wiňksze 

obniŨenie poziomu laminy A i C obserwowano po transfekcji z Lipofectamine RNAiMAX 

(Ryc. 4.9). Nie zaobserwowano r·Ũnic w poziomie laminy A i C w kom·rkach  

kt·re transfekowano 15 nM i 22,5 nM siRNA lamina A/C. Ponadto nie obserwowano obniŨenia 

poziomu laminy A i C w kom·rkach transfekowanych siRNA neg. kontrola niezaleŨenie  

od uŨytego odczynnika transfekcyjnego. W ten spos·b potwierdzone zostağy poprzednie 

obserwacje dotyczŃce efektywnoŜci obniŨenia poziomu laminy A i C przez siRNA lamina A/C 

po transfekcji odczynnikami transfekcyjnymi METAFECTENE i Lipofectamine RNAiMAX. 

Potwierdzono r·wnieŨ obniŨanie poziomu laminy A i C po zastosowaniu badanych 

odczynnik·w transfekcyjnych w transfekcji fibroblast·w, co byğo istotne dla p·Ŧniejszych 

etap·w pracy. Do dalszych analiz uŨywano odczynnik transfekcyjny Lipofectamine 

RNAiMAX za najwiňksze nietoksyczne stňŨenie odczynnika uznano 0,2%. 

 

Rycina 4.9. Analiza western blot 

por·wnujŃca poziom laminy A i C 

w linii kom·rkowej NHDF 

transfekowanej siRNA lamina 

A/C za pomocŃ odczynnik·w 

transfekcyjnych METAFECTENE 

i Lipofectamine RNAiMAX. 
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4.3.2. Wyb·r optymalnych iloŜci siRNA i odczynnika transfekcyjnego 

Kolejnym etapem byğo wyznaczenie optymalnych iloŜci odczynnika transfekcyjnego  

i siRNA do transfekcji. Celem byğo wyznaczenie warunk·w pozwalajŃcych uzyskaĺ wysoka 

wydajnoŜĺ transfekcji z uŨyciem najmniejszej iloŜci odczynnika transfekcyjnego. 

Przeprowadzono transfekcjň kom·rek HeLa za pomocŃ r·Ũnych iloŜci znakowanego 

fluorescencyjnie siRNA lamina A/C-Cy3 z zachowaniem proporcji siRNA do odczynnika 

transfekcyjnego jak w poprzednim doŜwiadczeniu. Kom·rki jak poprzednio wysiano na pğytkň 

12-doğkowŃ, nastňpnego dnia przeprowadzono transfekcjň, a analizň cytometrycznŃ 

prowadzono 3 dni po transfekcji. StosujŃc zakres stňŨeŒ od 1,5 nM do 12 nM siRNA 

obserwowano wzrost intensywnoŜci fluorescencji populacji kom·rek zbliŨony  

do wykğadniczego (Ryc. 4.10A). JednoczeŜnie, analizujŃc procent kom·rek wykazujŃcych 

sygnağ Cy3 po transfekcji siRNA zaobserwowano, Ũe juŨ przy zastosowaniu najniŨszego 

stňŨenia siRNA (1,5 nM) wydajnoŜĺ transfekcji wyniosğa okoğo 88,5%. Z kolei transfekcja 

siRNA o stňŨeniu 3 nM i odczynnika transfekcyjnego o stňŨeniu 0,05% pozwoliğa uzyskaĺ 

wydajnoŜĺ transfekcji powyŨej 95% (Ryc. 4.10B).  

 

Rycina 4.10. ZaleŨnoŜĺ wydajnoŜci transfekcji linii kom·rkowej HeLa od stňŨenia siRNA lamina 

A/C-Cy3 i Lipofectamine RNAiMAX. A. ZaleŨnoŜĺ intensywnoŜci fluorescencji dla znacznika Cy3  

od stňŨenia siRNA uŨytego do transfekcji. B. ZaleŨnoŜĺ procentu kom·rek wykazujŃcych sygnağ dla Cy3 

od stňŨenia siRNA uŨytego do transfekcji. Analizň wykonano 3 dni po transfekcji, n=1. Proporcje 

siRNA:Lipofectamine RNAiMAX uŨyte do transfekcji ï 1,5 nM:0,025%, 3 nM:0,05%, 6 nM:0,1%,  

12 nM:0,2%. 

JednoczeŜnie z poprzednim doŜwiadczeniem przeprowadzono transfekcjň HeLa 

GFP-lamina A i HeLa GFP-progeryna nieznakowanymi siRNA lamina A/C, progH3  

i progH3_scr. Do transfekcji uŨyto 12 nM siRNA i 0,2% Lipofectamine RNAiMAX. Celem 

transfekcji byğo ustalenie, czy wybrane warunki prowadzŃ do zauwaŨalnego spadku 

intensywnoŜci fluorescencji, poniewaŨ w poprzednim doŜwiadczeniu obserwowano wyraŦny 

spadek poziomu biağek (Ryc. 4.8B). Analiza cytometryczna wykazağa znaczne obniŨenie 
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intensywnoŜci fluorescencji w obu subliniach po traktowaniu kom·rek siRNA lamina A/C, 

jednoczeŜnie obserwowano spadek intensywnoŜci fluorescencji po traktowaniu siRNA progH3 

do 83% w kom·rkach HeLa GFP-lamina A i do 60% w HeLa GFP-progeryna (Ryc. 4.11). 

Kom·rki traktowane siRNA progH3_scr wykazywağy poziom fluorescencji 83% i 84%  

dla HeLa GFP-lamina A i HeLa GFP-progeryna, co mogğo byĺ skutkiem stresu wywoğanego 

procesem transfekcji lub niespecyficznego dziağania sekwencji. PodsumowujŃc, wykazano,  

Ũe transfekcja przeprowadzona w wybranych warunkach prowadzi do znacznego obniŨenia 

intensywnoŜci fluorescencji w obu subliniach. Ponadto wykazano, Ũe siRNA progH3 

specyficznie obniŨa intensywnoŜĺ fluorescencji w HeLa GFP-progeryna, co jest zgodne  

z poprzednimi obserwacjami [21], na podstawie kt·rych zaprojektowana byğa dana sekwencja 

siRNA. JednoczeŜnie postanowiono przetestowaĺ dane siRNA stosujŃc ich niŨsze stňŨenia,  

ze wzglňdu na uzyskane dane o wydajnoŜci transfekcji za pomocŃ znakowanego siRNA 

lamina A/C-Cy3, kt·re wskazywağy na moŨliwoŜĺ zachowania wysokiej wydajnoŜci transfekcji 

przy niŨszych stňŨeniach siRNA (Ryc. 4.10B). 

Nastňpnie przeprowadzono eksperyment z zastosowaniem znakowanego siRNA 

progH3-Cy3 do transfekcji kom·rek HeLa oraz nieznakowanych siRNA lamina A/C, progH3 

i progH3_scr do transfekcji HeLa GFP-lamina A i HeLa GFP-progeryna. Zastosowano 

wybrane warunki transfekcji z poprzednich doŜwiadczeŒ (1,5 nM, 3 nM i 12 nM siRNA  

i odpowiednie iloŜci Lipofectamine RNAiMAX), kom·rki do transfekcji przygotowano tak 

samo jak poprzednio. Celem eksperymentu byğo okreŜlenie, czy przy stosowaniu innej 

znakowanej sekwencji siRNA wydajnoŜĺ transfekcji ulega zmianie, oraz czy zaleŨy poziom 

GFP-laminy A i GFP-progeryny od stňŨenia siRNA.  

 

Rycina 4.11. Zmiana intensywnoŜci fluorescencji 

kom·rek sublinii HeLa GFP-lamina A i HeLa  

GFP-progeryna po transfekcji 12 nM siRNA i 0,2% 

Lipofectamine RNAiMAX. IntensywnoŜĺ fluorescencji 

mierzono 3 dni po transfekcji, wynik znormalizowano  

w odniesieniu do kom·rek nietransfekowanych, n=1. 

Proporcja siRNA:Lipofectamine RNAiMAX uŨyta  

do transfekcji ï 12 nM:0,2%. 
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Podobnie jak i poprzednio obserwowano liniowy wzrost intensywnoŜci fluorescencji 

pochodzŃcej od Cy3 wraz ze wzrostem stňŨenia siRNA uŨytego do transfekcji (Ryc. 4.12A). 

JednoczeŜnie zauwaŨono, Ũe intensywnoŜĺ fluorescencji dla siRNA progH3-Cy3 jest znacznie 

niŨsza niŨ dla siRNA lamina A/C-Cy3 przy zastosowaniu identycznych stňŨeŒ (okoğo 50 000 

au dla 12 nM siRNA progH3-Cy3 i 120 000 au dla 12 nM siRNA lamina A/C-Cy3, Ryc. 4.12A 

i 4.10A). Ponadto transfekcja znakowanym fluorescencyjnie siRNA progH3-Cy3 zaszğa  

z niŨszŃ wydajnoŜciŃ (Ryc. 4.12B), na przykğad transfekcja 3 nM siRNA zaszğa z wydajnoŜciŃ 

89%, co jest niŨszym wynikiem niŨ dla siRNA lamina A/C-Cy3 (Ryc. 4.10B). Uzyskane wyniki 

wskazujŃ na to, Ũe wydajnoŜĺ transfekcji jest zaleŨna od zastosowanej sekwencji siRNA.  

 

Rycina 4.12. ZaleŨnoŜĺ wydajnoŜci transfekcji od stňŨenia siRNA. A. ZaleŨnoŜĺ intensywnoŜci 

fluorescencji Cy3 od stňŨenia uŨytego siRNA progH3-Cy3 do transfekcji kom·rek linii HeLa. 

B. ZaleŨnoŜĺ procentu kom·rek linii HeLa wykazujŃcych sygnağ fluorescencji dla Cy3 od stňŨenia 

siRNA progH3-Cy3. C, D. Zmiana intensywnoŜci fluorescencji GFP sublinii HeLa GFP-lamina A (C) 

i HeLa GFP-progeryna (D) w zaleŨnoŜci od rodzaju nieznakowanego siRNA i jego stňŨenia. Analizň 

prowadzono 3 dni po transfekcji, wynik znormalizowano w odniesieniu do kom·rek nietransfekowanych, 

n=1. Proporcje siRNA:Lipofectamine RNAiMAX uŨyte do transfekcji ï 1,5 nM:0,025%, 3 nM:0,05%, 

12 nM:0,2%. 
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Po traktowaniu kom·rek siRNA progH3_scr zaobserwowano spadek intensywnoŜci 

fluorescencji w obu subliniach do koğo 85%, jak i poprzednio. W przypadku progH3 

obserwowano spadek intensywnoŜci fluorescencji w kom·rkach HeLa GFP-progeryna  

do okoğo 80-60% w zaleŨnoŜci od stňŨenia siRNA, jednoczenie nie zaobserwowano zmian 

intensywnoŜci fluorescencji dla HeLa GFP-lamina A. Na podstawie powyŨszych obserwacji 

zdecydowano, Ũe konieczne jest przeprowadzenie transfekcji z uŨyciem wyŨszych stňŨeŒ 

siRNA progH3 w celu ustalenia, czy pozwoli to osiŃgnŃĺ wiňksze obniŨenie intensywnoŜci 

fluorescencji kom·rek HeLa GFP-progeryna. 

W kolejnym eksperymencie ponownie uŨyto nieznakowanych siRNA lamina A/C, 

progH3 i progH3_scr, a kom·rki przygotowano i analizowano jak wczeŜniej. UŨyto wyŨszego 

stňŨenia siRNA (48 nM zamiast 12 nM, uŨywanych w poprzednich doŜwiadczeniach,  

Ryc. 4.10, 4.11 i 4.12) w stosunku do 0,2% stňŨenia Lipofectamine RNAiMAX,  

kt·re pozwoliğo uzyskaĺ wydajnoŜĺ transfekcji zbliŨonŃ do 100% zgodnie z poprzednimi 

danymi (Ryc. 4.10B i 4.12B). Opr·cz tego uŨyto 12 nM siRNA i 0,05% Lipofectamine 

RNAiMAX (zamiast 3 nM uŨywanych w poprzednich doŜwiadczeniach) oraz 24 nM siRNA  

i 0,1% Lipofectamine RNAiMAX (zamiast 6 nM uŨywanych w poprzednich doŜwiadczeniach), 

czyli zwiňkszona byğa iloŜĺ siRNA w odniesieniu do odczynnika transfekcyjnego, Ũeby oceniĺ 

stňŨenie kt·rego zwiŃzku jest limitujŃce dla osiŃgniňcia wiňkszego obniŨenia intensywnoŜci 

fluorescencji. Zaznaczyĺ warto, Ũe zrezygnowano z testowania wiňkszych stňŨeŒ 

Lipofectamine RNAiMAX niŨ 0,2% ze wzglňdu na to, Ũe poprzednie dane wskazywağy  

na jego toksycznoŜĺ przy wyŨszych stňŨeniach (Ryc. 4.6 i 4.7).  

Uzyskane wyniki wykazağy znaczny spadek intensywnoŜci fluorescencji do 12-14%  

w obu subliniach po traktowaniu siRNA lamina A/C niezaleŨnie od uŨytego stňŨenia siRNA 

(Ryc. 4.13). W przypadku siRNA progH3_scr wykazano spadek intensywnoŜci fluorescencji 

dla kom·rek HeLa GFP-progeryna w przypadku kaŨdego z uŨytych stňŨeŒ (od 88% dla 48 nM 

do 66% dla 12 nM), oraz spadek intensywnoŜci fluorescencji dla kom·rek HeLa GFP-lamina 

A w przypadku 24 nM i 48 nM do 83% i 84%. Przy nastňpnych analizach nie normalizowano 

wyniki wzglňdem sekwencji siRNA progH3_scr ze wzglňdu na moŨliwe niespecyficzne 

wyciszenie ekspresji. 

 

 

 

 

 



  Rozdziağ 4. Wyniki.    

89 
 

 

 

Rycina 4.13. Analiza zmian 

intensywnoŜci fluorescencji kom·rek 

sublinii HeLa GFP-lamina A i HeLa 

GFP-progeryna po transfekcji siRNA. 

Analizň prowadzono 3 dni po transfekcji, 

wynik znormalizowano w odniesieniu 

do kom·rek nietransfekowanych, n=1. 

Proporcje siRNA:Lipofectamine 

RNAiMAX uŨyte do transfekcji ï  

12 nM:0,05%, 24 nM:0,1%, 48 nM:0,2%. 

 

W przypadku siRNA progH3 zaobserwowano podwyŨszenie intensywnoŜci fluorescencji 

GFP dla linii HeLa GFP-lamina A do 111-120% w zaleŨnoŜci od stňŨenia siRNA, co stanowi 

potencjalnie korzystny efekt dziağania tego siRNA. W kom·rkach HeLa GFP-progeryna 

obserwowano obniŨonŃ intensywnoŜĺ fluorescencji w por·wnaniu do kom·rek 

nietraktowanych, dla stňŨeŒ 12 nM, 24 nM i 48 nM to byğo 56%, 52% i 49% (Ryc. 4.13).  

W por·wnaniu do poprzedniego eksperymentu, zwiňkszenie stňŨenia siRNA progH3 z 12 nM 

do 48 nM przy zastosowaniu 0,2% Lipofectamine doprowadziğo do obniŨenia intensywnoŜci 

fluorescencji z 60% do 49% (Ryc. 4.11 i 4.13). Zastosowanie najniŨszego stňŨenia 

Lipofectamine (0,05%) oraz 12 nM siRNA progH3 pozwoliğo osiŃgnŃĺ obniŨenie 

intensywnoŜci fluorescencji na poziomie 54% (Ryc. 4.13) w por·wnaniu do 67%  

przy zastosowaniu 3 nM siRNA (Ryc. 4.11).  

Uzyskane wyniki wskazywağy na to, Ũe zwiňkszenie stňŨenia siRNA w testowanych 

zakresach przy jednoczesnym zastosowaniu tej samej iloŜci odczynnika transfekcyjnego moŨe 

doprowadziĺ do wiňkszego obniŨenia intensywnoŜci fluorescencji i zaleŨy od sekwencji siRNA 

(Ryc. 4.11C, D i 4.13). JednoczeŜnie, zwiňkszenie stňŨenia siRNA nie prowadziğo 

do proporcjonalne wiňkszego obniŨenia intensywnoŜci fluorescencji, intensywnoŜĺ 

fluorescencji byğa niŨsza o 11% i 14%. Oznacza to, Ũe efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego 

transkryptu przez siRNA zaleŨy w duŨym stopniu od jego sekwencji i efektywnoŜci wğŃczania 

do kompleksu RISC. Ponadto wyselekcjonowanie sekwencji siRNA kt·ra jest efektywna  

przy zastosowaniu niŨszego jej stňŨenia byğo poŨŃdanym wynikiem w kolejnych etapach pracy.  

BiorŃĺ pod uwagň opsany wyŨej proces optymalizacji warunk·w transfekcji kom·rek 

HeLa oraz wysuniňte wnioski, postanowiono w kolejnych etapach przetestowaĺ inne 

zaprojektowane siRNA w warunkach w kt·rych wydajnoŜĺ transfekcji jest zbliŨona do 100% 

(0,1% Lipofetamine RNAiMAX, Ryc. 4.10B i 4.12B), uŨywajŃc stňŨenia siRNA  
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przy kt·rym zachowany jest liniowy wzrost efektywnoŜci wnikania siRNA do kom·rki nawet 

dla najbardziej efektywnych siRNA (6 nM, Ryc. 4.10A).  

W celu uzyskania wiňkszej iloŜci materiağu dla analizy w nastňpnych etapach pracy 

konieczne byğo prowadzenie eksperyment·w na pğytkach 6-doğkowych, kt·rych powierzchnia 

jest 2,5 razy wiňksza niŨ dla pğytki 12-doğkowej. Dla osiŃgniňcia odpowiedniej konfluencji 

kom·rek w dniu transfekcji dzieŒ wczeŜniej wysiewano 67 000 kom·rek na doğek.  

Do transfekcji uŨywano 2,5 razy wiňkszej objňtoŜci Lipofectamine RNAiMAX i siRNA  

niŨ dla pğytki 12-doğkowej. Zmieniona teŨ byğa objňtoŜĺ poŨywki w kt·rej hodowano kom·rki 

z 1250 ˃ l na 2150 ˃l. Finalnie do transfekcji kom·rek HeLa na pğytce 6-doğkowej stosowano  

3 ɛl odczynnika transfekcyjnego (zamiast 1,2 l˃ dla pğytki 12-doğkowej) i 15 pmol siRNA 

(zamiast 6 pmol dla pğytki 6-doğkowej), co stanowiğo odpowiednio 0,14% i 7 nM.  

4.3.3. Ocena wpğywu niekomplementarnych nukleotyd·w na 3ô-koŒcach nici siRNA 

na efektywnoŜĺ i specyficznoŜĺ rozpoznawania transkryptu docelowego  

Podczas prowadzenia badaŒ nad optymalizacjŃ warunk·w transfekcji producent siRNA 

poinformowağ, Ũe pomyğkowo zostağy wysğane do nas siRNA, kt·re nie zawierağy dw·ch 

deoksytymidyn (dTdT) na 3ô-koŒcach nici (dotyczy to siRNA progH3, progH3_scr oraz  

prog1-4). W wziŃzku z tym postanowiono por·wnaĺ efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego 

transkryptu dla obu siRNA. Do transfekcji kom·rki wysiano na pğytkň 12-doğkowŃ, kom·rki 

transfekowano 0,2% Lipofectamine RNAiMAX i 12 nM siRNA, analizň cytometrycznŃ 

prowadzono 3 dni po transfekcji. Wyniki analizy wykazağy, Ũe obecnoŜĺ dodatkowych 

deoksytymidyn moŨe wğywaĺ na efektywnoŜĺ i specyficznoŜĺ rozpoznawania docelowego 

transkryptu przez siRNA, jak zaobserwowano w przypadku siRNA prog3 i kom·rek HeLa 

GFP-lamina A, gdzie w przypadku zastosowania siRNA bez dw·ch deoksytymidyn 

obserwowano spadek intensywnoŜci fluorescencji do 51%, a dla siRNA zawieracjŃcego 

deoksytymidyny intensywnoŜĺ fluorescencji wyniosğa 80% w por·wnaniu do kom·rek 

nietraktowancyh (Ryc. 4.14). Natomiast taka zaleŨnoŜĺ byğa obserwowana nie dla wszystkich 

sekwencji. W ziŃzku z tym, Ũe zaleceniem producenta siRNA byğo stosowanie dodatkowych 

deoksytymidyn na 3ô-koŒcach siRNA w celu zwiňkszenia odpornoŜci na degradacjň, 

postanowiono prowadziĺ dalsze badania stosujŃc te sekwencje.  
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Rycina 4.14. Por·wnanie zmian intensywnoŜci fluorescencji w kom·rkach sublinii HeLa GFP-lamina 

A (A) i HeLa GFP-progeryna (B) po transfekcji siRNA zawierajŃcymi lepkie koŒce skğadajŃce siň  

z dw·ch reszt deoksytymidyny (dTdT) oraz siRNA bez nich. Analizň prowadzono 3 dni po transfekcji, 

wynik znormalizowano w odniesieniu do kom·rek nietransfekowanych, n=1. 

4.4. Wpğyw zaprojektowanych sekwencji siRNA na poziom biağek egzogennych 

oraz intensywnoŜĺ fluorescencji sublinii HeLa 

Po optymalizacji warunk·w transfekcji kom·rek HeLa przeprowadzono seriň transfekcji 

kaŨdej z sublinii. Po 3 dniach po transfekcji kom·rki analizowano za pomocŃ cytometrii 

przepğywowej, a nastňpnie pozostağe po analizie kom·rki wykorzystywano do przygotowania 

lizat·w kom·rkowych do analizy poziomu biağek metodŃ western blot.  

Analiza cytometryczna nie wykazağa istotnych zmian w intensywnoŜci fluorescencji 

kom·rek trzech sublinii transfekowanych siRNA neg. kontrola i siRNA scr oraz kom·rek 

nietransfekowanych. W przypadku siRNA lamina A/C obserwowano znaczny spadek 

intensywnoŜci fluorescencji w kom·rkach HeLa GFP-lamina A i HeLa GFP-progeryna do 16% 

i 15% w por·wnaniu do kom·rek tej samej linii transfekowanych siRNA neg. kontrola  

(Ryc. 4.15, Tab. 4.1). R·wnoczeŜnie w kom·rkach HeLa GFP transfekcja siRNA lamina A/C 

nie prowadziğa do znacznej zmiany intensywnoŜci fluorescencji w por·wnaniu do kom·rek 

nietransfekowanych oraz transfekowanych siRNA neg. kontrola. W kom·rkach HeLa 

GFP-progeryna odnotowano spadek intensywnoŜci fluorescencji po transfekcji siRNA progH3 

do 65% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola. Z kolei dla HeLa 

GFP-lamina A transfekowanych siRNA progH3 obserwowano wzrost intensywnoŜci 

fluorescencji, co moŨna uznaĺ za poŨŃdany efekt terapii. JednoczeŜnie kom·rki HeLa 

GFP-progeryna transfekowane siRNA progH3_scr wykazağy obniŨonŃ intensywnoŜĺ 

fluorescencji (do 91% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA progH3_scr), 

natomiast zmiana ta byğa istotna statystycznie. Nie obserwowano istotnych zmian 
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intensywnoŜci fluorescencji dla kom·rek HeLa GFP-lamina A i HeLa GFP transfekowanych 

siRNA progH3_scr. PodsumowujŃc, obserwacje wskazujŃ na to, Ũe ta sekwencja moŨe 

wpğywaĺ na poziom GFP-progeryny w wyniku oddziağywaŒ niespecyficznych. 

 

Rycina 4.15. Analiza zmian intensywnoŜci fluorescencji sublinii HeLa po traktowaniu 

zaprojektowanymi sekwencjami siRNA. Analizň prowadzono 3 dni po transfekcji, wynik 

znormalizowano w odniesieniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola. Informacja o liczbie 

powt·rzeŒ dla kaŨdej pr·by oraz dokğadne wartoŜci liczbowe sŃ umieszczone w Tabeli 4.1. *p < 0,05; 

**p < 0,01;***p < 0,001 (test ANOVA dwuczynnikowy). 

 

HeLa GFP HeLa GFP-lamina A HeLa GFP-progeryna 

średnia Od. st. n średnia Od. st. n średnia Od. st. n 

Neg. kontrola 1,000 0,000 6 1,000 0,000 6 1,000 0,000 6 

Nietraktowane 1,152 0,114 6 1,124 0,126 6 1,046 0,056 6 

Scr 1,012 0,067 3 1,083 0,071 3 0,957 0,047 3 

Lamina A/C 1,056 0,060 6 0,165 0,013 6 0,149 0,012 6 

ProgH3 0,880 0,092 6 1,331 0,159 6 0,648 0,077 6 

ProgH3_scr 1,054 0,061 3 1,017 0,028 3 0,910 0,012 3 

Prog1 1,360 0,075 3 1,108 0,076 3 0,945 0,026 3 

Prog2 0,898 0,045 3 0,859 0,029 3 0,641 0,040 3 

Prog3 0,897 0,097 4 0,981 0,014 4 0,694 0,033 4 

Prog4 0,779 0,232 3 0,673 0,082 3 0,359 0,060 3 

Prog5 1,002 0,052 3 0,949 0,137 3 0,238 0,024 3 

Prog6 1,019 0,101 3 1,045 0,175 3 0,274 0,023 3 

Prog9 0,994 0,052 3 1,308 0,196 3 0,432 0,045 3 

Prog10 1,291 0,087 3 1,144 0,044 3 0,521 0,024 3 

Prog12 1,181 0,036 3 1,140 0,068 3 0,365 0,023 3 

Prog14 1,177 0,019 3 1,081 0,033 3 0,282 0,026 3 

Tabela 4.1. Dane liczbowe dla wykresu na Rycinie 4.15. IntensywnoŜĺ fluorescencji w kom·rkach 

sublinii HeLa po traktowaniu zaprojektowanymi siRNA. Od. st. ï odchylenie standardowe pr·bki,  

n ï liczebnoŜĺ pr·bki. 
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W przypadku siRNA prog1 nie zaobserwowano istotnych zmian intensywnoŜci 

fluorescencji w Ũadnej z sublinii, co wskazuje na brak rozpoznawania docelowego transkryptu 

przez to siRNA. JednŃ z przyczyn moŨe byĺ wbudowanie siň nici sensownej zamiast 

antysensownej do kompleksu RISC, przez co rozpoznanie mRNA GFP-progeryny byğo 

niemoŨliwe.  

Dla siRNA prog2 i prog3 odnotowano obniŨenie intensywnoŜci fluorescencji do 64%  

i 69% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola w sublinii HeLa 

GFP-progeryna, oraz nie obserwowano zmian dla HeLa GFP i HeLa GFP-lamina A,  

co Ŝwiadczy o rozpoznaniu transkryptu progeryny przez dane sekwencje, chociaŨ stosunkowo 

sğabym w por·wnaniu do siRNA om·wionych niŨej.  

siRNA prog4 powodowağo obniŨenie intensywnoŜci fluorescencji do 36% i 67% dla 

HeLa GFP-progeryna i HeLa GFP-lamina A w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych 

siRNA neg. kontrola, chociaŨ istotna statystycznie zmiana wystňpowağa tylko w przypadku 

HeLa GFP-progeryna. Ponadto, obserwowano zwiňkszonŃ ŜmiertelnoŜĺ kom·rek wszystkich 

sublinii, po zastosowaniu siRNA prog4, co wskazuje na dziağanie niespecyficzne tej sekwencji, 

powodujŃce efekt toksyczny.  

Dla siRNA prog5 i prog6 odnotowano obniŨenie intensywnoŜci fluorescencji  

w kom·rkach HeLa GFP-progeryna do 24% i 27% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych 

siRNA neg. kontrola, co wskazuje na ich wysokŃ efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego 

transkryptu. JednoczeŜnie nie odnotowano zmian intensywnoŜci fluorescencji dla HeLa GFP 

(100% i 102% intensywnoŜci fluorescencji dla siRNA prog5 i prog6 w por·wnaniu do kom·rek 

transfekowanych siRNA neg. kontrola) i HeLa GFP-lamina A (95% i 104% intensywnoŜci 

fluorescencji dla siRNA prog5 i prog6 w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA  

neg. kontrola), co wskazuje na specyficznoŜĺ danych sekwencji wobec mRNA GFP-progeryny.  

W przypadku siRNA prog9, prog10 i prog12 intensywnoŜĺ fluorescencji dla HeLa 

GFP-progeryny wyniosğa 43%, 52% i 37% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA 

neg. kontrola, co jest wynikiem zadowalajŃcym. W przypadku siRNA prog9 odnotowano 

wzrost intensywnoŜci fluorescencji w kom·rkach HeLa GFP-lamina A do 131% w por·wnaniu 

do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola, chociaŨ r·Ũnica nie byğa statystycznie 

istotna. Dla siRNA prog10 i prog12 intensywnoŜĺ fluorescencji wynosiğa 114% w por·wnaniu 

do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola dla obu sekwencji. IntensywnoŜĺ 

fluorescencji HeLa GFP po transfekcji siRNA prog9, prog10 i prog12 wyniosğa 99%, 130%  

i 118% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola, Ũaden z tych 

wynik·w nie r·Ũniğ siň istotnie od wyniku dla kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola.  
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OstatniŃ sekwencjŃ dla kt·rej wykonano seriň transfekcji sublinii HeLa byğo siRNA 

prog14. Zaobserwowano spadek intensywnoŜci fluorescencji do 28% dla kom·rek 

HeLa GFP-progeryna w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola,  

dla HeLa GFP-lamina A to byğo 108%, a dla HeLa GFP ï 118%, co byğo statystycznie istotnŃ 

r·ŨnicŃ wskazujŃcŃ na niespecyficzne dziağanie siRNA, natomiast nie obserwowano efektu 

toksycznego dla kom·rek po zastosowaniu tej sekwencji.  

Na Rycinie 4.16 oraz w Tabeli 4.2 przedstawione zostağy wyniki pomiaru intensywnoŜci 

fluorescencji kom·rek sublinii HeLa transfekowanych siRNA prog7, prog8, prog11 i prog13, 

kt·re uznano za nieefektywne lub niespecyficzne i nie analizowano je bardziej szczeg·ğowo. 

Wszystkie te sekwencje znacznie obniŨağy intensywnoŜĺ fluorescencji kom·rek HeLa 

GFP-progeryna w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola,  

ale jednoczeŜnie zmieniağy intensywnoŜĺ fluorescencji dla HeLa GFP-lamina A lub/oraz HeLa 

GFP, co Ŝwiadczyğo o niespecyficznym dziağaniu omawianych siRNA. 

 
Rycina 4.16. Zmiana intensywnoŜci 

fluorescencji sublinii HeLa po traktowaniu 

zaprojektowanymi siRNA, kt·re uznano  

za nieefektywne. Analizň prowadzono 3 dni 

po transfekcji, wynik znormalizowano  

w odniesieniu do kom·rek transfekowanych 

siRNA neg. kontrola. Informacja o liczbie 

powt·rzeŒ dla kaŨdej pr·by oraz dokğadne 

wartoŜci liczbowe sŃ umieszczone  

w Tabeli 4.2. ***p < 0,001;  (test ANOVA 

dwuczynnikowy). 

 

 

 
HeLa GFP HeLa GFP-lamina A HeLa GFP-progeryna 

średnia Od. st. n średnia Od. st. n średnia Od. st. n 

Neg. kontrola 1,000 0,000 6 1,000 0,000 6 1,000 0,000 6 

Nietraktowane 1,152 0,114 6 1,124 0,126 6 1,046 0,056 6 

Scr 1,012 0,067 3 1,083 0,071 3 0,957 0,047 3 

Lamina A/C 1,056 0,060 6 0,165 0,013 6 0,149 0,012 6 

Prog7 0,754 - 1 0,713 - 1 0,415 - 1 

Prog8 0,418 - 1 0,498 - 1 0,270 - 1 

Prog11 0,683 - 1 0,667 - 1 0,400 - 1 

Prog13 0,768 - 1 1,049 - 1 0,570 - 1 

Tabela 4.2. Dane liczbowe dla wykresu na Rycinie 4.16. IntensywnoŜci fluorescencji w kom·rkach 

sublinii HeLa po traktowaniu zaprojektowanymi siRNA, kt·re uznano za nieefektywne.  

Od. st. ï odchylenie standardowe pr·bki, n ï liczebnoŜĺ pr·bki.  
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W kolejnym etapie za pomocŃ techniki western blot badano wpğyw siRNA na poziom 

GFP-progeryny, GFP-laminy A, GFP oraz endogennych lamin A i C w subliniach HeLa.  

Do analizy wykorzystano kom·rki pozostağe po analizie cytometrycznej. Potwierdzono 

znaczne obniŨenie poziomu badanych biağek po zastosowaniu siRNA lamina A/C  

we wszystkich subliniach w por·wnaniu do kom·rek nietransfekowanych lub transfekowanych 

siRNA neg. kontrola (Ryc. 4.17). W przypadku kom·rek nietransfekowanych  

oraz transfekowanych siRNA neg. kontrola, scr, progH3_scr nie obserwowano znacznych 

zmian poziomu badanych biağek. Dla siRNA prog1, prog2 i prog3 poziom endogennych lamin 

A i C byğ niezmienny w kaŨdej z sublinii, r·wnoczeŜnie nie obserwowano zmian poziomu 

GFP-laminy A i GFP-progeryny. Wskazuje to na mağŃ efektywnoŜĺ rozpoznawania 

docelowego transkryptu przez te siRNA, kt·re nie sŃ w stanie wywoğaĺ poŨŃdanego efektu  

w zastosowanych warunkach, w odr·Ũnieniu od innych sekwencji. W przypadku siRNA prog4 

nie obserwowano zmian poziomu biağek endogennych, ale widoczny byğ wyraŦny spadek 

poziomu GFP-laminy A i GFP-progeryny, co, jednoczeŜnie z jego dziağaniem toksycznym  

na kom·rki, wskazywağo na dziağanie niespecyficzne danej sekwencji.  

siRNA prog5, prog6, prog10, prog12 i prog14 nie prowadziğy do zmian poziomu 

endogennych laminy A i C. W przypadku siRNA prog9 zaobserwowano niewielki wzrost 

poziomu laminy A i C w kom·rkach HeLa GFP i HeLa GFP-lamina A, oraz GFP-laminy A  

w sublinii HeLa GFP-lamina A, co potwierdza obserwacjň przy analizie cytometrycznej.  

Dla sekwencji siRNA prog12 i prog14 obserwowano spadek poziomu GFP-laminy A  

w kom·rkach HeLa GFP-lamina A po barwieniu przeciwciağami rozpoznajŃcymi GFP. 

JednoczeŜnie nie obserwowano zmiany poziomu GFP-laminy A po barwieniu przeciwciağami 

rozpoznajŃcymi laminň A i C. Na podstawie obu obserwacji moŨna uznaĺ, Ũe wspomniane 

r·Ũnice wynikajŃ z aspekt·w technicznych metody (np. niedobarwienie membrany roztworem 

przeciwciağ lub substratem dla peroksydazy chrzanowej).  

Transfekcja siRNA prog5, prog6, i prog14 spowodowağa najwiňksze obniŨenie poziomu 

GFP-progeryny w por·wnaniu do kom·rek nietransfekowanych lub transfekowanych siRNA 

neg. kontrola, co potwierdza wynik analizy cytometrycznej, gdzie te sekwencje spowodowağy 

najwiňkszy spadek intensywnoŜci fluorescencji dla HeLa GFP-progeryna. W przypadku siRNA 

prog9 i prog12 ten efekt byğ mniejszy, ale obniŨony poziom GFP-progeryny byğ wystarczajŃco 

wyraŦny, Ũeby stwierdziĺ efektywnoŜĺ rozpoznawania docelowego transkryptu przez te siRNA. 

siRNA prog10 r·wnieŨ spowodowağo zauwaŨalnŃ zmianň poziomu GFP-progeryny, chociaŨ 

zmiana ta byğa wyraŦnie mniejsza, niŨ przy omawianych wyŨej sekwencjach. 
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Rycina 4.17. Przykğadowe wyniki analizy western blot pokazujŃce zmiany poziomu GFP, GFP-laminy 

A i GFP-progeryny oraz endogennych laminy A i C w kom·rkach sublinii HeLa traktowanych siRNA.  

Wyniki western blot poddano analizie densytometrycznej (Ryc. 4.18, Tab. 4.3).  

W wiňkszoŜci przypadk·w nie odnotowano statystycznie istotnych poziomu biağek 

egzogennych po transfekcji siRNA, kt·re wczeŜniej wykazağy zdolnoŜĺ do rozpoznawania 

docelowego transkryptu. WyğŃcznie dla siRNA lamina A/C, prog4 i prog5 obserwowano istotne 

statystycznie obniŨenie poziomu GFP-progeryny (do 10%, 23% i 63% w por·wnaniu  

do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola). JednoczeŜnie dla siRNA prog6, prog12  

i prog14 obserwowano obniŨenie poziomu GFP-progeryny Ŝrednio poniŨej 50% (33%, 44%  

i 29% w por·wnaniu do kom·rek transfekowanych siRNA neg. kontrola), jednakŨe te r·Ũnice 

nie byğy istotne statystycznie. Znaczne obniŨenie poziomu GFP-laminy A wykazano  

dla kom·rek traktowanych siRNA lamina A/C i prog4, co potwierdza poprzednie obserwacje.  

W przypadku pozostağych siRNA poziom GFP-laminy A byğ wyŨszy lub zbliŨony do poziomu 

GFP-laminy A w kom·rkach transfekowanych siRNA neg. kontrola, ale nie byğo podstaw  

do stwierdzenia statystycznie istotnej r·Ũnicy. Brak istotnych statystycznie r·Ũnic wynika  

z istoty metody western blot, kt·ra jest metodŃ p·ğiloŜciowŃ, nie pozwala ona na wyliczenie 

dokğadnej r·Ũnicy poziomu biağka w pr·bach. Z tego powodu wyniki analizy 

densytometrycznej moŨna uznaĺ za ilustracjň tendencji zmian poziomu biağka w pr·bce, ale nie 

metodŃ do dokğadnego iloŜciowego oznaczenia tych zmian.  
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Rycina 4.18. Analiza densytometryczna wynik·w western blot. Dane zostağy znormalizowane wzglňdem 

sygnağu dla GAPDH oraz wzglňdem pr·bki traktowanej siRNA neg. kontrola. Informacja o liczbie 

powt·rzeŒ dla kaŨdej pr·by oraz dokğadne wartoŜci liczbowe sŃ umieszczone w Tabeli 4.3. *p < 0,05; 

***p < 0,001 (test ANOVA dwuczynnikowy). 

 
GFP-lamina A GFP-progeryna 

średnia Od. st. n średnia Od. st. n 

Neg. Kontrola 1,000 0,000 6 1,000 0,000 8 

Nietraktowane 1,685 0,512 6 1,275 0,400 7 

Scr 1,627 0,284 3 0,952 0,378 4 

Lamina A/C 0,063 0,052 6 0,095 0,063 8 

ProgH3 1,474 0,543 6 0,996 0,288 8 

ProgH3_scr 1,304 0,507 3 1,180 0,173 5 

Prog1 1,283 0,232 3 1,243 0,342 4 

Prog2 0,981 0,328 3 0,713 0,341 5 

Prog3 1,094 0,296 6 0,999 0,437 8 

Prog4 0,448 0,059 3 0,225 0,083 5 

Prog5 0,763 0,230 3 0,631 0,042 3 

Prog6 0,733 0,472 3 0,327 0,141 3 

Prog9 0,828 0,336 3 0,623 0,233 3 

Prog10 0,678 0,349 3 0,572 0,314 3 

Prog12 0,874 0,791 3 0,437 0,128 3 

Prog14 0,699 0,536 3 0,292 0,138 3 

Tabela 4.3. Dane liczbowe dla wykresu na Rycinie 4.18. Analiza densytometryczna wynik·w western 

blot. Dane zostağy znormalizowane wzglňdem sygnağu dla GAPDH oraz wzglňdem pr·bki traktowanej 

siRNA neg. kontrola. Od. st. ï odchylenie standardowe pr·bki, n ï liczebnoŜĺ pr·bki. *p < 0,05;  

**p < 0,01;***p < 0,001; ****P<0,0001.  
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Dla najbardziej efektywnych siRNA pod wzglňdem analizy cytometrycznej i western blot 

(siRNA prog5, prog6 i prog14) wykonano barwienia immunofluorescencyjne kaŨdej sublinii 

HeLa po transfekcji siRNA (Ryc. 4.19, 4.20). Wybarwione byğy biağka blaszki jŃdrowej ï 

lamina C (Ryc. 4.19) oraz lamina B1 i biağka otoczki jŃdrowej ï biağka kompleksu por·w 

jŃdrowych (NPC, ang. nuclear pore complex, Ryc. 4.20). Barwienia potwierdziğy efektywnoŜĺ 

rozpoznawania docelowego transkryptu przez analizowane siRNA, obserwowano znacznie 

niŨszŃ intensywnoŜĺ sygnağu dla GFP w kom·rkach HeLa GFP-progeryna  

po transfekcji, jednoczeŜnie nie odnotowano zmienionej intensywnoŜci fluorescencji GFP  

w kom·rkach HeLa GFP-lamina A traktowanych siRNA prog5, prog6 i prog14. AnalizujŃc 

barwienie laminy C i laminy B1 oraz biağek kompleksu por·w jŃdrowych nie odnotowano 

zmian w ich lokalizacji, ani intensywnoŜci sygnağu pomiňdzy subliniami oraz pomiňdzy 

stosowanymi siRNA. Nie zaobserwowano r·wnieŨ zmian w morfologii jŃder kom·rkowych. 

PodsumowujŃc moŨna wnioskowaĺ o wysokiej specyficznoŜci analizowanych siRNA wobec 

mRNA GFP-progeryny oraz braku wpğywu siRNA na poziom biağek odpowiadajŃcych  

za organizacjň blaszki jŃdrowej. 

Na podstawie opisanych wyŨej analiz do dalszych badaŒ wybrano nastňpujŃce siRNA: 

prog5, prog6, prog9, prog12 i prog14. Te sekwencje uznano za najbardziej efektywne  

i specyficzne wobec mRNA progeryny. 
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Rycina 4.19. Przykğadowe zdjňcia barwieŒ immunofluorescencyjnych wizualizujŃcych lokalizacjň GFP 

i laminy C. Barwienia wykonano po 3 dniach po transfekcji kom·rek sublinii HeLa siRNA prog5, prog6, 

prog14 lub scr. Skala na zdjňciach 50 ɛm. 

 


















































































































































































