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Streszczenie

Progeria Hutchinson&i | f or da jest rzadkN chorobN gene

zwanych | aminopati ami, kt - ra obej muYNA choro
Wprzypadku progeri.i mut acj a powoduigingu akt yw
transkryptu genuLMNA | syntezn skr-conej f or my [ amin
cowkonsekwencj i prowadzi do zaburzenia organ
kom- rkow®bpop awy zaczynaj N przejawial sin po
doSmi er ci okogo 13. roku Uycia. te@phoglobcdu j e
opracowanie terapi. genowe|j powinno znaczNCc«

oraz zahawojwadbijraw: w

Celem niniejszej pracy byggcwysatekEponpWNe
specyficznie rozpoznaj Ncych mRNA progeryny
bi agka, a dodatkowo cechuj Ncych sifn podwyUsz

Weceluwyskania modelu eksperymental nego po:
ioce nn efektywnoSci projektowanych sekwencji
model u badawczego oraz jego charakterystyka
kom-r eknadmodi&k c3 N bi a{e kprofenyayyGFRaynonyhA o@&E famego
GFP.Nowymodel kom-rkowy umoUliwi gal ghawNzacpgizyb
egzogennych. Jego zastosowani e pozwol i go r
orazznaczne ghsucamiaéd i ey w por-wnaniu do pows
pierwotnycho d d a wpcr-owg ezr i N.

Opracowana wW niniejszym badaniu terapia (Ee
RNA, kt-re selektywnie rozpoznaj N mpmRNwagzNge
do jego degradacji, a w k on ergny.wapnojektowanal o o0 b |
i przetestowano szereg sekwencji w celu wyselekcjonowania najbardziej efektywnych
ispecyficznych. Potwierdzono, Ue po dzastoso
poziom niezmutowane | | apmizreyc | AvdopirG@gerymdi eeg a § z mi

Zbadano efekt kombinowanej t er aiponafatnibbwy k or z
stosowany w Kklinicznej terapidi pr ogeahi i, w
oligonukl eotyd: - w. Wy ni ki bada@ ydt wsiteorsdozw ajnye

jednocze@rnihewuj Nc swoj N skutecznoSi, a ich k



Nastnpni e zaprojektowano szereg magych
modyfikowanenuld ot ydy w cel u zwinkszenia ich stabil
rodzaju modyfi kacj. pot wierdzono zwinfikszonN
dziagania oligonukl eotydu w por-wnaniu do se

Wostathimetai e ol i gonukl eotydy o naj winkszej s |

wfibroblastach pochodzNcych od dawc-w z prog

progeryny p o zastosowani u oligonukl eotyd:
wrazzwy d JuUemasemtcwania terapi. i zwinkszeni a
Ge zastosowani e badanych oligonukl eotyd: - w

newy kazuj Nc i st pdziorelgmwnyAp gy wu na
Opracowane sekwencj e t er ap e ustwozenia dekub n d N
genetycznego dla progerii Hutchinse@df orda. Dwuniciave sekwencje oligonukleotydowe

zawi eraj Nce modyfi kowane nukl eotydy mogN byl

ich wnikanie do kom-r ek, ol i gonwekd fermiey dy m
jednoniciowej, co umoUl i wi gokwpi ficcihe ndoezkbe
Napodst awi e opracowanych sekwenciji mo Ue by
donadprodukcij i mi kr oRNA | ub .RNA o motywie spi



Abstract

HutchinsonGilford Progeria Syndrome is a rare genetic disorder belonging
to thelaminopathies groupyhich includes diseases associated with mutations ihNH¢A
gene. In progeria, the mutation causes activation of an alternative splicing site amshapt
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 tortality around 13 years of age. Progeria
is currently an incurable disease. That is why the development of gene therapy holds promise
for enhancing thquality and duration of life of affected individuals, while also impeding
the progression ofymptoms.

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 $efeeind 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 HelLa cells sublines with overexpression
of GFRprogerin, GFHamin A fusion prt¢eins and GFP alone. A new cellular model allowed
an easy and quick analysis of the level and location of exogenous proteins. This model
alsoallowed to obtain more material and significantly shortened the analysis time compared
to commonly used primary te 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 synthéxseral sequens#ere designed and tested
in order to select the most effective and specific oftesias confirmed that in contrast
to progerin unmutated lamin A levels remained unaffected after oligonucleotide treatment.

The combination of the treatment with farnesylatinhibitor lonafarnib, an approved
treatment for progeria, in combination with one of the selected oligonucleotides
wasinvestigated.The research results confirmed that both compounds can be used together,
maintaining their effectiveness, and their comation has an additive effect.

In order to enhance stability in a blood serum, modified nucleotides were incorporated
intothe designed oligonucleotidedzor one type of modification, increased stability



wasconfirmed along with maintaining the efficignof 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 significargduction in progerin level was noted
afteroligonucleotides 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 numbenvlis alsademonstrated 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 HutchinsonGilford progeria. Doublestranded olignucleotide sequences containing
modified nucleotides can be conjugated with a carrier enabling their entry into cells.
Oligonucleotides can also be used as sisgi@nded, which enables their independent uptake.
Based on the developsdguences, an exggeon cassette can be created for the overexpression

of micro RNA or small hairpin RNA.
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53BP1 (ang. tumor suppressor p5Binding protein 171 bi agk o wi NslpMesom si i
nowotworu p53

AAV9 (ang.adenovirusassociated viru®) i wiruso war zysz Ncy adenowi rusc
ABE (ang.adenine base editpf edytor zasady adeninowej

ALT T aminotransferaza alaninowa

ApoB1007 apolipoproteina B100

ApoE i apolipoproteina E

ASGPR (ang.asialoglycoprotein receptdii receptorasjaloglikoproteinowy

ASO (ang.antisense oligonucleotidgt antysensowny oligonukleotyd

ATRA (ang.all trans retinoic acidli kwas alttrans retinowy, alternatywna nazwa tretynoina

BER (ang.baseexcision repaiy 1 naprawa DNA przez wycinanie zasady

cGAS (ang.cyclic GMRAMP sythas@ i syntaza cyklicznego GMRMP

CGAS-STING-STATlisz|l ak syntezy prozapalnych cytoki:
GMP-AMP

CRISPR/Cas9 (ang. clustered regularlyinterspaced short palindromic repeats metoda
edycji DNA oparta nad z i a Qhaurkil e azy Cas?9 rozpoznaj Ncej
rozproszong kr -t ki e, powtarzaj Nce sinhn sekwencje p

DAPI i 4',6-diamidyne2-fenyloindol, fluorescencyjny barwnik WiO0 Ncy DNA

DMSO 1 dimetylosulfotlenek

DSB (ang.doublestrand breaks) podw:- j ne pnknincia DNA

ER - retikulum endoplazmatyczne

FBS (ang.Fetd Bovine Serumip godowa surowica bydl nca

FDA (ang.Food and Drug Administratiof Agencj a Lek - w i tywnoSci

FSC-A (ang.forward scatterarei pol a pod powierzchni N krzywej

Swi atga przechodzNcego od czasu pomiaru
FSC-H (ang.forward scattetheigh)ii nt ensywnoSi Swi atga przecho
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GFP (ang.green fluorescent proteiizi el one bi agko fluorescencyj

gRNA (ang.guide RNA-ki er uj Nce RNA

H2AX (ang.H2A histone family membe) Xhiston Xzgupy hi st on-w H2A
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IgG T immunoglobulina G

iPSC (ang.induced plurpotent stemcell§)i ndukowane pl urmapemystent ne Kk
LDL (ang.low-density lipoproteifni | i popr ot ei ny niskiej gninstoSci
LMNAigen koduj Ncy biagka otoczki jNdrowej | am

LMNA*C608GT w odni esieniu do komorzkigotabpospgadafgil

zmutowany geMNA,Lk oduj Ncy progeryni

LMNA*G809G T ww odni esieniu do kom-rki |l ub organi z
zmutowany gehMNA,z mut acj N anal o giegogenuMNA o knoudtuajcej ib ilat

analogiczne do llzkiej progeryny

LNA (ang. locked nucleic acidi cy kl i czne nukl eotydy, i nacz
nukleotydami
LNP (ang.lipid nanoparticle}i nanocz Nst ki | i pi dowe

LPL 71 lipaza lipoproteinowa

MIRNA T mikroRNA
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scal anie ko@Cc- -w
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RozdzWsagnp teoretyczny.

1. Wstnp teoretyczny

1.1. Progeria HutchinsonaGilforda

Celem niniejszej pracy bygo o piHatchiosoreni e st
Gilforda (HGPS, angHutchinsonGilford progeria syndromeOMIM #176670), rzadkiej
choroby genetycznej prowadzNce,j do <cinUOkic
kterw konsekwencji prowadzN do 8&ilati Goraba nast
ta nalelUy do grupy chor-b zwi Nzanych z zabu
kom- r k olangngpatii

Przypadki progerii Hutchisor@ilfordaz o st agy po raz pierwszy ¢
przez dr Hutchinsona[l], a nast np niGéordp w zokw 189F[2] i 1904 [3],
kt-ry jako pierwszy uUyg okreSlenia Aproger
[ pr o JigwRzesnyg Jtarzec. Wwoich pracach autorzy opisali charakterystyczny fenotyp
osoby choreji d u Ua ggowa ymi wygstamzont war zy, ci enk
pomarszczona sk-ra, br alzwgowew, i nimé didmi rowe
dodat kowo pr z e dsi bsabwchdgrej, whseniakje tapokryowli 7 z obecny
stanem wiedzy na wé¢mMatychapurzye®rwygetrip . Op
mi a0d Uyowd - k nind reipa anwd rdgjkow&dld mer ¢ by oigi @t r of i i |

Okogo 100 | at pzdantiaedqg apirvkmue 2@dI3ekul ar ne
dwa niezall[8blPPerwszgmpolyprzeanal i zowad genom 2
i wykazag, Ue w 18 pr z weksohie Alc(©11824@>T tpiGp08&Y a §j a |
genuLMNAk oduj Ncego biadgka otoczkldjpbddomssm®j el ami
kil ka ni et ypowy c hcych mabjavayc gharaktep/styazoed wlp Nprogerii
HutchinsonaGilforda. Razem z tymni e wykr yt o mut acij i u r odz
co pozwoldaziol ,podevi M t denovo4dlacpPreu piowse sig el p C
wystnpowanMMNAC.BBAACATcE@ 08 G w genomie d[®.- ch chor

NajcziiSciej wystnpuj Nc a&(LMNAL.A824CaT, puG6asG)or y ¢ h
jest tak zonvacnhNN,murtiaecjNowoduj e ona zmiany ami
przez zmutowany kodon. Mimo tego mutacja prowadzi powaUnych zmi an fe
PrzyczynN tego jest powstani e nowekgood unjiNecjesjc ¢
l ami niA A T(oR ypco.w old. mdkkee procBsewania preRNA progeryny dochodzi
do delecji cznSci eksonu 11.



RozdzWsagnp teoretyczny.

Sekwencja rozpoznawana A
przez splisosom GGT G GGT

WTLMNA GGTGGGC

1824

HGPS LMNA GGTGGGT

' Lamina A
Ekson 10 Ekson 11 Ekson 12

Progeryna

pre-mRNA laminy A

Rycinal.1.Mutacja ¢.1824C>T, p.G608G genu LMNA powoduje powstanie nowego miejsca splicingu
premRNA | aminy A. Po splicingu. mRNA posiada del ec
mMRNA zawieraj Nce delecjn koduje biagdgko zw
laminy A. Sekwencjamindkwasowa progeryny w wyniku delecji pozbawiona jest miejsca
cincia dl a enddlptegotteena zeyt aZpmposht re-2b4k, i potransl a
W przypadku l aminy A po transl acji nastnpu
znaj duj MacCka @&c ws,i Aimet y | a ekjoaCEccuy sotreaiznyj enja fCar ne z)
Grupa farnezyl owa, wykazuj Nca wgaSciwoSci hy
w otoczce jNdrowej. W jNdrzek&@&oatna rlkamiymy dA,c h
bi atwvtezy pol i mery, buduje blaszki jNdrowN (Ry.
W przypadku progeryny grupa farnezyl owa zos
kotwiczy go w otoczce | Ndrowej, c o wadaibur z a
do r-Unorodnych zmian[6lwianiaz jprl,o@bdiadcadgiey kloa
procesy naprawy DNA, procesy r.eZmubdaygjitet ban
szczeg-gowo om-wione.w nastninpnych rozdziagac
Warto zauwadlydwysBa@ppjegnie tylko u os-b
Obserwuje sin jej obecnoSi r-wnieUO w kom-rka
nie sN zwi Nzane ze cwoglobdNy) médmwyisz &pruijeN kom- r |
zmiany fizjologii zbl Uodnoe z mi an wy Ktofmp u xBaiholr ywh na pr o
Poziom progeryny w takick om- rk@asth jednak, zwatdom e kmiclis 0

chorych n4789.progerin
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RozdzWsaf

Gen LMNA

!

Normalny splicing

50 aminokwasow
niecbencych w

Pre-lamina A ¥ progerynie
I CsIM
Farnezylacja
Metylacja
Pre-lamina A ¥  Ciecie ook

I—— C-
C-COH4

Pre-lamina A

A fo

teoretyczny.

Gen LMNA (1824C>T)

!

Nieprawidtowy splicing

Pre-progeryna 1
I CSIM

Farnezylacja
Metylacja
Ciecie Srdhnddd
I C-COH

Progeryna
(farnezylowana)

Lamina A ok

WS es— C-COH,
Rycinal2Pr oces obr - bki potr an s |-lodeg prelamijny A pa tnanstagji A i p
ul ega pratedlityéznemyu metyl acij.i [ f a r-koreez yjdsta adpinany Na st
przez endoproteazfi Zmpste24 rozpoznnPaopgeNcaNestspecyf
pozbawiona sekwencji rozpoznawanejpzeap st e2 4, w zwi Nzku z czym zo0S|
przy Ck o Ec u

LMNA+/+ LMNA+/G608G

Pre-lamina

-
Lamina A\

jadrowa

4
‘ Grupa

() farnezylowa

Progeryna ' d)

Rycina 1.3.Schemat budowytaczk j Ndej b wm- r e k** LIWINAC%8C pg transporcie

prel aminy A do wniwega paldtapuoitcambdozi ngi epNC f ar n
Uwolni ona | amina A tworzy po lrowejeDo progeryny jdst rea stalez i1 Sc i N
dog Nczonfanezgowa p& ot wi czNca biagko w otuworzenie | Ndr
prawi dgowej sieci filiameahbuwz pblzegakioz poknind owéd ja.mi

na podstawie rycin A0, 11].
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1.2. Modele badawcze progerii HutchinsoneGilforda

Badani a dotyczNce -Qirlofgoerrd ai oHbuet edtonen s osnha
z zastosowaniem r-Unych model k o m-wiotkeo wy c h
poni Uej . Naj bardziej popul arnym modcdloedmN&® n
od dawc-w z progeri N. NajcznSciej sfoblastyo fi br
(kom- r ki prekursorowe ' i mfocyt  -w T iT B) o
i ndukowane pluripotentne ikdooed plukpotentrstemicalls zy st e
oraz unieSmiertelnione fibroblastynaRkeazi popul
Progerii (PRF, angProgeria Research Fundatipfl2i 18] orazRepozytou m Ko m:- r k o we
l nstyt ut uangCCelisi Repositarya of Coriell Institute [6, 18i22]. Fibroblasty
pochodzNce od dawc-w sN wykotygygsNywahe meaha
zachodzNcych w kom-rkach z H G BI& tej j clarkby. i do
Opr-cz kom-r ek cpoychhmsd dDNccyzaitstyadn rozwi Nzani em
progeryny w kom-rkach r-Unych I i nich linik om- r k
prawi ddvwyohh!| ast - w (ang.dNorinal dibmanNDebnal Fibroblasts
lub ludzkiego raka szyjki macichieLa.

Pi erwsza pinvibaf i bordodbowlaist -w uzyskanych od d
do 1969 roky23]. Ki l ka | at p-Fniej bygy opubli kowane
analizy stabilnoSci ter mg&pwgchepnpymswawy ¢ h
0s zIHGPS[24]. Odtgyo czasu coraz wincej bada@& pr ow:
ten model kom-rkowy. JednN z gg§-wnych zalet
Uadnych narzndzi cdzonymchdy fcizkyalcij i g egneonteytpy k o m- r
Jednoczeé®Snmesddvialerwigenotympacj ent - wemni mawadgzBnge
LMNA, kt-re mogN w nieprzewidzialny spos-b wj
eksperyment - w, prowadzMc Oprbghrdnegl, wwi @ al
oraz | iczbey rpabnily smoil pozi om progeryny w ko
To z kol ei moUe doprowadzil do niepoprawnej
do uzyskania wiarygomameg cjhesmy np ko wa kzoennni e ba
kom-rkowyohchzgdka- Unych dawc-w. I nnN wadN
do badac. Z d hadowendri vitrb s b 2 é ®irapiezondjoi czby podzi a
natomiast zdoln®d3lobdlaspodziuagswahych od daw

bardziej oganiczona j ak pokazuj N wyni[R529dotychczasowyc

12



RozdzWsagnp teoretyczny.

Zastosowanie | imfoblast - - w | pregerN zanjldcczziing cei erj:
sN one uUywane do badaf peopsBanBj Mcywlhycwi
l ub z model[4,30230Mi eTemcmadel kom-rkowy byg stw

model u opartego o fibroblasty w czasach, K i
inOynieri.i genetgmanejhodoaihviiwmbe daa enlna e | obs
[32,33. Zd et N modelu opartego o | imfoblasty jes
materiagu w por - Wwnaomiobbpawmot elwaadlo wk d m- r K i t e
utrzymywane w hodowlin vitroprzez g u g i [31,K32, 84 Zal et N | es't r- wi
pozyskiwani a materi agu. Do uzyskania fibrol
z kol ei do uzyskania | imfoblast-w wystarczy
Ue kil kukrotneagpohvr areil ek suzzeayjesrkialnoi Sac iwimiat er i a g

W por-wnaniu do bi opsmoides k- rjye.st Z t bol elie vkac
wyprowadzani a praenirifekowapie wirisemEpstemdBarr, c o wi NUe s
ze zmianN ich- cgzentoe o @,u . enagoavych eharaktergstycznych
dla progerii jest gat wiej sz edawgok olhe rskNa ctho fkiob
cechujNce sin adherencjN do podgoUa, co uge
prepar at oppwychi Pk drugis w kom r kach fi broblast . - w zmia
bardziej wyra¥ne i obecnie | epiej opisane.

Pewnym kompromisem pod wzgl ndem wad [
kom-rkowych jest wykorzystywanie uni ®&&mi ert e
Pierwsze p iertelbignia wykdanyav&nm poprzez infekowanie wirusem SV40
(ang.Simian Viru$,[35,36]. Wy k az anodukoWanekoank rki asdN zdol ne ¢
liczby podziag-w i wykazuj N wyUszeiestedanpo pr
wskazywagyUeaptaca z kom-r kami zainfekowany
zagr oUeni a[37) £ ®go paavdda ogragiczono zastosowanie tak modyfikowanych
kom-rek.

Al ternatywna metoda wunieSmiert etjidudzkiggi a f it

odwrotnej tanskryptazy telomeraz@W TERT, anghuman TElomerase Reverse Transcriptase

bAndNcej podjednostkN katalitycznN tel omeraz
telomer w chromosomu [38]. Bi or Nc pod uwagn odaniidpnm
kom-rkowych i skr-cewi komekWwWacobj iodt @S ovme rw 2

takie podej Scie do unieSmiertelnienia bygo
fibroblast-w z HGPS jest mniej wyythhdawmyw,w por

takie podej Sci e [46ik3aFoa da ws iNiZz asik et pozwal a na U

13
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il oSci materiagu do bada@® ale jednoczeSnie
fizjologidi kom-rek z HGPS 2z emianavgkl shpdrue snjai  wbyi sat
bl aszki[43].Ndr owe j

Kol ejnym rozwi Nzaniem dl a bada.Ebrobasty pr oge
od dawc: - w z HGPS transdukowano wektorem r
czynni k-w transkrypcyj nkyocnh pleigaencakycte (O€T3t y ¢ z n
SOX2, KLF4 orazc-MYC), [44, 45]. Podobnie | ak i w przypad
fibroblast-w, opisanego wyUej, wydajnoSi mod
ni Usza, ni U fibroblast iastuzgdk aner ¢ wnél d®BC w.
swoje wgaSciwoSci przez wiel e[dpsd]salgecytdpdan
zaletN podejScia jest moUliwoSI przeprowad:
uzyskanych po f[47i8hli cdowlknwane PSBICuri potencij al nu
sN najlepszym rozwi Nzaniem dla bada® nad zm
r-Uni cowamamocszifici a produkcij i [ akumul acj i |
macierzystych nie dochodzi do ekspreggnu LMNA [53, 54]. Taki e badani a
ni emoUl iwe dla kom-rek poaykkamegh be¢nwpeSded
Opr-cz tego, zastosowanie i PSC pozwala na wu

w por-wnaniu do logmlrnekboeograsmilyzpmwmzyskanyc

W zaleUnoSci od rodzaju bada®& stosowani
progeryny, najcznSciej z fuzyjnym biagkiem f
byl zadawal aj Ncym r oztwd NzgaantiweNm. wilznuoalliizwai caj
nadprodukowanegdba g k a pr wy tUyawriaozw Nmo Ue u gat wi al oznacz

fuzyjnego przysmpeakfui dosydlpnpSzeci wciag | ub

NajcziSciej do nadpr odgenngvyybieraeagestdiggeeNHDFe g 0 b |
or az l'inia Hema.or k&Kwm-r ki Finii NHDF sN wy|
Ue sN zbliUone fenotypowo do kom-rek fibrob
posiadaj N znany genom i s Ntosgnaowewysokiem er@mmw h o d ¢
proliferacj HeLazikaderss N kriajlbianridzi ej popul arnN | i
do bada® | aboratoryjnych, sN kom- r k aonaz |, kt -
bardzo szybko sifi dzicd@ej ciol p®xziwarhat erai aigwy s
czasielednocge8omimetej | inii kom-rkowej ma pewne
kom-rek zdrowej osoby, poniewaU sN to kom-rk
mut acj e prowadzWNaery adm mddexiong rw, oal e wykazt
doakumul acj i nowych mutacji. Kom:- r ki HelLa ni

14
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fenotypowych zwi Nzanych z progeri N, ale sN
duUych il aSci materiagu
PrzykgadeahHGPS svwk@&ysuj Ncych kom-r kioduikncijiN NEF
progeryny sN badania nad or ga n[b5z58]orazRadanfar o mat
nad rol N progeryny w mo57f ollmgiyim jpNdrya §ladmm

nad zmianamifizi@ gi i kom-r ki zwi Nzanymi z[1&3859.resj N
NajcznSciej wykorzystywany byg system induk
za pomocN wektor[a8 5569, r oaovo r posawafyj@ago ana por
zachodzNcoyntc-hr c& o e ki snpdruekscjjii progeryny. Jedr
to na dostosowanie warunk-w indukcj. ekspr e

progeryny por-wnywalny do poziomu endogennej
by grazep Sci owpatkamsfelbr NWBBzénie pl dimigkw ko
fuzyjne bndNce pogdgNczeni em(GFP, arlggreereflgarescerit a J k a

protein) i progerynyi GFRpr ogewynaki m model u prowadzono |

morfo | ogi i | Olkgod7].k om- r k

Kom:- r ki i nii HelLa z nadprodukcj N proger)
nad zmi anami mor fol ogi i j Ndra kom-rkowego z
oraz do bada® dotyczNcych ikidnrerrakd8fiél.oz i nn

W winkszoSci byaoaEfk amwakie poprzez przejScio
koduj Ncym progerynn w postaci bi agka fuz
fluorescencyjnym (GFP lub z er wone bi a g k@sRefl)l Rromrdezsomesn cry-jwinei
bygbyadani a zwdpaeawnadzzh czynni ki mechaniczne
z nadproduk gBNrprodhadyumy a zwi Nz ane[64z65.0r gani
l nnym tematem bada@® bygy bad29 6] Altenmaydnyqpr oc e s
r o zasniel do nadprodukcpr ogeryny w kom-rkach HelLa byg
l entiwirusowym zawieraj Ncym konsti6dkt do ind

Popul arnym ukgadem kom-rkowym do bada@E na
pozyskanych z modelu ynsi e g o HGPS. N a przykgad, st wol
na podstawie unieSmiertelnionych (amgynsiuseh f i b
embryo fibroblastsze z ni elss pmeNs j B8]Z mpshe@d4podej Sciem by
mezew hy mal nych kievzgstyche MSC (amgc mesenchymal stem cglls
wyprowadzonychz k om- r ek mi @i Snj6%.vKyocnh- r bay s zpyochodzi §y
Zmpste24, kt - ry zostag stworzony w roku 2002 i
nad pr7@geri N
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MyszyZmpste24 posial aj N wyr aFTne f enoitsyNp anwmé ed esxzley, [r
sifi skr-conN djugoSci N Uyciia,t puwsnd dzoawe ji,| oS
funkcjonowania sercaghk 0 Sci s N p o cafg®, nlp Moded mysignpstedhjést
czOstdasowap do bada® nad prwcesgmni zmid78, 3%,z Nc v mie
ale r-wnieO jest uUywany (74i78 a dPao@ i droot ypcozpNid yac
tego modelu ma on pewne waidprzede wszystkim genotyp tego modelu nie jest aakgani
dla bada® | ek-w genet yc omynutowanegoogeritkiva U ni e
Opr - cznemebi wabsejvaejzsed f ekt u p oz lakurdlachl preggrgny
w kom-rce, a nie prelaminy A, jak w danym uk

P-Trziosjt agy innémodér 2z omyesi e do bada®& HGPS. Pi e
mutacjn jednego LAMNAildledleic jmy seikesgppcmugelDu co uni
laminyCorazdel ecjn 150 nukleotyd-w w eksonie 11,
w HGPS[79,80]. W ka@aenh rkkyszy biAidNcych heterozygot N
A i C z niezmienionego allelkMNA or a z syntetyzowana byga |

zmodyfikowaneg . W modelu bndNcym homozygotN doch
progeryny, co z kol awyrpdwedawag@nyldmdmmbg p o wi
zdecydowanie bardziej zbliUomyUdpoprgadniz mu
model Zmpste24, byg on uUywany do testowania | ek:
w kom-rce, nat oUdiiavset bnyagdoably ntieesmtoowani e | ek -
wszystkimzevz gl idu na r - Unice sekwéauaj i l udzki ego

|l nnym rozwi Nz amdzenim mitagjij punktowejr GEO9G (analogicznie
do mutacji G608G ludzkiego getuMNA) do mysiego genuUMNA, co prowadzi go ¢
cznSci sekwencj i koduj Ncej mMRNA, a nastinpi
przy Gk o (E¢SM]. Ten mod el Eoby gk adwy bpaodsaE z mi an
po zastosowaniu r-Unych zwi Nzk: aj Mdychperyftc
gagodzeni e oHY2id®%.- wBycghyorro-bwni eU badane | eki
na poziom progerynj86,87], w t y m rmeemoed splikingi NRN81]. G§- wny m
ograniczeniem tego model u | gosludzkiegolgenLMN#®, p o mi
co nie pozwala na testowanie wifikszoSci | ek -

Kol ejny model mysi do bada® HGPS zostag st
chr omosomu bakteryjnego zawilLMNA(GEDE®),ds88]. z mut o
Modeljest uUywany zanadderia awi ®mldawE dr obnocz Nst
o b ni UlagoAbmyprogeryny88i90], | ak i do opracowania terapg
poziom ekspresji zmutowanego gariMNA[20, 91]. Ten model jest zdecydowanie najlepszym
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rozwi Nzaniem w przypadku bada® nad opracow:
poziom pr ogeryny. JednoczeSnie warto zwr - -cil u
posiadaj N opr-cz z mut\\Aawaealjete mysiegbzgenuUMNAO genu
co mmUel ywpga fenotyp myszy ze Nvzpgt dpor cnjar
niezmutowanejlamny A w por -wnaniu do poziomu proger
Dostfipne sN r-wnieU -snmaey fei argyrsN en ad ptrkoadnukko
Na przykgad stworzonepby@gegr myypzw zeuwmrampa ofd,uk
wdaSciwegranocytach miespktwo ovjas DamyyneoteS oir a
zwierzncy zostag wykorzystany do bada@® nad w
na organizacjn i fiego[RA. Pragnnoodebdotycey mygszyz tkankomy s
specyficznN nadpr oduwkkcajch parioigSenriy ngyg awd kk @h n a
[93i 95]. Mo d el zostag stworzony do bada® nad mi :
ud o wo d nzahamowadierodukcjipr ogeryny wygNcznie w kom-r
wystarczaj Nce do =zp98i9%)u objaw-w miaUdUy
Wsp-gczesne narzndzi a i nOynieri.i genetyc
mini aturowej Swini i stworzenie modwhrama do b a
ze wzglhndu na gat woSI hodowl i W porglwhdawmi u
na podobi eEst wo anat omi i i fizjologidi do
sercomen aczyni owego. Za pomo c N(ang. elusterado requlgriy i CRI
interspaced short palindromic repets o st agy st worzone Swinie,
zmutowany allel genikMNAanal ogi czni e do mut acijlb 96wy st nptL
Model ten byg uUywany g@§- wimdcaniodynwHSESSE E nad u
Op -cz model u Swini stwor zlomagb wlbeMargia mpace.l

fascicularig, [97] i kr [98]li cRy i ch stworzenia wykorzystal
pozbawiony aktywnoSci nukl eazowe|j w pnoig Nc z er
zasad purynowych na pirymidynowe | ub odwrot

Badaczom udago siiii hsotmoaryzgyolt [97h edaraomorygadyp

dl a k98]l i Ewwer ziita posiadagygbohbBoakKt maglyBtgica
posiadagy oznaki miaUOdOy[@7) iu xwg - krki- evnira wtnfi te
zaburzenia systemu sercowaczyniowegd98]. Zar -wno kr-liczy, |jak
byi bardzo uUyteczne w badani atum bbhjdNoamwy mi |
efektywnoSci [ bezpieczeE&twa wybranych | ek
or az pozwalzawNdywani e skutk-w skal owania t e
wi el koSci .
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Podsumowuj Nc, najbardziej popuwl@i Nyamnyolhle

z progeri N sN fibroblasty pochodzNce od dawc

do podziag-w jest czynni kiem | imitujNcym za
il oSci materiagdgu. Alternatywnipmobloasi Wzaaté¢
oraz i PSC pochodzNce z kom-rek od dawc-w z H
progeryny w kom-rkach stabil nych i nii ( NH
stosowane w praktyce, al e dobarark tneordeent ub a deasCE.

Model e zwierznce HGPS to modele mysi e, mo
oraz model magpi . Modele mysie r-Uni N sii

charakterystyczne cechy Neadoctiyapgoaw eN dgdodd -geeorn i
Uyci ansiuwtrrSacti ). Podobnie jak i w przypadku

zwi erziicego zaleUy od rodzaju badac
13.Fi zjologia kom-rki -Gifopda ogeri N Hutchinsona

Opr obser wowanych zmian morfol ogi. kom-r ek
dotychccaws badane bygdy r-Unorodne zmiany w ich fi:
Produkcja i akumulacja progerynyjwNd r z e k opn- avkaodvzyim do zabur zed
bl aszki T Naodleipowvepduj e zaburzeni e me&dwegn,ot r ans

czyl i odpowi edzi na 9)acpaigk mindaszki a powstanie y
charakterystycznych uw99p LK)l B2E e ot ooy k ik s ¥ Na @ t
kom-rkowego obecnie uwaUa sifn za jednN z gg-

i zostag opi sanyl4plloklfl] wiPeol ¢ aze Pp g W8 zy z mi a
kom-rkowego bygy opisane w 2003 roku podczas
fibroblast-w pochodzllcyPhToide daewy lokzady@d@RrR$ a

Bl w blaszce jNdrowej fibroblast-w od dawc: - w
ni eposi adaj Ncej uwypukl e G, z kol ei w uwypukl
kom-rek, obser wo vieadiadamisyAyircig). wy ¢ drc avgkazanS,n i e

Ue pory jNdrowe w fibroblastach pochodzNcyc
(powyUej 20) wykazujN nietypowN | okalizacjan
dawcy. Naj wi nkszy ws yzgangagdn bo bkgnp cam idhfv dontpo cu wy p u k

Z kolei w miejscaicmt ainvsyspyugkd &fdnui ad Ibag omaor - w | N
zmni ejszona, W por - wnaniu do fragmentu ot
od zdrowego dawcy. L o htemralnegoaotofzi Neimewe ny , bbhioa
udziag w przekazywaniu sygnagu mechaniczneg
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fibroblast-w od dawcy ,z HGPjSe SN oddn g zstirivessmagiibc o
pod u w aegMdwane tzaburzenienechanotrasdukcjiw = k om- pkadl kuj Ncyc
proger Wnfe wykryto r-wnieU zmian poziomu e me
od chorpM@®h os-b

Opr zeni an ksztagtu jNdra kom-rkowego i | ok
organizacja chromatyny wNjd r z e  kLUMNA'SE Kk Kom- r ki z HGPS ce
zani kiem peryferycznej heterochromatyny, pog

zani kiem heterochromatyny {65, 60b $02]a Zjamvisko c a g e |
t o wystfiApowago cznSciej m- raevkar agfnireyjchw ppasz
oraz w przypadku kom-rek pozyskanych od star

Stwierdzono r-wnieU, Ue kom-rki pochodzNc
ni eprawi dgowN organi zacj N 16&]tObdemwbwanm znaazrdeo p | a z
zwi ikae Swiatdo ER w fibroblastach pochodzN
do kom-rek os-b zdrowych. Mor fol ogia aparatu
pochodzNcych od os-b chorych aparat Gol gi eg
cytodazmda ycznego, nat omi ast w fibroblastach 0
obserwowano w cytoplazmie tyl K&] po jednej st

Zmi any na poziomie fizjologi:i kom-r ki by
aktywnoSci ScheWghkne$gnadowypslorly faejria,cj i e mm k
bgal aktozydazy. Pierwsze doni esi eni a odnoS$S
wkom-r kach dawc - - w z HGPS poj awi {03 105,i n ju
natomiast przyczyny i mechanizmy tych zab@zet a§y zbadane znacznie |

Analiza fddobwobwazst HBPS wykazaga zwinkszon
formy histonuX z gr upy hH28X),¢8 106, HRMAd Ncej wskaFni ki el
pfikni Al DN AdouplBs8Bahd breakg B : wrzeSwykaganoc i Ngl e zwi fiks:
poziom aktywacj.i czynni k- w idkd moawi ofodi 28N kroav u s
(ang. ataxia telangiectasia mutated ATR (ang. ataxia telangiectasia and Rad&lated
protein) oraz kinaz punktu kontrolnedoi 2 (ang.checkpoint kinasgi Chk1 i Chk2[29].

Proces naprawy | ednaomizeizowyycch Api ken infulk | 2NMA
nucleotide excision repgir j est zaburzony w kom-rkach z HC
l okal i zacj i bi agka XPRomdialkagwoj Noebokptoezaese
DSB, blokujNc tym samym dostfip biagé¢lR7.bi or Nc
Obni Ue nidme popnmemzy poliADPybozy)l (PARP1, ang. poly-ADP-ribose
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polymerasel w kom-r kach nadp/rnaid urk- unnN ceylc hp rporwoagdez i
uszkodze®& jednej ni ci DNA, poprzez zahamowan
(BER, ang.baseexcisbn repai). J edno cRABMI ebi er ze iedaprangd w p
rekombinacyjnej DSB108]. Ob n i (peziomupodjednostki katalityczejk i nazy bi agko
zal eUnej DoA-PKd NAg. DNA-dependent protein kinase catalytic sublnit

oraz obni desbé a jumkawy VDNA RAD50 i RAD51 w  kom-r kach
produkuj Ncyche Pprzoygecezryynn fia sin d cesu zapréwg mo wa n i
rekombinacyjnej46].Z t ego powodu wi ncej DS8ighomolmgictcnenapr a
scal ani e k o Ecnonvhompldgbug &nd joiaimgRyc. 1.4)- mniej precyzyjy

spos - b nap5llaZkplei @ddds NHEJ jesmniej aktywnyw wy ni ku obni Uo
aktywhmio®gikUNcego sif do supr esgdumar SUD@EsSSDIt wWo r u
p53binding protein L,k t - r e odpowi ada NHE[106lni cj acj A proce:

‘ Naprawa uszkodzen DNA ‘

4 N
‘ Pekniecie jednej nici DNA] ‘ Pekniecie obu nici DNA ]
J T\ / I
L]
N 7\ %

Bierze udziatl w procesie
NHEJ. Obnizony poziom w
komérkach z HGPS.

O-:

Bierze udziat w Bierze udziat w
procesie NER. W komérkach procesie BER i HDR.
z HGPS lokalizuje sie w Obnizony poziom w
miejscach pekniecia obu nici komérkach z HGPS. RADS0
DNA, uniemozliwiajgc
naprawe.

Bierze udziat w procesie HDR.

Nie ulega aktywacji w

komérkach z HGPS.
Rycinal4Schemat zaburze@® wystnfipuj Ncy-crhk axc hp rzo cHeGPaS. h
(ang. nucleotide excision repaiff napr awa pr zez W)ER(ang. baseexnisiok | eot y d
repair) T naprawaprzezwy c i n c i ,eNHEd é&asgandmhomologous end joining) naprawiana
poprzez niehomol o g HRRz(ang homotogytiiracted mpaik-adEambinacyjna
naprawa DNA.
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Akumul acja uszkodze®& DNvaz e ss krc-zaiesrnioe m btsel
w r-Unych ty[poflchT&ommi akra- wnyvsetkfoprr jrek ach z  H
gdzie obserwuje isi idJamaodczxne tskKro-oeankw mwr @lor
kontronych@d dawc-w zdr owych wW11G]. a kS knr - scaermyi ne W i eel koum
czynni kiem powoduj Ncym zatrzymanie cyklu kom
ScieUki p53 oraz iyehiiid h JSecdineoltezke & sapugzeniaiyokva z a
funkcjonowana t el omerazy w kom-rkach z HGPS, i zo
funkcji prowadzi doobni Ue ni ws zlkioa z e {H2]. DAMulnulacja progeryny
w kom-rce wpgywa nmertwl koakaywjo§b Sriceat emer a
mobil ab8meM3wraz oddzi agywanie telofgr -w z
co moUe byl powi Nzane z ich skr-ceniem.

Pomi mo zmian zwi Nzanych z naprawN DNA wykr

w kom- r kach produkuj Ncych progerynn. Badani a
W poziomie ekspresji ponad 500 gen- w, w tyl
ekspresji i[118]45 Wiobkhs Jo®ly tych gen-w kodowa:t
W procesy regulgci transkrypciji gen-w zaleUnych od
naaktywo Si czynni k-w transkrypcyjnych oraz odpo
[114. I nne badania wykazagy zmiann ekspresji p

ekspresjib 02 o o[blBli UWanz¢ Sni ej sze badani a yrc-zwNrciee U
poszczeg-lnych czynnik-w transkrypcyjnych.
produkuj Ncych progeryni wyssutpirpeusjoer oovergioU osniya t
(pPRB, ang retinoblastoma tumor suppres3pfl116]. Biagko to reigwl uje
innych czynnik-w transkrypcyjnyld®f oPrrazzy knjaa dvep
czynnika transkrypcyjnego regul owanedpaa pr zez
(TGEbtramgf or mi ng) ,g rkotwtrhe o ca cat koheyepopi®liferagia wp §
fibrofli&gst - w

W winkszoSci przypadk:-w zmiany transkrypt
domen zwi Nzanych =z lamigassociatediomain3L[@0149] areg.nak Ue
mogN za to odpowi adal Prokvarziasm Ai @reep d @mima cha § \
ufosforylowmoRNesbrghnud®iags wrypegjuil awj NONc s
regulatorowych genomu [115]. J e d n o g 2ne fbroibéd ast ac h od dawc - - w
wystnpowagdgo wi AcCe,j mi glgwanej lachioysA/Givp wynikuhutraty | a  u f
heterochromatyny. Wi Nzanie sifin |laminy A/ C do
gen- w, kt -re sN nieakt ywnieb rtorbalnassktr-yw coyd nz der owm
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Wykazanor - wni e U, Ue wo dwlyzr iakjy wht &k idespraspgdezni - wd o n
kt -re sN zwi Nzane z rozwalslem cech fenotypowy

Zaburzenie proces-w naprawy DNA prwyczyni
zwi Nzanych ze staflXeniPekakamor khdwyrm dkiamj Nk g
progerynn dochodzi do zwinkszenia pozi omu |
kom- rkowego, oraz do -gavli dktseazwnd azyaktyawnpoSwh
stazenia[72,121]. JednN z moUl i wych pr zyScsyerdkij e anT OR
co prowadzi do zatrzymani 4122pr ofcee sdianaeut oN ag
z poprzednimi obser wappmymy d@itrylcizNictyoni a emMBRR
fenotypu progerlyraSieigozwi Nz sraegelgp ¢193t ar zen i

Z innej strony produkcja progeryny byga wy
PoczNt kowo analizowano ksztagdgt j Nder kom-rko
powyUej 80 | at i wykazano, Uei wyNdrig uf cNm-wr kno
podobne t o tych obserwowanych w fibrobl as
wystnpowanie progeryny w Kkofd 124k B56].hJzyskanec - w s
wynkipot wi erdzaj N zaleUnoSi pomifidzy rosegasni i powa
starzenia zachodzNcymi w niej. BiorNc pod u\
l ub farnezyl owanej prelaminy A odwraca 02zne
wniosk o0 tym, Ue akumul acja progerynprocgsye st j e
starzenid75, 79, 101].

1.4. Strategie terapii progerii Hutchinsona-Gilforda

Strategie terapii progerii Hutchinsei | f or d a mo Un a podzi el
z zastosowaniem niespecyfimy ch wobec progeryny zwi Nzk - w,
jejpozi om w kom-rce poprzez zmiann aktywnoSci
kt - re dziagajN poprzez specyficzne obni Ueni
terapi.i naj owafei ewi R kist ds obnoczNsteczkow
famme y | acj i |l ub aktywuj Nce autofagin. Do terap

r-Unorodne ter api eahgnowaniayatezyn@dgdlymye na cel u

1.41.Zwi Nzki dr obnocz NgdgeicHutkhmsora-Gifordaer api i p
Omawi aj Nc z wi Nezkikwe w terapi lprogeri Hultlsinsailforda warto
zaczNIi od i nhi bi tiolonafarniba(Tab.elZ)yQbécniea jass to ¢edyayz y
zwi Nz ek stosowany K1 i n[l26],z niogr wc zt elralpiw  Ptr
dojagodzeni a[l27€l28] o Pjr aw zw t o nie uldga fapnezylarsjeiejgsh a
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ona gromadzona

do

zzahamowani em

mysichznadprodukcj N proger yny. pofdns eiefamezyavane]

prelaminy A pozablokowaniu dzig@ani a

farnezyl owlkaotwgioc zboinaedgkoa

w otoczce

j Ndr owej[129] a I
Tak zlokalizowana niefarnezylowana progeryseybciej ulega degradacjw

por

teoretyczny.

ok

-wnaniu

wz a o tEofcezkctey wn N& 1 o wt
farnezylbaacd anipaocthwineadd zloomra- rbkyajna

Znhadc

farnezybbniadehgNaz2yx zba

kom-r komwiyemr awi d g o[Wylol] Roslaxvang fprafarmibu myszontiPS

powodowadgo

zatrzymani e

utratyatmasy karkigat §

or az zwi fkszagaaamjoiz [8®.mS B miemaa| udowodni onej
stosowania inhibitora farnezylacjtwHGRS e uda
umy s zy . Przed tym jak | o n a fesapiinprogerii, zbadartoa § z 8

efektywnoSi

t etgeor apwi Nzdkhuor whb

nowot wor owych.

zahamowanie dziagania farnezyltransferazy, o
jego | ok al irnziaecq biegmpgdafeziloweflB0,131] Mi mo tego, Ue
kliniczne nad zastospani em | onafarni bu w terapi.i przeci
sukcesem, lek teby § t esboweaenmryapi i HGPS ze wzglndu n:
dojrzewania potranslacyjnego biagka Ras i pr
Testowanez wi Nz k Korzy S..t ne . dzi a Bibliografia
terapii progerii
Lonafarnib Inhibitor farnezyacji [89, 127,132 133]
Prawastatynéwp o § N c z e n i | Inhibitor prenylacji(farnezylacii | [90, 134]
z lonafarnibem) i geranygeranylacji)
Kwas zoendronowy(w p o § N ¢ z| Inhibitor prenylacji(farnezylacji | [90, 134]
Z lonafarnibem) i geranygeranylacii)
Baricytynib(samodzielnie Inhibitor syntezy prozapalnych| [13, 135]
iwp o § N c doeafarnibemy cytokin
UCM-132070raz C75 Inhibitory metylacj [86, 136, 137]
Sulforafan(samodzielnie Akt ywacja Sci el[l1617]
iwp o § Nc Zoeafarnibemy Nrf2,zwi nkszeni e
proteasomalne;j
Rapamycyna (sirolimus)averolimus| Zwi nkszeni e ak|[25, 126 138 140]
(wp o § N c doeafarnibemy proteaomalnej
Kwas alttransretinowy (ATRA) Regulacja ekspresji geuMNA | [27, 141]
iz wi Npackodne orazzwi nkszeni e
proteasomalnej
Remodelina I nhi bitor acet|[l42 143]
Progerynina Specyf i cz nagerymy | [87,144 145]
Tabela 1.1.Zwi Nz k i d r o b paendgaNis sketerznd terapi progerii przetestowane w
modelu kom-rkowym, mysim |l ub w badaniach klinicz
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Badani a kliniczne nad zastosowaniem | once

Udek ten jest stosunkowo dobr ze teoslkeurtokwaw y ,

ubocznych. Dgugotrwage |l eczenie |l onafarniben
zwi fkssizhgmasa ciaga, prnindkoSi fali ©ShtkaScec!l
szkiel etowych. Zwi fkszagalTesiapi a- woinea@ adgube
ponad 10 | at spowodowaga wydguUen[138. dgJug
Opr-cz olkger wdwano zani ku |l ub gJgagodzenia ta
tguszczowej, wystnpowani e zmwa[b28&3R]- rnych, gy

Jednym z moUliwych powod-w mniejszej ni U :

uwanloa wy st fafieonatpvndge dla farnezylacji szlaku modyfikacji progeryiny
gerawylgeranylacji [74]. W zwi Nzku z tym przetenst owan
z zastosowaniem inhibitora farnezylacji lonafarnibu oraz prawastatyny i kwasu
zolendronowelyo i mhidMNict or a mi wczeSniejszych
dla farnezylacji i ganygeranylacj{Tab. 1.1) Wy kaz ano, Ue zastosowani
gagodzi ni erogeriir en ao bpprazwyyk gad odnotowano zwi ik
[134]. Jedne z e Sni e, gagodzeni e objaw-w nie by go
kombinacji l&k - w w por - wnaniu do monoterapid. | onaf
klinicznychzaz adowal aj Ncy .

Br ak zadawal ajpNceaqo cled levkpjiievilopodobniej wynika
z ich wpgdgywu nabikaunl ee gnfajriddyacii o qear ynmzmktawa mN e
| amAndraz | aminy Bl i B2MUnikimodk o wRas tlou lz aisrt roe
l ek-w wystarczaj Ncych do uzyskaenzi aw ypsotFiNodoavwnaery
powaUnych sk u tJka kwlonsfheoipawoduje m.in. inaky wacj i bi agk a
[130], odpowi adaj Ncego =za proceymprwiiNg@Be amj i
jednoczeSnie powodowal niepoUNdande zamiNazmyn e v
z morfologiN jNder kom-rkowych, ywoiocrc®e ogr a
j Ndr [ad6]e |

Jednym ze skut k- w stosowani apokapdliaowiyhb

fragment - w DNA zl okali zowanych w mi ej scach
GMP-AMP (cGAS ang. cyclic GMRAMP synthasew cytoplazmie[13]. Bi aff&ko c¢G
aktywuje z kol ei syntezn prozapal nySIINGSEATL.o ki n

Zastosowanie baricytyiou (Tab.1.1), inhibitora s z | a k u s y JAKeSgATwe g o
jednoczelSomna&f arni bem pozwol i go -SEINGSTATL e c ak
oraz ogr ateicyokinfll]. s@pt ezz tego samodzielne sto
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pozytywny wpgywrea& bDdnadawpdslwomnwiHGPSk ten | es
uUOywany do Il eczenia takich chor-b jak reuma:
s k - rysienié plagkowatfl47].

Al ternatywnN strategi N terapi.i bwiyo st os
czyli zablokowania etapu dojrzewania potranslacyjmegos t i p u faiezydagj.Badana
nad inaktywacj N biagka yRauegafarkezylacje ap omadtni gn
metylacinaGk o EGc uws kazywagdgy na t o, e&fektywnelds B9 podej S
Zastosowanie inhibitora karboksymetylotransferazy izoprenylocysteinoweyy i Nw k
UCM-13207 lub C75 (Tab.1.1), p o wo d o venid) poziomi proagely ny w  kom- r C

oraz obniUenie iloSci progerynwnpl ovk &loimz o Wwaal
fibroblast-w od dawc- - w zzoldwaics od myszp i d Navy cfhi bt
ukgadem mdHdLISowyRmnadt o, zw$inkEpmgaeli do zgo

g

or az obni Uag sin poziom wuszkodzeni a DNA w
tego zwi Nzku w modelu mysim spowodowago wyd
mi nSni owe|j my s z poziomu aenescenbjikanel) e nk te y pa@naczoa
poprzezponi ar a k t-galaktooy@aey86,186137JW pr zypadku zwi Nzku
wadN bygy wdaSciwoSci hydr of objegeeastesengroe z wi N
invivobygoby mago efektywne zenw$Sbhl bd §1B7hgi ozgm s
Zwi NzeX 32OM z kolei okazag sin efektywny w m
moUe byl ut rudni odhategg p rlzee doec ewnsaz yjsetgkd mef ekt y wr
z | onaf ar ni bieformatywng Aaktgsowaradgnafarniku, hamuizNadgani é
farnezyltransferazy pr oc e s u poprzedzaj Ncego metyl acjn
przynajmniej teoretycznie powinno znacznie u
Z kolei odstawienie jedynego lekukimz nego | onathynibuyzpkgaebg, 2zc¢
na ci n0ki przebieg choroby.

Il nnN strategi N by {§o przzaysstpoi seopwaeas]idegradacivi Nz k -
progeryny WTab.kR.b). mSuffocatan jestpr zeci wutl eni aczem p
zwi ks zenmo Sec ia kS cyivwe Utki(angsnuctepar &adioo enythjoid delated factor
2), w wyniku czego dochodzaini nd zy do aktywagis z| ak: - w odpowi edzi
oksydacyjnyor az szl ak-w zwi[B@anWah skubekotdaga§ani
dochodi r - wn doezOwi i kasazketnyiwn o %somalnepw o k e m {161¢c 852]

W ten spos-b s uprdceyr azf vainN degtagadf bzi a jy@stosowanie
tego zwi NzBuobl astach od damwzyspeszenigeft@ B p o wo
progeryny,p r o wa d zo byroi Uddocizaby j Nder kom-rkowych z
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oraz do obni Ueni a (I6)zKolejnewodanse zokafachipae En DNIAR p n i €
sul forafanu prowadzi go d oogerycanego zw Bbgoblastara ni k u
od dawkdGP®Pokazano bygo, Ue kolejne stosowani
skuteczne ni U podawanie jednego z[16f2]c h | ek
Taki spos-b podawkariina elr ok -ew ujnN asjoetujnapiewy ni K i
spowod o wanki anin | okali zacj.i progerynywwynkat oc z K i
traktowani a |l onafarni bem, a nastnpni e deg
poprzez zastosowanie sulfomiaJ ednak przed rozpocznciem bad
bygpbgpr owadziawiow bealdaEmceny skutecznoSci da

|l nnym zwi Nzkiem aktywuj Ncym proces degr
(alternatywna, Taakzlwavi Ngzieko uiUpwwady klinicznie
[153]. Rapamycynagst inhibitorem kinazy mTOR (angnammalian target of rapamyqin
kt -ra bierze wudziag w regulacji wi elu proce
i proliferacji oraz zatrzymaniu aptyzy [154]. Zastosowani e rapamycyr
od dawc- - wpawadddcoPweago pol epszenie fenotypu w
kom-rek do podziag-w i obniUaga sifn iloSi ju
Pot wi erdzono r - wnu eplr oogbenriyCheyn ivwve kpoonflBBok3&@lc h t r a
Efekt ywmg8lynyapgwiseradjaompatr - wni el w model u my
myszomz nadprodukcp Nowrnrdeg groy ng ich dwjyudggouSleeini &y c
Obecnie trwaj N b a dsawanien eketolimus (ltamziep efektywdy azabg t
rapamy cy naeniu zwnafamifelh ev terapii HGRPR26].

Poszukiwanie lek-w o potencjalnych wgaSci\
mi fidzy innymi prowadzone pomradez odoktj WNnpfe
po traktowaniu r - Untegroe rsoNd zdag puu szzwci zNbznkea ndi o,  kkI
u ludzi . Na podstawie bada®& stwierdzono, Oe
all-trans retinowy (ATRA, anaall trans retinoic &id, alternatywna nazwa tretynoirigab.1.1)
oraz tazaroten powouN obni Ueni e pozi omu inosfdtyowagoy us z Kk
H2AX i 53BP1 oraz prowadzN do obni Uenia pozi
z HGPS[141] Udowodniono r-wnieU, Ue zwiNzki te
regul at or o wereceptothmikveaguueitindwego (RARE, artjnoic acid reeptor
element , znajduj Nce sif w obr i bNNA/[155k Kawomiast | i pr
obni Uenie poziomu maoltkeer wo wasnzok oy ®@dE mD-Nwni e
z indukowantN NnaGiFfpPged ywkay , nilket -j e st z[@41le Una o
Ta obserwacja wskarajmgz dm mwprgkyewr ATNRAS z kpujz e C

26



RozdzWsagnp teoretyczny.

tylko na skuteko bni Ueni a poziomu progeryny, nat omi a
zbadany. Ponadto inne bataa nad wpgywem ATRA na proces us
new k a zadpy awdddzok uobni Ueni a poz[18mMbs7l uszkodze E
PogNczenie terapii-tramamyeynMoiwykwasaemi al0
j ak wskazywagy b azdaasntioas opvracmmwa&dnz ofnnebro bl ast - w
Wy kazano,osbevana®e podw:-jnej terapid.i pozwal a
zwi Nzanych z HGPS oraz powoduje o[p7hi Uenie po
Kol ejny zwi Nzek pot epicHGRS to remodatif{Bak.t.l))wny w
Zwi Nzek ten idreh iabdjemc pphioypiINozterzansf erazy 10 ( NAT.
za acetylacjn reszt ' izyny biadek histonow)
chromatyny (zwifikszenk ewiit®,Sciatamdhwamad yalk i
zwi Nzane | eesnti eme i2wiSthszSci Sl e upakowanej c
Obni Uenie iloSci heterochromatyny jest jednl
prowadzNcych do zab wrazbeu® ztornaenjs knraydppcrjoid ugkecnj-iw b
remodelciinoywoc zpio&z wal ago rozwi Nzal ten probl em,
kom-rkowych, obni Uaj Nc poziom wuszkodze@® DN
do proliferacjij142]. Skut ec z moSiz orsd madjdee Ipio twmii erJd avo mo d e |
HGPS. Wykazano Ue zastosowanie tego zwi Nzku wi NUe
myszyL MNAS609C/C609Cra7§ agodzeni em pat ohaczgniowegfdddljadu ser
Do zwi Nzk-w drobmecyNistzcy&lowwobeal pcpogler
proge(Tamlilpnnzwi Nzek ten wi NUe sifi specyficzni
i C) uniemoUl i wiaj Nc | e[§7 144} Aastosangnievpeogging z | a
powodowago o bunipUeongieer ypnoyz i wo nk anrpezioraudaminy Azi €.c h o wa r
Ponadto, odnotowano zwifikszenie zdolnoSci do
mysim obserwowano zwinkszenie dgugwScii afgci
W por - wnaningpoaddanycines aypi i [B7.o g@b ¢ in indN s ko Ezor
| faza bada® nad progeryninN z udziagdgem os: L
jeszcze opublikowand 45].
Opi sane wyUej zwidle&k i p adgiodbhajcht Node®inkini o
w gagodzeniu objaw-w fenotypowych progerii w
r-wnieUO w modelu mysi m. DIla wybranych zwi Nz|
trwaj N badania klinitczmte.z wieNinlo-cw e rBentakieja z iUa d
skutecznoScil,j gabyranpozMWNoo podnieSi jakoSi

g
ze wzgl ndu na ni especyficzne dziagani e 0 |
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Bi or Nc pod uwaghi obecnKEnwwedbji daflhepSNzWmt E
wdaje sin byl genowejcspesydicanidea ntug rNacpeijprogerynyi t e z i

JednoczeSnie zastosowanie | ek-w drobnoczNste
pozostawal aktual ne nawewejp,o sozpcrzaecgo-wWamiieu dlee

u kt-rych progeria spowodowana | e &MNAmutacj) am

1.4.2. Strategie terapii genowej progerii HutchinsonaGilforda

Og:-I ni e poj nt a terapia genowa pol ega na
do uzyslania efektu terapeutycznego. W edln o Sc i od podgoUa mol ek
sotsowane sN r-Une podej Scia. Najbardziej ocz
mutacj i, zwgaszcza wW przypadku c Bedmak thkka s p owo

terapia miAidga ogr aniw zpornzey pzaadsktuo scohwoarmwiabe, kt - -r
r-Unymi mutacjami WIloker mnaiegwngdnegdeg&cuem w
dziedziczonychrecesywnieu b wy st Aipuj Ncych na skutek haplo
mog Nby it er api e p oddmaglukj Nrc @ k wnjaN ¢ eZgswsovianemg § B . by |
r-wnieU podej Scia polegainRNA, naompoyfviakacinia
sekwencj i zmut owane|j zawieraj Ncej mutacjn n
kr-tszego, ale crzkKiSjcomalonégd i p@Kai fu

Jak bygdgo juU wspomniane wczeSNKdcami npurjoNgceN. i
W zwi Nzku z tym, skuteczna terapia genowa
do zahamowania syntezy pr ogteergyonytyikaadokya cwes.t r :
Taki efekkmo Ue byl osi Ngninty poprzez zastosowan
polegaN edycji genomu, co, mimo, Ue moUe budzi
na uzyskanie trwagego efektu. Do R/ £Llkais®h xad e
j est stosowana do wy Altersagwngm pao deekf sSSperi eesnj ij egén -
mutec j i popr zez rekombinacjfin homologicznN 1 ub
ki erowanego do docel owefgo stke&kwienrcd nukldatoyrerzo dd ia

Terapia chor-b o podgdoUu domiwprowadienym mo U

konstruktu donadpr odukcj i kr-tkich sekwencji RNA v
progeryny. MoUe to byl mi kr oRNA ( mi RNA) Il ub
(shRNA,ang.smallhairpinRNA . Al t ernatywni e stosowane mogN
wprowadzané dozkwowmNitkz: dwunici owe manglle inte

interfering RNA lub jednoniciowe antysensowne oligonukleotydy (ASO, amgfisense

oligonucleotides
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Jedna z pierwszych terapii progerif[2l.zost ag
Przedstawiono podej Scie polegaj Nce na nadpr
MRNA progeryny. Kaseta ekspresgkndi bosbhgat
pozyskanych od dawc-w z progeri N za pomocN
integracjn sekwencji koduj Ncej shRNA do gen
wyselekcjonowal jednN, kt - r[2l]. Zahaghewarsepyntezy f i ¢ z n
progeryny w tym przypadkunast npuj e poprzez proces I nt
Nadpp duk owane shRNA jest wgNczane do kompl eks
(RISC, ang.RNAinduced silencing complgx kieruje kompleksdo docelowej sekweiji
mMRNA, kt-ra nastngfgmiae dnl egasdegegdgowy opi s
w Rozdziale 1.6.2 inaRycinie 1.8) Mi mo t ego, Ue podej Scie to &
terapii genowejn vivou cz Jowi eioldlemdy o b g z ea skmtkigihodzdeu n
sosowania wektor-w |l entiwirusowych, wi NUNce
integracji plazmidu do genomu.

R-wnoczeSnie z opi sanopracowanépeojdefj Scapi NDot e s
na pr zywr - cwegoisplicingur peenRiNA grageryny[158]. W celu zablokowania
splicingu w miejsas mutacji zastosowano oligonukleotydhorfolino - oligonukleotyd
posi admij Nic§ariearnyileomor f ol i no zami ast reszt (
ami dof osf or an o wesfodieatnowyehs \Wp owmiaNlzzae@E ife tych zmi a
na zwi nkszeni e odpornoSci na degnldad acj n
oraz uniemoUliwiggo degradacjn docel owego mR)
lub innych ASO. Przedstawiona sekwenciaerc z y wi Sciaggap obmddme ni e p
progeryny w fibroblastach z HGPBgor agakpbymgioe
pot wierdzone prze[i60il6ln N grupin badawczN

Zastosowanie innej sekwencji morfolino w modelu mysinMNASE09G/G609G
oraz LMNAC®S* zawig aj Ncym mut acj EMNAYW W edowagen ujago d
typowych objaw-w zwi Nzanych z progeri N (zat
dgugoSci Uycia, zanik nieprawidgowej morfol o
analizy reakdjg a Ec wejopdlimesazy w czasie rzeczywisty(neattime PCRH odnotowano
znaczne pogiomuUenansekryptu progeryny w tkankac
ale nie w tkéghceBimimdani powdj uwagn efektywno
w obni Ueniu mozi owmaur t or ozgaewamjaec iz ¢ p o My dsa miypcoh e f
zwi Nzanych z ich stosowani em, gg- wni[lé2 ze wz
163].
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Pierwsze podej Scie terapii genowej , Kt -r
przedstawione w roku 2011 Ter api a p ol e g wdktara adenowzusosveégo s o wa r
zal eUnego od el ement u hepedapendentadenooiral yedt@A d Vs ,
co pozwoli go nlaMNAm@pprazveiz mud kaacmbi nacj A homol o
mi nSni ggadkiocnho Sngchy & V Baga@lar, smothmgscle cells
pochodzNEB8€hod da w[64wPodobni¢ @RiSv przypadku poprzednich
bada@® zwi Nzanych z edycj N gemwuwmnmo g Famtsyt omsio v
powalUne skut ki utbyowra®cizNvi MNizechec el akN met ody

JdnN z najbardziej oczywistych strategid.
obecnie wiedzin na temat metod inUynieri.i
CRISPR/Cas9 do edycji gellMNA. Ta ki e pode jS&cdiea zrozsetcazjyywi opr
Wynikipr acy dw-ch niezaleUnych zespo§- - wlebost agy
166]. Jeden z zespog-w przedstawi g strategin
czNsteczki R Nydide RyARONsékwenai idgtycznej dla ludzkiego i mysiego
genur ozpoznaj N¢CMNApelwy &ej 1 i ej s c @65nrugiaci @ s p&610 8
wykor dwsteaggekwencje gRNA, jedna z nich rozp
genuLMNA[166]. Oba podej Sci ail moizangSydviNAag doeud wj Ndejc j |
A, al e n,iweelulwgcisgemarprodtikcji laminy Aiprogeryf@bi e gr upy wyc hc
z zagoUBei akspresja |l aminy A nieorjgasnti zko wi
wielokom- r k owyjcdk ws k a z gze bajapia przeprov&inaneey d zi aem my .
[167]. Nadprodukdj e | e me kompleksuCRI SPR/ Cas9 osi Ngni Ato po
wirusem t o wa r zny adenbvarysom 9 (AAV9, angadenovirusassociated viru®),
abadanigp r o wa d z o riw ImysAChL MNACE09C/C809G; 6 zmuytowanym mysim genem
LMNA. W obupracach obserwowano - Uni ce tropi zmu wirusa wzg]l
naj gatwiej transdukcji ul eapadwythepnkBi wNtanb
obserwowano w komwme&jach tedytji i MN A Blisgrggowano
zahamowanie obni WgdijaUmasye digagaSci [BFci a i
166]. Warto zaznaczyl, Ue polepszenie cech fer
mi mo, Ue bygo zdzaicgdNceo incle olatdriyawmnisengo =z al
podep$g§oattroo,pilkem wekt ora wirusowego nie pozw
kom-r ek naczy® krwionoSnych. Bi or Nc pod uw
sercowen aczyni owego ps Xynay o ki gig e zolyraniozeny bropizmmh or y ¢ F
wirusawy d ajsmo swi i znacz Nwe No irlgemrsiztkoidu p otéidpid anej e

~

Ponadto, warto wzi NI pod uwagn, Ue zastosowa
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organizmach, takich jakudzki, jestz naczni e trudniejsze i mni e |
domnejszych organi zm-jvak momd ébdatkogynsh aspektem jest
prawdopodobi e@E&stwo aktywnoSci ni especyficzn
pozostaje ograniczeniem do stasmia klinicznego opisanej metody.

|l nne podej Scie do naprawy mutacij. pol egagoc
(ABE, ang.adenine base editpr[91]. Dzi aganie ABE pol etygniny na 2z mi
na pary guaninaytozyna przez tRNpecyfic nN deami nazfn adgRNAzyny,
i bi aghazIiCawi9onego akt ywnToeSnci s ynsutkelne az @ svie § §
zar-wno w modelu kom-rkowym jak i w model u m
s k ut e cDp wwohdzenia kasety ekspresjiyy k or zyst any byaz AR,V9,
j ak i poprzedni o, r-Onicihi w tropizmie wzgl:
fenotypu badanych myszy dotyczygo r-wnielU V¢
bezpieczniejszep o d wzgl idem pantoeSnccij ah ine§ p eackgdhii ¢ z n e |
do systemu CRISPR/ Cas9, poniewaU modyfikacj a
czynni k- w: specyficznego wiNzania sifi gRNA
w miejscu aktywnoSci AB8®WiI DépsepgorppaeNBSanee
potencjalnego zastosowania klinicznego. Bade
na dwukrotne wydguUeni[@] wigodoS&ni elhicu a odmy
z zastosowaniem CRISPR/Cas9, gdziganyd § u g ocSica npliya k b ¥ §1865 166y c e

Zahamowanis y nt ezy progeryny moUe byl osi Ngni At
wi NUNcych sifn do docel owej sekwencji mRNA. W
wyni ki badaE ,naklt -sred ekrkabariplynidspatezyprogeryny[20, 168].
Pierwszy zesp-§g przetestowad szereg oligonuk

rybozyw model u mysim posi adajWNACTECFRFE Prugi z mut o)
zesp- g pr zepr owa ddzié¢j gefekiavee] esdkwegnaji antysepsbwaego
fosforodiamidowego oligomeru morfolino skoniugowanego z peptydem (PPMO, ang.
peptideconjugated phosphorodiamidate morpholino oligojied o k gojmiéjsce splicingu
premRNA progerynygopdakmoPhadagi pepoawimodelu prog:
kom-rkowym piosimygdajmNcym | udzUMNASSCHIFG [b6Blany g e
W obu badaniach pomimo obniUenia poziomu pr
poziomu laminy A, natomiasfutorzy uznalj Ue e lansiny rAen® jjeat konieczna

dla nor mal nej fizjologidi kom-r ki ze[lé¥]zg!l ndu
Podobne wyni ki bygy uzyskane w moadveileur akjoNrc yrckl
interkaluj Nce §Nczni ki intereamtsrg wucleit uakid d¢nker o wy ¢ h
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zwi fkyghkzsaijgfNc oddzi agywani 2] Natoin@mst & damymybadanmR N A

nie analizowano poziomu progeryny lub laminy A/Cub i ¢ h t, r aanlsek rwyd Novz
zmi any morfologii jNdra kom-rkowego.
Wraz z rozwojem mwd i nOyni er i i gpomnety Sznaj] tprowpt a

progeriioparte or - Une zagdgoUenia j(Uamentendzy .t YelnpedeiSH
jeszcze przetestowane klinicznie. Jednak, j
stwierdzrapli,a Henodwa powinna byl l epszym r o
do stosowania zwi Nzk- @zidargoahnNoccyzchhst ecekowyg g
progeryny Obecni e g§-wnym ougskasrkiud zealosiamadid lekeir a pi i

genetycznegstosowanegm vivodotkanek zwgaszcza tych, najbardz
(kom- r ki mi ASnia ser cowe g.da podsBweabecnejkwiedzy r K i 1
d ot y ckiindanie $tosowanych e r a p i i genowyc hh zalsit gpossmouMalng cet

wydaj e riliepbsyziym kompromi sem pomifndzy efekt
Oczywiste jest, Ue terapie pol ega¢fdktgwne, na ed
poni ewaU prowadzN do per manent maonast adbachaa mo wa
wiedza whydhj @i swyst ar c z agkibhcneetodihlvigo us tcazsjoowa reikaa
ze wzglpmdwenmkalywNespécyfiiecazaeNr - wnieUO ze wzgl
etyczneNadprodukcja mi RNA | ub s i RthAskrgppeogewhyi ¢ z n i
moggobgbbym dozwi Nz a nwymaga zdstosowdnimir & piint, e gl ©j Nc
wektorawi r usowego posi adaj Nodpavednisjkasetyoekspresyjnejo pi z mr
Naj wi fikszym probl emem prlzygamy tiommwang an it akli
wirusowych. Z tego wzgl fdu najbardziej obiecuj N
oligonukl eotydy, zwgaszcza, Ue dotychczasov
zahamowania syntezy progerynypoaelhSadami av kleir

innychwsharzupN na bkiegopodejg 8B &awo t

1.5.Rola wybranych modyfikacjin u k | e o t sgrategiach terapii genowych opartych
na antysensownyctholigonukleotydach

W tym —rozdziale zostanN om- wipdryeva jmbcdey f
na efektywno@®kspyesdjsizamioal dw i g jkgpapemsatarne

Il ub popr zez proces interferencj.i RNA. Om: v
zastosowanie w terapiach genowych noitegzef b | ud
pr a c yluor¢ Bylbonukleotydyor azme2 @ ksy rybonukl eotydy). W
modyfi kacj i dotyczy rybozy i w szczeg-IlnoSci
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w pozycji 1526 M®Ryywf.i kacj e t e maj dpomo &cicel t
oligonukl eotyd-wamg cMoeady faidkaacd jlia ernyzbyaorey w poz
do zwifnkszenia temperatury topnienia czNste
oddzi agywanRawdweecdBniaee.jest poJjoklemotey chowdy
w obrfibie sekwedyewa, t poniaevwalekwy wneotgllh wgNc
do kompleksu RISC odpowi adaj Ncego za degr ada

Zasada Zasada Zasada
azotowa azotowa azotowa

........ o) o ) o e O o Rycina 1.5. Pentozy
k 71 k ; k 71 w skgadzi e nukl e
buduj Ncych ASO i
(:’ H 0 OH 0 F
deoksyrybonukleotyd rybonukleotyd 2'-fluoro

rybonukleotyd

Zasada Zasada Zasada

azotowa azotowa azotowa
........ 0—] 0 0—‘ 0 0 0
o} 0 o 0 o 0
N i /
CH; i \/\0
2'-0O-metylo 2'-metoksyetylo zablokowany kwas
rybonukleotyd rybonukleotyd nukleinowy (LNA)
1.5.1. Rybonukle ot ydy z fluorem w pozycj. 26 rybo

Analizanuk | eoz yH} worem w pwykejziaeozwiybbgya,j
odpor noSi oligonukl eotyd: - w na degradac) n e
Ue efektywnoSi wiNzania sifn sekwencji oligon
sin w zad ePodg®¢Efieocicau k2 @otyd-w w obrnhibie se

wy k or zcyes-t udji dr o c y tflwomyracyi w sekwRni@ji antysensownej lub w obu

sekwencjach si RNA wykazagy, Ue w obu przyp
wyciszenia ekspresji docel@go genu [169]. Opr - cz t ego, znaczni ¢
zawi er aj Ncoewyaon emondwkiliekot ydy na jednej l ub ob

z czasem w por-wnaniu do si RNRAG69bRovierdzondy f i k o
r-wnieUO w model uekekt r kvgwy m,z e iea ekspresji
po zastosowaniu SiRNA z moflyi k o wa ny mi nukl eot ydadporndicai s k ut
nadegr afd&k j BBadania wudowodni gy, Ue wyciszeni
interferencji RNA, a nie sterycznegolokowania komplementarnego miejsca mRNA.

Pokazano, Oe p o zawti @s awaNmciew o s mRNATf i kowane
wystnpuj e produkt degradacj i docel owego n

bez modyfi kowanyc[69]. nuKl Eroit gjds ave ybsat duaj nN cae
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2d 1 uor ocyt-ttuarguracyl wi nici2adtysensownej lub w obmiciach siRNA
rozpoznaj Ncego inne mRNA ni U poprzednio, pot
ef ekt ywyoiszeédia[l70.. Badanie cytotoksyezawdb€chaj Nty
2@uoronukl eotydy nie wykazagdoom otk oivdglkns Ppeznosci
tego badania te potwierdzigdgy wczeSniejsze ¢
i ur ac yfl luu onrao ¢ ¥ éfloaoyracyl jako ddtéowych misg wprowadzenia
modyfi kowanych nukl eotyd-mN losrtlaaz o Hiot mo ey dizk @
siRNA w surowicy krwi [171]. |l nne badani a pokamanmigwania Ue e
docelowego transkryptuprzezi RNA | e s p o 3 a bhedgfikovangcth u k | eot yd - w.
Obser wowano nawet dwuk r ot nozpoznawhia iddéelawege ef el
transkryptu przes i RNA z a w HleoroajkiRatydy jaRad pierwsze trzy nukleotydy

oraz 35 nukleotydy nici antysensownejac zy n a-k N€Ec ad s B®Rwencj i

Obecnies N st olsokiangenetyczne zwier ajotilgie t ak

pegaptanib[173], giwosyran[174], lumazyran[175], inklisiran [176], wutrisyran [177].
Wszystkie te |leki zawierajN jednompdgfucji e i nn
261 uor o. Leki te bndN baRoatizde®§ szczeg- Jowo O

152.Rybonukl eotydy z grupN metoksyl owN w p

Rybonukl eotydy poyil addgHKlc Rygr. ufdin S5hme two pd zy «
wystiApuj N natureaulkarei o ykcoznm-yrckhacwwh sk gadzi e tF
RNA (snRNA, ang. small nuclear RNA . Przyczyni aj N axki-fiuorco2née , p
nukl eotydy, ddporn& w i 1 kgsezaeddaiecaj 1 enzyma tzywizinkNs z
stabil noSi dupl e k-metoksyr RyNoAo. n uPkol geoolteyndiue w2 6o br A b i
ma istotny wpgywinaTaki ekitiyov,no®Bdk RNaAno, Ue n:
sekwencj ami bygy te, Weatydychysmodydbwadowanoe
W nici antysensolWo@&tazaceynaPdcWodcthdawanibkygy
odpornd | na degr adac[l78]. Ed rezkyt ipamnycSd n Nt azkoi setgaod ap o
potwierdzona przez inne grupy badaweceep r zy k §ad z i e [17T9nl80y Badanig e n - w
przeprowadzone z zastosowanie r yctomz or - w mody f i kacj i pokaza
sekwencj.i si RNA b ar dinnesiory mddgfikatjiy avorzewidymargeN by |
efektu wprowadzenia modyfikacjinapodsta e danych dl a i nnych sekwe
[170].

P-FTniejszekdaywadyw iaz atloe,Unlle od | okalizac

nukl eot ydl- wbkpB@cyu 506 ci antysensownej zachowan
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Z innej strony zastosowanie modyfi kowanych n
znacznice wbdhdjUa@R] RNAe badania z kolei wyka:

nici antysensownej wi NUe si i [182]. Spavpdowamd t N ut
to moUe byl zmianN struktury nici antysens
p o wsch prgey wprowadzenie oy f i kacj i . Ni i antysensownN,

strukturn typu A modiektgvhiezw ypio Sm\RecNfAgd 183 i en

Zast Npienie cytomgngksy cuwrtrmezyybrkis ynuar 200 | p o
sprzecznevy ni ki d|I| a hsekwercjrsiRNA jUend/rca z nich straci §a
z kol ei druga s ekwenc jozgoozrvawania dogelowap@ trareskryptlh t y wn
przez por -wnyelwamMNcjido ni emodyfi kowanej . J
Ue t ak ozwnaonday fcizkiRA w kzak uj e znaczni e swoiwvityk sz N s
mysiej jak i ludzkiej [171].

Zast Npi e n irdeeniswejlavg seed gequengenodyfikowanymi nukleotydami

w cagoSci lub cznSciowo miago wpgywnhamak vk o]
o d d zwiaraagnyespecyficzne [184]. Jednoczeni e ni e przedstaw
odpornéci tak zmodyfi kowanych oligonukleotyd:-w

Dostnpne obecni e I e ki genetyczne oparte

zawi er aj Nce nukmed mtkysd/y rzy b®2xmDN wystifipuj N naj
z nukl eotydamif lzuiowmi ce rrayj bNofEy8ingi(vaRedy] 57 4], tluenazyrdn

[175], inklisiran [176], wutrisyran[177)) . Jedyny m wy | Ntkkgi aedma jjNecsyt sp
zrybonuk eot yd-w oraz kil ku modyf inkea waknsyyd ho wiNu knl ae
niciach sekwencj i or az zawieraj Ncy p o dwa |
deoksytymi ekyondecwaec hn[EH5pBE6]. ni C i

153. Rybonukl eotydy ez yd rounmNN wrngomnawkyscyj i 2 6

Modyfi kacja rybozy ©przez dogNczenie grup)
Ry c. 1.5) jest nowszym rozwi Nzaniem w por - wn
o k r e2Sjhka nmodyfikaca drugiej generacji [187]. Warb zaznbBezydrupa
met oksyetyl owa | est znacznie winksza, ni U of
zawieraj Nce tak zmodyfi kowanN sekwencjfi czi
a nie dwunici owzewsgRNAyU panikecwadolSho Sradwd Nc z
takich siRNA dokompleksu RISGest ograniczona

Badania dotyczNce efektu umi eszczenia mo

mi ej scach sekwencji si RNA pokazagy, Ue umi e:
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pierwsze trzy nukleotyy lub ostatnie trzyn u k|l eot ydy ni ci antysens
sensownN pozbawionN modyfi kowanych nukleoty
si RNA. Nat omi ast ugoUenie modyfikowanych nu
antysensownN rzaiev niemodyfkdwvareh uky @t ydy nie mi ag
wpgywu na mipezkawania dooefoivego transkryptu prai€NA [172].

Leki obecnie dopuszczone dstosowaniaz awi ermay Wiceot ydy z g
metoksetyl o wN s&ig@mdap ki em zceh znmokdlyefoi térgasdd8)y( nu s i
l ub posi adag@ Nv pmo dSy fniukko-icad@g/Eha ala Bi6cC i[18f,wol ane
inotersen [190], mipomersen[191, 192] . SN to zwi NzKki jednonic
nukl eotydy ant ys e amaofvsiodiestrone pma dtoy wn Nkl eot yd

zast Npione wiNzaniami tiofosforanowymi

154.0l i gonukl eotydy zawieraj Nce wiNzania t

Wi Nzani a ti of opdwnmiamoweaj sadr dzi e ] popul ;
oligonukl eotyd-w st osowaiRNA jak BjednoniciasychwvASQl wu ni c i
Modyfikacja polega na zami ani en iaetzoavaun gtal Ceonwa nv
w pog N ¢ egeup ¢ukrowych na atom siarki (Ryc. 1.6). Modyfikacja ta, podobnie jak i inne,
prowadzi d o odpomds & k s menji dhe gernazdyarita twycdzgnuNO& st ab
oligonukleotydu w osoczyl169, 193 194]. Jedynym zastrzeUeniem r
do wiiNzasifn tak zmodyfi kowanysctha nowk | epod tyedn: cv
przyczymini epo UNdanych s[305t k- w ubocznych

Podobnie jak i w przypadku wczeSniej opi s
danych na temat wpgywu ewielkz ayRMAitoRSdDK osd oo almyp v
Ue lokalizacja modyfikacji w obrnbie sekwenc
ekspesji docelowego genu[196]. l nne badani a wykazagy, 0
tiofosforanowych w nici antysensownej lub w obu niciach o wa d z i do znaczneg
efektywnoSci si RNA, natomi ast wytgNswwiagiei e ma
sensownejmeani ej szy wpgdgyw na obni Uenie efektywnoS$S
ti ofosforanowych zwi nkszagomdniit abi FaoSdaws eR
modyfi kowane wi Nzania ,w kpgo rr -ewyaaNciwenriche wi RN
fosfodiestrowe. Potwir d z on o takUOe, Ue wofosforanpwyolia n i e
nie zaburza procesiRNAI [169]. R-wnoczeSnie i nnebsebvagkani a
dotyczNce Dapornkesiz e rsii R N A zawieraj Ncego wi N

na degradacj i enzwynkaazyacgzyn Nr. - vBnai death orc at ke sri -RINMAI, -
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w sytuacji, ki edy cznSl modyfilkavar®@ w b ypda - wnani u do
niemodyfkowanych[197,198] Jed n,sd ZReNSAnizeawi er aj Nce wyJNc zr
wi Nzania charaktUetdkowHl®® SsPoimi mo utraty efe
wysoka zawartoSi wiNglg@REANMDEIEs fmd red n eviyedkht cyt
dl a kdl®olr ek

Leki zawieraj Nce oligonuklfosfot ymgwypm giNe d .
podzi eABQ®, I wn ak t -ysthlecnbk emstzy dy sW pegNspomeb (nu
[188], wolanesorsefil89], inoterser{190], mipoverserj191], fomiwirsen[200]) oraz siRNA
zawieraj Nce po dwa wi Nz apnrizay tkioodEcoascfhor & o we
(giwosyran[174], lumazyan[175], inklisiran[176], wutrisyran[177]).

Zasada Zasada
azotowa azotowa

........ 0 o e O o
Rycina 1.6. Por - wnani e budo
wi Nzani a fosfodie:
0

OH 0 OH oraz tiofosoranowego.
Zasada

‘ Zasada
azotowa

azotowa

o
/\'
g—'o
|
o
:[E
7]
— ||
o —v—
o
|
o
IE

0 OH 0 OH
Wiagzanie é Wiazanie
fosfodiestrowe tiofosforanowe
l6.Zastosowanie oligonukl|l eotyd-w w terapiach

1.6.1. Terapie genowe oparte naligonukleotydach artysensownych

Antysensowne ol igonukl eotydy to jednoni c
z docel owMRNAZNjsotdencizek N zasadN kompl ementar no
dupleksu ASO:mRNA prowadzi do sterycznego zablokowania danegce j sca w obr |
mRNA. W wynikutego,bi agka odpowi adaj Nce za transl ac]j
syntey( Ryc. 1.7). JeUeli ASO | esInRNAkablekowanwa ne d G
jest dostnp spliceosomu domotygkgnanychindd ostcyad -(WRy C
pozwal a n a zwinkszeni e stabilnoSci dupl ek:
oddzi agywania, mimiiensapeéawhiNczaleéywwidp@®bWwi nksz
na degradacjn enzymatycznN. Inia ASOz mRMAJdst wy m ¢
jego degradacja w wyni k({RNaaykH) Enaymotéhadzpoznajeb o n u k
dupl eksy RNA: DNA i przeprowadza ci[204d08 endon
ASO skonstruowane do tego cedw rrawiRuchk NEmada
nat omi a gbudowanyjeste beoksyrylmo k | eot yd - w.

37



RozdzWsagnp teoretyczny.

Steryczne blokowanie translacji ASO Steryczne zablokowanie miejsca splicingu

Degradacja mRNA przez RNase H
wo o TTTTTTTTT gy w [TTT TITTTTI
G D G D

mRNA ekson intron ekson
re-mRNA
RNaza H P

Rycinal7Mechani zmy dziagania ASOdwi agampei ASOnpawe| ¢
nNnukl eotydy-iM&BEOErrazyh G az deoksyrybonukl eotydy w
sfi z mMRNA RNaza H doKOASW e bawidioowiaen.e OE@ grkrkdavve®ijt g d z
wi NOe smRNAMoblpolkuj Nc dostip biagkom spliceosomu.

Przykjadem terapii wykorzystujNcych ASO pr
R N a z fjest Wolanesorsefil89], inotersen190] oraz mipomersefil91, 192] Leki t e s
zbudowae z 20 nukleotyd-w pogNczonych wiNzani a
znaj duj Ncyeih -KdiGfc aprhzyzwiraj N grupfi metoksye
rybozy, SSddkjoavat czledkwaymay b an ety ecptdzynyg - w
wy st fipusjtNeccez ccez Ns N -ma iniy € o ic[§O8 @05 ]yDia fivSzystkich trzech
ASO biagka docel owego mRNA sN syntetyzowane
ograniczona jest do hepat y t - w. Leki sN podawane w postac
podsk-rnych.

Wol anesorsen jest |l ekiem uUywanym w | ecze
(ang. familial chylomicronemia syndrome. Jest t o choroba gene:
podwyUszony | gloiz¢ eerkyrdviw na skutek mutacij.i ger
lipoproteinavN ( LPL) . CzNsteczka ASO, bndNca subst:

koduj Nce c¢cznSi bi agkktwN dppwi agaprzat eii mgktg w
| i poproteindwegr aaileza-wypdal ani g206.0bpgUeneey
poziormu apolipoproteiny €powoduj e aktywacjn ScieUek odpo
tr-jgliceryd-w na d20®20%e ni ezal eUnej od LPL
Inotersen jest kolejnym lekiem opartym o ASKek ten jest stosowany w leczeniu
rodzinnej transtyretynowej amyloidozy.h@ r o b a t a j est spowodowa
transtyretynyi bi agka transporterowego tyroksyny i \
w kom-rkach wNtroby. Mut acenai ep oswond upg ad jne denpor s
na skutek czeguyloidpioawsrteag alt yd ublJiea gaknmo we . Powstag
siAf w kom-rkach organizmu zaburzaj Nc nech furt
ukgad niemavowkut ek agr ega aijdb uszkodgehia i dibgradacjid o c h o

neur on- w. Zasatposiowani s etnesowne | wyci sza pr c
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transtyretynyiogr ani cza tworzenie agregat-w biadgkow
ASO w s k § asiMeéntyczne dokpoprzedmiopisanegd jest to jednoniciowy kwas
nukl ei nowy skgadMPEcnyu k Iseioit yd&z- w5 na obu K ¢
ideoksyrybompoliNeaoyngclw wi NzawBe mdidi[R0d]f osf or an

Trzecilek ztejgrpy t o mi pomer sen. Lek zobniczadggo dopus
w Stanach Zjednoczonydhhwpobei MFgaB@dmdjDgiigek - w
Administratio) w 2013 roku [192], nat omi ast Europejska Agenc
pozwolenia na stosowanielku w krajach Unii Europejski§¢]91]. Mipomersen jesttosowany
do |l eczenia hipercholesterol emi-domiomuzji Naye . |
spowodowana mut acj N receptora [ i lpvedensityt ei ny
lipoprotein) wys t ipuj Ncego na powierzchnizatbamgpatt ocyt -
czNsteczki LDL do k paqji..- Mak skutekv mutaagi Ina poyiexzchniut y | |
hepat ochynti-Gha sfoOnlpojzéimanl nych receptor-w LDL,
efektywnie wydalane X r wi obi egu. W wyni ku obselDuj e si
we Kr wi co z czasem p o w[aoslu Mipomersenzjest ASOmi a Ud
rozpoznaj Ncym mRNA apolipoproteiny B100 (Ap
LDL. Zahamowaniesyntezy ApoB100 pmwa d z i do obni Uenia stnUen
ogranicza rozw | zaburze@ jgppuwndbiwvang@eshUeni em

Pewnym wyj Nt ki em |iepetwszyl lekkoparftyoanantysensewae
oligonukleotydy,k t -zaakceptowany do klinicznego stosowaniaaagst w r oku 1998
FDA [209]. Lek ten rozpoznajemRN wi rusa cyt omegal ii wywoguj N
[ byg stosowany u os-b chorych z ni edobor
produkowany, gg- wni e ze wz gl nduy znrazwojor a k z
skutecznych terapii ehi ¢é@ombdgresw owvyg drtrkd ar .z e
budowf.wnmarmior -do wcze®nNek -ewppiossa naydcah on w S Wi
nukl eotyd-w zmodyfi kowanyc h, deoksgrybonoki eaostty ds kvg a
pogNczonych wiNzani aminaSioftosKioe o oy dne j. S Sika
innymi zt ego, Ue mi ej sce podania | eku by go bari
kr-tkotrwage, wW por-wnaniu do terapi.i chor - Db

Drugim zastosowanme ASO w terapiach genowych jest blokowanie miejsca isgiic
premRNA ( Ryc. 1.7) . Leki oparte na takich AES
nusinerserfl88], oraz na dystrofimi i Sni o wa ileteplitses(210, 214)agolodirsen
[212], wiltolarsen [213, 214], kazimersen[215]. Wi f ks zojdst zbudewanaw
z nukl eotyd-w morfolino, adyokn@ £ u j MNa y odte g had a
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enzymatycznN, ale zdolnych wygNcznie do ster
sekwencji doclewej, ale nie kierowania ich do degraddtp9].

Rdzeniow zani k miAnSni to choroba ge®MNlyczna
koduj Ncego biagko pr z athyseival mooo hearoneMuwymika - w (S N
mutacji biagko SMN ztkole poivodgewwb jp NI d nindo gj m,euc on
pogNczonnwchmi, mpa®oduj Nosowarendkiknusimerses powadujeZ a s t
zmi anii s pmRNA kadgvanego preez geBMN2 Wi fks z o S bi agka
przez genSMN2jest nieaktywna na skutek athatywnego splicingu. Nusinersen powoduje
zablokowanie miejsc s pl i ci ngu prowadzNcego do syntezy
tym samympoziomaktywnejizof or my SMN. ASO w skgadzie | eku
z nukleotyd-w posigpdayNowbhwgmpogiycmet @IKs ryt
p od Nc z o n mitiofosfdtanawymi88, 216/ 218].

Pozostage I e ki z t ej grupy sN zbudowane
opracowane do terapi.i dystrofidi mi Ks@esji owe j
dystrofiny, kodowane,j] pr zemi eg e nChma pdlo ntya nr

spowodowanaempt aeger wU b deledebdupikageenmutacje punktowe.
Zani k dystrofiny prowadzi do stopni ohwejgo zar
[219]. Dziagani e dost npnyc hanid eniejscpsplicingup eksoeug a n e
zawieraj NGgegou mukraeSl onego pacj entksonu 58t epl i
w procesie splicingu[210, 211] golodirsen iwiltolarsenpowoduj N del ecj i e
[2121 214], z kolei kazimersen prowadzi do deledjseru 45 [215]. W wyniku zastosowania

l ek-w powstaje kr-tsze biagko dysswojefuokcje.ny, Kkt

Podsumowuj Nc, wszyst khiaayn ekioz dozm-aMieo n &y kwa
skutecznoSi, mimo, Ue twmisolwtanee lzbninile mbiygy :
przez EuropejskN Agencje MedycznN. Dane o

jednoznacznie wskazuj N, Uebtgaé&net pwoadrey Sktije:
Najwinkszym ogr ani c z e n tfarezeniegetuzdo sidcedoywyeh tkakel,t e c z r

co jest szczeg-lnie istotne w przypadku chor
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1.6.2. Terapie genowe oparte na interferencji RNA

Terap e oparte na procesie interferencj.i RN
doregubd c j i ekspresji gen- w. Egzogenne dwunici o
dziagaj N podobnie do mi RNA kodowanych w geno

w pierwszej kolg n o Sc i poddawane ci fieei utworzeNceddaniu
czNst ek zkid@RNgo 2Fdar zasafoRjyoc .210. 8) . Taki e czNst ec
r-wnieU wprowadzane do kom-rki w postaci siR

kompleksbh agk owy RI1 SC, gdzie pozostaje tylko jec
mMRNA.Po pogdgNczeniu sin z sekwencjN docel owN n

synezn biagka. Cagy prRyoniek8 jest przedstawiony

Interferencja RNA DICER

miRNA kodowane w genomie a Egzogenne dsRNA
U b wrt el
| / »m

Ciecie przez DICER

mﬂm’“

miRNA

APWNIY

siRNA

kompleks RNA-RISC

docelowe mRNA

AN WN AN
'
VN g My

© 2013 Encyclopaedia Britannica, Inc. nieaktywne mRNA

Rycina 1.8.Schematyczne przedstawienie procesu interferencji RNA (iRNA). miRNRoRNA;
dsRNA (ang. double stnded RNA)i dwuniciove RNA; shRNA (ang. small hairpin RNA)RNA
t woembtyw spinki do wgdos-w; siiRMNa&j ntaerrgd.RNAsunjaNcl i
MRNAT matrycove RNA. Dcer - endorybonukleaza, RISC (ang. RiM#uced silencing complex)
bi ewykonp| eks wyciszaj Ncy i ndukowanRogegsrwae[2200RNA. Zm
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Dotychczas dopuszczord o st osowania klinicznego szeS
l ub shRNA. W roku 2004 zost &gegaptandfk78 €2i]t owany
Lek ten zostag opracowany do | eczenia .zwyrod
Chorobapoleganas zkodzeniu centralnej czfnSci siatk:

Lek nie dzi agazahamavaneeky nntae z ¢ r obdiastejest aptomareant o mi
wi NOOym sin specyficznie do dziagaj Ncego proz
Sr - d braeynikveego (VEGF, angascular endothelial growth factprco powoduije jego
inaktywacjn i zatrzymanie o@opyebni bAekifiesabwy
z nukleotyd-w zawierajNcych fluor | ub- gruphn
i deoksyrybonukleotydyJednoniciowRNAtworzyc z i Sci owo kompl ement ar n
do wgos-w.doPacrzaNdsttae c z ki d o goNetylerglikglowyj (BEG) p ol i
zwi ik sokrasp N § v rlekawdiele szklistym ok§22].

Kolejne dwa leki to pasiy r an i wutrisyran, orbdainnegg N st o
transtyretynowe | amyl oi dozy. Patisyrad8h zost
natomiaswutrisyranw 2022 . Zwi Nzki te r-0Oni N sifn swoj N

to same MRNA k edrug rNsct yP @&tt iy siyir. an Zbudowany , j est

nukl eotyd:- w zawi eraj Ncych gruphn met oksyl ow
niekomp ement arnych deoks ykroyHadle Wetdsjrandz kalei, na 36
skgada si i zawiuekrlaeoNcyydc-hw f |l uor l ub grupn met
wiigla w pybozy cwi N2ania fosfodiestrowe sN czn
tiof osforanowe. ZasadniczN r -ddmnilcedtisyran galecac z i st
si A pod3atygedhie[1854 nat omi ast wutri sii7an Rr &ni oa
wjaSci woSci farmakokinetycznych wynika z bud

Podom e p o djakji & praypadku wutrisyranz ast osowano dl a | ek -

lumazyran oraz inklisiran.iGwosyr an stosowany | est do | ecze
[174, 223] Lek ten obni Ua pozi om -aminaedulidowega syni
whepatocytach, enzymu odpowiadaj Ncego za | ec

bAndNcej s kgjlaadoiwiNy .h edtoni Ueni e pozi onpozioswy nt azy
kwasu deltea mi nol ewul i nwpregpgday porfritni ey moUe byl przek
do pofrobilinogenu na skut ek mut acj i ge
deltaaminolewulinowego. Zwi Ak e z o st i ki i deltaaminolewulinovego

i porfobilinogenuu o0 s - b pmowadidyoc hpowst ani a pd2®@4 Bkoleich zab
lumazyran jesttesowany do leczenia pierwotnej hiperoksalurii typu 1, choroby genetycznej

powoduj Ncej z aobwiarnzi ean inae rfeukn kic jdorn- g moczowych i
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szczawflegh- wumazyran wi NUe sin z poRWoAdug Ny d
o b ni Ujporioreu wjhepatocytic, co powoduje obni UonN produl
W peroksysomach zwi Nz ek t en j est przekszt a
al anignowNksal owN. Alternatywni e, dbszezawiagul i oKk s :
i kwasu dikolowego w cytozolu. W przypadku pierwotnej hiperoksalurii typu 1 jeden z alleli
genu koduj Ncego ami-gloitakasnaslfewM zjie satl @miomntoowiNa n
aktywnego enzymu w peroksysomach, a kwas glioksalowy jestpmaiowany do cytozolu

gdzie produkowany z ni pogi@anukwass glioksalowegogpoprzezn . Ob
zastosowani e | uma z yahamowaniensyiNeayeszcgaivian[2252P6¢ m  z
Ostatni lek z tej grupy inklisiran, jest stosowany w &um hipercholesteremiiodzinnej

oraz dyslipidemitinOUginpepr atwé idij owe Kk r[WB]) o r -
Inkrisiran odp o pozienmoprateinoveegonveliagyaubtgizyny/keksyny

typu 9 (PCSK9, angproprotein convertassubtilisin/kexin type 9 . Enzym ten, Wi
do receptor-w LDL w bgoni e kom-r kowe|j her
Zatem o pozionh® CiSK9 wi NUe sin ze wzrostem il of

wychwytywanie LDL z krwiobiegy227, 228].

Opis a n e wyiUmirisyrhnediwiosyran, lumgzr an or az i nkl i siran
w pedgni z nukleotyd-w z modyfikowanN rybozN
i e f e k t ryzpozmaviahia docelowego transkryptu ponadt o i ch w(Q e
farmakokinetycza p oz wal aj Wb rzaadkie potlawaniegrk ona mi esi Nc | ub

Wni oskowal o r-Unicy okrmAGBOpoegarwaniRAAI e
na przykgasdoisowlaalhclw, do | e.cTakerekimpartatad3O- b wNt

to mipomersen, inotersen oramlanesorsenle ki te sN podawane raz n
200300 mg. Z kol einacdd RINAK nwa yrenpgiwosynara lamiazyran,
wutrisyranii n k|l i si r an. Leki te muszNobyiudmpond 2Wa we

opartych na ASO. Patiran podawany jest co 3 tygodnie st i Ue ni ,ugiwdsyréh mg/ Kk
co miesiNc (2,5 mg/kg), lumazyran co 1 |l ub 3
dawk i (3 lub 6 mg/ kg), wutirriasny rcaon 6c ani & sminesyi
Te dane wskazuj NN nsat abyirlanfonGie swyRNsAZ w por - wnar
na wifiksze odstnpy po@NG& daipstried eergproparina d a wk a r
RNAimoUe byl aplecaeni@awdmaorodaych genetycenych.
warto zazopisphe Ildkiessy Uski er owane kKom-jreedkneg
(np. hepat ocyt y,apmjekio®anie teragii skizrowaeyohrdoinnych tkanek

molekazal sin wyzwaniem
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1.6.3. Sposoby dostarczanim | i gonukl eotyd:- witado kom-r ek
Antysensowne nukleotydy, podobnie do | ek:-
do kom-r ki na drodze endocytozy. Pierwsze d
w 1991 roku, ki edy pokazano, Ue modyfi kowan

samodzielnie z DbRWONNPfawf el i2W0i dloavtsfekiywref ni e j
dostarczanie ASO do kodnzwyhini kakanmriantsyekmcej
' i pi dowego | ub [230) Wiedy przelAo h D baglamez-awpr oponowana |
nazwa tego procesugymnosis (starognagi, lekko ubrany Wykorzystane oligonukotydy
sk goagdian z cyklicznych |1 ub inaczej zwemkhed ch 1z a
nucleicaciJ , pogchrmasat &Nlic met yl enowy mi i dz0y ia twiingd ne m
40 rybozy,deoksayrybonukl eotyd: - w pogMczonycl
tiof osforanowymi. Zaznaczyl warto, Ue wymaga
OM, co oczekiwanie jesty Us zy m sntinlJ esntiteleni e wymagaune pr z
oligonukz eotUyald ®ymni k- w transfekcyjnyah. Wy ¢
pot wi er dz dmviwourmywsreiye U gdzi e badany by[g30lef ekt
Warto zaznaczyl, Ue niekt -re modyfi kO] e znas
do kom-rki. Do takich modyfikacij {230@3]l eUN w
Podobnie opisano zwi Akszonle fgeokntuykw neco&iy dw i kn
[234]. Stosowanie innych modyfikacj r - wni e U zwi nksza efektyw
oo igonukleotyd-w do kamstkspwpbnkewadzposwaw
przyczynia sifn do zwifikszenia wydajnoSci poc
Leki bandNce ASO, kt -rych dosrnar mi emriad e [
od wspomagajkNay own i &y mmitoufomdvissenk260fn mipdmersen
[191, 235], inoterser[190, 204], wolanesorsefil89, 206], eteplirser{210], golodirsen212],
wiltolarsen [213], kazimersen[215], nusinesen [188, 216]. Organy docelowe dla tych
zwi Nzk-w to oczy, kwit melrdnay Wi A &h erdoma dida r -owd

organu |l ub tkanki docelowej, moUliwoSci mi ej
l eku do kom-r ki orknetycawghaléka ivybier&na jest ddpowitaia k o
dawka i cziistotli woSi podani a.

Leki, kt-re sN dwuniciowymi czNsteczkami
odpowi edniego noSnika, ze wzglindu na swoj N w
powinien msi adal kilka <cech. i ®n powodswal, ode
immunologicznejfPo dr ugi e, powinien umoUl i wial dost a
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l ub grupy kom-rek, w zaleUnoSci od potrzeb
lub znaczniewik sza grupa tkanekmo Ploi wirazie cd 2y, b kpi ocewi il
wni knierkai edol kom-r ki . Po czwarte, powinien
subkom-rkowN | eku, np. jNdrowN w przypadku I
W koEu,powd &miek ¢ hddoengiria dladcdpshpcreniezdo docelowe;

kom-r ki oraz po wnikninciu do niej. NoSni k
u r-Unych grup pacjent - w. PoUNdanN bygaby
w przypadkuzas t osowani u noSmi lkeano [ 1®isw gens pesayistiich

opi sanych wymaga® przez jeden noSnik, W zwi
do | eku oraz <choroby. Brak moUliwoSci spegr
ograniczeniem przed dopuszenege.ni em | ek-w do s

Poni Uej biAadN opisane dwa typy noSnik-w,
genowych z zastosowaniemn & N A . Pierwszy rodzaj tolpidanoczN
nanoparticle¥ , kt - re sN uUywane do dost apatzenyta- Ww.e
W odr - Unieniu do noSnik-wNEfEkpwddwpbhostz Nsbwe
|l i pi dowel anosSnRNA rd Uni N sifn tym, Ue muszN zaj
kom-r ki oraz zapewnil transport zwicthk szami dz kc z
mogN one byl uwolnione przez noSniki pozako
|l i pi doweosmagidMi uj emny gadunek. W przypadku
nie bndzie skuteczne, poniewalU ykwasoy umu kelmoiOd
ich efektywne zapakowanie do noSnika posiadse
LNP ddatni o nagadowanych prowadzi goby do akt
Aby rozwi Nzal ten probl em o p rdgsocejibwasi(pKag) gy no
okogo 6,5, kt-re sNwaSpymywHi er aagpdowadaj W
gadunek w pH [26.z]Wilelgk c&inylmNP | es't regul owall
l ipid-w z dogNczona grupN PEG) ep&®d Sminha 200 ne
w stanie przejSi przez naczyni 237 § oDsoogwectzee nd ¢
PEG do | ipidu o kr-tkim 14 acdtcduje Jego dysatjgcijeo wo d o
z powierzchni LNP w olh28nasoill ilwipopwoNe@ani
przez apolipoproteinin E (ApoE) =znajdBRj NcN
przez ApoE i transporcie do przestrApekn.i oko
Z receptorami na powi erpwjheniwnriekpmitriociye ud o pkoor
endocytozy (Rycl . 9) . Po wgNc z e nj aud LNk md @ n paadddatsi & mu
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w k wayBirp H, to powoduje destabilizacjn warstw
orazuwolnienie siRNA do cytoplazmy, gdziejestom@ Nc zana do kompl eksu F
Drugi rodzalj noSni ka r-wnieU umoUl i wia
do hepatocyt - w. NoSni ki ematcgmyl egal koo uagmitn
na ko@®ach rozgagnzi on23g240lt rN¢g $mimk eGaklBAc adce
z receptorem asjaloglikoproteinowym (ASGPR, angsialoglycoprotein receptdr
wystipuj Ncym na powi er zc (Ryd 1.10)Rpcaptootenytworzyy w  d
polimer skJadaj Ncy si pozzwi Ne apdwodejEteapspoiic - w  (
SiRNA na drodze endocytozy (Ryc. 1.10). PierwszyZek n o S iGiak iNeAm | Kt -ry u:
pozwolenie na stosowanie kliniczrie giwosyran dopuszczony do obrotu w 2019 roku
w Stanach ZjednoczonydB41], a w roku 202(a terenie Unii Ewpejskiej[174]. Inne leki
zawi et apNpneSni k[175@26] inkisisaa[{76, 22]i wutrisyran[177].
Lmmas

ApoE !
pH 7.4 '

naczynie przestrzen

wlosowate okotlozatokowa
Rycina 1.9. Mechani zm dostarczani a l eku patisyran Za
do cytoplazmy hepatocytli po wstiruaykekd@dcLNP jest wi Nzana pr ze:
znajduj NcN 2siikiomp| &k svi LNP: ApoE jest transport ow
do przestrzeni okogozatokowej , gdzi e ApoE | est

hemtocytu;31 dochod i do wni knincia LNP na drodze endocyt oo
na skutekniskiegop H wewn Nt r Zieddpsaguwani e dodatni o nagad

[ uj emni e nagadowanych Il i pid-w cpgonbyd oawd oesnodnous
co prowadzi do uwolnieniab5rawalrhbo8&oée &NRNAO| eyt
do kompl eksu R1 SC. t r Akidc§iowsp z orsytcaignaa czz i §c Bowo
w celu przetgumalg2eni a na jnzyk pol ski
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Przestrzen
pozakomérkowa

siRNA-GalNAc z}ﬁ —> Endocytoza
E ASGPR

Cytoplazma

WO‘F"’O S T 0 Cv OH
O,_\Ob‘ ﬁ/ \g/\/\/ ACHN
B Of/\;.:/\/\i { i i i
Q‘E\o/\)kﬂ/\/\ﬁ)k/\/\o T OH
O 5
o o o ACHN HO™ OH
K)Lu/\/\uk/\/\g X OH
o] \
nOy OH
Rycina 1.D.Mechani zm dziadania noSnika Gal NAc. Trzyr

Gal NAc, kKt -ry | e ABGPRwyzsptofizpnuajwNacnyy npar zpe@wi er z c hni h
si RNA nastfinpuje na drodze endocytozytwNWaestampeni e
do kompleksu RIS®Rycina pochodzi 8hen i Corey243].

Podsumowuj Nc, obecni e do dostarczeni a t
wykorzystywanei mawao cepdNdsdajkScilai pi dowe , orkdz r &0
umo Ul i wi aj N srpcezceynfiiec zsnieR NdAo sdtoa il pnaychotkagek - w. W

docel owykbr asWswywane jednoniciowe ASO, kt - -re
kom-r ki bez udziagu noSni k- w.

16.4.Skut ki uboczne terapii z zastosowaniem

Stosowani e | ed&l wg conpuakrlteyocthy do j ak i kaUdy
prowadzpdwsdania skutk-w ubocznych. Dzi agan
spowodowane przez r-Une czynniki. Przede wsz
na obecnoSi modyf i kbwhnyncah snkugka denoitkyid - wo Sni
obserwowane wNdowakej spespPmbem podania | eku.
ni epoUNdane moUe shpyd c ysépkocwgondhbonSacnieN noilei gonuk | e«

Wi nkszoSi | ek-w obecni e s tomadneows naywcyh zmo (Nez ay
z reakcjN ukgadu odpjoawmy SzcwioNzamme 2z akeakgijalk
zaczerwienienie, uczucie pieczenia miejsca n
lub zawroty ggowy, gor Nczlko.j uDaz%ipadzms tao gmo

oddechowych lub oskrzdR44,245] Zwy kl e objawy te sN kr-tkot

a7



RozdzWsagnp teoretyczny.

kil ku dawek |l eku oraz nie wy nra-gvanpriimddykasia a wi e n

w celu gagodzenia tych objaw- w.

W przypadkul ek - w kt-re miagy byl podawasene do ¢
i pegaptanib) dziagani aenmijemadilSidane wyykipoyn as |
zastrzyku, ppywiks t- Npyiml  nmagpal eni a [ b - | oka
wewn Nt r zk om- r Yadkuepggaptanibl/ olgsenwowano wycieki krwi poza okiem
oraz przyadki zakrzepowz at or owe tntnic, kt - -re ymo g g Y b
poziomem VEGF, chocz alle Uno Si ta nie[l78.y § &i euzdaolweolm
od wystifipowania objawewzostpdWYNwgopéhneeki r
komercyjnych.

Niekt-re | eki mogN wymagal dodat kowego

oraz podej mowania dodatkowych dziaga®&® w zal e
|l eczenia za po muoudrisyran &ohiecsng fjest monitofowanie pomiu
witaminy A i jej suplementaejw raziepotrzeby[177, 185]. Ponadtpwutrisyranw ni ekt - r y c |
przypadkach powodowad wzrost [§77]iDlhgiwisganal k al i
zggoszony b y &kcji pmafdaktyczndj eukjednego pacjant w tr akci e b
klinicznych[174, 223].

DIl a | ek - wotesemAwWol@nesorsennic znst o obserwowano obn
pgyt eiko kkorgwoi 53 % pacjent-w bior Ncipotelsemidd%i agd w
pacjent -w w badani wseklui niCzzinrSyim owo |ba nze stoego p
z udzi agu w badani ach klinicznych, a u j e
spowodowago k8% 196 R04 R07].Koléjrgm lekiem z grupy ASO jest
nusirer sen, kt-ry | estk npeatdodomaonnyo woer.z elxz ivasgtarnziya r
zwi Nzane g§-wnie z wykonaniem zastrzyku, z

dgugotrwagego [d8i2EBgani a tego | eku

Om- wi one powyUe|j | e kd o zsatsasaojwa nd @p uzsazrc-zwmc
Zjednoe onych przez FDA, j ak i w uUni i Europej s
Trzyinnel e K i uzyskagy pozwolenie na stosowanie p

do stosowania w Unii Europejskiej. Leki te nieszb a gy j eszcze zggosz
lubzyoszenia sN rozpatrywane. To sN |l eki gol o
I eki kt - re sN obecnie stosowane w Stanach
na stosowanie w Unii Europejskiej, topomersen i eteplirsen.

Golodirsen, wit ol ar sen oraz kazimersen w trakcie

powaUnych skutk-w ubocznych. W przypadku gol
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|l eczenia w tr akcj246]. Rododneeda wWitblarseriu cnie rognotdwano
powaUnyocthNdnaineypch reakcji na terapie, kt-re s
leczenig247].. W badani ach klinicznych kazi mersenu
wycofaga sin z bada@ 2z apjoawoide-nw Ineikeuz.wi Kz &woy
3powdJne zdarzenia, kt-re nie bygy zwi Nzane :
zdJamania koSci i jedno wynikago ze[248lt osowani

Mi pomersen nie uzyskag noiziwoHE ermnao me jnsak i £tj 0 s
na wNtpliwoSci Komitetu Europej ski e]j Agenoc
St osowanych u Ludzi na t kEknat abeppizewagg(Es kwa :
stosowania nad potencjalnym ryzyjd®1]. Wnioski Komitetuwo pi er agy si i na wyn
klinicznych przedstawionych przez pcebaducent
pacjent - w, kt - ra przerwaga stosowanie | eku v
na wystfipowanie niepoUNdaha@&hniod | akvo @c bW g et
z 34, kt-re rozpoczngy przyjmowanie | eku, w
na skutki uboczne lek({249]. U dw-ch os-b wystNpigy powalU
zwi Nzane z zastrzykigam,siu jwgdryejkjedne gy - gaj 4
odnot owano wzrost stnnUeni a aminotransferaz
nar ozvwe-tjanu zapal[24go WwNitrrugdyn badani u mi pom
przyj mowal 39 os-b, z npacvwodu orsi-dp pUatdka wago
[250. WSr-d tych os-b jedna osoba doSwiadczyg.
jedna miaga objawy podobne do grypy. U szeSc
poziom ALT i aminotransferazy asparaginowej (AS7), ws kaz @ajnNewpma nyt wNt
WSr-d tych os-b u jedne,j stwierdzono st gus:
zabur zeni a -pakzyniowegod s e iwdrimzmetalalub bolesmN dusznidi [250].
Opr-cz tego, khaldda mosvalyad onk Wpieaod rmjsneie) jednego
dziagani a teku@pop UNdanego

Dla eteplirsenw »pDwimizikeuwwzssd amaizMajnNci iblaa & C
klinicznych, przedstawionych w zggosalteni u.
z udziagempkzypawj Nectychh | ek. W trakcie badac
|l eczenia w ciNgu trzech |l at . Badani a z udz

przez pierwsze 24 tygodni e, w t r aldgicznyeh kit - rvy

pomi hdzy adamyar ds - b (test mar szu) . Jedno
w budowie minSni p r[258].dPomimapir cziesslgiane b unawg kapg u j
efektywnoSi l eku Komi s a odm- wi ga we wWpr ow
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Europejskiej pSpiowdd0} y otledj etje giol czasu przepr

dodat kowe badania kI i nwicizmej, ons -kit.- r2a rztaea ntgea U
na zmiann decyzji Komitetu w przypadku ponow

Podstmo wu j Nc, ha&k i- h digopaukldotydich | a k i i nne | eki
dzi apamipoUNdane. NajscNi@owaldng ednakignabaj Nc
wymaga Nnt er wencj i medycznej . Z i nnej strony,

powodowal powa@nedl magrdobemiia. W kaUdym przypa
wyst Npienia skutk-w ubocznych powinno byl b
oraz powinno byl rozpatrywane na tle korzySec
Innym aspektemedpitgcz&dlEyimva stosowania takic
uUywane mindzy i nnymi do | eczenia rzadkich
kliniczne z udziagem chorych sN provwardkgzone w
(cznsto peewwnstchpwrupa kontrol na, a dane s
obserwacji GMaarjdeastp-rva)wi a, Ue ocena bezpiecze
moUe byl utrudniona, a zgromadzehéek: - wywy maga

znaczniew icej czasu, ni Ubavdzigrozpowszechnionychhek - w. d | a
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2.ZagoUenia i cel pracy

Celem niniejszej pracy by gtrategiteaapiir gerjowek t o wa n
progerii Hutchinson&ilforda.Wy b r an o fi,i [ d mwadldeodd ar dzo powaUn
zmiany fizjologiczne i anatomiczne organizjmau obecnienie istniejedla niej skuteczngo
leczena JednoczeSnie jest t o drnegorgenh,aco mopmalav o d o w
na zaprojektowanie dla niej terapii gergwDo d at k owo , wi fkszoSI p ac
na progerifn posi gedthAMNAdemd ysgmadlwimat ade¢ nj edna |
bytsst osowana u wi Pesoes$Sdignchaedg@awiczedgo koni e
zaprojektowaniestrategii i leku genéycznego oraz zbadanie jedoz i a gvairkkiga d z i e

badawczym.
Progeria Hutchinson&i | f or d a j est chdombNuj afNopsoj
onaspowodowana produkcj N | akumultaeg dN w2z plgre

doosi Ngninfncia efektu teku gepeyazrieyovozUn gegvpoprzea p o mo

zahamowaniesyntezypr oger yny . Naj bardzi e]j |l ogi cznym
naprawa mutacji, ale wiNUe sin jazbhykamkmoek e c:
somatycznych. Zast osowamka mel@eo pwdzijiSck an tur

aobecna wiedzamu k owa ni e pozwala na bezpieczne uUy
genomu cznjuivei ekAd t ernatywnym ropwiaNzanileank - ju
genetycznych, zahamowanieyntezghe laegme kj epsotpr zez oddzi ag
koduj Ncym docel owe biagko. W tym celu sN st
nadprodukowane wprowddrenu odposviedpmiego wektora ekspresgm

lubsi RNA i ASWpr ckwadzeanseN do kotmkird&h aovl if oo mi kel
dwu lub jednoniciowych.

Do osi Ngnificia celu niniejsze,j pracy | ako
dostarczani e kr-tkich oligonukwlUgat yad - we kd @ r
wirusowych a czNsteczki si &NAo magNc byrde beaphkS8mp
w odr - Und enmiuRNA i s hrijNisyw s Nkt -proed dawane C |
przez endorybonukleazy e d n o gza@<Stho owani e si RNSO,wymagadr - Un
noSnika umoUliwiajNcego wni knofheise @zNntNe czzal
W por-wnaniu do terapi.i bez noSnika, poni e
okreSlonego typu WrymceaemHKerapidiai gpotwajaalo bggUeni e
wydajnoSci wniikpch tkanekaM U®kpw zdol i | tenojanejn NI p

hepatotdt sy czno Sc i i nefrotoksycznoSci l eku. Z
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noSnika wi NUOe sin z dpdwiedz frmknanelggioznej iy wyynkgh e m o
dodat kowych bada@® pod wzglndem bezpi BMAzZeEst w
pozwol i na | ej z as tnosSmw &riieem W up o guN cpzoesnti auc i z
koni ecznoSci nzorSenziykganowani a z

Pewne wutrudnienie przy opracowaniu terapi.
mutacja tworzNca mi engs gemuLMNAtserr raanvti yawn eljeo  ssepk
koduj Nca zmutowane biagko jest identyczna dc
zawyj Nt ki em miejsca delecji cznSci eksonu z
naj winkszym wyzwaniem pmaowepr avjyalati @wan inu ftaer
identycznoSci sekwenciji koduj Ncej ni ezmut owa

miejsca mutacji.

Przy ©projektowaniu i sel ekcji si RNA jako
specyficznie wyicipsrzoagjeNcyyncyh, saylnet ezi e | ami ny
pokazywagy, Ue obecnoSi | a mi nyowegd romwaje j est

i funkcjonowania myszy167]. W oparciu o te dane opracowa
wykorzystuj Nce kr -tt-kriee porloiwjaodnzuikglye od o dg bnikOer
progeryny jak i laminy A20, 168] JednoczeSnie corazyowmnhice,j i
Ue zachowanie produkcji laminy A jest korzys
Ue zachowanige pogiagmploaviniedyni & ma i stotny wpgdyw
jak i zachowanie odpowiedniej proporgoziomul ami ny A vogegyhyfi282¢ m pr
Po drugie, juU w trakcie trwania bada® w ram
w modelu mysim, K - r a p o | zahpraojvaniusyntezy laminy A i progeryny,

ale zachowaniu syntezy laminy C, poprzez uszkodzenie odpowiedniej sekwendjiMisAu

[165 166 by ga mni eni Skueéeapina pol egaj Nca na napr
produkcji laminyAiC[91]. W zwi Nzku z powyUszym uznano, U
A oraz zahamowaniesynt ezy progeryny j est bemr d z i e |
przy opracowaniu terapii.

Po selekcji si RNA, kol ejnym celem bygo p
kombinowanej terapiz wi Nz kami dr obniocsziNkNA ce koevlymi okr e é
pogNczeni a Ptryzeeht es e@wano c zt stecgkowe wi mbdekui dr o
kom-rkowym opartym o kom-rKki i ni i HelLa i
efektywne®w ni Uaj Ncy poziom progeryny w wybranym u

Kol ejnym celem bygo zaprojektowanie si RNA

orzamaliza ich skutecznoSci i stabilnoSci w
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bez modyfi kowanycchireu kroedoytfyi k-owan@benukl eot yd
we wszystkich terapiach genowych opartych
przeanalizowh t e modyf i kacj ewykorkystywanew ssNk jalled¢ ei es i |
stosowanych Kkl ioboizdpaewdopomdiodbwal@Est wo wyst N
toksycznego takich modyfikacji oraz odpowiedzi immunologiczne.

W koEcowym et api e b adedz icagRdAiv nynjmodgiuot wi e r
kom-rkowym ni U model iwJyithyr odod asse laegdrcqga @ rsii &R
Ten model kom-rkowy jest najpcrzoigSecriienj. sN aotsoonw a
materiagu jest ogirabhn crzammig8dpmalityybeige jwalk!| fd:t
zrezygnowano zwczeSni sjtos®gani a fibrobl aGPS.w od
Przeprowadzenie bada® w tgmechodk|l nakpmr r wown

stosowaniapracowanej terapii oraz terapii przedstawionych poprzednio.
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3. Materiagy i met ody

31. Materiagy
31 1. Lini e kom-r kowe

Linia kom-rkowa Hela, zbootradgva | p dngtyusukkaorme r |
| mmunol ogi i [ Terapi. DoSwi adczal nej i m. L L
we Wr ockKjaamnwiruk INHDFniziost agy pozys kt#&C€z511). f i r my
Zar -wno kom-ikiNHBELDYyjykpdly cvdWl&EMe (wat # 32571
Thermo Fisher) z dodatkiem 1% GlutaMAKat# 325710 2 8 , Gi bco) , 10% =z
pgodowe|] S ur oRlBIS,dang. Hetyl Bovime Bejumcat# F7524, Sigma) 1%
zawartoSci N mieszani n0g2 Gico)y bi ot yk-w (cat# 15

Dowzyskania sublinii Hel damigy An &BRprogergny k ¢ j N
kom-r ki bygy transdukowane rmBabepoure I REEGFE M 2z a wi
(ca# 14430, Addgeme)hadpaodckwhknc jrd k GF P, dl a kon
GFRlaminy A plazmidoBABE-purcGFRPwt-l ami n A (cat# 17662, Addg:
GFP-progeryny plazmid pBABEpuro-GFRprogerin (cat# 17663, Addgene). Po transdukcji
kom-rki bygdy sel ekpujoryecyoycatshaepr-d, Inoivo@en)n SulSicie
kom-r kowe zzyogsottaowa n@r pr zez dr Kkoant-arrkziy n # e LPai
z nadprodukcj N GFP bygyMdgdat eniwoMaohowwhkNen
emitowanego pygreajkojn m&geszanpomocN sortera

Kom-r ki fi br obzl alsGP Sv zpoasctjaegnyt -ppo zy skane z F
ProgeriiInf or macj e dotyczNce poszczeg:-lnych | inii
bygdgy hodpav@y®aVeR (cat# CC-3132, Loz a) ,asktgasia odky w
podstawowgFBM, 2% FBS, 0,1% indiny i 0,1% podstawowego ludzkiego czynniku wzrostu
fi brobl a sBfangfibfolllast&@Fowth FactoBasiqg. Zamiast mieszaniny siarczanu
gentamycyny [ amfoteryecynwUywa@dmNe z om ejs za@mi nz
i streptomycyny€at#15070063, b co) w rozci eE& zeniu zalecanyn
byga spowodowawmmd &zajliecreaniRznecz Bada®& Progeri.i
kom-rek. Przy pierwspwmznoimmo pemicy kromame d ki
na obecnoSi mynoeamNl anrinkyr os& oy niej £ | wlamrad s zeaurj dNc
DNA po wy bar wi eni u AR p(4,6-damidyno 2zfenyloipdol)rio ¢ N
fluorescencyjnego barwni ka wi NUNcego DNA
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Do odklejm i a kom-r ek od podgoUa u-8pTaa n o m

(cat# 253000 5 4 , Gi bco) , dziagani e mi eszanipy bl o

poUyWMEM (zar-wno dla sublini.i HelLa | ak i dl

Nazwa linii Wiek dawcy Pgel dal Rodzaj mutacji

HGADFN155 1 rok i 2Ue Eska |LMNAYCE08G

HGADFN271 1 rok i dmniska LMNA'C608G

HGADFN367 3 lata Ue Es k a | LMNA"GE08C

HGMDFN368 (matka .|~ ot

HGADFN367) 31 rok i [Ue@Eska |LMNA

Tabela3.1Li ni i fi broblast -w | uzHGRS cWs pysthloide Nicienioa
3.1.2. siRNA, lekidrobn oc z Nst eczkowe i odczynniki tra

Wszystkie oligonukleotydy bygy syntetyzow
komercyjnie dostnpne sekwencje siRNA bygy w
siRNA lamina A/C (cat# SPOS A08001, GeneCust), RNA neg kontrola
(cat# SINC A06001, GenBust). Tabele3:3 . 5 zawi eraj N sekwencje z:
Tabela 3.2 zawieramiemodyfikowane sekwencje siRNA, Tabela 3.3 zawiera sekwencje

ze znacznikiem fluorescencyjnym Cy3, Tabela 3.4 przedstawia selevergji RNA z awi er &

nukl eotydy ksydrowdNN wmepozycij.i 26 rybozy, Tal
o sekwencjathuei &NAnK P%bozN. Dwuniciowe siR
zliofilizowanej, przed uUyci wodzie{catR\WWAS0Ah,y §y r o
Si gma) dkoSEt bWegba 20 ¢ M, a nastnpnie przygc
o stnUeniu 5 &M lub 1 &M o objAntoSciach po
mi eszaniny transfekcyjnej. P r ratorkei2 OpArCz e cPhr o woykw

rozmraUanmidi 68 wiarkge |

Nazwa Ni | Sekwencja (5 3 6 )
. Sensowna CUGGACUUCCAGAAGAACTIT
Lamina A/C
Antysensowna UGUUCUUCUGGAAGUGTIT
Sensowna UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
Neg kontrola
Antysensowna | ACGUGACACGUUCGGAGAATT
ProgH3 Sensowna GGCUCAGGAGCCCAGAGCCcCcCdTdT
9 Antysensowna | GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCATAT
Sensowna ACGCGCACGCGGACCGAUGCCTdT
ProgH3_scr Antysensowna GGCAUCGGUCCGCcaUGCcGaudT
S Sensowna CCGGCGACCATACGCGCAGGAGCCATdT
cf Antysensowna | GGCUCCUGCGCGUAUGGUCGCCGGATA
Proal Sensowna GCCCAGAGCCCCCAGAACUGCATdT
rog

Antysensowna | GCAGUUCUGGGGGCUCUGGGCATdT
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Sensowna GGAGCCCAGAGCCCCCAGAACUGCATAT
Prog2 Antysensowna | GCAGUUCUGGGGGCUCUGGGCUCCATAT
Sensowna GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCCAGATAT
Prog3 Antysensowna | CUGGGGGCUCUGGGCUBGOGATAT
Sensowna GGAGCCCAGAGCCCCCAGAACATAT
Prog4 Antysensowna | GUUCUGGGGGCUCUGGGCUCCATAT
Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCATAT
Progs Antysensowna | GGCUCUGGGCUCCUGAGCCGCATAT
Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCATAT
Proge Antysensowna | GGGGCUCUGGGCUCCUGAGITE
Sensowna GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCCATAT
Prog9 Antysensowna | GGGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCATAT
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCATAT
Prog10 Antysensowna | GGGCUCUGGGCUCCUGAGCCGATAT
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCCATAT
Proglz Antysensowna | GGGGGCUCUGGGCUCCUGRERT
Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCATAT
Progla Antysensowna | GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCGATAT
Tabela3.2.Listas i RNA ni e zawierajNcych modyfi kowa

Oznacza

deoksyrybo

zin w skgadzie nukleotyd

Nazwa Ni i Sekwencja (5 3 6 )
. Sensowna Cy3- CUGGACUUCCAGAAGAACITAT
Lamin A/CCy3 Antysensowna | UGUUCUUCUGGAAGUCCAGATAT
Sensowna Cy3- GGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCATAT
ProgH3Cy3 Antysensowna | GGGGCUCUGGGCUCCUGAGCCATAT
Tabela3.3.Li sta si RNA zawirea «joca nnatisiekaCGWwas
deoksyrybozn w skgadzie nukleotydu zamias
Nazwa Ni | Sekwencja (57 3 0 )
Sensowna GmMCGMGCMUCMAGMGAMGCMCCmMAGMAGMCCd]
Prog21Me Antysensowna] MGGMCUMCUMGGMGCMUGR@G@MCGMCATAT
Sersowna MCGMGCMUCMAGMGAMGCMCCMAGMAGMCCmC
Progl42iMe Antysensowna mMGGMGGMCUMCUMGGMGCMUCMCUMGAMGCMG
Sensowna CmUGMGAMCUMUCMCAMGAMAGMAAMCATIT
LamA/G-2IMe 4y sensownal MUGMUUMCUMUCMUGMGAMAGMUCMCAMGATAT
Sensowna MCCMGGMCGMACMCAMTAMCGMCGMCAMGEEATA
Scr2lMe Antysensowna MGGMCUMCCMUGMCGMCGMUAMUGMGUMCGMG
Sensowna | GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCATAT
ProgssMe Antysensownal GGMCMUMCMUMGGGCUCCUGAGCCGCATAT
Sensowna | CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCATAT
Progl4sMe Antysensowna GGMGMGMCMUMCUGGGCUCCUGAGCCGATAT
Sensowna CUGGACUUCCAGAAGAACAATT
LamA/C-SMe Antysensownal UGMmUmUmCmUMUCUGGAAGUCCAGATAT
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Sensowna CCGGCGACCAUACGCGCAGGAGCCATdT

Scr5Me Antysensowna] GGMCMUMCMCmMUGCGCGUAUGGUCGCCGGATAT

Tabela34.Li sta si RNA zawi errajpNc ynoeht orkus kplbeo ant Mybday:
Amo psynmbelain nukleotydu oznacrskleotydyr up N met oksyl owN w
si RNA zawiera infpoghpacg b4 oi se@dwentjczin

w sekwencji oraz rachj modyfikacji (M& g r umpeNt ok sy | owN wzy)ld z yea j

Oznacza

deoksyrybozn w

skgadzi e

Nazwa Ni | Sekwencja (57 3 6 )
Prog5DS Sensownha GfCGGfCIUICAGGAGICICICAGAGICCATdT
Fluoro Antysensowna | GGfCfUICUGGGfCIUfCICIUGAGICICGICATdT
Progl4DS Sensowna fCGGfCfUICAGGAGTCICICAGAGICICICICATdT
Fluoro Antysensowna | GGGGfCIUCIUGGGICTUICICIUGAGICICGATdT
LamA/C-DS- Sensowna fCIUGGAFCfUfUFCFCAGAAGAAFCAATAT
Fluoro Antysensowna | fUGIUfUfCIUfUfCIUGGAAGIUfCFCAGATdT
Sensowna fCICGGICGAfFC fCATUAICGICGICAGGAGICTCATdT
SCEDSFluoro 1= sensowna | GGICTUICTCTUGTCGICGTUATUGGTUTCGICICGGATdT
Prog5AS- Sensowna GCGGCUCAGGAGCCCAGAGCCATdT
Fluoro Antysensowna | GGfCfUfCUGGGFCIUFCICIUGAGICICGICATdT
Progl4AS- Sensowna CGGCUCAGGAGCCCAGAGCCCCATdT
Fluoro Antysensowa | GGGGfCIUICIUGGGFCIUICICIUGAGICICGATdT
LamA/C-AS- Sensowna CUGGACUUCCAGAAGAACAITAT
Fluoro Antysensowna | fUGIUfUICIUUICIUGGAAGIUfCICAGATdT
Sensowna CCGGCGACCAUACGCGCAGGAGCCITdT
SerASFIuoTe o censowna | GGICIUTCICTUGTCGICGIUATUGGIUTCGICICGGATAT
Progs-DS Sensowna GfCGGfCIUICAGGAGTCICICAGAGTICICICICATdT
Fluoro Antysensowna | GGGGFCIUICIUGGGFCTUfCICIUGAGICICGICATdT
Prog3DS Sensowna GGfCfUICAGGAGTCICFCAGAGICFCICICICATdT
Fluoro Antysensowna | GGGGGICIUfCTUGGGICIUfCFCTUGAGICICATdT
Progl2DS Senswna fCGGICIUICAGGAGTCICICAGAGTCICICICICATdT
Fluoro Antysensowna | GGGGGICIUfCIUGGGICIUfCICIUGAGICICGATdT

Tabela35L i st a si
nukl eot ydu
(prog5, prog14 i td), ile nici zawiera modyfikowane nukleotydy {A$lk o
obie nici) oraz rodzaj modyfikacji (Fluorbat o m

RNA

z awi e rfaljuNocryocwha nnNu krlyebootzyNd.y Lzi t2e6r a
ozndduar 0wk INbwasy (RNANZ@ wi er a

ni i

fluoru w pozycji

deoksyr yb enukleotyduzdmipst d/lzoky.

ZwWi

reti

Cayman) ,
przy-20AC w
Lista

Odczynniki przechowywano w temperaturzel A C

Nz ki
cat#A994.2, ROTH) |

nowy

do

odczynni k- w

onafarnib

stnUenia 4

drobnoczNst ec z kdoetgosulfotyedeku(DMSIOz pus z ¢ |
‘treMs (cat #
( c aenmia#lO rhM (Gaf# 13346C a y ma |
sul foraf an 10496, Cayman) Roziwary pizecmMywane a t #

do stnUenia 6

mM

zamraUarce.

transfekcyjnych

zgodni e z zal
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Nazwa Numer katalogowy Producent
Lipofectamine RNAIMAX 13778030 Invitrogen
Dharm&ECT T-200101 Horizon
METAFECTENE T0401.0 Biontex

Tabela3.60dz y nni ki

transfekcyjne

313. Przeci wci aga

I nfo
3.7 i

rmacij e
3.8

t estRNAtane

do

transf

0O przeci wcwestgiid oot wbysw aafgpetetr ecba aar

(odpowi edni o

przeci wci aga

pi er ws:

immunofluorescencyjnej w Tabele 3.9 i 3.10 (odpowiednio przecivaia pi er ws zor z i

i drugorzndowe) .

Western blot
Antygen Pochodzenie | Numer katalogowy Producent Rozci e
Lamina A/C Mysz SAB4200236 Sigma 1:4000
Progeryna Mysz ab66587 Abcam 1:100
Alfa -tubulina Mysz 12G10 DSHB 1:2000
GFP Kr - I i k |sc390394 SCBT 1:2000
GAPDH Kr -1 i k | G9545 Sigma 1:5000

Tabela3.7Li st a

przeciwciadg

pi er wszor aéstrobloly c h

Western blot

Antygen Pochodzenie| Numer katalogowy | Producent Rozcied
IgG myse Osi og 715035151 Jackson Immuno Reseér 1:10 000

|l gG ke |Kozi og| 111035144 Jackson Immuno Resear 1:10 000
Tabela 38.Li sta przeciwciag drugorzndowych -4RP

(ang.horseradish peroxidaseyykorzystywanych do analimesternblot, 1IgG - immunogldulina G

Immunofluorescencja

Antygen Pochodzenie | Numer katalogowy Producent Rozci eEE
Lamina A Mysz NBP1-97917133A2 | Novus 1:50

Lamina B1 Kr - | i k | 1298%1-AP Proteintech 1:50

Lamina C Kr -1 ik |- Prof. Hutchinson 1:40

Bi ag NRC| Mysz MMS-120P Covance 1:75

(klon Mab414)
Tabela 39. Li st a przeciwci ag pierwszorzndowych

immunofluorescencyjnelPC (ang. nuclear pore complexp i a g k a
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Immunofluorescencja
Antygen Znacznik Pochodzefe | Numer Producent |Rozci ed
fluorescencyjny katalogowy
IgG myse DyLight 649 Osi og 715475150 Jackson 1:50
Immuno
Research
IgG mysie TRITC Osiog 715025150 Jackson 1:50
Immuno
Research
| g G ke |TRITC Osiog 715025152 Jackson 1:50
Immuno
Research

Tabda 3.10.Li sta przeciwciag drugorzidowych skoniugov
wykorzystywanych do analizy immunofluorescencyig€j- immunoglobulina G.

3.1.4. Bufory i inne odczynniki

PBS (ang.phosphde-buffered saling: 137 mM chlorek sodu (cat231-598-3, Stanlab), 2,7
mM chlorek potasu (cat# 117397402, Chempur), 10 mM wodorofosforan soduP&2,
ROTH), 1,8 mM difosforan potasu (ca8®04.1, ROTCH)pH=7,4.Przygotowywano z 10 razy
stiUonego sterylnego buforu.

PBST: 0,075 % (o/o) Tweei20 (cat# P1379, Sigma) w PBS.

Mi eszanina do przygotowania Uel u plo%foakr yl an
mieszanina akrylamid:bisakrylamid 29:1 ¢g¢#3574, Sigma), 0,375 M THECI (cat# 0188.3,

ROTH) pH 8,8, 0,1% laurylosiarczan sodu (SDS, cat# 13%1gma), 0,1% nadsiarczan amonu

(APS, cat# 9592.2, ROTCH 0,01% N,N,NNjNJetrametyloetylenodiamina TEMED,

cat# T9281, Sigma).

Mieszanina do przygoo wani a Uel u poliakryl ami édo@@go 2z ac
mieszanina akrylamid:bisakrylamid 29:1 #3574, Sigma), 0,125 M THECI (cat# 0188.3,

ROTH) pH 6,8, 0,125% SDS (cat# L3771, Sigma), 0,125% APS @%%2.2, ROTCH

0,0125% TEMED (cat# T928%igma).

Roztw-r bar wniOb® (WhpPRorceaa 8 (caB#B8504, Sigma)5% (o/0) kwas
octowy (ca# 568760111, POCH)

Bufor do blokowania membrany nitrocelulozowej:5 % ( w/ 0) odt uszczone

ml eko w proszku (Sp-gddwerBSHhi a Ml eczarska w G
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Buf or do wusunincia drugorzndowych pObzMci wci
chlorek sodu (cat# 23398-3, Stanlab), 3% (o/0) kwas octowy (c&@&8760111, PCH).

TGS: 25 mM Tris (cat# 0188.3, ROTH), 192 mM glicyna (cat# 527560117, POCHMG,5
SDS (cat# L3771, SigmaP.r zygot owywano z 10 razy stinUoneg

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#BLl725, FisherBiotech), 20% (o/0) glicerol (c&8516,

Sigma) 5% (o/o)b-mer kapt oet anol (cat# M3148, Si gma) ,
(cat# B5525, Sigma).

TBE: 90 mM Tris (cat# 0188.3, ROTH), 90 mM kwas borowy (c&#901, Sigma)
2 ¢EMTA (cat# 8040.3, ROTHRPr zygot owywano z 5 razy stnUor

Mi eszanina do przygotowa8%adtehnmapbtzyakt gbim
w warunkach natywnych: 8% (o/o0) mieszanina akrylamid:bisakrylamid 29:1 (cat# A3574,

Sigma), 0,1% APScat#9592.2, ROTCH 0,01% TEMED (cat# T9281, Sigma), w buforze

TBE.

DAPI Mount: 10% MOWIOL (cat#81381, Sigma)25% glycerol (cat®5516, Sigma)0,2 M
TRIS (cat# 0188.3, ROTH), pH 8,552 DABCO (cat# D2522, Sigma), 0,001% (w/o) DAPI
(cat#843.1, ROTH)

Buf or do bl okowania prepar al% (wo) BBS (cattwibadan of | uo
Sigmg w PBS.
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3.2. Metody
321. Prowadzeni e hodowl i kom-rkowych, tran
drobnoczNmiteczkow

Hodowla kom-rek byga pr owadz o naoraogyme.ni e z
Dgugoter mi nowo kom-r ki przechowywano w <ci el
zawiesza e wejpedywceéodat kiem 10% FBS i 10% DMSO ¢
do-80AC w odpowiednich pudegkach do mroUeni a.
i5% CQ, w miarfi osi Ngnifnci a9&k®nklomemdkiji pmasalyp
Kom-r ki steelloawama @akxy gpo 2Wyprowadzeniu subl i
i fibroblasty od dawc-w hodowano do 18 pas
konfluencjipodkoxfui ehd Bno co drugi dzieE& ni e
i pasaUowaniica.u Paod poosniifgineiinej i Kk kom-r ki trypsy
liczono iwysiewanop owr ot em 1/ 3 zebranych kom-rek.

Transfekcjn kom-rek Hela -p0Bwaldamonokiprwys i
dzie® przed transfekcjN. 4d696k kpdykdvdg k H§ s
wOo,lmMpoUywk30 000 kom-r ekdong& oadven§jpednid ylagk@iaok i 1 2
kom-rek na -dogkhbwejpyotkivkmo t r ans fodckzeyjnini kU yw a
transfekcyjnych Lipofectamine  RNAIMAX (cat# 13778030, Invdgen), DharmaFECT
(cat# T-2001:01, Horizon), METAFECTENE (cat#T040.0, Biontex). Mieszaniny
transfekcyjne bygy przygotowywane zgodnie z

Mi eszani na transfekcyjna z Dhar maFECT b
do transfekk avj id olgé&dno gokjoywt ekji @r zygot owywano dwi
o objntoSci 1 0odazynnik trdnsfekeyjay p 2 dJw ivek FBSJaalruga SiRNA
ipoUylw&zi FBS (przykgadowo pier wsharmaFBCTdé$¥ ani n a
epbolWkior az duga mieszanina z 0, @odllybekBFBRINA o0 s
Mi eszaniny inkubowano 5 minut w ciemnoSci (
si RNA) w temperaturze pokojowej, nastnpni e n
inmkubowano przez 20 minut w takich samych wa
do dogka dodawano 20 ¢l mi eszaniny transf el
przez deli katne poruszanie po powierzchni b |

Mi eszani P AFECZENE przygotowywano z uUOyci em
do zestawu. Na | eddoegnk ove§ekpr pgggbokbwyvbano 7
transfekcyjnedd an rersizka jtNrcamuffeok gy j ny i si RNA |
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0,24 el METAFESRNENE st MJe8nicd 5 eM). CagoSi m

i inkubowano przez 15 minuv  ci emno Sc i (w przypadku znako
si RNA), w temperaturze pokojowej . Po upgywie
do dogka. Pgyzdkhkamt ee®zaopouprzaei e po pdBwWierzc
Po optymalizacj.i warunk-w transfekcji do
RNAiI MAX. DI a transfekcji-dojdmwedoddaglbgwéai2z p
przygotowywano r oz AMAXwpLoiJydecec F8®8i ne aRNosobn
SRNA wpoUywee FBS o koEcowe] objfitoSci 75
iLi pofectamine RNAIi MAX zmieniaga sin w zal
Dlat ransfekcji k odno § lekwenja ko ajSetiesaesnyodbsfekcyjnej
wynosi ga 10 ¢l na dogek, czyl. przygotowyw
odczynnik transfekcyjny p o Uy telz #BS oraz sRNApo Uy Wwk#da FBS o obj i
koE&owe|j 5 ¢l . Roztw-r LipofedAtd@mone R&ABMA

mi eszano przez wytrzNsanie z uOyciem vorte:

(w przypadku znakowanych fluorescencyjnie si

dodawano Kkropl ami do doJpko Wy wk ik o grkieszéria mi . N
przez deli katne poruszanie pgytki po powierz
w standardowych warunkacl87 AC i 2)5% P®O upgywi e czasu kom
|l ub przechodzono do kol ej nyc p oklypdiansiekgik sper y
Leki drobnoczNsteczkowe rozpuszczano w
z zaleceniami producenta:® 0 A C . Do traktowania kom-rek prz
w odpowi edngce(ywkdijmt odSdad gkpywmtek i, 6L -dofj k @Ww a pJy
0,5 ml dla pgytKki 24 dogkowej), nastnpni e
Wprzypadku traktowania | ekami po ma@ewhi ej

wykonywano 6 godzin po transfekcji.

Do transfekcji kom- r nk NHD M GWY5s ioervaazn ok ojme r «
6dogkowN 24 godziny przed transfepgpac{PWwkid0 I
Nastnpnego dni a, Kom-r ki o ankoo nzfal upscaymgilaaN o k o §
transfekcyjnego Lipofectamine RRMNAI MAIXe sk anoid
transfekcyjnN przygotowywanom-poedkobhebka.] abs
przygotowywano roztw:-r Li ppfoddytvaemi nFeB SR N A7i 2M At
oraz r 8MAwp-orUydniez2 FBS (przykgadowo dla koCEcov
zavi eszano 5,3 el S5pacllybskizRNABSY .6 Narwtgilpni e gN

ze sobN, mieszano, inkubowano przez 5 minut
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jak opi siejPoo Uwovkal® gk ach mi eszano37 HQyitk5 % i Q@
Nast npni e kom:-r ki zbi erano do analizy |l ub p
l ub zmieniano poUywkid zawieraj NcN mieszanint

ni 4d8wzal eUnoSci od rodzaju eksperymentu).

322.Cytometria przepgywowa

Anal i zastosomni em cytometri.l przepgywowe|j W
intensywnoSci fluorescencji bi agek fuzyjnyct

HelLa. Do cytometkdrizyystzyewadryovoawewyi evsyi nn kom:- r «

poprzez trypsyn&a c j n . Po trypsynizacij. kom-r ki bygy
w 1 ml PBS i ponownie wirowano. Osad kom-rek
na lodzie do czasu analiz&nal i zowano co0o naj mni e]j 12 000 ko
analizy odpowi ednia wielkoSi i ziarnistpksiw) .poj
Analiza bygJga prowadzona na urzNdzeniu NovocC

oprogramowania NovoExpreésersja 1.2.4)

W pierwszej kolejnoSci a@mralkiozm-er kp o dHlealwaa n
okreSleni a pargymdtyrczmy ctharddlat eUywych-Hkom- r e
(ang.forward scatteheigh)ii nt ensywno Si Swi a t-i(ang.pide scatierh o d z N ¢
heigh)ii nt ensywnoSi Swi at Ja mads tt @wioe (WRylkr. e s3-.wl /
SSCGH od FSGH zaznae ano popul acjn kom:-r ek bramkatBLpowyc
na wykresach na Rycinil A i E.

Dla kom-rek z bramkizaEe Utloddi @& Gwylorde powi
krzywe|j zal elo68ci SwnaedgaywrzechodzNAego o
ang. forward scatter area) |, przykgadowe wykr esy3lBuinH eszc z
Taki wykres pozwaga ndizMadegdni emdjee dwmgnzagiju k.
pochodzNcego od (tkewpkudukbbmtretk. nivear ro®ini F
dl a pojedynczej Kom:-r ki [ Al aj edsublzenaovz ni &
dla dublet-w ze wzglndu ncaz aso aWdal izny c avn ipeo
do pojedynczej kom-ykkomW dlenp spioasd dj-M uwil fek s
przy takim samym znaczeniu FSC i stanowi N oddzielnN popul a
( Ryc. 3. 1B, F) . Popul acj aamaj evd ysobydh gk aimp-iir
P2, kt - -re sN anal i zbwminet -dvalkgm- r@dmwzxwde np e

zafagszowani a wysnN ku wwe gplofindi neiwaanle ngyegma gy i © o avha
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grupy kom-rek, a odczytywanesypondagz asPoam alri z

prowadzono do uzyskania co najmniej 12 000 zdarzev b r amce P 2.

Zdarzenia pochodzNce =z bramki P2 bygy a
intensywnoSci fl4)r eslcémajeins@mPm oGEGFP SHvi at §a
(Ryc. 3. i G) . Na podstawie analizy prki-Helai Zawi

jest ustawiany pr-giQséemividalki Wemom& aviinin k©®2 0 S
ni etransdukowanych kom-r ek HZ(toanajmniejado 8%).wa g a
Ustaw e ni e br amek pozwal a oznad,zykt -graanbdpo
maksymal nej wartoSci autofluoRreYygeamgj io kyrdsr
wartoSkHiuGF®wany jest za sygnagd pochodzNcy o

W tenbsmoé¥lna oznaczyl jak duUa jest popul ac
oraz moUna oznaczyl Sredni N wpopoa$acint &osny w
A. Hela B. . HelLa/E1 C.. HelLa/E1/P2 D._  HeLa/E1/P2
- - : e T3 Q32 3
® . % o J0.00% 0.13%
o g S
> ' 2 s 21
T T £ *1 : 98 _L ;
52 5 - ST Seua v
0 L 4 e
. jo33 Q34 f \
& & . . o 0.00% : 9'987% =14 L . .
0.1 4 86 "o 4 8 107 1033 108 1066
FSC-H (1076) FSC-A (1076) FSC-H (1076) GFP-H

E. Hela GFP-prog F. Hela GFP-prog/E1 G. HelLa GFP-prog/E1/P2 H.HeLa GFP-prog/E1/P2

- g 7 d S Tae=- 2 03-2 &
Ao = // . 1000179; R o6 979
0 -1 3 O o 3,,/ : s R AN
) el A T oo i o &1 /{
= o Ny IR £98.72% 1, del]| *% R

o | b T .| LT o : S wma M4-2
A ; 7 9 (,/’ -3 * ’ ey 3 8 Yo %o
a £ | .. lgs3 R gaa { \

& 5 rvé" 0.00% 3.03% = 5 . J‘

0 4 8 107 0.1 4 856 "o 4 8 107 1033 105 1068
FSC-H (1076) FSC-A (1076) FSC-H (1076) GFP-H

Rycina3.1Wy kr esy analizy cyt omeAD)iyHela GERPprogergnenk-td)e k | i ni
A EEWykr es zal eUOnoSci i nt e SSGHV A 3t B n s§winaotSca  oSdwh

przecho@@3CHNM)egNa wykresach zaznaczona jest bramke
s N anal i kolejuyehnvgkresaeh. B, F. Wykresezdln o SeH oIS ol a pod powi
krzywej =zal eUnoSci ihmntdemMNsyewmwo Scdi cSve).sBuaniqa®2p razreuc
okreSla sygnagdgy poachodkzod & Wktr epoy edphetinoSci i
fluorescencji GFP (GFMH) od FSGH. Bramka Q® zawi era sygnag od kom-re
Q34 zawiera syoknapyr odluk uf Nmyrch GFP. D, H. Hi stog
kom- rek-Hod GFP

65



RozdzMag@eBiagy i met ody.

Wykresy umieszczone na Rycini@l D | H pokazuj N zaleUnoS
od waGFRHSc(ihi stogram), co pomaga zwizual i zow
kom-r ewz plorddem p a-H.aBramkarM4l GZAwWi er a i nf or macjn
ni epr odudER, prikyM4h zawi era informacji o kom-rKk
i ntensywres %ie rmatfliovestendfls o m- r ek Hel a.

Ustawienia bramekkdydiegj ipgrnbkicz me eghta@ne ]
eksperyment u, ustawi eni a bygy dost osowywan e
nietransdukowanych kom-me@e&ciHeflauorDeasncee nacj i nt
pr-bek wykorzystywdnoaadampaonh el ello- wcemygbnoc
oraz siRNA.

3.2.3. Analizawesternbl ot i analiza densytometryczna

Pr - bki dvesteenbl alti zpyr zygot owWynwamar kydny rz2knag oz

po cytometrid.i przepgywowegndluibz iw dytno meatnr ysmzo
bygy wirowane i nastnpni egoz aswifelééffdirmen- we PBS
nal000l , nastfinpnie dodawano takN samN objnto$S
w 96AC, pr - bki chgodzono daonot eempermatweceg 9D
(2000x g, 30 sekund i mieszano z-20®yCc ideomcwars
analizy Przed nagoUeniem na Uel pr-bki rozmraUOa

nastinpnie chgodzono do t evmpvarratwmcrey spg olkojwewy e |
z uUyciem vortex.

tele poliakryl ami dsowdenip rpzryzgeozt oemtygui@vani flor e z
uUywano z e-BROTBAN Teivhi handcast systen{®io-Ra d ) , skgadano
do przygotowania Ueniie oz girudtorSwck ¢ jIN, mnp rzzgyogdo t
do Uel u poliakryl ami dowego rozdzielajNeoego 1
mi eszaninhn pomi ndzy szkiegka do przygot owa
na wysok,o05cdimilod g-ry. Do mkegonarldi mi dOoPa vweat
wyggadzemacanpoWebu i wusunifncia bNbli kpgwi et r
1520 minut) etanol usuwano za pomocN kawadgku
przygot owy wa moU enhiue spacaiduwegkiira gnszczaj Ncego 6 %.
wypegni ano pustN przestrze@® nad Uelwedni rozdz
gr ze - ukE15dogk owy . Po poli meryzacj.i mi eszan
umieszczanona Wi | got nych rnfhczni aczkhcpapywanpwy o

puegkach w | od-wce do czasu el ektroforezy.
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Elektroforezn pr owa di dNrco cuAGERRDyRorkystaniem d e n a t
10% Uelu poliakrylamidowego rozdzielajNcego
nanoszono lizavtrzymanyzA 0 000 kom-r ek HelLa Il ub 20 000 f
uUywano z e PRATHWAN Thtia nVYertical Eldrophoresis Cell (Bidrad),

elektroforezn prowadzono w buforze TGS. EI ek
V. i natmBewi uréakcie migracji pr-bek w Uelu
do Uelu rozdzielaj Ncego wasr umA.i EIng ketnri cafnor enz

do momentu wypgdgynincia bgnkitu bromofenol ow
HeLa)lubdomme nt u wypgynifdncia prNUku markera odpo\
fibroblast - - w).

Po elektroforezie wykonywanottas f er na membr ani e nitrocel L
mokry. Okogo 15 min przed rozpoczninciemwtrans

0,45 Om umieszczano w pojemniku z buforem d

z mieszaniem. twy] powaednekzrofgoerekeszkl anyct
do transferu i od razu przechodzonBlot@ed skgat
(Bio-Rad) . W okgadkach do transferu umieszczan
namoczone w buforze papier What man wi el koSci okgadki ,
nitrocelul ozowN, dwi e kol ej ne war st wy mo Kk r
waglow bagietkN szklanN, Ueby pozbyli sin p
kt - re moggoby zakg: - esizczmamsfderugNNag Nhpkmze w
okgadki. PrzygotowanN okgadkn z Uel ewmaz memb
zwkadem chgdgodzNcym i rdzeniem do mieszadga
Ueby Uel w okgadcenzeakdbowdy§, shi mpmbsana po

wypegni ano schdjgodzonym do okoJjo 4AC buforem
na mieszadl e magnetycznym. Przez 15 minut tr
i nat AUeni u 250 o0bnrAo tparczhy nwoelsrzyacdhja maghnet yc z
60 minut transfer prowadzono przy napinciu p

Potransfr ze membrann pgukano w wodzie destyl
barwiono roztworem Ponceaal & potzwizerokogmi al 0
transferu. Barwnikwyp gu ki wano buforem PBST, nastninpni e
roztworem mleka w PBST pre z 1 godzi nn. Po bl okowani u
w plastikowych falkonach 50 mlzndowpawWowew r 0z
do blokowania membrany nitrocelulozowejT a b . 3.7) i Il nkubowano no
Kol ejnego dniwe pprez evavipwgouika @haa n o 3 razy buf
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i i nkubowano w roztworze przeciwciTab33.8.r ugor z
Nadmi ar przeci wcivwdgudkriwganroz n8 owyxzhy buforem
chemil uminescencji wy wiatg \E@la (tai# 1pG&D60, dBioRa)n i u S
w systemie do obrazowania BioRad ChemiDoc.

W przypadku p-prageryna wzedbd o k awapi em membr any
zestawu SuperSigndl Western Blot Enhancer (cat# 46641, Thermo Fisher) w celu
zwi Akszeni a siymgtnearguy wnvweSrthir ani po transferze
i nkubowano mawotze azesiawunvdo mkubacji przetbkowaniem (Antigen
Pretreat ment Solution) przez 10 minut zZ mie
w wodzie i blokowano w buforzel o bl okowania jak opisano w
do blokowaniawyp g u ki wano PBST. Me mbr ann pwzeéemags zol
przygotowanego w buforze do przeciwciag pier
Diluent) zgodnie z Taberma8j K. uMembramdanNnIIWL
w 4AC z mieszaniem. I nkubacjn z drugor zndoc
prowadzono tak samo jak bygJgo opisano wyUe|j

Analizin densytometrycznN prowadzono W pr
BioRad. Daneby gy nor mal i zowane do pozi omu bi agk
l ub tubulina U) oraz do regkontrolelkb po tragtowaniue k o w a
DMSO.

3.24. Bar wi eni a i mmunofl uorescencyjne oraz

kom-rkowych

Kom-r ki bygyawdsg&whbpdda &k o wbe | w kt-rych
umieszczons t eryl ne, odbi agczone okkfgjbosakiegha
o Srednicy 12 mm6eMmhMegraebo&iagedld. Liczba wy
byga opisanagawyOej riodzajeUeksperymentu ( Roz
kom:-r khgwytcransfekcja i traktwwainop. | Ba&aminald
wymagaj Ncych transfekcji i traktowania | eka
kom-rek fibrobM ansat - dvo Joedko Gpadwete§ p owB y.2v kind m- r ki
inkubowano przez 3 dni w 37AC tiap-%w.CO2 | pr z

Dzie® po wysianiu, w zaleUnoSci od rodzaju
transfekowane | ub t rkakitclemieznymi. Rezgdoprzggotgwaniem z wi N
prepar at -pw (uysmukwiagnuok ano dogek ze szki edglk ami z
pozbyci a pioly. wleastefkpni e kom-r ki utrwal ano
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paraformaldehydu (cat# 818715.1000, Merck) w PB&p20 min w temperaturze pokojowe;j.

Szkiegka pgukano 3 razy PBS i:-rkroomyadz oznao ppoen
0,5%roztworuTritoAX 1 00 (cat # T9284, Sigma) w PBS prze:
pgukano 3 razy PBS i trmakgadandl| mlkao wsaamk iae grk
w temperaturze pokojowej . doNabt ogpowanizami eni

przeciwce § pi erwszorzndowyctho (AlabkowBa®i)aw sokit ev®
przez noc w 4AC. Nastihpnegaei doi ajogpguws wan
poprzez sk r ot ne zanur zanie szkiegkdewkatkewcd&lakgd
roztwzecipwci ag dr ugor zngeoznacznikami Flkoescencygyoniva ny ¢
(Tab. 3.10), inkubac) awtepipe@twa é z poo & opower, 1 wgc
Nastihnpypywige ki wano nadmi ar przeci wci ag poprze
jak wczee Snoineijec eanurzano szkiegko w wodzie d
podstawowegoz a p o APt Mount. Preparaty pozostawiano doa st fpnego dr
i analizowano na konfokalnym mikroskopie fluorescencyjninEl CA S P8 z uUOy
obiektywu z ®Idwi@fkrseemSiemskanowanego obszaru

Leica Application Suite X (wersja 3.7.6.25997). Do obrazowania barwiene DA u Uy wa n o

|l asera z diodN 405 nm, do wizualizacj.i GFP
barwienia TRPTQpruddegwadchmi kowego | as ®&PSs, zJNc.
ang. diodepumped soliestatd, do obrazowania barwnika DyLigtt 49 u Uywano | a
helowoneonowego638 m. Podczas eksportu zdjnal, kt-re |
skaln za pomocN oprogramowania Leica Applica

Analiza intensywnoSci sygnagu | omgu n o fj INWeer

kom- rykkdw byga emaeproWwdizem programu | mageld
intensywnoSci sygnagu i mmunofl uorescencij.i z
przeksztzadjjchiacniod ivt pwe g8 (przedst agwineanjiue kiarJtden
piksd a ze zdjincsizaarwSskalz 256 odcieniami) or a
na podstawie skali umieszczonej wczeSniej na
mor fol ogi i dl a danego preparadaNc Nzagmaez ai
kom- rkowe. ®©dwaytyg@@bnodpowi adaj NcN odcieni u
a 256 to najwinksza intensywnoSi). Na podst
intensywnoSci sygnagu od miejsca w przekroju
Analiza morfologii j Nd e r kom-r kowych zostaga wy k on
i mmunofl uorescencyjnych z uUyci edaminprAzeci wc
lubantyl ami na B1l (Tab. 3.9, Ryc. 3. 2A)pitowegod | nci a
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(Ryc.3.2B))nast npni efilrsCaussaa®an o Srednicy 2 piksel

usunNi szum tga na zdjfAciach (Ryc. 3.2C). Ta
binarne: dobierano pr-g odcienia sznaigddSci w
i nt ens yowdnpooSciiabdsaggr owi t §ga, a obszary jaSni
kom-rkowym (Ryc. 3.2D). Utworzenie obrazu bi
odcieniach szaroSci na obraz w dw-alkokvylcdr)ac

Powet abjiod®e ar y bygy mierzone pod wzgl nde.l
i okrNggdgoSci (miara dopasowania do ksztagtu
zdj il nie bygy brane pod uwaghn. Obsbggy odp
oddzielane odsiebie przez dodmi e | i ni i mindzy ni mi tak aby
na zdjficiu (Ryc. 3.2E). JeUeli grupa jNder k
ich rozdzielenie pomijano takie obszary przy analizie. Wynikiemanali by § ooddemaz z o
analizowanycho br az - w z nadanym numerem porzNdkow

z wyni kami dla poszczeg-lnych jNder kom-rkow

Rycina 3.2.Proces analizymor f ol ogi i j NdeWy jkSoccm -orwké @zgidcjhrcd iee .t y p L
8-bitowego C. Z d j h c i 8ebitowegoppu zastosowaniu filtru Gaussian BluR. Zdj nci e bi nar
E.Zdjhcie binarne po rozdzieleniu jNder kom-r kow
znajduj Ncych sin przy krawifdzi acphowidajdiacdibiae yarha z N
kom- rkbWWgmt agty obszar - -w uwzgl iAadnionych w anali z
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325.PrzyUyci owa analiza mikroskopowa i bad

PrzyUyciowa analiza byJja prowadzona wW aut o
l ncuCyte (Sartorius), oljiyelkwtykwnlyOwa,new clot 2r ym
trwania eksperymentu. Mikroskop umi eszeczony
warunki hodowli 87 AC i 5% DC@ kom-rek HelLa analizn
dla fibroblast-w od dadmid\Napodstawiatych damychpbliczana d z o n
zmi ann konfl uencji kom-rek (procentiwczaseewi er z c
za pomocN oprogramowania IncuCyte ZOOM 2018A

Przed analizN serii zdjnAl dobier ame wargwynk
kom-r ki o] r-Unym stopniu konf | ueinicHelLa Par s
i dl a fibrobl asat -pw zoydk glhadwwovyve.h xdj il dobiera
kontrastu pomindzy obszarem z kom:-r&taopi eaCEp u
wyggadzenia | inid.i oddziel aj Ncej puste miejsc
obszaru zUkbm- ukaknNi analizy artefakt-w tak
zdjnl wykonywano uUywaj Nc weske@cocizejnejohnahye

przedstawiano w postaci zal eUnoSci stopnia Kk

326.Analiza stabilnoSci si RNA

SabilnoSi si RNA byga oceniana w 50% (o/ o)
l nvitrogen) w PBS. PrzygamntiauawkwdadHco wyarz tlw-5r €duv.
pr-bn inkubowano w 37AC, po okreSl ohygMmC czas

wceluzatrzymania procesu degradacj i . Po zebr al
pr - bki nanoszono na 8% iiJel amol z ak pylmomiNd oew
w warunkach natywnych. tel e do el ektrofor

do przygotova n i a U-BROTEAN iTaetra handcast systems @ad). Przygotowywano
Uele o gruboSci 0,75 mm. MieszamonNagN pr zs
pomi ndzy szkiegka do Uel {lubl5dwnik Beymlomergzacp w n i
mieszai ny szklane okgadki z Uelem umieszczano
i przechowywano w zamkni ntsyuc hel pewkd e gokf aocrhe zw Inc
2 dni.

Po sko@& zonej elektroforezie Uele -0dar wi on
Eur X) przez 20 minut w temperaturze pokojo

nukleinowe wsystemie do obrazowania BioRad ChemiDoc.
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Podobnie do awesterntt pyt wamiaki wn densytometr
w programie ImageLab( wer s j a 5. 2) od Bi oRad. Wy ni ki
nie poddawanycimkubacji (czas inkubaciji 0).

327. Anali za statystyczna uzyskanych wyniKk:-

Uzyskane wynikiby gy anali zowane w htips:/ovgw.raaini e Re
statistics.com) War i ancj e wnry-wa nbey gzya ppoormoc N testu Le
wariancj N bygy an alKiugkaaWaliisa i testaGanpesdrowvelld dahee s t u
z r-wnN wgyi aanncajl N z bryo a ji¥eénoczyraikowejo analizy wariancji
(ang.oneway ANOVAi testuTukeya.
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4. Wyniki
41. Charakterystyka model u kd mi a§ &hvievg o do
genetyczrych
Na potrzeby bada@ nad zoeslt ekjc jprkenitas -camr ygyemre t
Piekarowicznowy mo d e | kom-rkowy wykorzystuj Ncy | ini

zmodyfi kowana poprzez wprowadzenitHeemphaznN d

lub GFRpr ogerynn (Rozdziag 3.1.1). Linia kom:-r|
n a atwgs | hodowl i waborat@ryjnych koez wysokie tempo proliferacii,
co umoUliwiago uzyskanie duUej iloSci mater

biagka fluorescencyjnego GFP miaga na celu

intensyvn 0 S c | fluorasweéehcjwi zomai zadj i bi agek e
mi kroskopi i fluor escen c wjlywektor retowirusoveyd y K ti -krayc j i
umoUl iwia integracjfi transgenu zDogransdokzie m k on
kom- r e k uUOytws pnigskiyemgqo ka wi eM®@ kang muitipliSity i I nf
of infection okogooOzapewni ago wysokie prawdopodc
j ednej kopi i t r,ganks g oA k a zdywalgy m- g283]. Selekcjat er at

transdukowaeak cpoXwon-i ga na wuzyskanie subpopu
wi fkszoBecdyfziekowanych kom-rek.

W pierwszej k olbeyjgn oo zi oot enadprodukcj i b
zapomocN techni ki western ibalgoetk. GCIHuRPwy dGHP ono
i GFRprogeryny w odpowiednich subliniaciRyc. 4.1A, B . Poziom biagek

GFRlaminaAiGFPpr ogeryna nie bygd wifkszyRyn41), pozi ol
cojest skutiemz ast osowanych warunk-w transdukcj.
wy brano, Ueby poziom biagek egzogennych w Kk
progerynywk om- r kach pacjent-w z HGPS. Miago to p
zmian poziomu progeryny o zastosowaniuek: wgenetyczgch w stworzonym modelu

kom-r kowym. Dodat kowo pot wi er dzon-progatyaad pr o d u
w odpowiedniej sublinizg o moc N przeci wciag pierwszorzindow

progerynn,ARycdilBE | ami nn
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Zapanoc N przyUyci owej mi kr oskopi i fluoresce
pot wierdzono nadprendwkech]j nw bo kaoggeock 9%50% ok om- r e k
or az stwierdzono i ¢ IRyc. p4d.@, r Da Wh przypadiuk leoi- ir z2&kc j i
nadprodukuj Ncych GFP obser wowano cytopl e
fluorescencyj ne4poina AdiiIGERpbogéelk n&GFBbser wowano
sygnagu w obrnbiRg.4dCRyc. 22N .  Ndsoiwppi ¢ oceni or
laminy A w kom-rkach sublinii wodsatawl ekbahtr ¥
immunofluorescencyjnych Ryc. 4.2A . Potwierdzono poprzed
oraz st wi er dwlokalzacjplammkA w sublinlachdHelLa.

W dal szych krokach oceniono mor f oil ogi n

(Ryc. 4.2B,C) . Mi erzomowiodmwzadhnin j Nder kom-rkowyc
parametr, kt-ry okreSlany jest jako kolisto§
[254]:

¢ wWeEN
WartoSi A10 tego par,anetkrod edz meacr zt ao Ski s ZAt0a0g t

0 & & "Gig ork 2

wydguUonemu wielokNtowi . Stwierdzono zwi ks
w kom-r kachprteglear y&IFRP w por - wnaniu - -dekniHetLmaar
or az kom-r ek z nadpr odukcj Nbi @FRFK.agrogiESsriei ef e
naj prawdopodobni ej j est zwi Nzany z jego agr
gruboSi i odpowiednio powierzchnifn jNdra kon
z nadprodprkecgeNr yaFyP t eU by § wiziitkys zsyu bw ipnari-. wnGCa
jest to zwiNzane z winkszN powierzchni N | N
do kom-rek HelLa i HelLa GFP.

Por-wnanie kolistoSci jiNmieir Wwyknaz&®oycle ch
HeLa GFRl ami na Rom-Ndkcaweaktbryzuj N sifn wyUszym
kolistoSci w por-wnaniu do reszty sublinii,
zdeformowane Ryc. 4.2Q. Najprawdopodobniej akumulacja GHé&miny A w otoczce
i Ndr oweni azajpejw winkszN sztywnoSi i zapobi
JednoczeSni eprddge rHena nGFeP obser wowano r-0Unic
w por-wnaniu do kGFm-rek HelLa i Hela
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A. GFP Lamina A Natozenie
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(' o L o [ o
(0] L o L 0] L
o , o o
Srednia | 238,4 | 243,0| 250,5 |268,9 Srednia[ 61,4 [ 62,3 61,9 | 654 | Srednia[o,79 [0,78 [0,81 [ 0,78
SD| 68,0 | 68,6 | 63,8 | 73,9 sp[ 96 | 97 | 87 | 103 SD| 0,076/0,088[0,056 | 0,074
Rycinad4d2Anal i za morfol ogii | Nd ArAnakzaimmundflaovescenbyjnas ub | i n
pokazuj Nca ksztagt jNder kom:Z&kloewymdSikokol ekt ok

kom-r kowych

odC.Poh: - wownee

sublinii HeLa. Dla HeLa n=338, dla HeLa GFP n=257,
GFP-progeryna n=204. SD(ang. standard deviation)
***p < 0,001; ***P<0,0001 (test ANOVAgdnoczynnikowy).
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Brak wyra¥fnych znieksztadce@& j Nder kom:- r k
GFRprogerynii moUe byi zwi Nzany z tym, Ue kom-:
GFRpr ogeryny i wyra¥fnie znieksztagchkhsez g Ndir a
pozodt alym- r ek w populacji, naj prawdopodobn

wywoganych wysokiqpmoperzyvomemO@BFPcz tego mogg

wysokim temempr ol i f er acj i tych kom-rek. Cznste pc
prze budown ortoowezikiw jtNedakci e i po podziadgach,

znieksztagce@® otoczki j Ndr o weogeryny. wDodétkaava y ¢ h z
przeanali zowano tempo proliferacj.i kaUdej su

po transdukcjik om- r kami ni et Ryad3.dukowanymi (

Anali za model u kom-r kowego potwierdzi ga,
nadpozionem progerynypo zastosowanilek- wgenetyczgch. Mo d el kom-r kowy
na o poziond GFRprogerynypopr zez analizfi intensywnoSc
za pomocN cytometri.i przepgywowe]j oraz na o
bl ot . Stabilny poziom biadkmpraglzioffemagyjcih po
namiarodg N ocenii badanych | ek - w. Nadprodukcja b

na gatwN analizn |l okalizacj. biagek fuzyjnyc

1007 . Hela - Hela GFP
—— Hela GFP-lamina A
-=- Hela GFP-progeryna

Rycina 4.3.Zmiana konfluencji sublinii

HelLa w czasi e. n=4, br al
statystyegnie. SD (ang. standard

deviation)i oddhylenie standardowe.

~
o
1

Konfluencja [%]
(3]
o

p T T T ItE
0 T T T T L] T L] 1
0 8 16 24 32 40 48 56 64
Czas [h]
Konfluencja po 64h| SD

HelLa 91,84% 5,66

HelLa GFP 90,83% 11,88

HelLa GFP-lamina A 90,78% 8,05

HelLa GFP-progeryna 93,36% 4,90
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42. Projektowanie si RNA specyficznie rozpozi
Celem niniejszej pracy byrgooz psotzwnoarjzNecnyi ceh stir
progeryny oraz ob ertaipozerhue rogerywprzeszagrojekoware
si RNA. Ze wzglndu na podJjoUe genetyczne <cho

na celu specyficzne oddziagywanie z mRNA pro

podgNczenie ekson-w 11 i 12 mRNA pwodker yiryynm,
sekwencja nukleotydowa r - Uni si fk aoccd NmRNeAs t | &
Ue ostatnie pinl nukl eotyd-w eksonu 11 mRN

jak ipocz Nt ekl2 RicsdInTo o0 z n akcaz(brhprojékwwane SiRNA a
zahamowaniap r oger yny moUe potencjalnie oddziagyw
sekwencja na koEu eksonu 11. mRNA beaynyi ny A
sN identyczne.

l nnym aspektem, kt-ry m- gegwiyd ypaoawa duo weafi e kttry
rozpoznawania transkryptu docelowego prpegjektowae s i RNA | e st fakt, 0
docel owa | est bogata w pary GC.i ®znagranitoz
dostiApnoSi ze wzglndu na toe rzdiednf2bhyDdddtkowa wo r z e

trudnoSi w projektowaniu si RNA polega na tyn
jedna nil siRNA i wyb-r ten zaleUy od kil ku
o0 wyborze nici jest +ku€d.we ot ymnaijzeiai Bleig &Njc yw yssi tii
nukl eotydem w wybieranej ni ci , rzadzi ej wy b
cytozyna i guani na) , poza tym istotnN rolfn o
siRNA[256]. CzeSi si RWANnwgk&iIsiBombdypBami cznN jes
przez podjednostKki bi agka Argonaut e, brndNce

z miejscem wiNzania nukl,ag3Njduu&lée mti icd.e wh iordd
GNc ztnd es p r arsewidywanié) efety pv n o rSzpdznawania transkryptu progeryny
przezs i RNA moUe byl probl ematyczne, szczeg- |l ni
kompl ement ar nej do okreSlonego miejsca mRNA
zasad zapewniNaj B¢ e & hrpzwegesithia docelowego transkryptu
przezs i RNA. Z tego wzglndu zaprojektowano szer

ugoUeniu w obrfnbie interesujNcego fragmentu
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C>T
|/ Ekson1-10  Ekson11 _ Ekson12_

f MRNA lamina A

CCAGCGGCUCAGGAGCCCAGGUGGGCGGACCCAUCUCCUC

sekwencjfa kodujaca lamine A miejsce splisingu
Ekson 11 Ekson 12

sekwencja kodujaca lamine A
Ekson 11

ACUCCAGCCCCCGAACCCAGAGCCCCCAGAACUGCAGCAU

sekwencja kodujaca progeryne miejsce splisingu
Ekson 11 § Ekson 12

CCAGCGGCTCAGGAGCCCAGAGCCCCCAGAACTGCAGCAT

Rycina 44.Por - wnani e sekwencjirolgedyjnNc enitacpl h82diTbhi re A i
(zaznaczono na czerwono) . Sekwencja koduj Nca pr
cznSciowo identyczna z sekwencj N koduj NcN | aminhn

Sekwencje progl, prog2, prog3, progd oraz scr z 0 st a § jgktowarse pprze
dr Magdal enini MachowskN przed rozpoczficiem p
zawieraj Nce znaczni k -kfolGEcour ersiceincy gnyovwryesj nsa
lamina A/C oraz siRNArogH3 . Znaczni k Cy 3r kreira gk ksng-urUeyki u | j eagkd
transfekcji, co pozwala podczas analizy <cytoao
transfekcji [ analizowal zmi anin intensywnoSc
kom-rek.

Sekwencjegrogh, prog, prog7, prog, prog9, proglo, progll, progl2, progl3, progl4
zostagy zaprojektowane pracy @yc. pt Fabz3.2a Bdnadtok 1 n i
j ako sekwencje kontrol ne zamamnad/€oseknemjer cyj r
r oz p oz mRNANamimyj Ai C o r a z orgzrsiBNA®eag kantiola o sekwencji
ni ekompl ement ar nej do Uadnego ludzkiego mRNA
opublikowanymi sekwencjami, zaprojektowano siRNPogH3 i progH3_scr na postawie

sekwencji ShRNA opisanej przezHgan i ws p - g d2llacowni k - w
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sekwencja kodujaca progeryne miejce splicingu
Ekson 11 i Ekson 12

TITTTTT T T T T T I T I T T T T T TTTTTTITTTITTT
5'CTGCCAGCGGCTCAGGAGCCCAGAGCCCCCAGAACTGCAGCAT 3

3" dTdTCGCCGAGUCCUCGGGUCUCGG 5 Progs
3 "' dTdTGCCGAGUCCUCGGGUCUCGGG 5 Prog10
3" dTdTUCGCCGAGUCCUCGGGUCUCGGG 5' Prog11
3 ' dTdTCGCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGG 5° Progé6
3" dTdTGCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGG S Progi4
3" dTdTCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGG 5° ProgH3
3 ' dTdTGCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGGG S Prog12
3" dTdTCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGGG &' Prog9
3" dTdTCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGGGU 5' Prog13
3" dTdTCCGAGUCCUCGGGUCUCGGGGGUC 5 Prog3
3 ' dTdTGAGUCCUCGGGUCUCGGGGGUCU 5° Prog8

3 ' dTdTCCUCGGGUCUCGGGGGUCUUG 5° Prog4

3" dTdTGUCCUCGGGUCUCGGGGGUCUUG 5° Prog7

3" dTdTCCUCGGGUCUCGGGGGUCUUGACG 5" Progz
3" dTdTCGGGUCUCGGGGGUCUUGACG 5' Prog1

Rydna 45.Pr zyr - wnanie nici antysensownych sekwencj.i
koduj Ncego progeryni. Na czerwono zaznaczone sN
dTi deoksytymidyna.

4.3. Optymalizacjawarunk - w transfekcji elai ni i kom-rkow
431.Wyb-r odczynni ka transfekcyjnego i jego
Pierwszym etapem optymalizacj. war unk - w

odczynnika transfekcyjnego pozwal aj Ncego na
do wnha kpmdnbkiczeSnie miylksaazhsjyNeczengooSinadijl a st o
kom-rkowej .

Do test-w wybrano trzy odczynni ki transf e
oligonukl eotydami, taki mi j ak si RlMalecanythe sty r
przez producent-w kaUdego =z odczynnik: - w.
odpowe dni N il oSci N od cleydodaikiksRNARycadngsw celkaceny n e g o
j] ego bazowe|] cyt ot ok sy ekgemzon§korizystaniem znakowanedoo n a n ¢
fluorescencyjnie siRNAamina A/GCy3 Ryc. 43, w cel u oceny wydajnoS$S
Transfekcje prowaodiZkkoonwe jnd pagyatlde owGano 3 dni
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Lipofectamine RNAIMAX 0,4% METAFECTENE 0,24%
Rycina 4.6.Wp § wpdezynnikat r ansf ekcyj nego na UywotnoSi kom-r
samymodczynnikiem transfekcyjnym cel u okreSlenia jego toksyczno!
transfekciji.

Analizuj Nc kom-rKki HelLa po transfekekji st w
po traktowaniu samym odczynnikami transfekcyjnymi, a ich mieszaninami z s{RiXA 4.6
i47 . W przypadku odczynni ka DharmaFECT obser

w por-wnaniu do kom-rek nietraktowanyeh, co
4.6). JednoczeSnie nie zaobserwowano sygnagu
tammfekcji. Z tego powodu ten odczynnik trans/|

War unki transfekcji z wykorzystaniggm Li g
ni eoptymal ne, co spowodowago Smé)eaeiwynikii ks ze
pozwohi ggykwwal o wysokiej wydajnoSci transfe

Cy3 w kom-rkach Uywych (Ryc. 4.7). W przypadc
byga nieznacznie niUsza | ub podobna do kom-r
efekcie gt ot oksycznym ( Ryc. 4.6) . R-wnoczeSnie
pochodzNcy od znacznika fluorescencyjnego C

naws ok N wydajnoSi transfekcji (Ryc. 4.7).
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Cy3 Natozenie

< e

METAFECTENE 0,24%, siRNA LaminaA/C-Cy3 30 nM

r za kom-r

Rycina 47.Por - wnani e dbskaywnaica do wnit
a wykonano

ze znacznikiem fluorescencyjnym Cy3 piazzynnik transfekcyje. Zdj nci
przyUyci owej mndgmepo3sin pogransfekdjil uor es ce

N a nastApnysnt amtoavp omo p@r zetestowal ni Usz
transfekcyjnych i si RNA, oraz przetestowal w
znakowane i ni eznakowane

S i RNiA .z zaleceniams f e k ¢ |
producent  -w odczwyrermi. k -W wyrna nksuf etkrcayrp snf ek c j i Z
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ni Uspzoyzi om konfl uencj.i kom-r ek transfekowart
nietransfekowanych, co Swiadczy o wgRyankach
4.8A). AnalizujNc wyldajnwoSiUet rzaarsxzfjeak cojnia szt w
wydajnoSci, nat omi ast w przypadku kom-rek t

RNAIi MAX sygnag byg bardzie]j r-wnomiernie r
transf ekcji z METAFECTENE, g d oiwey cthb seyrgmavga wo d
co moUe Swiadczyl o tymkotherki RNAzopst avjne kwi

z odczynni kiem transfekcyjnymRyc.h8e |jest dos

Natozenie

A. swiatio przechodzace Cy3

Nietraktowane

Laming A | ceee sess o s w | | w— o | 72kDa
Lamina C . 63kDa

GAPDH | % s s s— ‘\. -.._‘37kDa

72h 144h

Rycina 4.8.P o r - wrpaziomuelaminyA i C po transfekcjisiRNA lamina A/C odczynnilami
transfekcyjnni METAFECTENE i Li pofectamine RHNAIIAX i lai ni
zprzyUyci owej mi k r o sBkAmalizai westerhhlob pozisnw elaaminy jAnieQG .

w kom-rkach t r an sldmink A alubysiBRMA laminaBRNGCy 3 zZa pomoc N
METAFECTENE lub Lipofectamine RNAIMAX
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EfektywnoSi wyciszenia ekspresji |l aminy A/
gdzieaa | 1 z o wa n draktkveane:SiRIKA nieznakowanym i znakowanym znacznikiem
fluorescencyjnym Cy3 o sekwencji rozpoznaj Nc
znakowanych Cy3 nie obserwowano spapgégiomul a mi ny A i C zar - wno po

po transfekcji, najprawdapd o b ni e | ze wzglindu né&ocecmd&ii

sensownej, co uniemoUl i wi aRISC Rycg4l8B.Wedalszyeh s i RNA
cziSci acRNpraogkewane fluorescencyjnie uUywa
transfekcji przy optymal i zac jeznakewamegonsiRNAv t r a |
udago sin znaczNco obni Uyl poziom | aminy A

transfekcyjnych, alewi nkszy spadek pozi omu bi agek 0b <

Lipofectamne RNAIMAX (Ryc. 488. W dal szych etapach eksper

Li pofectamine RNAIi MAX do transfekcji kom-r ek
Dodat kowo pr zet e sotbormajhedioreddmink A/@ przep SRNA

lami na Al C w kom-rkaamychHDEa t pamot &lk oMETATF

or az Li pofectamine RNAiIi MAX. Przy zastosowar
obni Uenie poziomu | aminy A i C obseMAXowano
(Ryc. 4.9. Ni e zaobser wowamioomi eUnliacmiwy p@& hi C v
kt - re transfekowano 15 nM i 22,5 nM siRNA | a
poziomu | aminy A i C w Kk onneg koatrd ha tnri aenzsafl eekUoe

od uUytego odczynWi ka&nt popmsfid®kdygjomegoz.ost agy
obserwacje dot yochzmia(Eozieni larkity A WOpeé siRNA lamina A/C

po transfekcji odczynnikami transfekcyjnyrMETAFECTENE i Lipofectanine RNAIMAX.
PotwierdzomdnirUamiie Upozi onpo zastasowaniuadanch i C
odczynni k-w transfekcyjnych w transfekcj.i f
etap-w pdacgzycho anali z wadsfekeyjny olLipofedaminegy n n i k
RNAi MAX za najwinksze nietoksyczne stnUenie

s & s & |
. <,,<§\ o R (o@\ o A Rycina 4.9.Analiza western blot
S ¢ ¢ & o & & por-wnuj Nca poziom |
S M N N RN
& @& 6.\\& © L é‘& %jeo w i nii kom-rkowej
SIRNA ¥ & ¢S & transfekowanej siRNAlamina
Lamina A _ -—:ggtgz Al C za pomocN odcz
Lamina C — transfekcyjnycMETAFECTENE
GAPDH | - —) 37kDa i Lipofectamine RNAIMAX.
METAFECTENE Lipofectamine
RNAIMAX
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432.Wyb-r optymalnych il oSci jseglRNA | odczynt

Kol ejnym etapem bygo wyznaczenie optymaln
i si RNA do transfekcji. Celem bygo wyznaczer
wydaj noSi transfekcj.i z uUyciem najmniejs
Przepowado n o transfekcjn kom-r ek HelL a zZa pomo
fluorescencyjnie siRNAamina A/GCy3 z zachowaniem proporcji SIRNA do odczynnika
transfekcyjnego jak w poprzednim doSwiadczen
122d o gk owBf fnpmego dni a przeprowadzono transf
prowadzono 3 dni po transfgkad . Stosuj Nc zakres stnUeE& od
obser wowano wWzr ost intensywnoSci fluoresc
do wykga@ycidle, jednoczeSnie, analizuj Nc proc
sygnagd CyfekgoitmsamRNA zaobserwowanmj U8ieega U
stnUenia si RNA (1,5 nM) wydajnoSi transfekc
sikRNAost nUeniu 3 nM i odczynnika transfekcyjn
wydaj no&%icjtir prosyl d.J0B.9 5 %
B.

150000+

1004 PY * *

1000004

50000

% komorek z sygnatem Cy3

T T T 1 0 T T T 1
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Stezenie siRNA Lamina A/C-Cy3 [nM] Stezenie siRNA Lamina A/C-Cy3 [nM]

Intensywnos¢ fluorescenciji, [au] >

Rycina 4.10.Zal e OnmyodSalj noSci transfekcgd dtigiRNArainka m- r k o w
AI/C-Cy3i Lipofectamine RNAIMAXA. Zal eUnoSi intensywnoSci fluore
od stnUenia si RNAB.ndlyeEgoSidoptoaastfekkpm-rek wyk
odst i UseinRMA uUytego do transf ek cngfekcji, nAnRrdporgen  wy k o
siRNA:LipofectaminecRNAi MAX u Uyt e i H5nM10,028%, 3 fnkd:R,05%, 6 nM:0,1%,

12 nM:0,2%.

JednoczeSni e z poprzednim doSwiadczenien
GFPRlamina A i HeLa GFFprogeryna nieznakowanymi siRNAarhina A/C, progH3

iprogHi3 scr. Do transfekcji uUyto 12 nM siRNA i
transfekciji by go ustaleni e, czy wy brane W ¢
intensywnoSci fluorescencji, poniewaWy wa Proy r

spadekpoziomu b a gRyk. 4.8B. Analizacyt ometryczna wykazaga z
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intensywnoSci fluorescencji w siBNMAUammaAC, i ni ac |
jednoczeSnie obser wowa estengi pdaeakt@viniuisiRNAsrog43y wn o S c
do 83% w kom: r-lamimalA i dbe60% w HeEaPGFProgeryna Ryc. 4.1).

Kom:- r ki traktrogh@necrsi RNRazywagy poziom f 1l uc
dla HeLa GFFamina A i HeLa GFFprogeryna, cano g o byl skut ki em str
procesem transfekcji l ub niespecyficznego d
Ue transfekcja przeprowadzona w wybranych w
intensywnoSci f | ublnieoh.sP eadj 0 wy koabzua pregid3 Ue s
specyficznie obniUa i nt ens-progergng ico jéest zgodnee s c e n
z poprzednimi obserwacjarfl], na podstawie kt-rych zaproj e
si RNA. JednoczeSnéte ptaceaiso®NAn st Ppswip Benii a,h
ze wzglidu na uzyskane dane o wydajnoSci t
laminaA/C-Cy 3, kt -re wskazywadgy na moUl i woSi =zach
przyni Usgtyiclbie ni aRybh. 4.50B.RNA (

Nastnpni e przeprowadzono eksperyment z

progH3-Cy 3 d o t r a n sHelealoraz niezn&kkowanych siRNA lamina AfogH3

i progH3_scr do transfekcji HeLa GHBmina A i HelLa GFFprogernpna. Zastosowano

wybrane warunki transfekcj.i z poprzednich d
i odpowi edni e il oSci),L ikpooni-ercktia nd on et rRaNmAsi fMBAKXC |
samo jak poprzedni o. Cel em eksperayiunenejt u by
znakowanej sekwenciji s uleGaNrrianig grar @zyznaol Sebkigm r a n s f

GFRlaminy A i GFPprogerynyo d s t SiRMA&.n i a

—
(3]
]

B Hela GFP-laminaA  Rycina 4.11. Zmi ana i ntensywnoSci

B Hela GFP-progeryna kom- r e k subl i -famna AHe HaLa GFP
GFP-progeryna potransfekcji 12 nM siRNA i 0,2%
Lipofectamine RNAIMAX | nt ensywno Si flu
mierzono 3 dni po transfekcji, wynik znormalizowano

w odniesieniu do kom-rek nie
Proporcja siRNA:Lipofectamine RNAi MA X ulyt a
do transfekcji 12 nM:0,2%.

znormalizowana

Intensywnos¢ fluorescenciji,
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Podobnie jak i poprzednio obserwowano liniowyz r o s t

pochodzNce,j
JednoczeSni e

ni Usza

od

zauwaUono,

Cy3

ni l@Amirh|ASCy 3 RINAzZ y

wr az Z €

intensywnoSci

wiransfeksjitRgcmd. 184 n Ue n i
lal$iIRNA progH@-Qy3 jgstvznaz ik
zastosowafobkomp@e bODycCc z

fol

au dla 12 nM siRNArogH3-Cy3 i1 120000 au dla 12 nM siRNAamina A/GCy3, Ryc. 4.12A

zni UDwydNaj nRyS4.12Bl , ( na

-

C

uo

i 4.10A). Ponadto transfekcja znakowanym fluorescencyjnie sSiRplAgH3-Cy 3 z as z g a

przykgad transfekcja 3 n|
89%, co jest niUszym wy nGy&Rye. shl08.iUtyskdne wynikii RN A |
wskazujN na to, Ue wydajnoSi transfekcji jes
A.

50000 -

40000+

30000+

[au]

20000+

10000+

-
B (2] (=] o
o o o o
1 I T |

N
o
L

Intensywnosé¢ fluorescencji,

0 L)
0 3

Stezenie siRNA ProgH3-Cy3 [nM]

6

9

C. HeLa GFP-lamina A
= 15
g B 15nM B 3nM
8 2 12nM
v e
£s 1.0 fee
ez
£
QD E
‘0
2 § os{ll
28
(2]
c
2
£ 0.0
< v\P R <
K @Q n/
© & < X
TS R
& v <

Rycina 4.12.Zal eUno Si

fluorescencji @ 3 od

B.Zal eUnoSi

i HeLa GFRprogeryna D)
prowadzono 3

n=1. ProporcjesiRNA:Lipofectamin& NAi MA X

12nM:0,2%.

stnUeni arogHBLy t3 e gdoo
procent u
siRNAprogH3-Cy3.C, D.Z mi an a
zal eUnoSci

w
dni

% komorek transfekowanych

o

12 0 3 6

O

=y -
3,]
1

1 12nM

1.0

znormalizowana

Intensywnosc¢ fluorescenciji,

9 12

Stezenie siRNA ProgH3-Cy3 [nM]
HelLa GFP-progeryna

M 15nMmm 3nM

wydajnoScisiRNAA Zafl ellajoiSi od ntse md

po

kom-r ek Il i ni

od
transfekciji,
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Po traktowani uprdgb3m:-srcerk zsaioRoNsAer wowano spad
fluorescencji w obu subliniach do prkgddly o 85 %
obserwowa o spadek i ntensywho®er kafchu o-ptagdnma nGFj Pi
do ok®&P& &0 zal eUnoSci od stnUenia si RNA, | e
intensywnoSci fl uolr®micrea c Al NadapdlestbawiFe pov
zdecydowano, Ue koniecznejijeztulUlpyrczieepm owyaldg 2
siRNA progH3 w celu ustalenia, czgozwol i to osi NgnNI wifAnksze
fluorescencji -fapgryvnaa ek HelLa GFP

W kol ejnym eksper y meezcakowanysho siRiNdamina A/G Uy t o

progH3 iprogH3_scr,akm- r ki przygotowano i anali zowano
stnUenia si RNA (48 nM zamiast 12 nM, ulOy w:
Ry c. 4.10, 4. 11 [ 4. 12) w  dammes RNAMAX, d o 0,

kt -re pozwol i o uszfyeskkcajii wzybdlaijChoonSN dteminiath0 0 % z
danymi (Ryc. 4.10Bi 4.12B). Opr - cz tego wuUyto 12 nM si RNA
RNAIMAX (zamiast 3nMu Uy wanych w poprzednich doASwiadec:
i 0,1% Lipofectamine RNAIi MAX (zamiast 6 nM u
czyl i zwi fkszona byga il oSi si RNA w odniesie
stiiUenie Xkurjpegot zwi Ni t uj Nogeo lbaniinieenilggnwnia $ ¢
fluorescenciji Zaznaczyl wart o, Ue Zzrezygnowano
Li pofectamine RNAi MAX niU 0,2% ze wzglndu 1
na jego toksgygeyanobSEk (Rictuesidir)w g b

Uzyskane wyni ki wykazagy znaczny -Bihadek i
w obu subliniach po traktowaniu SiRNA mi na A/ C niezal eUnie od ul
(Ryc. 4.13. W przypadku siRNAprogH3 s cr wykazano spadek intenscs
dla kom-repr dlgeay G&Pw przypadku kaUdego z uU
do 66% dla 12 nM), oraz spée&kdodark rierkt edesinaw nGoFFc i
A w przypadku 24nMi48nM do 83% 8 4 %. Przy nastnpnych anal.i
wyni ki wzgl ndem pegiBweocjizesiwRNMA Adu na moUl

wyciszenie ekspresji.
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= 157 mm Hela GFP-lamina A
S 0 Hela GFP-progeryna
? e Rycina 4.13. Analiza zmian
ggm_ intensywnoSci fluoresc
29 sublini HeLa GFPRlamina A i Heéa
- I GFP-progeryna po transfekcji siRNA.
8%0,5- Analizin prowadzono 3 dn
%ﬁ wynik znormalizowano w odniesieniu
S dok o m- rnietkansfekowanych, n=1.
£ o0.0- Proporcje siRNA:Lipofectamine
4\@*‘0 I:amirl'la AIIC j’rolgH3l _Fl'rogl-ll3_s<l:r RNAIMAX u Uyt e do transf e
{}.@ && Q\x\ é“ (\\x‘ «3‘\ é“ o“‘ <~“\ Q\‘\ 12 nM:0,05%, 24 nM:0,1%, 48 nM:0,2%.
‘\.‘\é\ N N R AP

W przypadku sSiRNAprogH3 zaobser wowano podwyUszenie |
GFP dla linii HeLa GFRaminaAdo 1111 20% w zal eUnoSci od st nUer
potencjalniek or zyst ny ef ekt dzi agani a t epggerymmi RNA.
obserwowano obni Uon N intensywnoSiI fluorescencji
nietraktowanych, dia t n Ue @ 12 n M, 24 nM i 48Ry 3.t o by (
Wpa - wnaniu do poprzedniego ekspgogy3mE2mMu, 2z wi
do 48 nM przy zastosowaniu 0, 2% Lipofectamirtr
fluorescencji z 60% do 49% (Ryc. 4.11 i 4.13). Zastosowani@ nd)s z¢ gidde ni a
Lipofectamine (0,05%) oraz 12 nM siRNArogH3 pozwol i o osi NgnN
i nt en s yfluonescéneji na poziomie 54% (Ryc. 4.13) wrpownani u do 6
przy zastosowaniu 3 nM siRNA (Ryc. 4.11).

Uzyskane wyni ki wskazywadgy na ttowanydhe z wi i
zakresach przy jednoczesnym zassbsbkwgphegbej
dopr owawlizfik sozdtengodJenieasywnoSci faddsekbwergjssiRBA cj i i
(Ryc.4.11C,D i 4. 13) . JednoczeSnie, i e wipirkoswaednziiet
doproporcjonal ne wi nkszego obni Uentiea s yiwntoeSn
fluoresmeérsjzlal By al 4 %. Oz n awzpeznawaniadotetoweyd e k t y
transkryptuprzes i RNA zal eUy w duUym sfégkoypwn aiS mid WwENoz
do kompleksu RISC. Ponadto wyselekcjonowanie sekwencji SiRNA k a | est ef ek

przy zastosowanini 8gp jej stfAiUenia byJjo poUNdanym wyil

Bi or NI pod uwagn opsany wyUej proces opty
Hel a or az wysuni nt e wni oski , ppet asbwiwaho i
zaprojektowane siRNAwwanuk ach w kt -rych wydajnoSi trans
(0,1% Lipofetamine RNAiI MAX, Ry c. 4. 108B [
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przy kt-rym zachowany jest | iniowy kimametost ef
dla najbardziej efektywnych siRNA (M, Ryc. 4.10A).
W celu uzyskania winkszej iloSci materi acg

konieczne bygo prowadzendeg&bhssgehymé&nt rwchap
j est 2,5 ridzydlvai-dpkggyktekwi@j 1 2 D |dpowiedsiéj kbgflueéndjic i a o
kom-r ek w dniwu transfekcji dzie® wczeSniej
Do transfekcji uUywano 2,5 razy winkszej o |
ni U dl adpgly@wméjen?2ona t leplo byywikadi { o thjerdtoov& no k o m-
z 1250>| na 2150>| . Finalnie do transf @dlogjkiowlk¢msi els ot
3 edtzynnika transfekcyjnego (zamiast 52 d1l a -dggykbiweflp i 15 pm
(zamiast6 pmio  d | a -dpoggyktokwie j 6) , odpowmiedsid0OA 4% WnMj o

433. Ocenawpdgywu ni ekompl ement arhhy@haanhuknieoit ydi
na efektywnoSi i specyficznoSIi rozpozna\

Podczas prowadzeni a b a dwt@EnsfelkcjdprodupentysiRA | z a c |
poi nf orUeowaomy kowo zostady wysJane do nas
deoksytymi dynko(@cTadcTh) nna i 3 & pragidypragHB scravaz si RNA
progl-d) . W wzi Nzku z tym post pzrpozmawvania docegowago wn a |
transkryptudlao bu si RNA. Do transfekcj-dod&lawNkikom-st
transfekowano 0, 2% Lipofectamine RNAIi MAX i
prowadzono 3 dni po transfekcinoSi Wmd &t k oawny
deoksytyni dyn moUe wgywal na e foephznayvaniaa&élowego s p e c

transkryptu przesiRNA, jak zaobserwowano w przypadku siRNeog83 i kom-r ek He
GFRlI ami na A, gdzi e w przypadku zastosowani :
obserwowano spadek intgnsvn o Sc i fluorescencj.i do 51%, a
deoksytymidyny intensywnoSi fluorescencji W

nietraktowancyi{Ryc.4.14.Nat omi ast taka =z al eifdaowsiystkicly ga ob
sekwacji. Wz i Nztkym,z Ue zaleceniem producenta si RN
deoksytymi-kloo@c amda 3® RNA w odpprhnd@ciz wm & k dzgmiaa

postanowiono prowadzil dalsze badania stosu,j
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A' HelLa GFP-lamina A B' HelLa GFP-progeryna
1.5 1.5
Bl BezdTdT W Bez dTdT
B ZdTdT Em ZdTdT

-
o

L 11T S S

Intensywnosc¢ fluorescencji,
znormalizowana
Intensywnos¢ fluorescencji,
znormmalizowana

Rycina4.14.Por - wnani e zmian intensywnoSci f |I-landimae scenc
A (A) i HeLa GFRprogeryna B) po transfekciji si RNA zawierajNc
z dw-ch reszt deoksytymidyny ( dTndJdipomtrarsfekcjisi RNA |
wyni k znormali zowano w odniesieniu do kom-rek ni

44, Wpgyw zaprojektowanych sekwencj.i si RNA
oraz intensywnsuBiliHéLaAuor escencij i

Po optymalizacji warHlehadp - ave grm awmasd 2K&rcq i s &roimn
kaUde| Z s U bl pontransfekcjiP@m -3r kdniaancahl i zowano za p
przepgywowej , a nastfnpnie pozostage po anal.
l'izat-w kom-r kowy c hekdnedb daN aw e sztye rpno zbilooniu. bi a §

Analiza cytometryczna nie wykazaga istotn
kom-rek trzech subl i megkontrotaa siRNAsckr o woarnayzc hk osm -Rr
nietransfekowanych. W przypadku siRNkmina A/C obserwowano zrat/ smdek
intensywnoSci fl uor es claninaAiHeLeGHR&oogerynakdaibsdh He L a
i 15%w por - wnani u do likiotransiekewanythesiRNAsnagn kontrola
(Ryc. 4.15Tab. 4.). R wac z ey nk @ m- HekaaGFRransfekcja siRNA lamina A/C
niepr owa d zradgrejzmdaoy i nt ensywno Scw gdru-owreasrciemcd ok
nietransfekowanych oraz transfekowanych siRNA neg. kontdlak o m:- r kac h He L
GFPRprogerynaodnotowanspad&int e n sy wn o S ¢ po trarisfakojsiRNA pregHX j i
do65%w por -wnaniu do kom-rek tr aZ&deedaetdialany c h
GFRlamina A transfekowanych siRNA progH® bser wowano wzrost T
fluorescencji, co anpeféknterapiuzenchioczae Spb &Nk om- r
GFPprogeryna transfekowane siRNArogH3 s cr wykazagy obni Uon
fluorescencji do 91%w por - wnaniu do kom-rek tragnsfeko
nat omi ast zmi ana t a b y g asemiovgahoo istotraych grhiemt y st y
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RozdzWenii. 4

intensywno Scdl af |kuddelaeGeRanina A i HeLa GFP transfekowanych

SiRNA progH3 scr.Pods u mo wwjbNcer wacj e wskazuj N na to,
wpgywal na -pproozgieorny nGF Pw wy nigspecyficengad zi agy wa E

El HelaGFP 3 Hela GFP-lamina A Bl Hela GFP-progeryna

% }

=Y
[3,]
1

Zznormalizowana

Intensywnos¢ fluorescencji,

o
&
o
&
&
s SiRNA; 7 nM
Rycina 4.15. Anal i za Zzmi an intensywnoSci fluorescenc
zaprojektowanymi sekwencjami sSiRNA Anal i zn prowadzono 3 dni [
znor mali zowano w odni esi eni wegdkontrddlabtnformecja &liczbie ans f e k

powt -rze@® dla kaUdej pr - by umneszazone fabdlig.apn@05war t oSc
**p < 0,01;***p < 0,001 (test ANOVA dwuczynnikowy).

HelLa GFP HelLa GFP-lamina A HelLa GFP-progeryna

Sred Od.st n |[§red Od.st n |Sred 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/IC | 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

Progl| 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

Progl0| 1,291 0,087 3 1,144 0,044 3 0,521 0,024 3

Progl2| 1,181 0,036 3 1,140 0,068 3 0,365 0,023 3

Progl4| 1,177 0,019 3 1,081 0,033 3 0,282 0,026 3
Tabela 4.1.Dane liczbowe dla wykresu na Rycinie 4.1%5.t e n siyfwnuoo§ escencj i w Kk

sublinii HeLa po traktowaniu zaprojektowanymi siRNA. Od.i sbdchylenie standagko we pr - b ki |,
niliczebnoSi pr - bki
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RozdzWenii. 4

W przypadku siRNA progl ni e Zzaobserwowano i stotnyc
fluorescencj i w skhaup ndergkrozpozsawanih doocelowego transkryptu
przezto si RNA. JednN z przyczyimn miotlie $¢hs owbnuedjo
antysensownej do komgksu RISC, przez co rozpoznanie mMRNA GFP oger yny by
ni emoUl i we .

Dla siRNA progR i prog3 odnotowa o obni Ueni e intensewnoSci
169%w por-wnaniu do kom-r ek tntraawssubiink éleka ny c h
GFPprogeryna, oraz nie obserwowano zmian dla HeLa GFP i HelLa-l@kRa A,

c o Swi ezpozmapiu tmanskryptprogeryny przedlaresekwenag, choci alU st osu
sgalwymor - wnaniu do si RNA om-wionych ni Uej

SiRNA progd powodova § o obni Uenie inten3ypweredai 1 u
HeLa GFPprogeryna i HeLa GFRamina Aw por - wnani u do kom-rek

SiRNA neg. kontrola choci aU istotna statystycznie zmi
HeLa GFPpr oger yna. Ponadt o, obserwowano zwinksz
sublinii, po zastosowaniusiRNgrogd , co wskazuje na dekivengiani e n

p 0 wo ceefekiNtoksyczny.

Dla siRNA progp i progp odnot owano obni Ueni e i nten
w kom-: r k ac fprodéeriado284iR7% por - wnaniu do kom-rek
SiRNA neg. kontrola co wskazuj e na irazpoznawars dodeivege f e k t y \
transkryptu JednoczeSnie nie odnotowano zmian int
(100%i102% nt ensy wn o S diasiRNAproghimapove pojri- wnani u do K
transfekowanych siRNA neg. kontrplaHeLa GFPRlaminaA (95% i 104%inten s y wn o Sc i
fluorescencjidla sSiRNAprogs i proggw por - wnaniu do kom-rek tra
neg.kontrop, co wskazuje na specyficznefderysyanych

W przypadku siRNAprog, proglO i progl 2 i nt & rluoneseenagi $llaHela
GFPprogerytywy n ia43%,H2%i37%v por - wnaniu do kom-rek tra
neg. kontrola,co je st wyni ki em zadowal aj pNag adnotowdhopr zy p
wzrost intensywnoSci f | uclamnaAdob3d%wi pwr k evm-amk a
do kom-rek transfekowanyblbhcsaBNA-Bergcakbnner
istotna. Dla siRNAproglO iprogl2i nt ensy wn o Swy h kesld%we spcoern-cniani u
do kom-r ek transfekowandacow sek REAC jnie.g. | rktoenn
fluorescencji HeLa GFP po transfekcji SIRNo@, proglOiprogl 2 wyni osga 99 %,
i 118%w por - wmakom-rdek transfekowanyOaden RNAL y
wynik-w nie r-Uni g sin istotnie megkoyoiai ku dI

93



RozdzWenii. 4

Ostatni N sekwencj N dla kt-rej wpkRNAano se
progld. Zaobser wowano spadek intensywnoSci flu
HeLaGFPRprogerynaw por - wnaniu do kom-rek transfekov
daHeLaGFH ami na A to bygo i11018%4, a odlbay gtbe Lsaa aG R
r-UnicN wsakadwjsheNyficzne dziaganie si RNA,
toksycznego dla kom-rek po zastosowaniu tej

NaRycinie 416 oraz wTabeli 4.2przedstawiong o st agy wyni ki g omi ar
fluorescencj i kom-r ek s ub lprogd, prog, pregllaproglB,ans f e k
kt - re uznano za nieefektywne hubdznegspecykigec
Wszystkie te sekwencj e znaczni e @l RelL&dda gy [
GFPRprogeryna w por - wnaniu do kom-r ek transfekowe
ale jednoczeSnie zmieniagy i femeahtufovazbed f | uo

GFP, co Swiadczygo o niespecyficznym dziagdan
5 Bl Hela GFP 3 Hela GFP-lamina A Rycina 4'}6' _Zij]iara intens y wnoSc
S 45| BB Hela GFP-progeryna fluorescencji sublinii HeLa po traktowaniu
%g zaprojektowanymi si RNA,
'g%m za nieefektywne. Anal i zn
-"_G N po transfekcji, wyrki znormalizowano
@ 2 w odniesieniu do kom-rek
gé o5 (B I siRNA neg. kontrola.Informacja o liczbie
o ™ powt -rze@® dla kaUdej pr -
£ ool wartoSci | i cumleszozane s N
- o ﬂD‘;_,\ @& o‘:;\'\ oé){b w Tabeli 4.1.2 ***n < 0,001; (test ANOVA
& & T O dwuczynnikowy).
N @“’é v SiRNA; 7 nM
HelLa GFP HelLa GFP-lamina A HelLa GFP-progeryna
Sred Od.stt n |Sred Odstt n |$§red Odst | 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
LaminaA/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
Progll| 0,683 - 1 0,667 - 1 0,400 - 1
Progl3| 0,768 - 1 1,049 - 1 0,570 - 1
Tabela 4.2.Dane liczbowe dla wykresu rRycinie 4.16Int ensy wno Sci fluorescen
sublini HeLa potr akt owani u zaprojekt owanymi si RNA, I

Od.stiodchyl eni e st aildiac zdeobaeo $ir - pork-ib k in.
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RozdzWenii. 4

W kolejnym etapie za poamowe Nwp@yWwns KRNAesa&
GFP-progeryny, GFRaminy A, GFP oraz endogennych lamin A i C w subliniach HelLa.
Do analizy wykorzystano kom-r ki pozostage
znaczne obfieni e pozi omu badanych b i #amirak A/Cp o Z a
we wszystkich subliniach  por - wnani u do kom-rek nietransfe
siRNA neg. kontrola (Ryc. 4.137. W przypadku kom-r ek ni et
oraz transfekowanych siRNAeg kontrola, scr, progH3_scr me obserwowano znacznych
zmian poziomiwadanyctb i a g e k . dpolglaprogii probBAvoziom endogennych lamin

A i C bygd niezmi enrnwn ow z ki& bdeenjowarzo zmeiapdziornun i i
GFRlaminy A i GFRpr oger yny. Ws kazuj e Slkragpoznaaaniana § N
docelowego transkryptu przegs i RNA, kt-re nie sN w stanie \

w zastosowanych war un k asekwencji W praygadku EIRNAeogdi u o d
nie obserwowano zmiapoziomubi agek endogennyhwyrad ®nywi dpa
poziomu GFRaminy A i GFRprogeryny, coj e d n o czzjegdsdnziieagani em t ok sy
na kowmskkizywadgo na dziaganie niespecyficzne
SsiRNA progb, progs, proglO, progl2 i progld niepr owad zi g ypozidnou z mi ar
endogenngh laminy A i C. W przypadku siRNArodg zaobserwowano niewielki wzrost
poziomul ami ny A i C w k pHaLarGkRlamina AH@dz &FR&THNR A
w sublinii HeLa GFFamina A, copotwierdzaobserwadj przy analizie cytometrycznej.
Dla sekwencji $RNA progl2 i progld obserwowano spadeoziomu GFRlaminy A
w kom- r k ac h-lantha lAapo &Rvigniu przeciwdaa mi rozpoznaj Ncy
JdnoczeSni e nzmianypmhoseGFMoawainroy A po bar wi eniu
rozpoznaj Ncymi ploadmitraiwi & iobG. oNaer wacj i mo Un
r-Unice wynikaj N z aspekt - wienteeentbraiycoztmojemh me t
przeciwciag | ub substratem dla peroksydazy c
Transfekcja siRNAprogb, progs, iprogl 4 s p o wo d o wad mn inBagiomuel k
GFRprogerynyw por - wnaniu do kom-rek nietransfekow
neg. kontrolacopotwierdzzavy ni k anal i zy cytometrycznej, gd
naj wi nkszy spadek i nt ens y-rogentha W pizypadiasiRNAC e n C j
profiprogl 2 ten ef ekt by §poziomiGERps z0yg,e raylney dobprgi Gwoyrs t
wyrpafrldeby st wi e rodppzndwaniafdedowggwtransiyptu pieetRNA.
SsiRNAprogl 0 r - wni e Uo zsgpuwwaollaomaNip 2 mi emw gFKPny, cho

zmianat a by JamwiyejaFnae ni U przy omawi anych wyUe
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L
Ny S > FE L6 o0 NN
y S H S »
A A K
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GAPDHI------..“| I- g ]3/;([)‘1

LAMING A [ s s s— - ——— - — R —— 0
Lamina C [ == . — — 63 kDa
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GFP [ e 0 S | | o o o G W |02

Hela GFP

GFPrIaminaAl-—.— —— — ——— Il"'— -------——-l?mk[).a
I* -GFP

GFP-lamina A | s s — — —————
1° anty-lamina A/C
Lamina A — . ———— W W W w7 kD2
Lamina C [ = D S =5 = n SRS - . 63 kDa

— — e — 0 g

Hela

GFP-progeryna GFP-lamina A

Igmggeryna]-- ——— e — H—— —_—— - e~ . - —*]97&0;1

GFP-progeryna — - s = | 97 kD2
I°a*y-dm?naA/c - e - N . ad —-— - o= — 97 kDa

Lamina A | »= s ————— —— .------- 72 kDa

e S e e e o |63 kDa

Hela

Lamina C | #s — — . ——— —

GAPDH I---—-——--— | l”---d----- |3/ kDa

Rycina 4.17Pr z y k § a d o makzy weysntiekrin ab le pniary pozitma GEF, GF&aminy

A i GFP-progeryry oraz endogennych laminy AiCwko r kach subl i nii HelLa tra
Wyniki western blot poddan analizie densytometrycznejRyc. 4.18 Tab. 4.3.

W winkszoSci przypadk- - w ienistetnycogplonoit omwwandi &4

egzogenych po transfekcjs i RN A, kt -re waede$ mio&joznavyekaz a gy

docelowego transkryptu Wy § N c z n ilaenina A/Gprogti pRo&b Abserwowano iston

statystycznieo b ni Ue ni eGFRpmgerymynfdo 10%, 23% i 63% por - wnani u

d o Kk &mnansfakowanych siRNA neg. kontrpla Jednoc z e $rogh, progi2l a s i R

i progld obserwowan@ b ni Ueni &FRpo nigemyny Sredni o poni Ue

i29%w por - -wnaniu do kyohrsiRNAenkg. kontralm, s fj eekdonvwadkmliec & e

nie byg yistotne st at ystyczni e. p@iorauwGFRlaminypo A wikizenoi e

dl a kom:-r ek t r takihacAiCapnoglcchpotwierdzdpdprzedne obserwacg.

W przypadku pozostadgwuwmhnyi RNAygowydUmz@FPub z

GFRlami ny A w kom-rkach trmregahcertkolwanhyahe snR&AI

do stwierdzenia statystycznie i gtdtwinka r - Un
z istoty metodyj eweas tneertno diNl opt-,§ i K to-Srca ocemieN, ni e
dokgadnej r-Unicy pozi omu bi agka w pr - bac

densytometrycznej moUna uponanlbizaag ki d uvs tprrachjcfie ,

met odN do dok § aodnaczepiatych tmiaS.c i owe g o
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2.57 BE GFP-lamina A B3 GFP-progeryna

2.0

15l T

054 I " ....... e H . ......................... H " .....
ook H I

bt S
Q» Q Q N
Q«° Q@ Q<° Q«° <2‘o‘) <2&oc-” <2(o‘)

GFP-lamina A lub
GFP-progeryna / GAPDH

<® siRNA; 7 nM

Rycina4.18Analizadensgt met r yczna wyni k-w western blot. Dane
sygwmdaga GAPDH oraz wzgl ide meg kontrblklhformacjaadkliczbieva n e | !
powt -rze@® dla kaUdej pr - by umneszazone fabdéli@.a*pr@0s5war t oSc
***y < 0,001 (test ANOVA dwuczynnikowy).

GFP-lamina A GFP-progeryna
Sred Odst n |Sred Odst 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
Progl 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
Progl4 0,699 0,536 3 0,292 0,138 3
Tabela 4.3.Dane liczbowe dla wykresu ngé¢nie 4.18Anal i za densytometryczna
blot. Dane zostagdgy znormali zowane wzglndem sygnagu

siRNAneg. kontrola. Od. stt odchy |l eni e stardarcdewe oPi<-0¥i bkn.
**p < 0,01;***p < 0,001; ****P<0,0001.

97



RozdzWenii. 4

Dlanajbardziep f ekt ywnych si RNA pod wzgl ndem anal.

(SIRNA progh, prog i progld) wy k onano bar wienia i mmunofl uor e
HelLa po transfekcji SIRNARyc. 4.19 420). Wybawi one bygy bi agika bl a
lamina C Ryc. 419 oraz | amina B1l i1 bbiaajgkkaa kootnmopcl zekkis uj

j Ndr owy c h nuyclsaPmre complgRyc. 4.20.Bar wi eni a potwierdzi§
rozpoznawania docelowego transkryptu prasalizowae siRNA, obserwowano znacznie

ni Usizmlt ensywnoSi sygnagu dl a GF-progeryna  k o m-
po transfekcji, jednocmepni et afueescendn@®iowan o
w kom- r k ac hlamiha A maktd@&niPch siRNArod, progs i progl 4 . Anal i zuj
bar wienie | aminy C i |l aminy Bl oraz biagek
zmian w ich lokalizacjiomi adzy i sotreaizis ypvanmiSicd z
stosowany mi si RNA. Nie zaobserwowano r - -wni el
Podsumowu jwhc omkbnme | o wysokiej specyficzno$

MRNA GFRpr oger yny or az braku wpfywuwposwRBNAajnNC
za organizacjn blaszki |jNdrowej

Na podstawie opisanych wyUe|] analiz do da
progs, progs, pro®, progl2 i progld. Te sekwencje uznano za najbardziej efektywne

i specyficzne wobec mRNA progeryny.
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RozdzWenii. 4

Rycina4.19Pr zyk gadowe zdjncia barwie® i mmunofl uor esc:
i | aminy C. Barwienia wykonano po 3 pgrogdh,magdhhy po tr
progl4 | ub scr. Skala na zdjnciach 50 ¢&m.
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