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OD REDAKCJI

Oddajemy do rak Czytelnikow drugi numer ,,Acta Mygenica” redagowany przez
Koto Naukowe Studentow Biotechnologii Mygen.

W tym numerze Autorzy artykutow kieruja naszg uwage na kilka réznych
zagadnienien z szeroko pojetej dziedziny biologii molekularnej i biotechnologii.
Wszystkich zainteresowanych potencjalem metod bioinformatycznych zachecam do
zapoznania si¢ z artykulem prezentujagcym wykorzystanie macierzy do poszukiwania
specyficznych sekwencji w obrebie promotorow. Kolejne artykuly pozwolg nam poznaé
role poszczegbdlnych genow w procesach neurogenezy, a takze zglebi¢ wiedzg 0 wirusie
HCV bedacym ciaggle powaznym problem medycznym i spotecznym. Bedziemy si¢
mogli dowiedzie¢ jak obecng wiedz¢ o mikroRNA i wirusach AAV probuje si¢
wykorzysta¢ w terapii genowej oraz o niejednoznacznej roli enzymu oksygenazy
hemowej w karcynogenezie.

Jako studenci kota naukowego mamy $wiadomo$é, ze prowadzenie badan
naukowych musi koniecznie odbywac si¢ w sposob bezwzglednie rzetelny i obiektywny.
Polecam cickawy felieton traktujagcy o fatalnych skutkach niezachowania tych
nieodtgcznych nauce regut.

Nie zabraklo podsumowan dziatan i inicjatyw podjetych przez Czlonkow Kota,
ktore publikujemy w dziale Aktualnosci.

7 pewnoscig obecny ani poprzedni numer Acta Mygenica nie powstatby, gdyby
nie zaangazowanie studentow biotechnologii nalezacych do Kota Mygen. To
zaangazowanie, naukowg pasj¢, dociekliwos¢ jak roéwniez che¢é poznawania
molekularnego $wiata w duzej mierze zawdzigczamy naszemu pierwszemu opiekunowi
i inicjatorowi powstania Kota Mygen — $p. Doktorowi Michatowi Berecie. Z wielkim
bolem przyjeliSmy jego odejscie. Dzigkujemy za wszystko czego nas nauczylt i bedziemy
sie stara¢ wykorzystac to w naszej naukowej dziatalnosci.

redaktor wydania
Krzysztof Szade
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WSPOMNIENIE DR MICHALA BERETY

30 listopada 2008 roku odszedt od nas nagle Doktor Michat Bereta - inicjator oraz
pierwszy opiekun naukowy Kota Naukowego Studentéw Biotechnologii Mygen.

Cigzko jest pisa¢ w czasie przesztym o kim$, dla kogo Zycie na najwyzszych
obrotach bylo tak naturalne, jak samo oddychanie. Doktor Michat zawsze si¢ spieszyl,
zawsze miat co$§ do zrobienia, zawsze miat glowe petna nowych pomystow. Zawsze zyt
tu i teraz i cieszy?! sig terazniejszoscia.

Byl naszym pierwszym przewodnikiem po $wiecie biologii molekularne;j.
Byt pierwszym, ktory na studiach pozwolil nam wtasnorgcznie dokonywaé ,,odkry¢”.
Byt tym, ktory pozwolil nam uwierzy¢ we wlasne sity i mozliwosci. Nauczyt nas nie
tylko podstawowych technik laboratoryjnych, ale réwniez tego, jak powinien
zachowywac si¢ naukowiec — bycia dociekliwym i bronienia wtasnych teorii. Pamigtam,
gdy raz podesztam do Niego po jednym z mygenowych seminariow i poprositam o
podanie mi nazwiska pierwszego autora publikacji, ktora wczesniej zacytowat -
rozesmial si¢ i odpowiedzial: ,,Wymyslitem ten papier!”. Gdy pdzniej poszukatam w
PubMedzie, okazato si¢, ze jednak kto$ takie dane opublikowal, cho¢ On o tym nie
wiedziat i kierowat si¢ tylko wtasng intuicja, ktora jest nieodzowng cechg prawdziwego
odkrywcy. Zawsze stawial czota stereotypom i uczyl nas niezaleznego, tworczego



Wspomnienie dr Michala Berety

mys$lenia. Czesto w dyskusjach odgrywal role ,adwokata diabla” — wyglaszat
kontrowersyjne teorie i opinie, w ktore nieckoniecznie sam wierzyl, po to tylko, aby
wywotaé nasza reakcj¢, aby zmusi¢ nas do myslenia.

Byt jednym z tych nielicznych wyktadowcow w dawnym IBMie, ktorzy nie
wytwarzali bariery pomigdzy soba a studentami. I moze wlasnie dzigki temu
kumpelskiemu podej$ciu, tej energii, ktorg emanowal w labie, byt dla nas prawdziwym
autorytetem. Wtasciwie wazniejszym byto dla nas ustysze¢ od Doktora Michata, ze "jest
si¢ dobrym w te klocki" od najlepszych ocen w indeksie.

Uczyl nas poprzez swoj przyktad i swoje do$wiadczenie. Lubit podejmowaé
wyzwania i stawia¢ wyzwania innym. Zawsze myslal nieszablonowo, nie wahat si¢
podwaza¢ autorytety. Zawsze byt soba, zawsze i w kazdej mierze byl wolnym
cztowiekiem. Na zawsze pozostanie dla nas jednym z niewielu ludzi, ktérych spotkanie
odmienito nasze losy.

I jeszcze na koniec chciatabym doda¢ kilka stow od Kota Mygen, ktére narodzito
si¢ z inicjatywy Doktora Michata. Obecni cztonkowie Kota Mygen poznali Doktora na
jubileuszowym wyjezdzie do Mszany Dolnej z okazji 10-lecia istnienia Kota i roéwniez
na nich wywarl On niezwykle wrazenie swoja bezposrednioscig i1 pasjg. Studenci
zaangazowani w dziatalno$¢ Mygenu obiecuja dotozy¢ wszelkich staran, aby pamieé o
Doktorze nie umarta oraz aby jego idee byly wcigz zywe i realizowane przez kolejne
pokolenia mtodych biotechnologow wychowywanych przez UJ.

Napisane w imieniu studentow Biotechnologii UJ, w szczegdlnosci z rocznikow
2000 i 2001, w imieniu wszystkich studentow, ktorzy mieli zaszczyt pracowac z Doktorem

Michatem Beretq, oraz w imieniu wszystkich bytych i obecnych cztonkow Kola Mygen.

zebrata llona Rafalska-Metcalf

Michat miat niebywaty gtod kreowania. Ale materia, ktdra najczgsciej w swoich
kreacjach uzywal byliSmy my — studenci. Faktem jest, ze bylo w nas mndstwo
entuzjazmu, ciekawosci i pasji, ale potrafit na niej nie tylko bazowaé, ale i ja umiejetnie
zamplifikowaé. Zapalat nas do dziatania, rozpalat w nas marzenia, ale zdecydowanie
dazyt do realizacji swoich pomystow. Mygen jak i pokdj 113 uksztalttowaly we mnie, i
mysle w wielu z nas ,kregoshup” tego, czym jest, a moze nawet czym by¢ powinna
NAUKA w tej najczystszej, nieskalanej formie. Zarazil mnie $wiadomie ideatem,
ideatem ktorego nie da si¢ wyleczy¢. A jako nosiciel, bezwzglednie rozsiewam i gloszg z
wielka dumg. Michal zyt niebywalym tempem i ono nadawalo jego zyciu smak. Bywat
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trochg niemozliwy, ale dzigki temu byt bardziej zjadliwy, bardziej po naszej, studentow
stronie. Przy nim nie czulo si¢ ze jest wyktadowca, nie wytwarzal sztucznych barier, byt
jednym z nas.

Rzucat rekawice wyzwan wprost natogowo. I nie tylko sobie, ale i ludziom, ktorzy
go otaczali. A robit to z takim naturalnym zrozumieniem potencjatu, jaki drzemie w
kazdej pojedynczej jednostce, ze potrafit wytuska¢ z cztowieka wiecej niz sam siebie
moglby posadza¢. Budowat swoj autorytet, nie przez tytularno$ci i formy oddzialywania
z ludzmi, ale przez rzeczywista wiedze, niezwykle wszechstronng wiedzg 1 niebywate
doswiadczenie. Tryskata z niego nie jakas encyklopedyczna erudycja, ale pewna,
czasami niezrozumiala, instynktowna synteza tego co w sobie zakumulowal. Michat
uwielbial wykracza¢ poza przyjete kanony. Uczyl nas najgorszych ,,przestepstw”, uczyt
jak tama¢ reguty, wychodzi¢ poza ramy. To $wiadczyto o prawdziwe;j sile, bitnos$ci, co
bylo naturalna potega jego charakteru, ale zawsze emitowat to w swoisty sposob. Trudno
nawet go opisaé, ale byl to Michatowy sposob.

Jak to napisat Oscar Wilde:

. Wszyscy lezymy w rynsztoku, ale niektorzy z nas siegajg po gwiazdy.”

Michat nie tylko po nie siggal, ale uczyl nas jak rwaé¢ gar§ciami (i nie
egoistycznie) te gwiazdy. Dzigkuj¢ c¢i Michale za to, 1 za wiele, wiele wigcej. Gdybys byt
z nami naruszylibySmy jeszcze nie jedng konstelacje i zmienili map¢ nieba
niejednokrotnie.

Adam Lasek

SEN O MICHALE

Widziatam Go siedzagcego w starodawnym, kwiecistym fotelu, ktory byt
ustawiony w przestronnym, jasnym, prawie pustym pokoju. Michat patrzyl przez
olbrzymie okna na zewnatrz (jakby podworko, a moze ogrody?), ajasnosc,
czysto$¢, ktora otaczata to miejsce, jest trudna do opisania. Na moje pytania odpowiadat
usmiechem. Byt bardzo zadowolony. Nastgpna "klatka" - to spacer aleja obrosnigta
picknymi drzewami. Widz¢ Michala przechodzacego pod olbrzymim starym debem
(chyba), tak, ze dotyka gtowa gesto ulistnionych galtezi tego drzewa i tak jak przedtem,
pickny usmiech jest odpowiedzig na moje pytanie...

Teresa Domanski



Krzysztof Krawczyk

| RAJD BIOTECHNOLOGA - SPRAWOZDANIE

Pomyst zorganizowania Rajdu Biotechnologa
narodzil si¢ dawno, nie pamigtam w czyjej glowie.
Jednak kazdy pomyst bez ludzi chcacych go
realizowac jest stworzeniem bardzo delikatnym i zle
radzi sobie na wolnosci. Podczas jesiennej ,,Mszany”
wraz z Pawlem Nowakiem postanowilismy, ze
podejmiemy si¢ zadania i rajd zorganizujemy. Wstepny
termin ustaliliSmy na koniec semestru letniego i
zabraliSmy si¢ do planowania. Aby przygotowaniom
nada¢ wigkszej pompy, postanowilisémy nawigzac
wspotprace z Samorzadem Studentow na naszym
Wydziale. Uzgodnili$my, ze rajd bgdzie miat charakter
wyjazdu integracyjno-konferencyjnego. Jako ze

mieliSmy si¢ przemieszcza¢ pieszo z miejsca na

Fot. 1 Maskotka rajdowa
autorstwa Justyny Szlechty

miejsce, zrezygnowaliSmy z prezentacji multimedialnych. W miar¢ uplywu czasu,

przygotowania wydawaly si¢ i$¢ zgodnie z planem. Mieli§my fundusze, zarezerwowane

noclegi i transport, koszulki z radosnym logiem, prelegentow i liste uczestnikow. Nie

obylo si¢ jednak bez mrozacych krew w zylach niespodzianek. Zostalty one jednak

przezwycigzone dzigki pomocy Dziekana WBBiB. Nie byly to jednak, jak si¢ okazato,

niespodzianki ostatnie...

Fot. 2 ,No to ruszamy...”
(fot. Jarostaw Surkont)
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Figla postanowita sptata¢ nam
pogoda.  Niefortunnym  zbiegiem
okolicznosci w mnoc poprzedzajaca
nasz wyjazd nad Malopolska
przetoczyty si¢ ulewy. Przestraszyty
one kilku uczestnikow, ktorzy nie
pojawili si¢ na punkcie zbiorki. Gdy
spotkaliSmy si¢ rano na dworcu,
okazato sig, ze pociag, ktory miat nas
zawiez¢ do Rytra zostal odwotany.
Nie zrazito nas to i postanowiliSmy

dotrze¢ na miejsce autobusem.



Krzysztof Krawczyk

Przeciez byle powddz nas nie zatrzyma... Rado$¢ opuscila nas jeszcze na chwilg, gdy
okazato sie, ze przez droge do Nowego Sacza przelewa si¢ woda. Na szczescie autobus
powoli przesuwatl si¢ do przodu, brodzac az po luki bagazowe. Koto potudnia dotarlismy
w rejon startu i ruszyliémy na szlak. Pozostalo jeszcze tylko znalez¢ przejezdny most, ale
i z tym sobie poradzilismy. Po kilku godzinach dotarliSmy wreszcie do Chaty Gorskiej
,Cyrla”. Pelni wrazen, zasiedliSmy przy ognisku, aby cieszy¢ si¢ z pokonanych
przeszkod oraz wyrazaé spontaniczng, niczym niespowodowang radosc.

Dzien drugi Rajdu rozpoczat
si¢ od prelekcji Pawla Nowaka na
temat geografii oraz  przyrody
Beskidu Sadeckiego. Po prezentacji,
okoto godziny dziesiatej
wyruszyli$my na kilkugodzinng trase:
poprzez  Halge  Labowska do
schroniska Wierchomla. Droga mijata

w sielankowej atmosferze,
Fot. 3 Chodzenie po gorach wzmaga apetyt zwlaszcza, ze pogoda juz
(fot. Krzysztof Krawczyk) dopisywata. Tempo bylo

umiarkowane, dlatego wielu korzystalo z okazji do zrobienia zdjecia. Poznym
popotudniem dotarliSmy do schroniska. Czym predzej przystapiliSmy do czesci
konferencyjnej. Sesje otworzyt dr Benedykt Wladyka, ktory opowiedzial historie
pionierskiej pracy o badaniu dzialania miejsc wigzacych substrat w enzymach
proteolitycznych. Nastepnie Krzysztof Krawczyk wygtosit prezentacje pt.: ,,Gdzie sig
podziata wspodlczesna eugenika, czyli jak staC si¢ lepszym czlowiekiem”, w ktorej
podsumowat wspolczesne i przyszte metody
ulepszania ciala ludzkiego. Kolejnym
prelegentem byt Jarostaw  Surkont.
Poprowadzit on dyskusje nt.
oprogramowania open  source. Panel
zakonczyt Sebastian Pintscher.
Opowiedzial, w jaki sposéb literatura

science-fiction  wplywala na  rozwdj

prawdziwej nauki, stanowigc dlan inspiracje.
Dzien zakonczyl sie ogniskiem, na ktorym Fot. 4 Bo czasem trzeba zwolni€... ;)

. . fot. Krzysztof Krawczyk).
jednym z wielu dyskutowanych tematow ( Y YK
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| Rajd Biotechnologa

byta definicja obrotu wokét wlasnej osi na przyktadzie ciat niebieskich.
W niedzielg grupa rajdowa udata si¢ do Krynicy, skad kazdy powrocit do miejsca
zamieszkania. | Rajd Biotechnologa oficjalnie dobiegt konca.

-~ ‘. ",'. : ¥ & ) 1
Fot. 5 Uczestnicy | Rajdu Biotechnologa (fot. Krzysztof Krawczyk)
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tukasz Skalniak

DRUGA NIEMIECKO-POLSKA KONFERENCJA NAUKOWA
,GERMAN/POLISH LIFESCIENCE MEETING”
KRAKOW, MARZEC 2009

W dniach 24 — 28 marca 2009 na terenie Il Kampusu 600 lecia Odnowienia
Uniwersytetu Jagiellonskiego odbyta si¢ druga edycja niemiecko-polskiej studenckiej
konferencji naukowej GPLSM. W konferencji tej, dotyczacej zagadnien biologii
molekularnej, wzig¢li udzial studenci trzech uczelni wyzszych: Technicznego
Uniwersytetu w Monachium, Akademii Medycznej w Poznaniu oraz Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie. Gléwnym celem przy$wiecajagcym organizatorom
konferencji bylo umozliwienie miodym, poczatkujacym naukowcom - studentom
studiow magisterskich, nabrania do§wiadczenia w prezentacji wynikoéw naukowych oraz
podejmowania $wiatlej dyskusji celem obrony wtasnego punktu widzenia lub poznania
opinii innych uczestnikéw debat naukowych.

Podczas pigciu dni trwania konferencji kazdy z jej uczestnikow mial okazje
wygloszenia swego wystapienia w jezyku angielskim. Najlepsze prezentacje, wybrane
przez uczestnikow Konferencji, zostaly wyrdznione, a jej autorom przekazane zostaty
nagrody rzeczowe w postaci ksiazek ,,Medical Biotechnology” wydawnictwa Elsevier
oraz akcesoriow komputerowych. Poziom oraz gorliwo$¢ dyskusji naukowych, jakie
nawigzywaty si¢ po kazdym wystgpieniu, przerosta oczekiwania organizatorow
spotkania. Dyskusje te $wiadcza niewatpliwie o wysokim zainteresowaniu mtodych,
rozpoczynajacych swa kariere naukowcow problemami natury naukowej oraz potrzebie
dyskusji z rowiesnikami, spogladajacymi nierzadko na te problemy z innej perspektywy.
Niematym wzbogaceniem programu naukowego konferencji staly si¢ wyklady
zaproszonych gosci w osobie dr hab. Alicji J6zkowicz oraz dr hab. Jerzego Dobruckiego,

Fot 1. Podczas prelekcji

12 Aktualnosci



Konferencja ,,German/Polish LifeScience Meeting”

ktorzy przyblizyli uczestnikom konferencji odpowiednio sposoby wykorzystania
wektorow wirusowych w terapii genowej oraz poprawy jakosci obrazéw mikroskopii
fluorescencyjnej z wykorzystaniem metod dekonwolucji.

Drugim bardzo waznym elementem organizacji imprezy bylo zapoznanie
uczestnikow Konferencji z lokalng kulturg oraz historig miasta Krakowa poprzez
organizacj¢ zwiedzania centrum miasta, wraz z jego najlepiej rozpoznawanymi
obiektami: Wawelem, Katedra Wawelska, Kosciotem Mariackim oraz Sukiennicami. W
trakcie zwiedzania uczestnicy skorzystali z ustug wykwalifikowanego przewodnika
anglojezycznego. Uzupelnieniem poznawania urokow Krakowa staly si¢ wspolne
wieczory integracyjne, rozpoczynane kolacja konsumowang w krakowskich
restauracjach i kontynuowane az do pdznego wieczora na delektowaniu si¢
niepowtarzalng akademicka atmosferg nocnego centrum miasta.

Potgczenie wartosci  naukowych oraz kulturalno-rozrywkowych, jakich
zorganizowana Konferencja GPLSM niewatpliwie dostarczyta uczestnikom, sprawito, ze
w oczach zaré6wno uczestnikow, jak 1 organizatoréw impreza ta okazata si¢ by¢
niezwykle udana. Waga Konferencji GPLSM wzrasta tym bardziej, ze obecnie niewiele

jest tego typu spotkan, w ktorych to mtodzi naukowcy sa w centrum uwagi i maja

mozliwo$¢ zabrania glosu i prezentacji swoich pierwszych wynikow pracy naukowej w

(|2t

Fot. 2 Uczestnicy konferencji
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Lukasz Skalniak

jezyku angielskim. Bardzo czesto zdarza si¢ ponadto, ze wysokie koszty uniemozliwiaja
uczestnictwo w konferencjach miodym naukowcom. Dlatego tez, w przypadku
konferencji GPLSM organizatorzy dotozyli wszelkich staran, aby udziat w niej byt
bezptatny. Dzigki zaangazowaniu sponsoréw udalo sie pokry¢ wszelkie koszta zwigzane
m.in. z transportem, noclegami czy wyzywieniem uczestnikow, co w znacznym stopniu
zréwnalo szanse uczestnictwa kazdego studenta zainteresowanego tematyka biologii
molekularnej.

Zainteresowanie inicjatywami typu GPLSM oraz rzetelno$¢ przygotowania
wystapien naukowych §wiadcza o potrzebie organizacji studenckich spotkan naukowych.
Spotkania te sa niepowtarzalng okazja na zdobycie nowych doswiadczen oraz
nawigzanie kontaktow naukowo-towarzyskich, co niewatpliwie moze zaowocowaé
podniesieniem jako$ci wystapien i kwalifikacji przyszlych pracownikéow naukowych.
Ufamy, ze idea organizacji konferencji GPLSM nie przeminie, lecz begdzie
kontynuowana i rozwijana w kolejnych latach i w kolejnych edycjach.

Organizatorzy drugiej edycji GPLSM

Lukasz Skalniak
Michatl Rysz

14 Aktualnosci



¥ ukasz Skalniak
NAUKA CZY FIKCJA? OSZUSTWA W NAUCE

,,Jestem gleboko przekonany, ze rozwdj nauki stuzy przede wszystkim zaspokojeniu
tesknoty za czystq wiedzq.”
[Albert Einstein]

Ciekawo$¢ od wiekow jest sila sprawcza postepu. W $wiecie zwierzat jest ona
motorem zachowan eksploracyjnych, ktore przekladaja si¢ na zbior doswiadczen
zwickszajacych szans¢ na przetrwanie. Ciekawos$¢ towarzyszaca czlowiekowi dala
natomiast takze poczatek rozwojowi Nauki. Nauki czystej, bezinteresownej. Nauki, ktora
»prowadzi nas do zrozumienia tego, jaki jest Swiat, a nie tego, jaki chcieliby$my, by byl”
[Carl Sagan]. Czy ten pierwotny obraz nauki wciaz pozostaje aktualny?

W czerwcu 2005 roku $wiat obiegla informacja, ktéra miata zmieni¢ oblicze
medycyny. Znany koreanski genetyk, jeden z pionieréw klonowania somatycznego
ogtosil na tamach czasopisma Science wyprowadzenie 11 linii komérek macierzystych
dostosowanych genetycznie do pacjentow, z ktorych pobrano materiat do ich uzyskania.
Jak nietrudno sobie wyobrazi¢ prasa szybko podchwycita temat i zapanowato ogdlne
przekonanie, ze oto stoimy u progu ery, w ktorej schorzenia takie jak cukrzyca czy
choroba Parkinsona odejda w zapomnienie za sprawa terapii z zastosowaniem komorek
macierzystych. Koreanski profesor niesiony na skrzydtach opublikowanego wysoko
sukcesu szybko otworzyt pierwszy na $wiecie bank komoérek macierzystych. Sukces ten
nie dotrwatl jednak nawet do konca roku. W grudniu 2005 za sprawa jednego z bliskich
wspotpracownikow profesora wyszto na jaw, ze 9 sposrod 11 linii nigdy nawet nie
istnialo. Co wigcej wkrotce autentyczno$¢ takze i dwoch pozostalych linii zostala
podwazona, gdyz linie te nie wykazywaly cech komoérek macierzystych i szybko
obumarty. Okryty niedawno stawg profesor, potepiony teraz przez srodowisko naukowe i
opini¢ publiczng stangt przed komisja rzadowa, ktéra stwierdzita jednoznacznie, ze nie
moze by¢ mowy o technicznej omytce, lecz wszystko wskazuje na to, ze wyniki badan
zostaly ,,rozmyslnie sfabrykowane”. Profesor wkrotce przyznat si¢ do zarzucanego mu
czynu. Artykul w Science zostal wycofany, podobnie jak wczesniejszy artykul tego
autora.

Historia wydaje si¢ by¢ nieprawdopodobna. Jak moglo dojs¢ do tak duzego

oszustwa? Natychmiast nasuwajg si¢ kolejne pytania: czy jest to przypadek
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odosobniony? Jak czgste w srodowisku naukowym jest fabrykowanie wynikéow i czy
obecny system oceny wynikow badan wysytanych do publikacji dobrze radzi sobie z ich
weryfikacja? Czy informacje opublikowane sg informacjami pewnymi?

Niestety, przyktadow spektakularnych oszustw odnotowano znacznie wigce;.
Wspomnie¢ mozna cho¢by przypadek norweskiego doktora, ktory w prestizowym
czasopismie Lancet dowodzil, ze zazywanie lekow przeciwzapalnych podwyzsza ryzyko
zapadnigcia na nowotwér wargi, jednocze$nie zmniejszajac ryzyko chordb uktadu
krazenia. Badania przeprowadzone zostaly na 908 pacjentach, z ktorych... zaden nie
istniat w rzeczywistosci. Skrzetnie uknuta mistyfikacja wyszta na jaw tylko dlatego, ze
dla 250 ,,pacjentow” naukowiec wymyslit t¢ samg datg urodzin.

W 2001 roku niemiecki fizyk oglosit na tamach Nature, ze skonstruowat
organiczny tranzystor w skali molekularnej. Bylby to prawdziwy krok milowy ku
elektronice organicznej i komputerom o potgznej mocy obliczeniowej. W 2001 roku
fizyk ten byt indeksowany jako wspotautor jednej pracy tygodniowo. W swej
dziatalno$ci naukowej byt on jednak na tyle ,,niedbaty”, ze wykorzystat ten sam zestaw
danych jako wynik kilku roéznych eksperymentéw publikowanych w réznych
czasopismach. W toku postgpowania okazalo si¢, ze wiele danych opublikowanych w
Nature oraz innych periodykach naukowych byty calkowicie zmys$lone. W rezultacie z
samego tylko Nature oraz Science wycofanych zostato az 15 artykulow nieuczciwego
naukowca.

Znacznie wczesniej, w 1912 roku, pewien Brytyjczyk zaprezentowal Swiatowi
naukowemu czaszke wspolczesnego czlowieka z dostawiong zuchwa orangutana i
przedstawit jako pozostato$¢ po praczitowieku zamieszkujacym niegdy$ tereny Anglii.
Niedtugo pdzniej odnaleziono w Afryce prawdziwe szczatki naszych przodkéw, jednak
jeszcze do potowy XX wieku wielu ludziom tatwiej bylo uwierzy¢ w angielskiego
czlowieka z Piltdown, jak nazwano to oszukancze odkrycie, niz w afrykanskie korzenie
ludzkiej cywilizacji.

Przyktady te moga wydawac si¢ szokujgce, bulwersujace, czasem moze nieco
zabawne. Ale jesli si¢ nad tym glebiej zastanowic, przede wszystkim wydaja si¢ bardzo
odlegle, jak odlegle wydaja si¢ nieszczeScia gdy dotykaja odleglych nam zakatkow
$wiata. W rzeczywisto$ci jednak rozmiary problemu publikowania sfabrykowanych
wynikoéw badan sg zdecydowanie wigksze niz nam si¢ to wydaje, a jednoczesnie trudne
lub nawet niemozliwe do oszacowania.

ORI, jedna z amerykanskich agencji rzadowych przeprowadzita analizg, w ktorej

poprosita ponad 2200 naukowcoéw o zglaszanie (bez ponoszenia konsekwencji) oszustw
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naukowych, zaobserwowanych w ich najblizszym otoczeniu. Wyniki tej analizy,
opublikowane w 2008 roku w Nature wskazuja, ze kazdego roku co najmniej 3%
naukowcow dopuszcza si¢ falszowania swoich wynikow. Autorzy sugeruja, ze w
zwiazku z wieloma ograniczeniami stosowanej przez nich metody dane te moga by¢
znacznie zanizone.

Wsrod najczesciej wymienianych, zauwazonych oszustw znalazty si¢ takie
manipulacje danymi, jak:

- ,podrasowywanie” wynikoéw, czyli zmiana uzyskanych wartosci tak, aby

otrzyma¢ mniejsze odchylenia, wyniki bardziej istotne statystycznie.

- zmys$lanie danych

- przedstawianie zestawu danych jako wyniku réznych eksperymentow

(np. opisywanie immunoblotow w sposob niezgodny z prawda)

- bezpodstawne odrzucanie wynikow, ktore nie pasuja lub odbiegaja od reszty

- niedozwolona manipulacja zdje¢ (mikroskopowych, blotéw itp.) z uzyciem

oprogramowania graficznego.

Niestety nie sposob jest oceni¢ w jak wielu opublikowanych pracach dopuszczono
si¢ choéby jednego z falszerstw. Dlatego nalezy zawsze mie¢ oczy otwarte i krytycznie
spoglada¢ na to, co czytamy w publikacjach. Nie chodzi oczywiscie o to, by podwazaé
kazdy wynik. Idealnie jest jednak podpiera¢ si¢ zawsze doniesieniami kilku niezaleznych
grup naukowych i drazy¢ temat, bo pomimo, ze pojedyncze doniesienia mogg zawierac¢
btedne dane, czgsto, zgodnie z zasada samooczyszczania si¢ nauki, ogdlny wizerunek
zagadnienia jest poprawny i, miejmy nadziej¢, zintegrowanie wynikow dostarczonych
przez rézne zrddta pozwala nam zmierza¢ do poznania prawdy.

Co stalo si¢ zatem z Nauka czysta 1 bezinteresowna? Dlaczego coraz czegsciej
odchodzi ona od dawnych idealow? Niestety w dzisiejszych czasach zaspokajanie
tesknoty za czystg wiedzg nie jest juz sitag napedowsg pracy naukowej. Zastgpiona zostata
ona innymi pragnieniami: pragnieniem slawy, kariery, cigglosci finansowej. Site
napedowsg dzisiejszej nauki przedstawi¢ mozna jako samonapedzajace si¢ koto.
Naukowiec dostaje kredyt zaufania: grant, pieniadze na badania, ktore jednak ostatecznie
trzeba rozliczy¢. Najlepsza kartg przetargowa w rozliczeniu grantu sg publikacje, a dobre
rozliczenie grantu i dobre publikacje sa gwarancja otrzymania kolejnego kredytu
zaufania w postaci dalszych dotacji. Zasadniczo im wyzej wyniki sg publikowane, tym
wigksza szansa na srodki finansowe. W zdrowym $wiecie, jak w firmie, taki system
motywacyjny sprawialby, ze jako$¢ publikowanych wynikow bylaby coraz wyzsza tak,
aby sprosta¢ restrykcyjnym kryteriom przyjmowania publikacji przez renomowane
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czasopisma. Cztowiek jednak lubi chodzi¢ na skroty i czasem woli z premedytacja
przymkna¢ oko na to, pod czym sie podpisuje, niz utraci¢ szans¢ na odniesienie sukcesu.

Analizy oszustw naukowych wskazuja, ze jedna z podstawowych przyczyn, dla
ktérych naukowcy decyduja sie¢ publikowa¢ watpliwe lub zmy$lone dane jest
przekonanie, ze teoria przez nich wymyslona jest teorig prawdziwa. W zwigzku z tym
fabrykowane wyniki w ich oczach sa wynikami, jakie, jak sami wierza, otrzymali by,
gdyby faktycznie przeprowadzili opisywany eksperyment. Pokora i zdystansowanie si¢
do subiektywnych opinii coraz czeSciej przegrywaja z zuchwalo$cig. Zjawisko to
potegowane jest dodatkowo przez najrozniejsze presje: presje terminu, zwierzchnika czy
systemu. Wszystko to prowadzi do degradacji autorytetu nauki.

To my, Czytelniku, tworzymy nauke. Nawet jesli jeszcze nie teraz, w przysztosci
w naszych rekach znajdzie si¢ odpowiedzialno$¢ za to jaka ona bedzie. Czy bedzie ona
naukg rzetelng? Czy moze bgdzie tylko narzgdziem do pozyskania innych celow: stawy,
tytulow, pieniedzy na dalsze badania? Czasem powody dla ktorych ludzie decyduja si¢
na oszustwo sg duzo bardziej btahe: bo chce mie¢ tadng pracg magisterska, bo i tak
konczymy z tym tematem, bo trzeba rozliczy¢ grant, bo i tak nikt na $wiecie tego nie
sprawdzi, bo chcg pokazaé, ze jednak co$ potrafie, bo szef lubi tadne wyniki... Niestety
wielu z nas prawdopodobnie predzej czy poOzniej stanie w obliczu koniecznos$ci
dokonania wyboru — czy ulec pokusie, czy pozostaé wiernym niepisanemu kodeksowi
naukowca?

., Wiedza daje pokore wielkiemu, dziwi przecietnego, nadyma matego”

[Lew Totstoj].

Wielkosci — tego zycze Tobie, Czytelniku.
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WYKORZYSTANIE MACIERZY PSSM W POSZUKIWANIU
SEKWENCJI ODPOWIADAJACYCH NA WEGLOWODANY (CHRE)

Streszczenie

Organizmy w czasie ewolucji wyksztatcity wiele mechanizméw pozwalajacych
reagowac na zmienne warunki srodowiskowe. Jednym z najwazniejszych elementdéw jest
przestawienie organizmu z jednego pokarmu na inny, np. w czasie gtodu cukrowego
organizm zmienia metabolizm i korzysta z tkanki thuszczowej. Przystosowanie takie jest
uzasadnione z ewolucyjnego punktu widzenia, gdyz w ten sposdb organizm nie marnuje
energii na wytwarzanie zbednych enzymow. Najwazniejszym sktadnikiem odzywczym
jest glukoza. Organizmy musiaty wigc wyksztalci¢ ztozone mechanizmy do reagowania
na zmiany jej stezenia. W promotorach genéw zwigzanych z metabolizmem cukréw, (np.
glikoliza czy lipogeneza), mozna odnalez¢ charakterystyczng sekwencj¢ ztozong z
dwoch motywow E-box odseparowanych od siebie pigcioma dowolnymi nukleotydami
tzw. element odpowiadajacy na weglowodany (ChRE). Taka sekwencja nukleotydowa
wigze dwa czynniki transkrypcyjne: biatko wigzace element odpowiadajacy na
weglowodany (ChREBP) oraz jako negatywny modulator, biatko X podobne do biatka
Max (MIx). Calos¢ tworzy Sciezke reagujaca na glukoze bez udziatu insuliny.

Celem tej pracy bylo napisanie programu, ktory umozliwialby poszukiwanie
sekwencji ChRE w promotorach réznych genéw. Jako przyktadowe wybrano promotory
trzech genow: fruktokinazy, receptora interleukiny 6 oraz czynnika wzrostu
fibroblastow 21. Geny te wybrano, gdyz sg one prawdopodobnie stymulowane przez
glukoze (na podstawie [8]). Aby osiagna¢ wyznaczony cel, z loga sekwencyjnego ChRE
przygotowano pozycyjnie zréoznicowang macierz warto$ciujaca (PSSM). Po uzyskaniu
macierzy, pobrano promotory wyzej wymienionych genow z nukleotydowej bazy
danych. Nastepnie napisano program, ktory jako dane wejSciowe pobierat macierz PSSM
oraz sekwencje nukleotydowg i szukal w niej sekwencji ChRE. Tym sposobem wykryto
w promotorze genu fruktokinazy kilka sekwencji, ktore potencjalnie mogg wigzaé
ChREBP.
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1. Wstep

Regulacja ekspresji genéw regulowana przez sktadniki pozywienia jest waznym
przystosowaniem umozliwiajgcym przetrwanie przy nieregularnym dostarczaniu
sktadnikow odzywczych. Przystosowanie to istnieje u wigkszosci organizmow od
drozdzy do ssakéw. Przyktadem mechanizméw regulatorowych, wyksztalconych przez
organizmy aby poradzi¢ sobie z ze zmianami ilosci sktadnikow odzywczych, jest
odpowiedz na glukoze [16]. U ssakow odpowiedz ta jest bardzo zlozona. W komoérkach
beta trzustki glukoza jest nadrzednym regulatorem syntezy i wydzielania insuliny. W
watrobie, (ktora jest gldownym narzadem umozliwiajacym przeksztatcanie nadmiarowych
sktadnikow pozywienia, np. cukréw w triglicerydy), w obecnos$ci insuliny, indukuje
ekspresje genow kodujacych transportery glukozy oraz enzymy uczestniczace w gliko- i
lipogenezie np. kinaz¢ pirogronianowa (L-PK), karboksylaze acetylo-CoA (ACC) i
syntaze kwasoéw tluszczowych oraz hamuje synteze enzymow uczestniczacych w
glukoneogenezie. Wykazano, ze insulina (jak rowniez glukagon), nie jest niezbedna.
Same sktadniki pozywienia 0odgrywaja wazng rol¢ w transkrypcji genow niezaleznie od
tych hormonéw, np. ekspresja genu L-PK jest, w kulturach hepatocytoéw wykazujgcych
ekspresje glukokinazy, stymulowana przez glukoze pod nieobecno$¢ insuliny.

Mechanizm, za pomocg ktorego nadmiar sktadnikéw odzywczych generuje sygnat
indukujacy transkrypcje genéw lipogenezy, nie jest do konca znany. Badania wykazaty,
ze wiele sposrod tych gendw posiada wewnatrz promotoréow sekwencje ChRE (ang.
carbohydrate responsive element, element odpowiadajacy na weglowodany), ktory
umozliwia bezposredniag odpowiedz na glukozg. Sekwencje te zostaly uzyte do
scharakteryzowania bialek, ktore posrednicza w odpowiedzi na zwigkszone stezenie

cukrow.

1.1. Element odpowiadajacy na weglowodany

Element odpowiadajacy na weglowodany jest elementem cis-regulatolowym
promotorow genow indukowanych przez glukoze [9]. Sekwencje DNA, ktore
odpowiadaja za wigzanie czynnika transkrypcyjnego w odpowiedzi na glukoze
zidentyfikowano i doktadnie opisano w kilku genach m.in. w L-PK, ACC i S14. Sktada
si¢ ona z dwoch motywow E-box (CACGTG) odseparowanych od siebie pigcioma
dowolnymi nukleotydami [1, 10, 11, 13, 15,]. Odstep ten wydaje sie by¢ waznym
elementem [13]. Mutacja powodujgca wstawienie széstego nukleotydu oddzielajacego
silnie zaburza odpowiedz na glukoze [6], natomiast delecja nukleotydu powoduje
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catkowity brak odpowiedzi. Sekwencja ChRE shuzy jako miejsce wigzania dla dwoch
czynnikow transkrypcyjnych: ChREBP oraz MIx (patrz 1.2) [3]. W pracy
»ChREBP*MIx is the principal mediator of glucose-induced gene expression in the
liver” Ma, Robinson, and Towle [8] wygenerowali sekwencj¢ konsensusowa ChRE
wykorzystujac ~ wszystkie  znane  sekwencje ChRE. Sekwencja ta to:
CAYGNG(N5)CNCRTG, gdzie: Y to pirymidyna, R to puryna, a N to dowolny
nukleotyd. Sekwencja taka sktada si¢c z dwoch motywéw E-box odseparowanych od
siebie pigcioma dowolnymi nukleotydami. Pozycja piata pierwszego E-boksa oraz druga
drugiego nie s3 niezbedne do wigzania czynnika transkrypcyjnego. Pirymidyna w
trzeciej pozycji wydaje si¢ by¢ kluczowa, gdyz sekwencja majaca w tej pozycji G (np. w
genie GPHD), a reszt¢ elementéw majaca zgodnych, nie jest zdolna do odpowiedzi na
glukoze [8].

Rysunek 1.1 Logo sekwencyjne
reprezentugce sekwencje
konsensusowa ChRE. Logo
pochodzi z pracy “ChREBP*MIx is
the principal mediator of glucose-
induced gene expression in the
liver” Ma, Robinson, and Towle
[8]. Autorzy aby wygenerowac logo
uzyli siedem poznanych dotychczas
sekwencji ChRE pocho-dzacych z
gendow szczura (PK, S14, ACC,
~ FAS, GOS4, GLUT4) oraz
T3
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logo uzyto narzedzia WebLogo

dostepnego na stronie www.weblogo.berkeley.edu. Litery utozone sa jedna na drugiej w tzw. stos,
ktérego wysokos¢ nie moze przekroczy¢ 2 bitow. Wysokos¢ litery w stosie informuje o wzgled-
nej czestotliwos$ci wystepowania danego nukleotydu na danej pozycji natomiast wysoko$¢ stosu
informuje o zawarto$ci informacji na pozycji (konserwatywnosci) [12].
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1.2. Bialko wigzace element odpowiadajacy na weglowodany

Bialko ChREBP (ang. carbohydrate response element binding protein), znane
takze jako: WBSCR14 oraz MonodoB [4], jest czynnikiem transkrypcyjnym wigzacym
sekwencje nukleotydowe odpowiedzialne za odpowiedz na glukoze (ChRE) [17]. Jest to
duze biatko (864 aminokwasy), ktore w swojej strukturze zawiera kilka domen,
wlaczajac w to sygnat lokalizacji jadrowej (NLS) blisko N-konca, domeny bogate w
proling, domen¢ helisa-petla-helisa z zamkiem leucynowym (ang. basic helix-loop-
helix/leucine zipper, bHLH/LZ) oraz domene podobng do zamka leucynowego. Myszy z
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delecja obydwu alleli ChREBP nie toleruja glukozy, sa oporne na insuling oraz maja
zmniejszony poziom glikolizy i lipogenezy [5].

w hepatocytach poziom ChREBP jest regulowany przez
fosforylacje/defosforylacje tego biatka [7]. Przy niskich stezeniach glukozy ChREBP
wystepuje w nicaktywnej, fosforylowanej formie w cytozolu. Ten czynnik
transkrypcyjny posiada dwa gléwne miejsca fosforylacji dla kinazy A: pierwsze blisko
miejsca sygnalizacji jadrowej (Ser196) oraz drugie blisko miejsca wigzacego DNA
(Thr666). Defosforylacja Ser196 skutkuje przemieszczeniem ChREBP z cytoplazmy do
jadra komorkowego, podczas gdy defosforylacja Thr666 umozliwia mu wigzanie DNA.
Istniejg jednak badania [3], ktore zmieniaja nieco ten obraz i kwestionujg niektore
poglady na temat fosforylacji i defosforylacji ChRBP, np. pokazuja, ze nie tylko wysokie
stezenie glukozy powoduje przemieszczenie si¢ biatka do jadra, ale takze niskie. Kinaza
aktywowana AMP (AMPK) takze reguluje ChREBP. Fosforyluje ona Ser568,

Rysunek 1.2 Model regionu bHLH/LZ dwoch heterodimeréw ChREBP-MIx wigzacych ChRE.
Rysunek pochodzi z pracy ,,A critical role for the loop region of the basic helix-loop-
helix/leucine zipper protein MIx in DNA binding and glucose-regulated transcription” Ma et al.
[9]. Autorzy wygenerowali go uzywajac techniki minimalizacji energii oraz dynamiki
molekularnej na strukturach uzyskanych z modelowania homologicznego. Helikalne regiony
MIx oraz ChREBP s3 oznaczone odpowiednio na czerwono i z6tto, natomiast sekwencje E-box
i sekwencje flankujace odpowiednio na niebiesko i czarno. Reszty aminokwasowe istotne dla
wigzania si¢ ChREBP zostaly oznaczone na fioletowo: F164, 1166 oraz K170
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co powoduje zmniejszenie zdolnosci do wigzania DNA [2].

Biatko X podobne do Max (ang. Max-like protein X, MIx) jest funkcjonalnym
partnerem ChREBP w regulowaniu glukozo-zalezych genéw w hepatocytach [14]. Oba
te biatka sg potrzebne do pelnej odpowiedzi na glukoze (Rysunek 1.2). Dominujaca w
watrobie forma negatywna MIx powoduje zahamowanie odpowiedzi na glukoze duzej
liczby genow zwigzanych z lipogeneza, wiaczajac w to PK, ACC, S14 oraz FAS [8].
Zahamowanie to jest odwracane przez nadekspresjc ChREBP (powstaje wtedy wigcej
dimeréw ChREBP*ChREBP, ktore indukuja ekspresje gendw).

2. Materialy i metody

2.1. Pozycyjnie zréznicowana macierz wartosciujaca

Glownym celem pracy byto przeszukanie sekwencji promotorowych kilku
dowolnych gendéw w celu okreslenia czy moga one by¢ regulowane przez glukoze.
Bardzo dobrym sposobem przeszukiwania sekwencji, w celu odnalezienia miejsca
wigzania jakiego$§ czynnika transkrypcyjnego, jest wykorzystanie pozycyjnie
zroznicowanej macierzy wartosciujacej (ang. position specific scoring matrix, PSSM).
Macierz taka sktada si¢ z czterech wierszy reprezentujacych cztery nukleotydy (A, C, T,
G) oraz dowolnej ilosci kolumn reprezentujacych kolejne miejsca sekwencji. Kazde
miejsce opisane jest prawdopodobienstwem wystapienia danego nukleotydu na
konkretnej pozycji w motywie (z czego wynika, ze wartoSci w poszczegolnych
kolumnach muszg sumowac¢ si¢ do jednosci). Przyktadowa macierz PSSM przedstawia
tabela 2.1.

0.50 0.00 0.25 0.50 0.75
0.25 0.00 0.25 0.00 0.00
0.25 0.00 0.25 0.00 0.25
0.00 1.00 0.25 0.50 0.00

QIO >

Tabela 2.1 Przyktadowa macierz PSSM. Przygladajac si¢ jej mozna zauwazy¢, ze na pozycji
drugiej mozliwy jest tylko jeden nukleotyd (G), na pozycji trzeciej moze wystapi¢ dowolny,
natomiast na czwartej mozliwa jest tylko puryna (A Iub G)

Acta Mygenica 2010 nr 2 23



Rafal Gumienny

2.2. Generowanie macierzy PSSM dla ChRE

Aby wygenerowaé pozycyjnie zrdéznicowang macierz wartosciujaca dla ChRE
wykorzystano logo sekwencyjne ChRE umieszczone w pracy Ma, Sham, Walters, and
Towle [9]. Logo skopiowano do programu stuzacego do edycji grafiki Gimp i zmierzono
(w pikselach) wysoko$ci poszczegdlnych stoséw oraz nukleotydéw. Wartosci uzyskane
znormalizowano (tak aby suma w kolumnie wynosita 1) i umieszczono w pliku
chre.pfm. Macierz musi by¢ ulozona zgodnie ze wzorem: w kolejnych wierszach
umieszczone sg prawdopodobienstwa nukleotydow kolejno A, C, T, G. W innym
przypadku wynik nie bedzie odpowiadat prawdzie.

2.3. Program MatrixSearch

W jezyku Python napisano program MatrixSearch, ktory pobiera macierz PSSM z
pliku o rozszerzeniu *.pfm i poszukuje w zadanej sekwencji motywu wigzacego czynnik.

2.3.1 Wczytanie macierzy i jej obrobka wewnatrz programu

Uzywanie surowej macierzy bezposrednio po wczytaniu jest niewygodne, gdyz
prawdopodobienstwa na poszczegélnych pozycjach si¢ nie dodajg lecz mnoza. Wynika
to stad, ze na kazdej pozycji w sekwencji nukleotydy wystepuja niezaleznie od siebie. Co
wiecej, wynik musi by¢ przedstawiony w zrozumialej postaci, tzn. trzeba ustali¢ sposob

punktacji pozycji. Te dwa zadania mozna zrealizowa¢ jednoczesnie.

2.3.2. Przeszukiwanie sekwencji i zwracany wynik

Program ustala tzw. okno przeszukiwania. Jest to krotki odcinek nukleotydowy,
ustalany na podstawie dlugosci sekwencji konsensusowej, pobierany z sekwencji
glownej. Po pobraniu okna program sprawdza kazdy kolejny nukleotyd w oknie i
porownuje do konkretnej pozycji macierzy. Wynik czastkowy zapisuje, a nastepnie
sumuje rezultat. Program sprawdza takze ilo$¢ wystapien nukleotydow rdéznych od
sekwencji konsensusowej. Nastgpnie zapisuje pozycje koncowsg i poczatkowa okna
(wzglgdem poczatku sekwencji), sekwencje okna, rezultat punktowy oraz liczbe
r6znigcych go nukleotydow od konsensusu i zapisuje wszystko do pliku Na koncu okno

jest przesuwane o jeden nukleotyd dalej i caly cykl si¢ powtarza.
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2.4. Promotory uzyte do przeszukiwania

Z pracy ,,A critical role for the loop region of the basic helix-loop-helix/leucine
zipper protein MIx in DNA binding and glucose-regulated transcription” Ma et al. [9]
wybrano trzy nastgpujace geny indukowane przez glukoze i hamowane przez MIx:
receptor interleukiny 6 (IL-6R), czynnik wzrostu fibrioblastow 21 (FGF-21) oraz
fruktokinazg. Na stronie NCBI odszukano sekwencje szczurze (gdyz logo sekwencyjne
zostato ztozone w wiekszo$ci z sekwencji ChRE pochodzacych ze szczura) tych gendow i
wycieto z nich promotory o dlugosci 10 kpz. Nastepnie przeszukano promotory za

pomoca programu MatrixSearch.

3. Wyniki i dyskusja

Po przeszukaniu sekwencji ustalono, ze tylko promotor fruktokinazy posiada
sekwencje w pelni zgodne z sekwencja konsensusowa ChRE. Wynik taki byt do
przewidzenia, gdyz fruktokinaza jest enzymem uczestniczacym w glikolizie, przez co
jest pozadane, aby byta regulowana przez cukry. Najlepszy wynik punktowy uzyskany w
tym promotorze to 10,98 dla sekwencji GGCGAGGCTGAGCCGTG. Najwyzszy wynik
mozliwy do uzyskania to 17,5, a najmniejszy to -3300. Mozna wigc powiedzie¢, ze
sekwencja ta bedzie wigzala ChREBP z prowdopodobienstwem wigkszym niz 50%
wzgledem sekwencji o najlepszych parametrach. Oczywiscie potwierdzi¢ taki scenariusz
mozna jedynie poprzez eksperymenty np. test EMSA.

Pozostale dwa promotory (IL-6R oraz FGF-21) nie zawieraja sekwencji w 100%
zgodnych z sekwencja konsensusowa. Najlepszy wynik punktowy dla FGF-21 to -318,15
dla sekwencji AGTGGGGAGGGCACGTG. Rozni si¢ ona od konsensusowej pierwszym
nukleotydem (puryna zamiast pirymidyny). Zmiana taka moze mie¢ znaczacy wptyw na
wigzanie czynnika transkrypcyjnego. Tak jak w poprzednim przypadku, ostateczna
weryfikacja moze zosta¢ potwierdzona tylko eksperymentalnie.

Dla receptora interleukiny 6 najlepszym wynikiem byt -319,11 dla sekwencji
GATAGGTTACAGGCGTG. Sekwencja ta od konsensusowej rozni si¢ nukleotydem
czwartym (zamiast G posiada A). Znaczenie pozycji czwarte] nie jest do konca
wyjasnione. Jak wida¢ puryna zostata zastapiona puryng, przez co efekt nie musi by¢ az

tak drastyczny dla wigzania czynnika.
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4, Podsumowanie

Metody bioinformatyczne nigdy nie zastgpig eksperymentu. Pozwalajg jednak na
ukierunkowanie badan, na wskazanie drogi jaka nalezy podazac.

Wyobrazmy sobie, ze mamy promotor jakiego$ genu i wiemy, ze odpowiada on na
glukoze bez posrednictwa insuliny. Chcemy ustali¢, ktora cze$¢ tego promotora
odpowiada za ta wilasciwos$¢ (zaktadamy, ze znamy jego sekwencje nukleotydowa).
Mozemy, np. pocia¢ go na kawalki, kazdy z takich fragmentow wklonowaé do wektora z
lucyferaza i sprawdzaé, w ktorym ekspresja lucyferazy wzrosta po stymulacji glukoza.
Mozemy — majac do dyspozycji ChREBP — prébowa¢ uzyskaé sekwencje
odpowiadajgca na glukoze za pomocag metody ,,0dcisku stopy”. Mozemy wreszcie
skorzysta¢ z dostepne;j literatury, komputeréw, Internetu i metod bioinformatycznych, a
nastgpnie zbudowaé, na podstawie innych znanych sekwencji, sekwencj¢ konsensusows.
Za jej pomoca mozemy wybraé fragmenty do analizy i przeprowadzi¢ eksperymenty,
ktoére z najwigkszym prawdopodobienstwem dadza pozytywny wynik. Oszczgdzajac tym
samym wiele cennego czasu.
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ROLA WYBRANYCH GENOW HOMEOTYCZNYCH | MORFOGENOW
W PROCESACH NEUROGENEZY | ROZWOJU SZKIELETU CZASZKOWEGO
KREGOWCOW NA PRZYKLADZIE MYSZY.

1. Wstep

Podczas rozwoju embrionalnego zachodzi wiele waznych proceséw, ktore
uzupetniajac si¢ nawzajem odgrywaja decydujaca rolg w rozwoju embrionalnym ssakow.
Procesami tymi kieruja geny homeotyczne oraz morfogeny. Do grupy gendéw
homeotycznych naleza geny zwane Hox, bardzo konserwatywne ewolucyjnie, ktore sg
odpowiedzialne za ksztaltowanie si¢ przednio-tylnej osi, jak réwniez tozsamosci
poszczegdlnych segmentdw podczas wczesnego rozwoju embrionalnego. Reguluja one
takze ilo$¢ i utozenie poszczegdlnych czesci ciala. Znanych jest ok. 40 genow Hox,
zaliczanych do czterech grup — A, B, C, D, z ktérych kazda ma swoje locus na innym
chromosomie [1].

Przestrzenno-czasowa aktywacja genéw homeotycznych pokrywa si¢ z
kolejnosciag wystgpowania na chromosomach. Oznacza to, ze geny z kazdego klasteru sa
wiaczane w kolejnosci przypisanych im numerdw, czyli najpierw np. Al a potem A2, A3
itd. oraz, ze w takiej samej kolejnos$ci wystgpuja w embrionie idac od gtowy do ogona,
czyli w czgsci przedniej ekspresji ulegaja tylko geny z najnizszym numerem, a w tylnej
juz wszystkie [1]. Z tego powodu w czgéci przedniej embrionu we wczesnym etapie
rozwojowym mozna zaobserwowaé ekspresje gléwnie genu Hoxa2, natomiast w
dalszych odcinkach dochodza kolejne geny z pozostatych grup. Oprocz tej kolinearnosci
charakterystyczne dla genéw homeotycznych jest wystepowanie dwoch domen hox —
pozytywnej i negatywnej. Pierwsza z nich obejmuje czgs¢ glowowa do pierwszego
rombomeru wiacznie, druga — pozostatg cz¢s¢ embrionu.

Waznym czynnikiem regulujacym rozwdj embrionalny sa morfogeny. Sa to
sygnaly indukcyjne, ktorych dzialanie wywotuje rozne reakcje, zaleznie od stezenia w
jakim wystepuja. Morfogen, ktory jest syntetyzowany na jednym koncu osi ciata, tworzy
gradient stezenia wzdluz jej przebiegu, w kierunku przeciwnego konca [1]. Czgsto
zdarza si¢ rOwniez, ze dwa morfogeny dzialaja antagonistycznie do siebie. Wystepuje to

wtedy, gdy sg one syntetyzowane na przeciwleglych koncach osi i stopniowo stezenie
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kazdego z nich maleje, podczas gdy drugiego rosnie. Substancje te czesto indukujg lub
utrzymuja ekspresje poszczegélnych genow. W przypadku stadium embrionalnego
dotyczy to genow homeotycznych. Do grupy morfogenéw mozemy zaliczy¢ takie biatka
jak SHH (Sonic Hedge Hog), FGF8 (Fibroblast Groth Factor 8), WNT1 (Wingless
integrated 1), biatka z rodziny BMP (Bone Morphogenetic Protein) czy PAX (Paired
Box) [2]. Wszystkie one w potaczeniu z czynnikami kodowanymi przez geny
homeotyczne kieruja rozwojem poszczegélnych grup komorek przez co ostatecznie

ksztattuja nasz organizm.

2. Neurogeneza

2.1 Neurulacja

Pierwszym etapem neurogenezy jest neurulacja, czyli tworzenie cewy nerwowej.
U kregowcOéw zaczyna si¢ ona w momencie, gdy neuroektoderma, wyspecjalizowany
obszar ektodermy, falduje si¢ wzdluz centralnej osi i tworzy rynienke nerwowsg
ograniczong przez dwa faldy (Rys. 1).
Nastepnym etapem jest fuzja powstatych Hytleisrnom

Ektoderma

fatdow w czgsci grzbietowej, co prowadzi
|

do powstania kanalu nerwowego. U Grzebiet nerwowy
myszy powstaje jedno miejsce O B
rozpoczgcia fuzji, zlokalizowane Faldy nerwouwe

posrodku embrionu, a nastgpnie proces Ektoderma

rozchodzi w przeciwnych kierunkach — w

strong glowy oraz ogona. Na poziomie

Grzebien nerwowy

faldow tworza si¢ grzebienie nerwowe.

—Struna grzbietowa

Komorki znajdujace si¢ w  obrgbie O =
grzebieni (NCCs — ang. neural crest cells)

Cewka nerwowa

sa pluripotentne i migrujac do czesci

brzusznej  daja  poczatek  nowym O Q

strukturom [1, 2]. Przednia czgs¢ cewy

Ektoderma

Grzebien nerwowy
nerwowej rozwija si¢ w mdzg, natomiast

—Kanat nerwowy
cze$¢ tylna w rdzen kregowy. Poczatkowo _~Struna grzbistowa
mézg  utworzony jest z  trzech O =

pecherzykoéw  pierwszorzedowych.  Sa

o ] i Rysunek 1. Schemat obrazujgcy powstawanie
nimi: przodomoézgowie, S$rodmézgowie  cewki nerwowej [2].
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oraz tylomozgowie. Przodomdzgowie rdznicuje si¢ na kresomodzgowie i
miedzymozgowie, tylomoédzgowie na tylomodzgowie wtorne oraz rdzeniomodzgowie,
natomiast sSrodmoézgowie nie rdéznicuje si¢ (Rys. 2). Podczas rozwoju kregowcow, oprocz
podziatu na poszczegdlne czgsci mozgu, obserwuje sie rowniez podzial calej cewy
nerwowej na segmenty zwane neuromerami. Najlatwiejsze do rozpoznania sg
rombomery bedace segmentami tytomozgowia (Rhombencephalon). Kazdy z nich jest
niezalezng, samodzielng grupa komorek. Wiasnie w nich zachodzi ekspresja
poszczegbdlnych genéw Hox odpowiedzialnych za segmentacje ciata. Najcickawsze jest
to, ze granice miedzy rombomerami (r) pokrywaja si¢ dokladnie z granicami domen
ekspresji poszczegdlnych gendéw, czyli np. gen Haxa2 ulega ekspresji w r2 ale nie w rl
[1].

Oprocz zroznicowania na mozg oraz rdzen krggowy wzdluz osi przednio-tylnej,
cata cewa nerwowa jest spolaryzowana grzbieto-brzusznie, co prowadzi do dodatkowego
podziatu funkcyjnego. Grzbietowa czes¢ daje poczatek nerwom czuciowym, natomiast
brzuszna odpowiada za rozwoj nerwoéw motorycznych. Polaryzacja jest réwniez
indukowana przez czynniki produkowane przez organy pierwotne powstajace w

okolicach cewy nerwowej.

Kresomézgowie Wilasnie w plaszczyznie
grzbieto-brzusznej mozna

Preodomézgonie  aobserwowaé gradient
niektérych  morfogenow,
Miedzymézgovie np. biatko SHH ksztattuje
brzuszng czg$¢ cewy i jest

Srodmézgowie w duzej ilosci
produkowane przez strun¢

grzbietowa oraz podstawe

cewy nerwowej, a dopiero

Tylomozgowie wtorne
Tylomozgowie

stamtad na drodze dyfuzji

Rdzenimozgowie

przemieszcza  si¢ W
kierunku  grzbietowym.

Rdzen kregowy B L, X
Gorna czg§¢ pozostaje
natomiast pod wpltywem
czynnikoéw wzrostu takich

Rysun.Ek 2. Sc.:hematyczne przedst.aw1enle mozgu w trakcie jak BMP-4, BMP-7,
rozwoju embrionalnego. Po prawej pecherzyki pierwotne, a po
lewej rozwijajace si¢ z nich pecherzyki wtorne [oparte o: WNT-1, czy WNT-3a

http://en.wikipedia.org/wiki/Prosencephalon]
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wydzielane przez ektoderm¢ nad cewa. Czynniki uwalniane przez czgsci grzbietowa i
brzuszng cewy dzialaja przeciwstawnie do siebie [2].

Etap neurogenezy obejmujacy tworzenie si¢ cewy nerwowej jest jednym z
krytycznych momentow w procesie rozwoju zarodka. Zaburzenia zwigzane z neurulacja
prowadza do cigzkich uposledzen lub $mierci jeszcze w zyciu plodowym. Spowodowane
moga by¢ one przez nieprawidlowy gradient czasteczek sygnatowych otaczajacych
wezet zarodkowy lub uposledzony przekaz sygnalow za pomocg rzgsek. Dodatkowym
czynnikiem moga by réwniez mutacje w genach odpowiedzialnych za fuzje faldoéw
nerwowych.

2.2 Organizacja mézgu

Poczatkowo mobzg zbudowany jest z trzech pecherzykéw pierwotnych:
przodomoézgowia, $rédmozgowia 1 tylomozgowia. Na  granicy pomiedzy
srodmozgowiem 1 tylomdzgowiem znajduje si¢ obszar zwany cie$nig. Jest to centrum
organizacyjne, konieczne do prawidtlowego rozwoju regionu S$rédmozgowia i
tylomozgowia, dla ktérego charakterystyczna jest ekspresja Fgf8 oraz Wntl [3]
(Rys. 3A, B). Czasteczki te sa kluczowe w regulacji prawidtowej ekspresji genow
odpowiedzialnych za utrzymanie granic migdzy poszczegélnymi regionami plytki
nerwowej, z ktorych nastepnie rozwijaja si¢ pecherzyki pierwotne mézgu oraz rdzen
krggowy [4]. Granica ekspresji miedzy tymi genami jest wilasnie ciesn — Wntl jest
aktywny po stronie $rodmoézgowia, a Fgf8 tylomozgowia. Natomiast czasteczki bedace
produktami tych gendéw dyfundujg na drugg strone ciesni, przez co kazda z nich odgrywa
role po obydwu stronach organizatora. Cie$n wykazuje roéwniez aktywnos¢
organizacyjna wzgledem moézdzku oraz pokrywy mozgu [5]. Jej grzbietowa czes$¢ jest
zaangazowana w formowanie prawidtowego wzoru ekspresji grzbieto-brzusznej w cewie
nerwowej [6].

2.2.1 FGF8 jako jeden z najwazniejszych czynnikow organizacyjnych mézgu.

Wspomniany wczesniej FGFS jest czasteczka sekrecyjna, ktora reguluje ekspresje,
przezycie oraz proliferacje komorek w §rodmoézgowiu i rombomerze 1 tytlomozgowia,
jak rowniez w rozwijajacych si¢ konczynach i innych narzadach. FGF8 wywiera duzy
wplyw na komorki mezenchymalne pochodzace z grzebieni nerwowych, przeznaczone
do tworzenia struktur szkieletu twarzowego. Chirurgiczne usuni¢cie regionu
zawierajgcego te komorki prowadzi do niedorozwoju szkieletu twarzowego oraz

zahamowania zamknigcia si¢ cewy nerwowej w rejonie przodomédzgowia. Rownoczesnie
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ekspresja Fgf8 w kresomozgowiu jest zatrzymana. FGF8 wywiera dodatni wplyw na
proliferacje NCC, a w obszarze pierwszego tuku skrzelowego jest odpowiedzialny za ich
rozwd] w zuchwe. Dodatkowo, sama aktywacja Fgf8 zalezna jest od sygnatlu
pochodzacego od NCC, co wskazuje na $cislg zalezno$¢ miedzy FGF8 i NCC w rozwoju
przodomoézgowia oraz struktur szkieletu twarzowego, gdzie FGF8 uwazany jest za jeden
z najwazniejszych lub nawet najwazniejszy czynnik kontrolujacy [7]. Dodatkowo, jedna
Z jego najistotniejszych funkcji we wczesnym stadium embrionalnym jest utrzymanie
ekspresji Wntl w obszarze cie$ni, dzigki czemu moézg rozwija si¢ prawidtowo.
Aktywno$¢ FGF8 nie wystarcza jednak aby doszto do indukcji ekspresji Wntl [4].

2.2.2 WNT1 jako bliski sasiad FGF8.

WNT1 jest sekrecyjng glikoproteing ulegajaca ekspresji w tylnej czesci
srodmozgowia. Transdukcja sygnatu przekazywanego przez te czasteczke zalezy
od B-kateniny. NT1 reguluje proliferacj¢ specyficznych populacji  komorek
prekursorowych ~w rozwijajacym si¢ regionie $rod/tylomézgowia 1 jest wtdrnie
zaangazowany w utrzymanie cie$ni [8]. U myszy ze zmutowanymi allelami Wntl
brakuje wigkszo$ci $rodmozgowia oraz sgsiadujacej z nim czesci tylomodzgowia
wtornego [9]. By¢é moze jest to spowodowane tym, ze Wnt jest konieczny do
podtrzymania ekspresji Fgf8, gdyz u myszy Wntl-/- juz we wczesnym stadium
zauwazono zahamowanie ekspresji tego genu [4]. Dodatkowo Wnt jest jednym z
czynnikow regulujacych szlaki dziatania niektorych genow, m.in. Otx2, prowadzace do
aktywacji §rodmoézgowych progenitorow dopaminergicznych, jak rowniez do
koncowego rdéznicowania  §rodmoézgowych neuronéw  dopaminergicznych —w

poOzniejszych etapach embriogenezy [10].

2.2.3 OTX2 - czynnik transkrypcyjny wspéldzialajacy z morfogenami.

OTX2 (Orthodenticle Homeobox 2) jako czynnik transkrypcyjny odgrywa bardzo
wazng role w rozwoju mézgu oraz organow czuciowych u ludzi. Podobne biatko u
myszy jest niezbedne do prawidlowego formowania si¢ przodomozgowia, co réwniez
czeSciowo laczy sie z organami czuciowymi [11] (Rys. 3C). OTX2 jest gtownym
czynnikiem kontrolujacym tozsamos$¢, rozprzestrzenianie oraz przeznaczenie populacji
neuronalnych komoérek progenitorowych w brzusznej cze$ci §rodmozgowia, przez co
wplywa na rozwdj kilku populacji neuronalnych w tym rejonie [12]. Jest konieczny w
neuroektodermie zard6wno przy specyfikacji granicy miedzy przodo- i srodmédzgowiem,

jak rowniez kieruje morfogeneza mozgu przez regulacje wlasciwosci powierzchniowych
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komorek, kontrolujac ekspresje genow biatek adhezyjnych, np. R-kadheryny [13].
Wplywajac pozytywnie na ekspresjc Wntl oraz blokujac ekspresje¢ Fgf8 pomaga

utrzymac prawidtowy wzor ekspresji na obszarze ciesni [4].

Rysunek 3. Ekspresja gendw zobrazowana za pomocg Wole mount In situ hybridization.
Embriony mysie: A, B, C — 9,5 dpc, D — 10,5 dpc.

(A) Ekspresja Fgf8 widoczna jest w obszarze cie$ni oraz przysztego szkieletu twarzowego,
jak rowniez w miejscu przysztych konczyn dolnych i gérnych, w rozwoju ktérych bierze
udzial.

kregowym, natomiast jest nieaktywna w tylomozgowiu, za rozwdj ktorego odpowiada FGF8.
(C) Otx2 jako czynnik transkrypcyjny wptywajacy dodatnio na Wntl oraz blokujaco na Fgf8
ulega ekspresji przednich czgsciach mézgu do granicy wyznaczonej przez ekspresja Wntl.
(D) Hoxa2 w stadium embrionalnym 10,5 dpc ulega ekspresji praktycznie w catym
organizmie, z wyjatkiem domeny Hox-negatywnej, czyli glowy. Tak samo jak w przypadku
Wntl, Fgf8 i Otx2 widoczna jest wyrazna granica ekspresji genu.
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3. Migracja komorek grzebieni nerwowych a ekspresja genéw Hox.

Komorki grzebieni nerwowych, ktore sg zlokalizowane w regionie rombomerow,
pod wplywem czynnikow dyfuzyjnych (m.in. morfogenéw) migruja aby da¢ poczatek
waznym strukturom w rozwijajagcym si¢ embrionie. Komorki te wykazuja ekspresje
genow z rodziny Hox. Wystepuja dwa obszary zbudowane z NCC. W pierwszym
ulokowane s3 komorki pochodzace z pierwszego oraz drugiego rombomeru, ktore
podczas migracji do pierwszego tuku skrzelowego traca zdolnos¢ ekspresji genow Hox,
przez co nazywany jest obszarem Hox-negatywnym. Z nich wiasnie formowany jest
szkielet twarzowy. Druga grupa (Hox-pozytywna), sktada si¢ z komorek, ktore
utrzymuja ekspresje gendéw Hox, gdy ostatecznie docierajg do pozostatych tukow
skrzelowych. Sa to komorki migrujace z rombomerdéw od czwartego do Osmego.
Komorki z rombomeru trzeciego migruja do tuku skrzelowego pierwszego oraz
drugiego, wiec zachowujg si¢ odpowiednio jak Hox-negatywne lub Hox-pozytywne,
jednakze przewaznie komorki te wraz z tymi z rombomeru pigtego ulegaja apoptozie
[14].

NCC z rombomeru czwartego migruja do drugiego tuku skrzelowego i wykazuja
wylacznie ekspresje genu Hoxa2 (Rys. 3D). Sa konieczne do prawidtowego rozwoju
szkieletu gnykowego. Inaktywacja tego genu powoduje, ze z komodrek tych rozwijaja si¢
struktury charakterystyczne dla pierwszego tuku skrzelowego [15]. Z kolei ekspresja
tego genu wraz z Hoxa3 oraz Hoxb3 w przedniej czesci fatdow nerwowych powoduje
zahamowanie rozwoju szkieletu twarzowego [16]. Poniewaz jednym z czynnikow
odpowiedzialnych za ten proces jest FGF8, potwierdza to wykazang wcze$niej wzajemna
zalezno$¢ migdzy tym biatkiem a proliferacia NCC w domenie Hox-negatywnej.
Nieprawidtowy wzor ekspresji genu Hoxa2 jest obserwowany u myszy z zaburzeniami
rozwoju tylomdzgowia na etapic embrionalnym. Poniewaz za prawidlowy rozwdj tej
czesci mozgu odpowiedzialny jest FGFS, jak rowniez jego partner WNT 1, istnieje nie do
konca jeszcze poznana $ciezka sygnatowa migdzy tymi trzema genami. Dodatkowo
Hoxa2 odgrywa podstawowg role w ksztaltowaniu si¢ granic migdzy obszarami ekspresji
poszczegdlnych genow Hox, gdyz u myszy z mutacjg w tym genie brak granic miedzy
rombomerami pierwszym i drugim, oraz drugim i trzecim [17].

4. Podsumowanie

Wszystkie wspomniane wyzej procesy przebiegaja na bardzo wczesnych etapach,

w momencie kiedy dopiero zaczyna ksztaltowac sie uktad krazenia, wigc tym bardziej
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czynniki wydzielane przez tworzacy si¢ uktad nerwowy oraz struktury mu towarzyszace
moga wptywaé na dalszy rozwoj zarodka. Wspoéldziatanie morfogendw oraz gendéw
homeotycznych jest konieczne do prawidlowego rozwoju catego organizmu. Sygnatem
inicjujacym ten proces sa prawdopodobnie odpowiednie st¢zenia morfogendw w
poszczegdlnych czgsciach organizmu, ktére nastepnie po kolei wilaczaja ekspresje genow
homeotycznych. W pdzniejszych etapach zachodzi wzajemna aktywacja w zaleznosci od
organu, w ktorym czynniki te musza wspotdziatac. Nie dotyczy to tylko naszego uktadu
nerwowego czy struktur szkieletu czaszkowego, ale kazdego organu w naszym
organizmie. To jest tylko jedna mata cze$¢ z rozbudowanej i skomplikowanej sieci
powigzan. Pomimo tego, ze pelnej wiedzy na temat gendéw homeotycznych
i morfogenow nie bedziemy mogli wykorzysta¢ do leczenia dzieci dotknigtych ich
mutacjami, gdyz zazwyczaj sa one letalne jeszcze w okresie zycia ptodowego, by¢ moze
zrozumienie ich  wspoldziatlania umozliwi nam kiedy§ leczenie chordb
neurodegeneracyjnych czy tworzenie organow in vitro z komorek macierzystych tylko za

pomocg indukcji odpowiednich genow.
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HCV — ZMORA NASZYCH CZASOW

1. Wstep

Ewolucja jest rwaca rzeka, w ktérej ptyna wszystkie byty na przestrzeni milionow
pokolen. Wszystkie takie wodne obiekty w przeciggu stuleci zmieniaja swoj bieg za
sprawa wymywania i nanoszenia osadow na swoich brzegach. Dzigki temu po pewnym
czasie nastepuje stopniowa zmiana linii brzegowej, rzeka przemieszcza si¢ coraz dalej,
tworzac zakola. W skrajnych przypadkach, gdy dochodzi do przerwania linii brzegowej,
rzeka zaczyna plyna¢ w zupetnie innym korycie, tworzac izolowany odcinek swojego
starego biegu, czyli starorzecza. Procesu przemieszczania si¢ koryta rzeki nie da si¢
bezposrednio uchwyci¢ gotym okiem, ani specjalnymi aparatami do rejestracji
wielodniowych zjawisk. Podobnie tyczy sie¢ ewolucji istot zywych i tworéw natury
majacych ich cechy. Nie da si¢ w przeciggu paru dni, ani tygodni, uchwyci¢ zmian
ewolucyjnych. Powodem tego jest przede wszystkim dlugos$¢ pojedynczej generacji istot
zywych. To ograniczenie jest w duzym stopniu zniesione w wirusach, majacych bardzo
krotki cykl zyciowy i specyficzny system powielania si¢, nastawiony na bardzo liczne
zmiany w swojej informacji genetycznej. Dlatego u organizméw wyzszych mozna
jedynie bada¢ ewolucje metodami posrednimi, analizujac wyniki i nastgpstwa procesow
ewolucyjnych.  Jednym  ztakich
procesOw jest przystosowanie si¢
organizméw zywych, jak i twordow o
ich cechach, do trwatego bytowania
w $rodowisku. Zjawisko to dobrze
ilustruje przystosowanie si¢
patogenow do trwalego 1 tatwego
szerzenia si¢ wsrod populacji réznych

zwierzat i ludzi. Przyktadem tego jest

wirus zapalenia watroby typu C,

Rysunek. Model struktury przestrzennej HCV (Hepatitis C Virus).
glikoproteiny E2 wirusa HCV. Zrodto: PDB: 2agr,
wymodelowane programem PyMol ver. 0.99
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Wirus powodujacy wirusowe zapalenie watroby (WZW) typu C nalezy do rodzaju
hepacivirus i rodziny flaviviridae, posiada kapsyd o $rednicy okoto 50 nm. Nalezy do
wirusow majacych lipidowa ostonke, zbudowana gléwnie =z fosfolipidowych
komponentéw btony komoérkowej zywych komorek. W tej wirusowej strukturze znajduja
si¢ glikoproteiny, specyficzne dla tego wirusa: E1 i E2. Te makromolekuty na jednym ze
swoich koncow posiadaja cze$¢ hydrofobowa, ktora tkwi w ostonce wirionu. E1 1 E2 sa
ligandami dla okreslonych receptorow, wystgpujacych na komodrkach, w ktorych
replikuje sie HCV. Rodzajow komorkowych receptorow, przez ktore caty wirus wchodzi
do komorki gospodarza za sprawa endocytozy, jest bardzo wiele. Najwazniejsze z nich to
CD81, receptory LDL, jak i VLDL oraz receptor resztkowy klasy B (ang. human
scavenger receptor class B type | = SR-BI). Dzigki nim wirus jest w stanie infekowac nie
tylko komoérki watroby, ale rowniez monocyty i limfocyty. Jednakze, wedtug nowszych
badan, forma replikatywna materialu genetycznego wirusa, 0 odmiennej sekwencji
regionéw hiperzmiennych w poroéwnaniu do populacji wirusow HCV z watroby, byla
znajdowana réowniez w komorkach mikrogleju moézgu, trzustki czy nawet szpiku
kostnego [14, 20, 23, 32, 33].

W procesie absorpcji do komodrek istotne znaczenia ma glikoproteina E2
znajdujaca si¢ w ostonce wirusa. Glikoproteina E1 pehi jedynie funkcj¢ pomocnicze w
tym procesie. Na uwagg zastuguje fakt, ze to wtasnie glikoproteina E2 charakteryzuje si¢
najwigksza immunogennoscia i gléwnie przeciwko niej zwrdcone s3 przeciwciata.
Jednak te czgstki odpornosciowe rozpoznaja glownie region hiperzmienny HVRI1, ktory
podlega ogromnym zmianom za sprawa ,,btedéw” polimerazy RNA wirusa. Dzigki temu
odpowiedZz humoralna uktadu odporno$ciowego jest nieskuteczna w walce przeciwko
zakazeniu wirusem HCV. Uktad odpornosciowy napotyka nowe struktury HVR1, bedace
w E2 i wytwarza kolejne nowe rodzaje IgM, zwrdcone przeciwko temu regionowi [14,
20, 22, 23, 31, 33].

Pod ostonkg wirionu znajduje si¢ nukleokapsyd, zbudowany z biatek C i kwasu
nukleinowego, jakim jest jednoniciowy RNA o diugosci okolo 9,6 tys. nukleotydow.
Materiat genetyczny wirusa, niesiony w wirionie, ma dodatnig polarno$¢, to znaczy, ze
moze podlega¢ translacji w zywych komorkach gospodarza bez uprzedniego
przepisywania informacji genetycznej na drugg ni¢. Caty genom wirusa HCV sklada si¢
z regionu kodujacego dziesig¢ gendéw oraz z regiondw 3’UTR i 5’UTR kolejno na
koncach 3’ 1 5’ nici kwasu rybonukleinowego. Konce te posiadaja specyficzng strukture
drugo i trzeciorzgdowa zwang IRES. Koniec 5 RNA wirusa HCV ma strukture IRES, o
dhugosci przeszto 340 nukleotydow, umozliwiajaca taczenie si¢ z podjednostka 40S
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nukleotydow, w zaleznosci od genotypu wirusa. Struktura ta jest rozpoznawana przez
polimeraze wirusowa i dzigki niej jest mozliwa replikacja ssSRNA wirusa wewnatrz

komorek gospodarza [12, 19, 20, 33, 34].

3. Wnikanie do komérek, replikacja i poczatek choroby

Wirus HCV rozwija si¢ jedynie w komoérkach ludzkich, oraz w znaczaco gorszym
stopniu, w komoérkach matp bardzo blisko spokrewnionych z cztowiekiem. W Krwi wirus
przemieszcza si¢ albo w postaci wolnej, albo w LDL, dzigki czemu jest niewidoczny dla
uktadu odpornosciowego. W niedalekiej przeszto$ci powodem ograniczenia badan nad
tym wirusem byt brak odpowiedniej linii komorkowej, w ktoérej namnazalby si¢ HCV.
Replikacja HCV w organizmach szympanséw przebiega bardzo wolno, a niekiedy
nieefektywnie. Dopiero postgp w inZynierii genetycznej i biologii komorki pozwolil na
stworzenie nowych zwierzat transgenicznych i linii komoérkowych podatnych na
zakazenie wirusem HCV. Jedna z tych linii komérkowych jest ludzka linia komérkowa
raka watroby — Huh-7 (human hepatoma cell line 7) [15, 20, 28, 33].

Po zasocjowaniu si¢ z odpowiednim receptorem komoérkowym wirus HCV
przechodzi do komorki gospodarza na drodze endocytozy. W cytoplazmie dochodzi do
szeregu reakcji biochemicznych za sprawa réznych komponentow wirionu. Bialtka
nukleokapsydu C oddziatlujg z roznymi czgstkami sygnatowymi, miedzy innymi z TNFa.
Nastepstwem tego moze by¢ uruchomienie mechanizméw zmierzajacych do proliferacji

zakazonej komorki gospodarza i w nastepstwie do jej nowotworzenia. Inne biatko
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wirionu — E2 — po potaczeniu si¢ z receptorem CD81 unieczynnia komorki NK w swoich
funkcjach odpornosciowych. We wnetrzu komoérki biatko to ma jeszcze inne funkcjg. E2
posiada struktur¢ prawie identyczng, co fosforylowany fragment elF-2a, dzigki temu
przerywa kaskade sygnatowa zmierzajaca do apoptozy. Kaskada ta ma swoj poczatek w
rozpoznaniu powszechnej w replikacji wirusa struktury dsSRNA w komorce przez kinazg
PKR. Kinaza ta z kolei fosforyluje elF-2a. W dalszych etapach nast¢puje zatrzymanie
biosyntezy wszystkich bialek w zakazonej komorce [2, 10, 14, 23, 26].

Po wniknieciu do komorki gospodarza wirus HCV przejmuje kontrole nad
maszynerig biosyntezy makroczasteczek. Jego koniec 5 (+) ssRNA przylacza si¢ do
podjednostki 40S rybosomu, be¢dacej w kompleksie z biatkami eIF3, elF2 i
inicjatorowego tRNA. Po rozpoznaniu kodonu AUG na nici wirusowego RNA caty
proces biosyntezy biatka przechodzi do etapu elongacji. Po tym etapie zostanie
zsyntetyzowany dlugi tancuch polipeptydowy o dlugosci ponad trzech tysigcy
aminokwasOéw. Nastepnie, polipeptyd ten podlega katalitycznemu cigciu w  $cisle
okreslonych miejscach. Dzigki temu powstajg wszystkie wirusowe biatka strukturalne
jak 1 niestrukturalne. Do najlepiej poznanych biatek niestrukturalnych naleza NS3,
bedaca proteazg serynowg oraz NS5B, czyli wirusowa polimeraza RNA na matrycy
RNA [2, 20, 33].

Po biosyntezie odpowiedniej ilosci strukturalnych bialek matryce do syntezy
kolejnych wirusowych nici materialu genetycznego przechodza do retikulum

endoplazmatycznego, tworzac z wirusowymi biatkami kompleksy. Wirusowe biatko

Rysunek 3. Model biatka NS4B. Od lewej: Struktura przestrzenna biatka; struktura
trzeciorzedowa biatka; struktura trzeciorzedowa bialka z inhibitorem NN2 (1-(2-
cyclopropylethyl)-3-(1,1-dioxido-2h-1,2,4- benzothiadiazin-3-yl)-6-fluoro-4-hydroxyquinolin-
2(1h)-one ) w centrum Kkatalitycznym enzymu.

Zrodto struktur: PDB: 1¢2p, 2giq. Rycina whasna
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NS4B, o wlasciwosciach silnie hydrofobowych,
laczy si¢ z komponentami tratw lipidowych. Z

P ‘“m..-"l‘x kolei NS5B, wirusowa polimeraza RNA na

HO (LY MH, matrycy RNA, przylacza si¢ do biatka hVAP-3
] HEIH I_H—'" (ang. human vecicle associated protein 3).
Dzigki tym dwoém biatkom dochodzi do

u wpuklenia si¢ btony retikulum

HO oH endoplazmatycznego, tworzac uchytek o

srednicy okoto 80 nm. Ponadto watrobowo-
Rysunek 4. Wzér strukturalny

Rybawiryny. Zrodto: Wikipedia, specyficzna mata czastka regulatorowego RNA

miR-122 przytacza si¢ do regionu 5° UTR,
bedacego na nici wirusowego RNA. Proces ten nie prowadzi do degradacji RNA, wrecz
przeciwnie, pomaga czastce materialu genetycznemu w interakcji z maszynerig
replikacyjng wirusa wewnatrz uchylkéw retikulum endoplazmatycznego. Dzieki
lokalizacji wirusowego RNA w tych uchytkach replikowany materiat genetyczny wirusa
jest ostoniety przed enzymami proteolitycznymi i nukleazami gospodarza, a jednoczes$nie
poprzez dyfuzje, jest zaopatrywany w trifosforany nukleotydow potrzebne do biosyntezy
kolejnych nici wirusowego RNA [13, 17].

Proteina NS5B jest biatkiem wystepujacym powszechnie w izolowanych
uchytkach retikulum endoplazmatycznego podczas infekcji komorki wirusem HCV. Jest
polimeraza RNA na matrycy RNA. Dzigki temu, ze w komorce gospodarza nie ma
zadnych enzymow o takich wlasciwosciach katalitycznych istnieje mozliwos¢ terapii
lekowej zwroconej przeciwko tym rodzajom enzymoéw. Najbardziej powszechnym
lekiem przeciwwirusowym stosowanym w zakazeniu wirusem HCV jest rybawiryna.
Jest ona analogiem guanozyny, ktora jest uzywana do syntezy wirusowego RNA przez
wirusowg polimerazg. Po wbudowaniu si¢ zmienionej przez enzymy gospodarza
rybawiryny do biosyntetyzowanej wirusowej nici RNA w miejsce adeniny albo guaniny
paruje ona w kolejnych cyklach replikacyjnych z dowolnym nukleotydem. Dzieki temu
dochodzi do powaznych bledow w sekwencji aminokwasowej biatek wirusowych,
kodowanych przez tak zmienione kwasy nukleinowe. Lek ten jest zazywany doustnie,
razem z pegylowanym interferonem o 2b albo o 2a, aby zwickszy¢ dziatanie
przeciwwirusowe tego analogu guanozyny. Rybawiryna jest transportowana wewnatrz
erytrocytow, co bardzo czesto konczy si¢ spadkiem ilosci hemoglobiny we krwi.
Wyleczalnosé¢ chorych po terapii rybawiryna szacuje sie na 60 %. Ponadto, bada sie inne

leki blokujace replikacj¢ wirusa HCV, jak i unieczynniajace jego polimeraze¢. Jednym z
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nich jest walopicytabina, bedaca inhibitorem polimerazy wirusa HCV [1, 2, 16, 20, 24,
33, 34].

Innym nie mniej waznym biatkiem wystgpujacym w cyklu replikacyjnym wirusa
HCV jest proteina NS3, majaca az trzy rézne wilasciwosci katalityczne. Sa nimi
proteinaza serynowa, helikaza i NTP-aza. Bialko to z polimerazag wirusowa pelni
kluczowe funkcje w cyklu replikacyjnym wirusa HCV. Podczas biosyntezy polipeptydu
o dlugosci ponad trzech tysigcy aminokwaséw enzym NS3 w kompleksie z NS4A,
zwigkszajacym jego aktywnos$¢ katalityczng, tnie wirusowy polipeptyd na mniejsze
fragmenty, odpowiadajace wirusowym biatkom. Dwie kolejne funkcje katalityczne
biatka NS3 uczestnicza w replikacji wirusowego RNA. Domena odpowiedzialna za
wlasciwosci helikazy niszczy struktury drugo i trzeciorzedowe RNA utrudniajace
replikacje. Natomiast domena odpowiedzialna za wiasciwosci NTP-azowe dostarcza
energii, potrzebnej do replikacji RNA [2, 20, 33].

Innym biatkiem niestrukturalnym, kodowanym przez genom wirusa HCV jest
proteina NSS5A. Biatko to wystepuje w wirusowym kompleksie replikacyjnym na
retikulum endoplazmatycznym. Ponadto, biatko zmniejsza ekspresje genu kodujacego
biatko p21WAFI. Biatko p21WAFI1 jest inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych,
uczestniczacych w indukcji proliferacji komorek. W normalnych warunkach transkrypcja
biatka p21WAF1 jest wywotana fosforylacjg proteiny p51. Dzigki temu wirus HCV
hamuje apoptoze zakazonej komorki gospodarza [20, 23, 33].

Rysunek 5. Model biatka NS3. Od lewej: Struktura przestrzenna biatka; struktura
trzeciorzedowa bialka; zblizenie na triad¢ katalityczna proteazy serynowej. Reszty
aminokwasowe budujace centrum reakcyjne proteinazy oznaczono kolorem czerwonym.
Zrédto struktur: PDB: 2ijs. Rycina wiasna.

42 Artykul



HCV — zmora naszych czasow

4. Od replikacji do wyniszczenia zakazonego organu i organizmu

Wirus HCV po zlozeniu wirionéw odpaczkowuje od btony zyskujac ostonke
lipidowa z bialkami E1 i E2. Caly proces wydostawania si¢ wirionéw HCV do
przestrzeni mi¢dzykomorkowej nie charakteryzuje si¢ obfita liza komorek i
zniszczeniem tkanek. Gléwnym powodem rozleglych uszkodzen zakazonego narzadu
jest odpowiedz komorkowa uktadu odpornosciowego, ktora jest naturalnym
mechanizmem eliminujagcych wirusa HCV. Jednak te mechanizmy odpornosciowe nie
pozwalajg catkowicie zwalczy¢ zakazenia wirusem HCV. Postepujacy proces chorobowy
przebiega bardzo wolno. Dopiero po parunastu latach nastepuje znaczne wyniszczenie
watroby, objawiajgce si¢ marskoS$cia oraz zmianami metabolitycznymi. Wystepuje
rowniez powolne stluszczenie watroby wywolane przez insulinoopornos¢. Oprocz
marskosci 1 stluszczenia watroby wystepuje réwniez rak watroby posrednio
wywotywany przez wirusa HCV. Ponadto, u trzech czwartych zakazonych wirusem
HCV o0s6b nie wystgpuja zadne objawy chorobowe wskazujace na rozwoj choroby, co
znacznie utrudnia wykrycie nosicielstwa i zastosowanie terapii farmakologicznej [4, 14,
16, 21, 25].

Nie mniej jednak, podczas postgpu zakazenia wirusem HCV nie tylko watroba
zostaje uszkodzona, ale rowniez inne narzady takie jak mozg, tarczyca czy trzustka.
Jednym z glownych powodow uszkodzenia os$rodkowego uktadu nerwowego jest
zakazanie i1 rozw6j wirusa w komorkach mikrogleju. Nastepnie, komorki te wydzielaja
ogromng ilo§¢ zwiazkow chemicznych uszkadzajacych posrednio komoérki nerwowe.
Przyktadem tych zwiazkoéw sa duze stezenia tlenku azotu (II) czy aminokwasow, ktore
pod wpltywem stresu oksydacyjnego indukujg apoptoze neurondw i w nastgpstwie
objawy neuropsychiatryczne. Ponadto, w zakazonym organizmie wytwarzajg si¢
przeciwciata autoimmunoagresywne, zwrocone przeciwko czastkom piytek krwi typu
glikoprotein GPIIb/Illa czy komoérkom tarczycy. Powodem tego jest wystgpowanie
reakcji krzyzowej miedzy bialkami wirusa a bioczgsteczkami, znajdujgcymi si¢ w
roznych tkankach. Przykladem tego jest siedem epitopow na wirusowej polimerazie
ES5B, podobnych do tyreoperoksydazy. Enzym ten uczestnicy w biosyntezie hormonow
tarczycy: tyroksyny i trojjodotyroniny i jest powszechnie wystepujagcym biatkiem w
komorkach tarczycy [18, 24, 30, 32].
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Rysunek 6. Schemat ukazujacy biatka kodowane przez genom wirusa HCV.
Zrodto: rycina wlasna.

5. Epidemiologia i diagnostyka - problem HCV

Podanie doktadnej liczby nosicieli wirusa HCV jest niemozliwe, poniewaz
zakazenie tym wirusem jest w trzech czwartych przypadkow bezobjawowe. Szacuje sig,
ze w Polsce okoto 1,5 % populacji, czyli okoto sze$¢set tysigcy osob, jest nosicielem
tego wirusa. Jest to znacznie ponizej Sredniej Swiatowej, ktora utrzymuje si¢ na poziomie
3,1 % populacji, czyli okoto 170 milionéw. Najwigkszy procent nosicieli w porownaniu
do liczby ludnosci jest w krajach afrykanskich. Przewiduje sig, ze zakazonych jest ponad
5% populacji, czyli okoto 32 milionéw osoéb. Najwigcej zakazen wirusem HCV
dochodzi za sprawg kontaktu z zakazong krwia, na przyktad uzywanie zakazonych igiet,
przy transfuzji krwi czy dializach. Dochodzi rowniez do zakazenia poprzez droge
ptciowa i okotoporodowa czy nawet poprzez zabieg stomatologiczny albo wykonanie
tatuazu [3, 5, 6, 8, 9, 11, 33].

Wirus HCV charakteryzuje duza heterogennos¢, spowodowana szybkoscig mutacji
oraz bezobjawowym rozwojem i fatwym zakazaniem kolejnych osdb. Po poréwnaniu
sekwencji wszystkich genotypéw wirusa HCV okazuje si¢, ze poszczegbélne nici
materialu genetycznego wirusa roznig si¢ az w 30% catej sekwencji. Dzigki
porownaniom odcinkow wirusowego RNA wyroézniamy az sze$S¢ genotypow
numerowanych od 1 do 6. Ponadto wyodregbniono podtypy tych genotypow, ktore
oznaczamy malymi literami abecadla lacinskiego po liczbie oznaczajgcej genotyp.
Dzicki odmiennej budowie NS5B podtypy la i 1b sg bardziej oporne na terapie z
wykorzystaniem interferonu a. Wszystkie genotypy wirusa HCV, jak i jego podtypy sa
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typowe dla okreslonych regiondéw $wiata. W Polsce spotykane sg gtownie genotypy 1b
oraz w mniejszym stopniu 3a. Pod wptywem migracji i podrézy ludnos$ci nastepuje
stopniowe przemieszczanie si¢ poszczegdlnych genotypoéw wirusa HCV. Przyktadem
tego jest coraz wigcej przypadkow zakazenia w Polsce genotypem la i 4. Genotypy te
wystepuja gtownie kolejno w Europie Zachodniej i Ameryce oraz genotyp 4 w Afryce
[8, 22, 24].

Dzigki stworzeniu odpowiednich testow, wykrywajacych nosicielstwo wirusa
HCV, zostata zmniejszona liczba zakazen w wyniku transfuzji, dializy czy transplantacji
narzadu. Testy diagnostyczne wykrywaja wirusa HCV w sposob posredni, badz
bezposredni. Najpowszechniejszym z nich jest badanie przeciwcial w osoczu
zwroconych przeciw réoznym epitopom wystepujagcym na wirusowych proteinach. Jednak
ta metoda diagnostyczna ma podstawowa wadg. Nie wykrywa obecno$ci wirusa w czasie
tzw. ,,okienka serologicznego”, ktore niekiedy trwa do roku czasu od zakazenia. Innym
niemniej waznym testem diagnostycznym jest wykrycie RNA wirusa poprzez RT-PCT.
Jednak ze wzgledu na mozliwg znikoma liczb¢ genoméw HCV we krwi ta metoda

diagnostyczna jest w wiekszosci przypadkow nieskuteczna [7, 9, 22, 33].

6. Nowe medykamenty i eliminacja wirusa HCV

Obecnie w zaawansowanych laboratoriach medycznych prowadzone sg badania
nad nowymi lekami, dzialajagcymi na rézne etapy cyklu rozwojowego wirusa HCV.
Mozliwosci dzialania nowych lekow sa bardzo rozne. Jednym z nich jest blokada
translacji przez przylaczenie si¢ do 5° UTR wirusowego RNA antysensownego
fragmentu RNA, o nazwie ISIS 14803. Innym lekami sg inhibitory proteazy wirusowej
NS3. Przyktadem medykamentu o takich wtasciwosciach jest BLIN 2061, SCH 503034
czy VX-950. Ponadto prowadzone sg badania nad ulepszeniem terapii interferonowej,
poprzez modyfikacje tej bioczasteczki. Przyktadem tego jest albuferon czyli chimeryczne
biatko interferonu i ludzkiej albuminy. Dzigki takiemu potgczeniu lek ten utrzymuje si¢ o
wiele dluzej we krwi pacjenta [15, 27].

Staty rozw6j nauk medycznych pozwolitl na opanowanie wielu chorob. Miejmy
nadziej¢, ze w najblizszych dziesigcioleciach problem z zakazeniami wirusem HCV
zostanie wyeliminowany.
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MikrRORNA — ZNACZENIE W TERAPII GENOWEJ

1. Wstep

Terapia genowa definiowana jako dostarczaniec do komodrek kwasow
nukleinowych o wlasno$ciach leczniczych wydaje si¢ jedna z najbardziej obiecujacych
strategii medycyny molekularnej. Rewolucja w rozumieniu roli czasteczek RNA w
biologii komorki zainicjowana odkryciem zjawiska interferencji RNA (RNAi) w
badaniach na nicieniu Caenorhabditis elegans [1] zwrocita uwage na potencjalne
kliniczne zastosowania tych molekut [2, 3]. Wigkszo$¢ z dotychczasowych projektow
skupiona byla na zastosowaniu krotkich dwuniciowych czgsteczek RNA bioracych
udzial w szlaku RNAi nazywanych siRNA (short interfering RNA), powodujacych
wyciszanie ekspresji pojedynczych genow przez degradacje transkryptéw o regionach
scisle komplementarnych do sekwencji siRNA [4].

Zupelnie nowe mozliwosci wydaje sie oferowa¢ druga klasa matych
nickodujacych czasteczek RNA nazwanych miRNA, bedacych endogennymi
regulatorami ekspresji wielu gendw na poziomie posttranskrypcyjnym. Od czasu
odkrycia genu lin-4 w C. elegans w 1993 roku, kodujacego pierwsze poznane miRNA,
opisano niemal 10 000 miRNA [5] oraz oszacowano, iz nawet do 30% ludzkich genéw
moze podlegaé regulacji przez te krotkie czasteczki RNA [6]. Rosngca liczba doniesien
wskazuje na ich istotne znaczenie dla proceséw regulacji rozwoju i roéznicowania,
kontroli podziatéw komérkowych oraz apoptozy [7], a takze w patologii wielu schorzen
[8]. Ponizej opisany zostanie mechanizm dziatania miRNA, ich znaczenie w rozwoju

procesow chorobowych oraz mozliwosci ich wykorzystania dla potrzeb terapii genowe;j.

2. Biogeneza miRNA (Rys. 1)

Dojrzate miRNA sg jednoniciowymi czasteczkami niekodujacego RNA o dlugosci
ok. 22 nukleotydow. Geny dla miRNA ulegajg transkrypcji za posrednictwem czasteczek
polimeraz RNA II Iub III, tworzac w jadrze dtugie nici pri-miRNA, liczace do kilku
tysiecy nukleotydow, ktore modyfikowane sg przez dodanie czapeczki na koncu 5’
(MGpppG) oraz poliadenylacje na koncu 3’. Pri-miRNA sa w jadrze przeksztalcane
przez kompleks enzymatyczny Drosha (o aktywnosci RNazy III) oraz biatka wigzgcego
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Rysunek 1. Szlak biogenezy
MiRNA. Geny miRNA sg
przepisywane z kodujacych je
sekwencji w genomie najczegsciej
przez polimeraz¢ RNAII, a
: powstate transkrypty pri-miRNA
. Selwencja miRNA w podlegaja modyfikacjom kofica 5’
o e (czapeczka) i 3° (ogon
poliadenylowy). Ulegajg one
obrdbce przez biatka Drosha
i Pasha polegajacej na wycieciu
rejonu o strukturze spinki do
wloséw, dzieki czemu powstajg
czasteczki pre-miRNA o dtugosci
okoto 70 nukleotydow.
pre-miRNA sa eksportowane z
jadra przez transporter jadrowy
eksportyne 5 mechanizmem
zaleznym od biatka Ran
zwigzaneg0 z GTP. W
cytoplazmie pre-miRNA ulega
cieciu przez enzym Dicer do
Czeéciowa komplementarnosé dwuniciowych czasteczek o
Z:'a:l:sngk mRNA:miRNA -> inhibicja translacji f‘ll_*ugOé?i ok. §2 nl(liklelolt(ydé‘f’-
o zw. ni¢ wiodaca dupleksu ulega
mam LD preferencyjnej inkorporacji do
kompleksu RISC (RNA-induced
silencig complex). Wysoki stopien
komplementarnosci transkryptu do
zwigzanej z RISC nici miRNA
skutkuje degradacjg transkryptu,
. . natomiast czg$ciowa
B I Og eneza mi R N A komplementarno$¢ powoduje
zahamowanie translacji [9]

Jadro

!

Cytoplazma

Dwuniciowe —
mina |11

Catkowita komplementarnos¢
mRNA:miRNA -> degradacja mRNA

[ W\_,_r&)\_mm

dwuniciowe RNA Pasha (u cztowieka DGCR8) do pre-miRNA o dlugosci ok. 70
nukleotydow, ktore posiadajg wewnatrzczasteczkowe regiony komplementarno$ci
powodujace faldowanie w struktury przypominajace spinkg do wlosow.

Molekuty pre-miRNA sa transportowane do cytoplazmy dzigki aktywnosci
transportera eksportyny 5 wspoldziatajacego z biatkiem Ran wigzacym GTP. Nastepnie
kolejny enzym, Dicer, o aktywnosci RNazy III, tnie pre-miRNA do postaci
dwuniciowych rybonukleotydow o diugosci 18-24 reszt. Te krotkie czasteczki ulegaja
zatadunkowi do zwigzanego z miRNA kompleksu RISC (ang. RNA-induced silencing
complex) zawierajacego m. in. biatka z rodziny Argonautow. Ni¢ dupleksu, ktorej koniec

5’ jest termodynamicznie mniej stabilny (stabiej zwigzany z drugg nicig - wzbogacony w
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pary A:U), nazywana nicig wiodacg (ang. guide strand), podlega preferencyjnej
inkorporacji do kompleksu, natomiast druga, nazywana nicia pasazerska (ang. passenger
strand) jest degradowana. Dojrzate miRNA w postaci nici wiodgcej zasocjowane] z
towarzyszacym wielobiatkowym kompleksem wigze si¢ do docelowych transkryptow
posiadajacych komplementarne sekwencje zwykle w rejonie 3° UTR. Efekt wigzania
prawdopodobnie zalezy od stopnia komplementarno$ci mRNA do dojrzatego miRNA.
Catkowita lub niemal catkowita komplementarno$¢ skutkuje cigciem prowadzacym do
degradacji transkryptu, w przypadku niepetnej komplementarnosci dochodzi do represji
translacji [9].

2. Réznice pomiedzy miRNA a siRNA.

Druga wspomniang juz klasa krotkich niekodujacych RNA bioracych udziat w
regulacji ekspresji genow sg siRNA roznigce si¢ od miRNA gtownie pochodzeniem.
siRNA powstajg przede wszystkim w wyniku ciecia dtugich dwuniciowych tancuchow
RNA 1lub dtugich rejonéw o strukturze typu spinki do wlosow, przewaznie egzogennego
pochodzenia np. genomow wirusowych, transpozondéw. Przeciwnie, miRNA sa
pochodzenia endogennego, kodowane przez sekwencje prekursoréw w genomie i wydaja

si¢ stanowic istotniejszy mechanizm regulacyjny w warunkach fizjologicznych [10].

3. Metody badania miRNA

Wszystkie odkryte sekwencje miRNA sg umieszczane w powszechnie dostepne;j
internetowej bazie danych o nazwie ,,miRBase” [5], obecha 13. edycja bazy zawiera
informacje o 9539 sekwencjach [11].

3.1 Metody bioinformatyczne

Identyfikacja sekwencji kodujacych miRNA w genomie oraz przewidywanie
regulowanych przezen genéw docelowych mozliwe s3 za pomoca narzedzi
bioinformatycznych. Wykorzystuja one zwykle trzy cechy miRNA: 1) pochodzenie z
prekursorowych transkryptéw o dt. 70-100 nukleotydoéw o strukturze spinek do wlosow,
2) wysoki stopien konserwacji sekwencji pomigdzy spokrewnionymi ewolucyjnie
gatunkami oraz 3) charakterystyczny wzor ewolucyjnej dywergencji [12]. Jeszcze
wazniejszym zastosowaniem metod komputerowych jest przewidywanie celow dla
konkretnych miRNA. Typowymi kryteriami uzywanymi przez te aplikacje sg: stopien
komplementarnosci zasad ze szczegdlnym uwzglednieniem wykrywania catkowitej lub
bliskiej calkowitej komplementarnosci w tzw. ,,seed region”, ktérym to terminem
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okresla si¢ nukleotydy 2-8 od 5’ konca miRNA, stabilno$¢ termodynamiczna
przewidywanego kompleksu mRNA:miRNA, a takze poziom konserwacji ewolucyjnej
miejsc wigzania miRNA w rejonie 3” UTR genu w réznych gatunkach [12].

3.2 Badanie ekspresji miRNA

Podstawowa technika stosowang do okreslania poziomu ekspresji roznych
czasteczek miRNA w réznych typach probek jest analiza mikromacierzy zawierajacych
zwigzane do stalego podloza (zwykle na szklanej ptytce) komplementarne
oligonukleotydy zoptymalizowane do efektywnej i specyficznej hybrydyzacji z
badanymi miRNA. Uzyskane wyniki analiz mikromacierzy potwierdza si¢ wykonujgc
juz komercyjnie dostepne testy ilosciowej tancuchowej reakcji polimerazy poprzedzonej
odwrotng transkrypcja (QRT-PCR). Testy te umozliwiajg rowniez okre§lanie poziomu
pri-miRNA oraz pre-miRNA [13]. Mozliwe jest takze zastosowanie hybrydyzacji w
roztworze z  wylapujacymi  polistyrenowymi  ziarnami  pokrytymi  zwigzanymi
oligonukleotydowymi sondami komplementarnymi do analizowanych miRNA. Ziarna
impregnowane sa zmieszanymi w réznym = stosunku dwoma  barwnikami
fluorescencyjnymi, co pozwala na uzykanie ok. 100 koloréw, z ktorych kazdy reprezentuje
okreslone miRNA. Po izolacji frakcji matych RNA z hodowli komorkowej lub probki
tkanki dodawane sa zaré6wno do konca 5°, jak i 3’ fragmenty adaptorowe. Nastepnie
miRNA poddawane sg odwrotnej transkrypcji , a potem 1) amplifikacji przez PCR z
zastosowaniem wspolnego biotynylowanego startera, 2) hybrydyzacji z ziarnami
wylapujacymi oraz 3) barwieniu przy pomocy fikoerytryny sprzezonej ze streptawidyna.
Ziarna sg analizowane przy uzyciu cytometru przeptywowego mierzacego kolor ziaren
(rodzaj miRNA) oraz intensywno$¢ sygnatu od fikoerytryny (stgzenie miRNA) (Rys. 2)
[14].

Najstarszg 1 wcigz stosowang technikg jest analiza Northern Blot, obecnie
wykonywana gtéwnie w celu uzupehienia i potwierdzenia rezultatow technik wysokiej
przepustowos$ci jak mikromacierze i qRT-PCR [15]. Weryfikacja regulowanych genow
badana jest przez kotransfekcje konstruktami miRNA oraz mRNA z genem
reporterowym np. lucyferazy z dotaczong w rejonie 3° UTR przewidywang sekwencjg
wigzania MiIRNA. Hybrydyzacja in situ przy uzyciu specjalnych oligonukleotydowych
sond o wysokim powinowactwie pozwala analizowa¢ wzory ekspresji miRNA na
utrwalonych formaling skrawkach oraz zatopionych w parafinie fragmentach tkanek
[13].
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Rysunek 2. Metoda analizy ekspresji miRNA z zastosowaniem hybrydyzacji w roztworze
z wylapujacymi ziarnami i cystometrii przeplywowe;j.

Po izolacji miRNA z hodowli komorkowej lub probki tkanki, dotagczeniu sekwencji
adaptorowych oraz amplifikacji z uzyciem biotynylowanego startera, tak przygotowane miRNA
poddaje si¢ hybrydyzacji w roztworze z polistyrenowymi ziarnami pokrytymi oligonukleotydami
komplementarnymi do analizowanych miRNA. Ziarna impregnowane sa dodatkowo mieszaning
dwoch barwnikach w roznych stosunkach, co pozwala na otrzymanie ok. 100 koloréw, z ktorych
kazdy reprezentuje okreslone miRNA. Reszta biotyny pozwala na wybarwienie zwigzanych z
ziarnami miRNA przez fikoerytryng sprz¢zong ze streptawidyna. Ziarna sa nastepnie
analizowane przy pomocy cytometru przeplywowego. Kolor ziaren odpowiada okreslonemu
miRNA, natomiast gestos¢ sygnatu od fikoerytryny pozwala na okreslenie poziomu ekspresji okreslonego
miRNA w probee [14].

3.3 Analiza funkcji miRNA

W przypadku nicieni oraz muszki owocowej dostepne sa knockout’y (red. ang.
knockout — organizmy z wylaczona ekspresja danego genu/gendow) specyficznych genow
dla poszczegélnych rodzin miRNA i mozliwe jest wnioskowanie o ich funkcjach na
podstawie zmienionych fenotypow. W przypadku ssakow uzyskano do tej pory myszy z
knockout’em enzymu Dicer [16] oraz opublikowano pierwsze doniesienia o delecji
genow specyficznych miRNA w modelu mysim [13]. Zmodyfikowane antysensowne
oligonukleotydy (ASOs) dla hamowania specyficznych miRNA wydajg si¢ by¢
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skutecznym podejsciem w pracy z liniami komorkowymi. W badaniach in vivo
wykazano efektywno$¢ modyfikowanych antysensownych RNA (tzw. ,,antagomiréw’)
[17]. Duzym utrudnieniem dla badania roli konkretnych czasteczek miRNA jest
regulowanie przez pojedyncze miRNA wielu docelowych gendéw oraz wptyw wielu
miRNA na poziom ekspresji pojedynczego genu. Ta skomplikowana sie¢ interakcji

dopiero zaczyna by¢ rozwiktywana.

4. Role biologiczne miRNA

Odkrycie miRNA zwigzane bylo z badaniami procesu rozwoju i réznicowania,
pozniejsze badania ujawnily ich znaczenie w wielu procesach zaro6wno fizjologicznych,
jak i chorobowych. Przypuszcza si¢, iz miRNA hamuja ekspresj¢ genow, ktore powinny
by¢ wyciszone w danym typie tkanki. Natomiast mRNA gendéw o wysokiej ekspresji,
charakterystycznych dla danej tkanki badz typu komorek, zwykle pozbawione sa miejsc
wigzacych dla tzw. ,.seed sequence” takich regulatorowych miRNA. W ten sposob
miRNA przyczyniajg si¢ do zapewnienia komorkowo i tkankowo specyficznego wzoru
ekspresji genow [7].

4.1 Choroby nowotworowe

Badania wzoréw i poziomu ekspresji miRNA w komorkach ludzkich nowotworow
wykazaty specyficzne zmiany sugerujace, iz jedna z oznak postepujacych zmian
neoplastycznych jest deregulacja komorkowych miRNA powigzana z towarzyszgcymi
zmianami genetycznymi i epigenetycznymi takimi jak delecje, amplifikacje, mutacje
punktowe oraz zmiany wzoru i poziomu metylacji DNA. miRNA moga petié¢ zarowno
funkcje genéw supresorowych, jak i onkogenow, a miRNA odgrywajace role w procesie
transformacji nowotworowej okreslane sa jako tzw. oncomiRs. Mogg one wystepowaé w
rejonach niestabilnych genetycznie i czesto ulegajacych delecjom w komorkach
rakowych, jak ma to miejsce w przypadku pierwszego, bezposredniego powigzania
miedzy konkretnymi miRNA, a fenotypem komorek rakowych, ktorego dokonatl zespot
Calina i wsp. dla miR-15 i miR-16 [18]. Lokuja si¢ one w regionie 13ql4, ktérego
delecja wystepuje w ponad polowie przypadkdéw przewleklej biataczki limfatycznej
(CLL — chronic lymphocytic leukemia). Poziomy ekspresji miR-15 i miR-16 pozostaja w
odwrotnej korelacji do poziomu Bcl-2 w CLL i wykazano, iz regulujg one ekspresje
genu dla tego biatka na poziomie posttranskrypcyjnym. Represja Bcl-2 przez miRNAs w
liniach komorek biataczkowych prowadzi do indukcji apoptozy, z tego wzgledu miR-15
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oraz miR-16 wydaja si¢ dobrymi kandydatami dla terapii genowej nowotworow
wykazujacych nadekspresje genu Bel-2. [19].

Klaster miR-17-92 ma natomiast znaczenie dla rozwoju chtoniakoéw zto§liwych
oraz rakow phuc i funkcjonuje jako onkogen. W komdrkach tych locus dla szesciu
miRNA z tej grupy na chromosomie 13 ulega czesto amplifikacji powodujac ich
podwyzszong ekspresje. Rola tych czasteczek polega najprawdopodobniej na
wspomaganiu proliferacji komoérek poprzez przestawienie rownowagi w ekspresji
czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny E2F w strone sprzyjajacego podziatom E2F3, ze
zmniejszeniem poziomu pro-apoptotycznego E2F1 [19, 20].

Rodzina miRNA let-7 wykazuje charakter supresorowy. Czasteczkom tym
przypisuje si¢ regulacje ekspresji protoonkogenu biatka RAS, ktore jest zwigzang z btong
czasteczka sygnatlowa regulujaca wzrost 1 roznicowanie komorek. Mutacje
wspomnianego onkogenu sg obecne w 15-30 % wszystkich Iudzkich nowotworow.
Utrata miejsc wiazacych dla tej rodziny miRNA jest mechanizmem utraty represji
onkogenu Hmga2 (ang. high mobility group A2) [21].

Sekwencje dla miRNA moga pozostawac pod kontrola gendw supresorowych, jak
w przypadku miR-34, bezposrednio aktywowanego przez czynnik transkrypcyjny p53 po
uszkodzeniu genomu [13]

Catosciowe zmiany w ekspresji miRNA rowniez moga mie¢ znaczenie w procesie
nowotworzenia. Badanie profilu ekspresji miRNA w 334 ludzkich rakach, liniach
komoérek rakowych i probkach zdrowych tkanek wykazaty, iz cato$ciowy spadek
poziomu wielu miRNA jest jedng z cech komorek rakowych [13, 14]. Fakt, iz najnizsza
ekspresje wykazywaly komorki najstabiej zroznicowanych guzow, wskazuje na
znaczenie matych RNA w procesie roznicowania i hamowania proliferacji. Kumar i
wspotpracownicy wykazali, iz globalny spadek poziomu miRNA, ktéory moze by¢
wynikiem mutacji enzymdéw niezbednych dla dojrzewania tych czasteczek jak Drosha i
Dicer, promuje transformacj¢ nowotworowa [22]. Duze znaczenie miRNA w chorobach
nowotworowych predysponuje je jako cel terapeutyczny oraz narzedzie diagnostyczne i
prognostyczne [12, 13, 14].

4.2 Uklad krwionosny

Niedawne badania wykazaly wysoki poziom ekspresji miRNA w komoérkach
uktadu krazenia - kardiomiocytach, komorkach $rodbtonka oraz migéni gtadkich naczyn.
Duze zainteresowanie nimi wynika z rosngcej liczby dowodoéw na istotne funkcje
regulacyjne w procesach rozwoju, roznicowania, proliferacji i apoptozy komoérek uktadu
naczyniowego oraz modulacji angiogenezy [23].
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W 2005 roku opisano role miR-1 w réznicowaniu kardiomiocytow. Gen dla tego
miRNA pozostaje pod bezposrednia kontrola regulatoréw roznicowania w komorkach
mieéniowych m. in. SRF-6w (ang. serum response factors), MyoD (ang. myogenic
differentiation factor D) i Mef2 (ang. myocyte-enhancing factor 2) i jego ekspresja jest
istotna dla prawidtowego rozwoju serca [24].

W komoérkach migsni gladkich naczyn, wykazano natomiast pro-proliferacyjne i
anty-apoptotyczne wihasno$ci miR-21. Jako prawdopodobne cele regulacyjne dla tego
MiRNA rozpoznano transkrypty fosfatazy PTEN oraz Bcl-2 [10]. Moze to mieé
znaczenie w przypadku podziatow komorek miesni gtadkich prowadzacych do tworzenia
warstwy neointimy w S$cianach naczyn po angioplastyce, co moze prowadzi¢ do
restenozy [15].

Czasteczki miRNA, jak juz wyzej wspomniano, majg réwniez znaczenie dla
procesu angiogenezy. Komorki ludzkiej linii $rodbtonka zyly pgpowinowej HUVEC
(ang. human umblilical vein endothelial cells) sa cennym modelem angiogenezy in vitro
ze wzgledu na zdolno$¢ tworzenia przypominajacych kapilary struktur w odpowiedzi na
czynniki stymulujace. Wzoér ekspresji miRNA w tych komoérkach zostal niedawno
scharakteryzowany. Opisano 15 miRNA o wysokiej ekspresji (przede wszystkim miR-
221 i miR-222) posiadajacych jako cele mRNA dla receptoréw gtownych
proangiogennych czynnikow wzrostowych [25, 26]. Obnizenie poziomu enzymu Dicer w
komoérkach s$rodblonka wptyneto na ekspresje kilku istotnych regulatoréow funkcji
srodbtonka i angiogenezy m. in. Tiel, Tie2 VEGFR2, eNOS i IL-8. Wykazano ponadto,
iz miRNA let-7f reguluje endogenny inhibitor angiogenezy trombospondyng-1. W
przypadku patologicznej angiogenezy towarzyszacej rozwojowi nowotworéw role
przypisano grupie miR-17-92, ktorej nadekspresja z uzyciem wektorow
retrowirusowych przyspieszata neowaskularyzacje guzow [10]. Ponadto udzial miRNA
wykazano m. in. w regulacji procesow zapalnych w $cianach naczyn krwiono$nych
objetych miazdzyca [23], chorobie niedokrwiennej serca oraz arytmiach [15].

4.3 Regulacja metabolizmu.

Pierwsze doniesienia o roli miRNA w metabolizmie pochodza z obserwacji
mutantow miR-14 Drosophila melanogaster, ktore charakteryzowaty si¢ powigkszonymi
kroplami lipidow w ciele thuszczowym, podstawowym miejscu gromadzenia thuszczow u
tych owadow [27]. W fizjologii ssakéw wykryto natomiast rol¢ miR-375 kontrolujacego
zalezng od glukozy sekrecje insuliny przez regulacj¢ genu miotrofiny. Inhibicja tego
miRNA objawia si¢ wzmozonym wydzielaniem hormonu, co umozliwia branie pod

uwagg tej czasteczki miRNA jako celu dla rozwoju nowych strategii leczenia cukrzycy.
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Funkcja specyficznego dla komodrek watroby miR-122 zostala zbadana przez
zastosowanie antysensownych oligonukleotydow (ASOs), a na podstawie analizy
mikromacierzy rozpoznano grup¢ gendéw o obnizonej ekspresji odpowiedzialnych za
metabolizm lipidow. Zastosowanie ASOs skutkowato podwyzszonym tempem oksydacji
kwasow thuszczowych oraz obnizong synteza kwasow tluszczowych i steroli. Caltkowite
poziomy cholesterolu i triglicerydow w osoczu byly obnizone w badanych myszach. W
modelu otylosci u myszy (ob/ob) inhibicja miR-122 skutkowata ponadto obnizonym
sttuszczeniem watroby, stad proponowane wykorzystanie tych obserwacji w leczeniu
otylosci [17].

4.4 Infekcje wirusowe

Presja selekcyjna w ewolucji wielu wiruséw dziatala w kierunku wyksztalcenia
strategii uniknigcia aktywacji mechanizmow obronnych gospodarza. Wirusy o duzych
genomach kodujg czesto specyficzne biatka inaktywujace systemy obronne komorki,
m. in. odpowiedz interferonowa oraz indukcje apoptozy. Wylaniajaca si¢ istotna rola
miRNA w regulacji wielu gendow, w tym uczestniczacych w szlakach sygnalizacyjnych i
reakcjach immunologicznych [7], pozwala przypuszcza¢ takze o ich znaczeniu dla
rozwoju infekcji wirusowych. Nie powinien dziwi¢ fakt wykorzystywania przez wirusy
szlaku miRNA dla modulacji ekspres;ji istotnych dla zakazenia genow przez kodowanie
wlasnych czgsteczek miRNA w obrebie genomu wirusowego oraz wptyw na komorkowe
miRNA. Wirusowe miRNA moga posiada¢ kilka korzystnych dla patogenu
charakterystyk, przede wszystkim sg, w przeciwienstwie do biatek, nieimmunogenne. Sg
ponadto stosunkowo krotkie, nawet ponizej 200 nukleotydéw/par zasad ze wszystkimi
cis-kodowanymi sekwencjami regulatorowymi, co jest duzg zaleta w Kkontek$cie
ograniczonej pojemnosci wigkszosci genomow wirusowych [28].

Ktore z wiruséw najprawdopodobniej korzystaja z wlasnych miRNA? Wiekszos¢
wirusow RNA oraz pokswirusy (Poxviridae) nalezace do wirusow DNA przeprowadza
replikacje w cytoplazmie, co nie pozwoliloby na obrobke potencjalnych miRNA w
jadrze przez Drosha, ponadto ich wycigcie doprowadzitoby do degradacji genomu
wirusow RNA. Istotnie miRNA wykryto jedynie w genomach jadrowych wirusow DNA,
w tym wszystkich herpeswirusow [29]. Dobrze poznano funkcje miRNA kodowanego
przez wirus SV40 (ang. simian virus 40), ktére hamuje ekspresje duzego antygenu T
wirusa w poznych etapach infekcji, chronigc przed rozpoznaniem i liza zainfekowanych
komorek przez cytotoksyczne limfocyty T [28, 29].

Specyficzna tkankowo ekspresja niektorych miRNA moze mie¢ znaczenie dla

tropizmu niektérych wirusow oraz sprzyja¢ infekcji, jak to ma miejsce w przypadku
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specyficznego dla hepatocytow miR-122. Interakcja tego miRNA z 5’UTR genomu
wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) sprzyja replikacji wirusa [28, 29]. Potencjat
terapeutyczny miR-122 zostal rozpoznany przez firmy farmaceutyczne Santaris i
Regulus, ktore prowadza obecnie prace nad rozwojem metod leczenia HCV opartych na
inhibicji tego miRNA [30]. Doktadniejsze poznanie znaczenia miRNA w chorobach
wirusowych z pewno$cig zaowocuje wkrotce rozwojem kolejnych metod leczenia
opartych na tych czasteczkach.

5. Strategie terapeutycznej modulacji miRNA

5.1 Inhibicja dzialania miRNA

Dojrzale miRNA sa krotkimi tancuchami kwasu rybonukleinowego. Ich charakter
biochemiczny determinuje zatem hybrydyzacje z komplementarnymi czasteczkami na
zasadzie oddzialywan typu Watson’a-Crick’a jako najkorzystniejszy sposob
zahamowania miRNA. ASOs wydaja si¢ najszybsza mozliwa do zastosowania metoda
terapeutycznej inhibicji miRNA. Specyficzne ASOs skierowane przeciwko czasteczkom
miRNA, okreslane jako AMOs (anti-miRNA ASOs), byly stosowane przez wiele grup
do obnizania aktywnosci miRNA w badaniach na kulturach komorkowych. Wykazano
skutecznos$¢ oligonukleotydow z modyfikacjami cukru w pozycji 2° (szczegolnie 2°-O-
metylo (2’-OMe), 2’-O-metoksyetylo (2°-MOE), 2’-fluoro (2’-F) i mostka tlenowego
miedzy pozycjami 2’ i 4’ (ang. locked nucleic acids, LNA), jak rowniez podstawienie
atomu tlenu w fosforanie szkieletu fosfocukrowego atomem siarki [31, 32].

Podwyzszanie powinowactwa AMOs do miRNA wydawatoby si¢ pozytywnie
wptywac na aktywno$¢ tych molekut, jednakze doktadniejsze zbadanie tego zwigzku nie
wykazato silnej korelacji miedzy powinowactwem, a rzeczywistg skutecznoscia AMOs
[33]. Wskazuje to na znaczenie réwniez innych, nie do konca jeszcze dobrze
zdefiniowanych, parametrow. Sugerowano, ze AMOs mogg obniza¢ poziom dojrzatego
miRNA, jednakze fakt zachodzenia tej degradacji jest do tej pory kontrowersyjny
[31, 32]. Pomimo doniesien o efektywnosci systemowego podania samych AMOs w
roztworze soli fizjologicznej [34], probuje si¢ poprawia¢ biodystrybucje
oligonukleotydow  przez  zamykanie w  liposomach oraz sprzeganie z
matoczasteczkowymi ligandami np. cholesterolem [17]. O ile sprzgganie wydaje si¢ by¢
atrakcyjng $ciezkg w kierunku tworzenia eksperymentalnych terapii bazujacych na
AMOs, to kompleksy lipidowe zawierajace AMOs wykazujg ograniczenia zwigzane z

toksycznoscia, kosztami oraz ograniczona dystrybucja in vivo.
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5.2 Wplyw na biogenez¢ miRNA

Globalne ograniczenie poziomu wszystkich miRNA moze by¢ osiagnigte przez
zahamowanie procesu dojrzewania tych czasteczek przez inhibicje enzyméw Drosha,
Dicer Iub innych komponentow szlaku. Spodziewane sa jednak liczne plejotropowe
efekty takiego podejscia. Ponadto, dos$¢ tagodne efekty obnizenia aktywnosci sktadnikow
szlaku biogenezy miRNA sugeruja, iz czasteczki te charakteryzujg si¢ do$¢ duza
stabilnos$cig i dlugim czasem zycia w komorce, co ogranicza mozliwo$¢ zastosowania

takiej strategii w krotkoterminowej terapeutycznej modulacji poziomu miRNA [31].

5.3 Metody suplementacji

W przypadku wielu schorzen, w szczegolnosci nowotwordw, obnizenie poziomu
pewnych miRNA przyczynia si¢ istotnie do rozwoju objawow patologicznych. Stad,
dostarczanie molekut mogacych petni¢ w komorkach funkcje brakujacych czasteczek
miRNA wydaje si¢ mie¢ potencjatl terapeutyczny. Najbardziej realne wydaje si¢ na
chwile obecng zastosowanie w tym celu czasteczek analogicznych do naturalnych
produktéw cigcia przez Dicer i zblizonych strukturg do czasteczek siRNA. Zastosowanie
takich czasteczek napotyka jednak te same trudnos$ci, jak w przypadku terapeutycznych
siRNA, przede wszystkim stabilno$¢ i dostarczenie do réznych typow tkanek. Niezbedne
wydajg si¢ modyfikacje chemiczne stosowanych kwasoéw nukleinowych, tak aby
poprawi¢ stabilnos¢ w ptynach ustrojowych glownie przez zabezpieczenie przed
degradacja przez nukleazy, a takze zapobiec szybkiemu usuwaniu z krwioobiegu przez
filtracj¢ w nerkach. Ochrong przed nukleolitycznym trawieniem moga zapewni¢ liczne
modyfikacje pozycji 2’ cukru (2°-OMe, 2’-MOE, 2’-F, LNA). Podstawienie czesci
atomow tlenu siarka w szkielecie fosfocukrowym sprzyja wigzaniu przez biatka osocza i
opéznia usuwanie przez nerki [31]. Poprawa pobierania preparatow mozliwa jest do
osiagnigcia przez sprzgganie z resztami takimi jak czasteczki cholesterolu [17].
Skutecznym podejsciem moze by¢ takze lokalne podanie terapeutycznych kwasow
nukleinowych. Podawanie wziewne wykazato efekt terapeutyczny w leczeniu infekcji
wirusowych gornego uktadu oddechowego [31].

Pierwsze proby kliniczne zostaly juz przeprowadzone dla doocznego podawania
siRNA przeciwko receptorowi dla VEGF w leczeniu zwyrodnienia plamki zottej
zwigzanego z wiekiem (ang. Age-related Macular Degeneration, AMD) [35]. Niedawne
badania wykazaty, iz w tym przypadku siRNA dziatajg przez aktywacje receptora Toll-
podobnego 3 (TLR3, Toll-like receptor 3). Mechanizm ten jest niezalezny od sekwencji
SiRNA, charakterystyczny dla tej klasy czgsteczek, a jego wystepowanie zalezy od
dhugosci i chemicznej struktury oligonukleotydu [36].
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5.4 Ekspresja miRNA z wektoréw wirusowych

Odmiennym podejsciem do dostarczania terapeutycznych czgsteczek miRNA do
organizmu jest umieszczenie kodujacych ich sekwencji w obrebie zmodyfikowanego
genomu wirusowego stuzacego jako wektor. Zwykle polega to na wklonowaniu
odpowiedniej kasety ekspresyjnej zawierajacej sekwencje kodujaca krotka czasteczke
RNA o strukturze spinki do wtosow (ang. short hairpin RNA, shRNA) za promotorem
dla polimerazy RNA II lub III. shRNA jest nastgpnie cigte przez Dicer i ulega
zatadunkowi do RISC. Niewatpliwymi korzy$ciami plynacymi z takiej strategii jest
szansa uzyskania bardziej stabilnej i dlugotrwatej ekspresji bez koniecznosci
wielokrotnego podawania preparatow leczniczych miRNA, a takze mozliwo$¢ ekspresji
wielu czasteczek miRNA jednocze$nie [31,37]. Przydatno$¢ zmodyfikowanych
retrowiruséw, adenowiruséw i wirusOw zwigzanych z adenowirusami (ang. Adeno-
associated Viruses, AAV) do dostarczania transgenow do komorek wielu tkanek zostata
potwierdzona w licznych badaniach [38]. Niestety wcigz podejsScie to napotyka
ograniczenia zwigzane z ryzykiem mutagenezy inercyjnej w przypadku retrowiruséw,
odpowiedzia immunologiczng przeciwko adenowirusom oraz ograniczong infekcja
niektorych typow tkanek. W konstrukcji wektorow tych typéw mozliwe jest
wykorzystanie specyficznej dla danego typu komoérek badz tkanki ekspresji pewnych
miRNA w celu modyfikacji naturalnego tropizmu wiruséw. Przyktadowo dodanie
sekwencji komplementarnej dla specyficznego dla hepatocytow miR-122 do genu E1A
onkolitycznego wektora adenowirusowego umozliwia redukcje replikacji wirusa w tych
komérkach oraz hepatotoksyczno$ci zwigzanej z podaniem wektora, przy jednoczesnym
zachowaniu zdolno$ci do normalnej replikacji w pozostatych typach komorek [39]. W
celu uzyskania myszy z obnizona ekspresja niektorych genow uzyto natomiast
lentiwirusow niosgcych sekwencje dla okreslonych miRNA do infekcji embrionalnych
komorek macierzystych [40].Wektory lentiwirusowe zapewniaja zwykle stabilniejsza
ekspresje transgenicznego miRNA, co zwigzane jest z integracja do genomu
zainfekowanych komorek . Badania Grimm’a i wspotpracownikow [41] zwrocity uwage
takze na ryzyko saturacji szlaku RNAIi przez zastosowanie zbyt silnych promotorow dla
ulegajacych ekspresji czasteczek shRNA. Eksportyna 5, bedaca czynnikiem limitujagcym
eksport pre-miRNA z jadra do cytoplazmy wydaje si¢ mie¢ znaczenie w mechanizmie
hepatotoksycznosci indukowanej podaniem wektorow z shRNA pod silnymi
promotorami. Stagd konieczno$¢ starannej optymalizacji konstrukcji wektorow do

terapeutycznego uzupetniania niedoborow ekspresji niektorych miRNA.
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6. Podsumowanie

Niedawne odkrycie znaczenia miRNA w regulacji ekspresji gendw przyniosto fale
zainteresowania i intensywnych badan majacych na celu poznanie ich roli zaréwno w
warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. Uzyskane wyniki daja nadzieje na
mozliwo$¢ opracowania licznych zastosowan terapeutycznych tych czasteczek
szczegolnie w dziedzinie terapii genowej. Wciaz jednak pozostato wiele do odkrycia w
kwestii doktadnego mechanizmu dziatania miRNA, jak i funkcji konkretnych z nich. Z
pewnoscig najwigkszy potencjat zdaje si¢ tkwi¢ w zdolnosci pojedynczego miRNA do
regulacji ekspresji wielu powigzanych genow, co mogloby prowadzi¢ do regulacji catych
szlakow sygnatowych, czy metabolicznych przy pomocy modulacji jednej lub kilku
czasteczek np. dostarczonych przez podanie w jednym wektorze wirusowym. Ponadto
czasteczki te sa niewielkiej dlugosci, co umozliwia modulacje krotkimi
oligonukleotydami, badz inkorporacje do wektorow uzywanych w terapii genowe;].
Wptyw na wiele docelowych mRNA stanowi¢ moze jednak roéwniez powazne
utrudnienie w rozwoju lekow opartych na miRNA ze wzgledu na spodziewane efekty
uboczne i jest przyczyna skupienia uwagi przemystu farmaceutycznego gltownie na
czasteczkach siRNA [42]. Mimo to, nalezy spodziewal sie, iz optymalizacja kwestii
dostarczania, wydajnosci, stabilnosci i toksycznosci zaowocuje w najblizszych latach
licznymi klinicznymi zastosowaniami miRNA.
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WYKORZYSTANIE WEKTOROW AAV W TERAPII GENOWEJ.
PROBY KLINICZNE.

1. Wstep

Terapia genowa jest preznie rozwijajaca si¢ metoda leczenia, w ktorej
wykorzystuje si¢ mozliwo$¢ dotarcia do podstawowej przyczyny wielu chorob, czyli
niewlasciwie funkcjonujacej informacji genetycznej zapisanej w DNA. Stosujac kwasy
nukleinowe zamiast lekow, mozna zard6wno modyfikowaé ekspresj¢ indywidualnych
genow jak i naprawia¢ geny wadliwe, co daje szanse na stworzenie skutecznych metod
leczenia m.in. chordb dziedzicznych, sercowo-naczyniowych, nowotwordéw, choréb
zakaznych i wielu innych. Kluczowym czynnikiem decydujacym w znacznej mierze
0 skutecznos$ci takiego podejscia jest sposob wprowadzenia terpeutycznej sekwencji do
komorek. Sposroéd roznych mozliwosci, coraz wigksza uwage poswieca sie¢ wektorom
opartym na wirusach AAV (ang. adeno-associated virus). Dzieki swoim wtasciwosciom,
pozwalajacym m.in. na uzyskanie wysokiej i dlugotrwalej ekspresji wprowadzanego
genu (transgenu) oraz bardzo niskiemu ryzyku przypadkowego wbudowania materiatu
genetycznego do genomu gospodarza, sa one wykorzystywane w wielu badaniach
podstawowych, ktére w przypadku kilkunastu chordb pozwolity na rozpoczecie prob
klinicznych.

2. Wykorzystanie wektoréw AAV w terapii genowej

Pierwsza publikacja, w ktorej wykorzystano AAV jako wektor wprowadzajacy
DNA do komorek ssaczych ukazata si¢ w 1984 roku [1, 2], niemniej od tego czasu
notuje si¢ ciagly wzrost publikacji dotyczacych tego tematu. Najwicksza liczba prac
dotychczas opublikowanych dotyczy badan przedklinicznych, a nastepnie badan nad
konstrukcja, produkcja i funkcjonowaniem wektorow AAV. Ze wzgledu m.in. na czas
trwania prob klinicznych, publikacje przedstawiajace ich przebieg i wyniki zaczynaja si¢
dopiero pokazywac. Poza tym, coraz mniej prac jest poswigconych doswiadczeniom in
vitro, a coraz wiecej podejsciu in vivo i probom przedklinicznym, co stanowi logiczny
rozw0j przeprowadzanych eksperymentow.
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Najwigcej chorob — 32 %, dla ktorych probuje si¢ zastosowac terapi¢ genowsa z
wykorzystaniem wektorow AAV stanowig choroby dziedziczne. Na drugim miejscu
znajduja si¢ nowotwory — 19 %, nast¢pnie schorzenia neurologiczne — 14 %, choroby
zwigzane z oczami — 11 %, choroby sercowo-naczyniowe — 10 %, inne choroby
chroniczne — 5% i inne — 9 %. W 2004 odnotowano, ze wsrdd chorob dziedzicznych,
hemofilia B jest glownym celem prob zastosowania terapii genowej przy uzyciu
wektorow AAV. Nastgpne w kolejnosci sg: dystrofia mieg$niowa Duchenne'a,
lizosomalne choroby spichrzeniowe oraz mukowiscydoza. Sposréd 1283 badan
klinicznych z wykorzystaniem terapii genowej, ktore otrzymaly zgode na
przeprowadzenie migdzy 1989 a 2007 rokiem tylko 4 % (47) dotyczy zastosowania
wektorow opartych na AAV. Wigkszos¢ z nich — 66 %, byto w fazie pierwszej, 17 %
migdzy pierwsza a druga, 6 % w fazie drugiej i 11 % w trzeciej. Pierwsza proba
kliniczna otrzymata zgode w roku 1994, jednak wigkszo$¢ rozpoczeto w latach 2004-
2006.53 % z nich dotyczy choréb wywotanych mutacja w jednym genie, natomiast
23 % chorob nowotworowych. Nie odzwierciedla to ogélnej tendencji badan nad
zastosowaniem terapii genowej, w ktorej najwiecej prob klinicznych wykonuje si¢ nad
nowotworami — 67 %, zaburzeniami sercowo-naczyniowymi — 9,1 % oraz na trzecim
miejscu chorobami wywotanymi mutacjami w jednym genie — 8,4 %. Pierwsze wyniKi
badan klinicznych z wykorzystaniem wektorow AAV opublikowano w 1999 roku
i dotyczyly one leczenia mukowiscydozy, ktora jest zarazem najczesSciej leczona chorobg

za pomocg tych wektorow [1].

3. Mukowiscydoza

Mukowiscydoza jest jedng czgSciej wystepujacych, recesywnych chordb o podtozu
genetycznym, pojawiajaca si¢ na jedno z 2500 urodzen. Dziedziczona jest na sposob
autosomalny recesywny, a powoduje ja mutacja w genie CFTR, ktory odpowiada za
synteze¢ chlorkowego kanatu blonowego. Ulega on ekspresji w komorkach
nabtonkowych droég oddechowych, trzustki, gruczotéw slinowych i potowych, gdzie
pomaga regulowa¢ wewnatrzkomorkowe stezenie chloru. Zaburzenie jego funkcji
powoduje nagromadzanie si¢ gestego 1 lepkiego $luzu w plucach i przewodzie
pokarmowym, co powoduje zahamowanie normalnej obrony immunologicznej ptuc,
ktore stajg sie miejscem czestych infekcji, chronicznego zapalenia oraz zabliZniania
(ryc. 1). W miar¢ rozwoju choroby dochodzi do ograniczania funkcji uktadu
oddechowego, co ostatecznie konczy si¢ $miercig chorego zazwyczaj w drugiej lub

trzeciej dekadzie zycia [2]. Do tej pory opisano wiele mutacji powodujacych to
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Rysunek 1. Patomechanizm powstawania wektor tgAAVCF, zawierajagcy gen
mukowiscydozy [zmodyfikowano za 9] CFTR pozbawiony promotora, kiérego
transkrypcja miata by¢
przeprowadzana dzigki funkcjom promotorowym sekwencji ITR AAV2 [4-7]. W 2002
roku opublikowano wyniki drugiej fazy prob klinicznych, w ktérej opisany wektor
podano 23 pacjentom. Wyniki do$wiadczenia pokazaly, ze terapia genowa z
zastosowaniem tgAAVCF w leczeniu mukowiscydozy jest dobrze tolerowana przez
organizm. Nie zaobserwowano powaznych skutkéw ubocznych, zwigkszonego stezenia
przeciwcial neutralizujacych AAV2 oraz oznak procesu zapalnego zwigzanego z

podaniem wektorow. Niemniej uzyskane efekty terpauctyczne nie osiggnely
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statystycznie znaczacej réznicy miedzy grupa pacjentow, ktorej podano tgAAVCF a
grupa kontrolna [8].

4. Hemofilia B

Hemofilia B jest dziedziczng choroba sprzezong z chromosomem X,
spowodowang mutacjami w genie kodujacym czynnik IX kaskady krzepnigcia krwi.
Osoby cierpigce na hemofilie charakteryzuja si¢ wiec zaburzeniami w tym procesie, co
moze doprowadzi¢ m.in. do uszkodzen stawow i migsni z powodu niekontrolowanych
krwawien wewnetrznych [9]. Leczenie tej choroby polega na suplementacji czynnika IX,
niemniej wykazuje ona szereg cech sprawiajacych, ze jest dobrym kandydatem dla
terapii genowej. Przede wszystkim jedynie niewielka ilo$¢ biatka — 1,5-5 % normalnego
poziomu W surowicy — wystarcza do uzyskania terapeutycznego efektu [10], przy czym
nie jest wymagana S$cista kontrola jego ekspresji, zarowno pod wzgledem ilosci, jak i
stanow fizjologicznych, w ktorych miatoby do niej dochodzi¢ [10]. Co wigcej,
sekwencja ¢cDNA kodujaca czynnik IX jest relatywnie krotka — ok. 1,4 kpz, wiec
doskonale pasuje do wektorow AAV, a biatkko to ulega sekrecji, wigc mozna
transdukowa¢ komorki réznych organow w celu uzyskania jego ekspresji i wydzielania
do uktadu krwionosnego [11-13].

W zwiazku z tym 1999 roku firma Avigen przy wspolpracy z Centrum
Medycznym Uniwersytetu w Stanford rozpoczeta faze I/Il badan klinicznych nad
wprowadzaniem i ekspresjg czynnika IX podawanego do watroby lub domigsniowo za
pomoca wektoréw opartych na AAV2. W grudniu 2000 roku zostaly zaprezentowane
wstepne wyniki do§wiadczen nad iniekcjg domig$niows. U szesciu z siedmiu pacjentow
uzyskano transdukcje komoérek migsniowych, przy czym u dwojga z nich poziom
czynnika IX we krwi wzrdost do poziomu przekraczajgcego lub réwnego 1 % normy.
Dzigki temu u tych pacjentow mozna bylo znacznie zredukowaé poziom
suplementowanego biatka przez ponad pottora roku [3]. Nastepnie opublikowano
dodatkowe dane dotyczace fazy I/II otwartej proby klinicznej na o$miu pacjentach z
cigzka postacig hemofilii B, ktora miata na celu ustalenie odpowiedniej, terapeutycznej
dawki wektorow AAV. Badania pokazaty, ze wektory te sa dobrze tolerowane przez
pacjentow, niemniej nie udato sig¢ ustali¢ ich efektywnej ilosci. Oznacza to, ze pomimo
zaobserwowane;j transdukcji komorek mig$niowych i ekspresji czynnika IX, jego poziom
nie byl wystarczajacy, by uzyskac¢ dlugotrwaty efekt terapeutyczny [14].

Pierwszy pacjent, ktéremu wprowadzano transgen do watroby, otrzymat wektor
AAYV niosgcy czynnik IX przez podanie do tetnicy watrobowej. Badanie zostato jednak
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przerwane w zwigzku z wykryciem wektorow w nasieniu [10]. Wstepne wyniki z tej
proby klinicznej zaprezentowano w lipcu 2003 roku. W ciggu dwoch lat, szesciu
pacjentow otrzymato wektor w roznych dawkach Osoba, ktora otrzymata najwieksza
ilo$¢ terapeutycznego transgenu osiggnela poziom krazacego czynnika IX w wysokosci
5-12 % normy przez 5 tygodni, w ciagu ktérych nie potrzebowata suplementacji tym
biatkiem. Niemniej, w ciggu nastgpnego tygodnia ilo$¢ ta spadta do 2,7 %. Dodatkowo
zaobserwowano krotkotrwate podniesienie poziomu transaminaz, ktoéremu nie
towarzyszyly istotne klinicznie zaburzenia funkcji watroby, co $wiadczy o powstaniu
komoérkowej odpowiedzi immunologicznej. Co wigcej, rozwdj tej odpowiedzi mozna
bylto skorelowac z redukcja ekspresji transgenu w hepatocytach.

Wyniki badan pokazaty, ze wprowadzanie wektorow AAV do watroby jest
bardziej wydajne niz do komoérek miesniowych, ale w obu przypadkach stezenie
czynnika IX znaczaco spada po czterech do o$miu tygodni od podania [3]. Poniewaz
liczba pacjentow w obu probach byla niewielka, nie mozna na podstawie tych badan
wysuwaé ogolnych wnioskdéw, niemniej potwierdzity one, Ze stan zdrowia przynajmniej
czesci pacjentow ulegl czasowej poprawie po zastosowaniu terapii genowej. Niemniej,
nalezy rozwazy¢ mozliwo$¢ zastosowania czasowej immunosupresji w trakcie
podawania wektorow, aby otrzyma¢ maksymalng wydajnos¢ produkcji terapeutycznych

czynnikoéw [10, 15].

5. Slepota wrodzona Lebera

Kolejnym narzadem, w ktorym bada si¢ mozliwo$¢ terapeutycznego zastosowania
wektorow AAV jest oko. Narzad ten jest bardzo dobrym kandydatem dla terapii
genowej, poniewaz mozna uzyska¢ w nim lokalne, stosunkowo/wzglednie wysokie
stezenie wektorow przy niewielkiej ich dawce i ograniczonej odpowiedzi
immunologicznej organizmu. W dotychczasowych badaniach pokazano wydajna
transdukcje komorek RPE (ang. retinal pigment epithelium) i fotoreceptoréw po iniekcji
wektorow AAV pod siatkdwke (ryc. 2) na wielu modelach zwierzecych i przy
wykorzystaniu réznych serotypow [16-18]. Jedng z chordb genetycznych dotykajacych
oko jest §lepota wrodzona Lebera, ktora stanowi 5 % dziedzicznych zaburzen siatkowki.
Wystepuje z czestotliwoscig trzech na 100000 urodzen i powoduje niemal catkowita
Slepote juz w okresie dziecinstwa, a jak dotad nie stworzono skutecznej terapii
przeciwko temu schorzeniu [19-22]. Mutacje powodujace pojawienie si¢ choroby zostaty
zlokalizowane w réznych genach, a jedng z czestszych form (12 % wszystkich

przypadkow) stanowi typ drugi $lepoty wrodzonej Lebera. Spowodowana jest ona
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Rysunek 2. Oko jako potencjalne miejsce zastosowania
wektorow AAV.

uniemozliwia regeneracje rodopsyny i powoduje odkladanie estrow trans-retinolu w
ciatkach inkluzyjnych w obrebie komorek. Efektem tych nieprawidlowosci jest zas
degeneracja czopkow i1 precikow, co z kolei prowadzi do Slepoty [21]. Na podstawie
obiecujacych wynikéw badan na zwierzetach rozpoczeto w 2007 roku pierwsza probe
kliniczng wyleczenia typu drugiego Slepoty wrodzonej Lebera, wykorzystujaca terapie
genowa oparta o wektory AAV. Dotychczasowe dane pokazuja, ze taka terapia jest
bezpieczna i nie powoduje skutkow ubocznych. U wszystkich pacjentow funkcje
wizualne nie ulegly pogorszeniu, a u jednego zaobserwowano znaczng poprawe widzenia
w ciemnosci. Zespdt przeprowadzajacy ta probe kliniczng rozpoczat juz badanie
wykorzystywanej techniki u mtodszych pacjentow, u ktorych ma nadzieje uzyskaé
jeszcze lepsze wyniki [23].

6. Reumatoidalne zapalenie stawow

Reumatoidalne zapalenie stawoéw to ztozona choroba ustrojowa o podtozu
autoimmunologicznym, ktéra moze obejmowaé wiele tkanek i narzadow, ale atakuje
gtéwnie stawy. Charakterystyczng jej cechg jest ciagly stan zapalny blony maziowej,
prowadzacy czesto do zniszczenia chrzastki stawowej. Okoto 1 % populacji ludzkiej jest
dotkniety tym schorzeniem, przy czym kobiety trzy razy czgséciej niz mezczyzni [24].
Obecne podejscie terapeutyczne przewiduje jak najwczesniejsze rozpoczecie podawania
srodkéw modyfikujacych przebieg choroby, tak aby zapobiec uszkodzeniom stawow, a
poniewaz nieprawidtlowo funkcjonujacy uklad immunologiczny jest glowna jej
przyczyna, stosowane leki majg dziatanie immunosupresyjne. Niemniej, probuje si¢

rowniez wykorzysta¢ czynniki biologiczne blokujace molekuly zaangazowane w
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patogenez¢ reumatoidalnego zapalenia stawow. Nalezg do nich biatka oddziatujace m.in.
z czasteczkami CD-20 (rituximab), CTLA-4 (abatacept), interleuking 6 (tocilizumab),
interleuking 1 (anakirna) oraz czynnikiem nekrozy nowotworéw typu o (etanercept,
infiximab, adalimumab). Ostatnia z wymienionych cytokin, TNFa, wydaje si¢ odgrywac
wazng rolg w rozwoju choroby, poniewaz jej neutralizacja powoduje silng, pozytywna
odpowiedz pacjentow. Z tego wzgledu zostata ona wybrana jako cel terapii genowej z
wykorzystaniem wektorow AAV. Firma Targeted Genetics skonstruowata wektor o
nazwie tgAAC94, przenoszacy sekwencje fragmentu Fc immunoglobuliny IgGl
polaczonego z rozpuszczalnym receptorem TNFa, a nastgpnie wykorzystala go do
przeprowadzenia prob klinicznych. W 2005 roku zakonczono faze I, oceniajaca
bezpieczenstwo wewnatrzstawowe]j iniekcji tgAAC94 u 11 pacjentow, ktorzy nie
otrzymywali réwnoczesnie innych antagonistow TNFa. W trakcie badania okre$lono
odpowiednig dawke wektoréw wirusowych oraz nie stwierdzono powaznych skutkow
ubocznych ich podawania. W nastepnej fazie (I/I) wzigto udziat 127 oséb cierpigcych na
reumatoidalne zapalenie stawow, artropati¢ luszczycowa oraz zesztwyniajace zapalenie
stawow kregostupa. Dotychczasowe wyniki pokazaly tendencje w kierunku trwalej
poprawy w obszarze tkliwosci uciskowej oraz opuchnigcia przez przynajmniej 12
tygodni u pacjentdéw otrzymujacych terapeutyczne wektory w poréwnaniu z grupa
placebo. Niestety, jedna z osob, ktorej podawano wyzszg dawke tgAAC94, zmarla, co
spowodowato wstrzymanie proby przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow
(FDA). Jak si¢ jednak okazato, $mierc¢ zostata spowodowata rozproszong
hisotoplazmoza z nastgpujacymi powiklaniami oraz niewydolnos$cia wielu organow.
Biorgc pod uwage nature tej choroby, jest bardzo prawdopodobne, Ze zostala ona
wywotana supresja ukladu immunologicznego, bedaca efektem rdéwnoczesnie
przyjmowanych przez pacjentke lekow na reumatoidalne zapalenie stawow, takich jak
adalimumab, metotreksat i prednizon. W zwigzku z tym stwierdzono, ze wektory AAV
nie mialy wptywu na zaistnialg sytuacje, a FDA pozwolila na dalsza kontynuacje tej fazy
badan [15].

7. Choroby centralnego ukladu nerwowego

Choroba Canavan'a (zwyrodnienie ggbczaste ukladu nerwowego) to rzadkie,
dziedziczne schorzenie spowodowane niedoborem N-acetyloaspartazy, ktorego
przyczyng sa mutacje w genie kodujacym to biatko. Najczgstsza z nich stanowi tranzycja
adeniny na cytozyne, ktéra powoduje zamian¢ kwasu glutaminowego na alaning

W centrum aktywnym enzymu 1 w rezultacie catkowita utrate jego funkcji.
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N-acetyloaspartaza ulega poczatkowo ekspresji w komorkach centralnego uktadu
nerwowego, wigc zaburzenia w jej funkcjonowaniu powoduja akumulacje
N-acetyloasparaginianu, ktéra wplywa na proces mielinizacji, skutkujac gabczastym
zwyrodnieniem moézgu. Symptomy tej choroby obejmuja m.in. opdznienie rozwoju
umystowego 1 motorycznego, wielkoglowie, napady padaczkowe, a jak dotad nie
znaleziono dla niej skutecznej terapii. Niemniej, terapia genowa z uzyciem wektoréw
AAV moze okaza¢ si¢ skutecznym narzgdziem w walce z tg chorobg [25-28]. Uzyskane
wyniki badan przedklinicznych pozwolilty na zaprojektowanie proby klinicznej
sprawdzajacej efektywnos¢ podawania wektorow AAV2 przenoszacych sekwencje dla
N-acetyloaspartazy. Za pomocg operacji neurochirurgicznej zostaly one podane do
miejsc wykazujacych zmiany chorobowe u 10 pacjentow. Badania pokazaly, ze
wprowadzenie wektoroéw do centralnego ukladu nerwowego jest dobrze tolerowane,
niemniej u 3 o0s6b wykryto niski poziom odpowiedzi immunologicznej przeciwko
AAV?2, objawiajacej si¢ wzrostem przeciwcial neutralizujacych ten serotyp w surowicy.
Co ciekawe, dalsza analiza wykazata catkowitg nieobecnos$¢ takich przeciwciat w ptynie
rdzeniowo-mézgowym oraz brak oznak zapalenia w mozgu [29].

Choroba Parkinsona jest powoli postepujaca zwyrodnieniowa chorobg
osrodkowego uktadu nerwowego, nalezacg do choréb uktadu pozapiramidowego,
wywotang zmianami zwyrodnieniowymi komorek nerwowych w istocie czarnej i innych
obszarach barwnikono$nych  moézgowia. Konsekwencja zaburzenia funkcji tych
neuronéw jest niedobor dopaminy (ok. 70-80 %) w istocie czarnej i prazkowiu i
przewaga neuronow glutaminergicznych, hamujacych jadra wzgdérza. W proces
neurodegeneracyjny wciagniete sa uktady: dopaminergiczny (istota czarna, podwzgorze,
uktad mezokortykalno-limbiczny, siatkoéwka) noradrenergiczny (miejsce sinawe),
cholinergiczny (jadro podstawne Meynerta) i glutaminergiczny, jednak dokladne
przyczyny jego rozwoju nie sg znane. Niemniej, neurotroficzne czynniki wzrostu, takie
jak GDNF (ang. glial cell-derived neurotrophic factor) i jego naturalnie wystepujacy
analog NTN (neurturin) okazaty si¢ poprawia¢ funkcj¢ oraz chroni¢ przed zniszczeniem
neurony dopaminergiczne [15]. W zwigzku z tym firma Ceregene zainicjowata w 2005
roku pierwszg faze prob klinicznych z wykorzystaniem wektora AAV2-NTN,
nazwanego CERE-120. Badanie mialo na celu sprawdzenie bezpieczenstwa oraz
tolerancji na jego podanie do istoty czarnej oraz pragzkowia u 12 osob cierpigcych na
chorobg Parkinsona, ktore podzielono na dwie grupy w zaleznosci od ilo$ci wektorow.
Ocena wplywu terapii trwata od 9 do 12 miesigcy dla pacjentdow otrzymujacych nizsza
dawke oraz 4 do 8 miesigcy dla pacjentow otrzymujacych dawke wyzsza. W obu
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przypadkach zauwazono poprawe w skali UPDRS (ang. Unified Parkinson's Disease
Rating Scale) i jednocze$nie nie stwierdzono powaznych skutkow ubocznych ani
znaczacych zmian m.in. w badaniach neuropsychiatrycznych oraz neurologicznych. Faza
IT préb klinicznych obejmujaca 58 pacjentéw z zaawansowang choroba potwierdzita
bezpieczenstwo stosowania CERE-120, jednak nie zauwazono znaczacych rdznic
migdzy osobami otrzymujacymi terapeutyczne wektory a grupa kontrolng, ktérej podano
placebo [15].

Alternatywnym podejsciem w terapii genowej choroby Parkinsona jest podanie
wektorow AAV  przenoszacych sekwencje dwoch izoform dekarboksylazy kwasu
glutaminowego (GAD 65 i GAD 67) do jadra podwzgorza. Enzymy te katalizuja syntezg
kwasu y-aminomastowego, gldwnego neuroprzekaznika o dziataniu hamujgcym w
moézgu. U pacjentdw cierpiacych na chorobe Parkinsona, aktywno$¢ jadra podwzgorza
jest zwigkszona, przede wszystkim z powodu zmniejszonego dostarczania kwasu
y-aminomastowego z gatki bladej [30, 31]. Taka strategi¢ zastosowano w fazie I prob
klinicznych z udzialem 12 pacjentow poddawanym operacyjnej implantacji elektrod
stymulujacych. W badaniu wykorzystano trzy rozne dawki wektorow AAV2-GAD
podanych jednostronnie do jadra podwzgoérze i nie zaobserwowano powaznych efektow
ubocznych tej procedury. Co wigcej, w czgséci ciata zwigzanej z miejscem wstrzyknigcia
AAV2-GAD odnotowano znaczaca poprawe motoryczng W skali UPDRS przez okres od
3 miesigcy do 1 roku. Dodatkowo, pozytronowa emisyjna tomografia kopmuterowa
pokazata istotng redukcje metabolizmu w obszarze wzgorza ograniczonego do potkuli
mozgowe]j objetej badaniem [32, 33]. Kolejne badanie kliniczne bedace w fazie |
wykorzystuje wektory AAV przenoszace sekwencje ludzkiej dekarboksylazy
L-aminokwasow aromatycznych (AADC). Strategia ta ma na celu zwickszenie konwersji

powszechnie wykorzystywanego leku o T -

nazwie Levodopa, bedgcego biosyntetycznym o
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Terapie genowe z wykorzystaniem i; _—
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Jest to degeneracyjna choroba osrodkowego  nerwowe w chorobie Alzheimera
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ukladu nerwowego, charakteryzujgca si¢ wystepowaniem blaszek amyloidowych
zbudowanych z B-amyloidu oraz nadmierng agregacja biatka tau wewnatrz komorek
nerwowych mozgu (ryc.3). Prowadzi ona m.in. do zaburzen pamigci, funkcji
poznawczych oraz osobowosci i zachowania. Na tym polu terapia genowa byta skupiona
gléwnie na dostarczeniu czynnika wzrostu nerwow (NGF), majacego bronié
odpowiednia populacje neurondéw przed degeneracja zwigzang z wiekiem oraz zwigkszy¢
przezycie neurondéw cholinergicznych [15]. Taka strategi¢ przyjeta tez wspomniana
wcezesniej firma Ceregene, ktdra rozpoczeta faze I prob klinicznych z wykorzystaniem
wektrow AAV2-NGF. Wyniki uzyskane od szesciu pacjentow pokazaty, ze terapia byta
bezpieczna i dobrze tolerowana, w zwigzku z czym planowane jest przeprowadzenie fazy
1115, 34].

Kolejna choroba osrodkowego uktadu nerwowego do ktorej leczenia probuje sig
wykorzysta¢c wektory AAV jest posta¢ pdznoniemowleca lizosomalnej choroby
spichrzeniowej z grupy ceroidolipofuscynoz neuronalnych, spowodowanej mutacjami w
genie CLN2 kodujacym tripeptydylo-peptydaze 1. Ujawnia si¢ ona w pdznym
niemowlectwie 1 powoduje napady padaczkowe, hipotoni¢ migSniowa, ataksje
moézdzkowa, uposledzenie umystowe i postgpujace zaburzenie widzenia, prowadzace do
Slepoty [35]. W ramach terapii genowej testuje si¢ wektory AAV2 przenoszace
prawidlowa sekwencj¢ genu CLN2 w celu sprawdzenia bezpieczenstwa bezposredniego
wewnagtrzczaszkowego podania oraz ich skutecznosci w spowalanianiu lub
zatrzymymaniu rozwoju choroby [36].

8. Niedobér a-1-antytrypsyny

a-l-antytrypsyna jest biatkiem osocza krwi bedgcym inhibitorem proteinaz
serynowych, ktorego gtéwna funkcje stanowi inaktywacja elastazy uwalnianej w wyniku
reakcji zapalnej przez granulocyty obojetnochtonne. Gdy stezenie AAT spada ponizej
40 % warto$ci prawidlowych moze dochodzi¢ do uszkodzenia tkanek, czego gtownym
skutkiem jest rozedma ptuc. Opisano wiele mutacji w genie kodujagcym ten enzym,
niektore z nich moga by¢ nieszkodliwe, jednak cze$¢ prowadzi do umiarkowanego lub
cigzkiego niedoboru a-l-antytrypsyny we krwi, co moze powodowaé wystgpienie
objawow chorobowych [37]. Terapia genowa tego schorzenia teoretycznie powinna by¢
skuteczna niezaleznie od miejsca do ktorego wprowadzi si¢ odpowiednig sekwencje
DNA, poniewaz efekt terapeutyczny uzyskuje si¢ po podniesienu poziomu AAT w
osoczu powyzej warto$ci progowej wynoszacej 11uM [15]. Pozytywne wyniki z badan
przeprowadzonych na zwierzgtach pozwolity przeprowadzi¢ fazg I prob klinicznych z
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udziatem 12 pacjentow, wykorzystujac wektory oparte na serotypie 2 wirusow AAV,
przenoszacych gen kodujacy a-l-antytrypsyneg. Terapia okazala si¢ w miarg bezpieczna
w obrgbie zastosowanych dawek, nie zaobserwowano antygenowo-specyficznej
odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow (wskazujacej na odpowiedz komorkowa uktadu
immunologicznego), niemniej doszto do wzorstu odpowiedzi humoralnej przeciwko
biatkom kapsydu wektoréw AAV2 [38]. Obecnie przeprowadza si¢ rowniez faze I prob
klinicznych z wykorzystaniem tej samej sekwencji transgenu, przenoszonej w wektorach
opartych na serotypie 1 wiruséw AAV. Zgodnie z niektérymi badaniami, serotyp ten
pozwala na uzyskanie 500 razy wigkszej wydajnosci transferu gendéw w porownaniu z
AAV?2 [39]. W badaniu brato udziat 9 pacjentoéw podzielonych na trzy grupy o roéznej
dawce wektorow. U o$miu z nich nie zaobserwowano powaznych efektow ubocznych
zwigzanych z podaniem AAVI1-AAT. Podobna struktura préb klinicznych z
wykorzystaniem AAV1-AAT i AAV2-AAT pozwoli na retrospektywne pordéwnanie
wynikéw dotyczacych dawkowania wektorow oraz na sprawdzenie, czy pozytywna
odpowiedz na terapi¢ u zwierzat potwierdzi si¢ u ludzi [15].

9. Niedobér lipaz lipoproteinowych

Terapie genowa z wykorzystaniem wektorow AAV opartych na serotypie 1
probuje sie rowniez zastosowac do leczenia niedoboréw lipazy lipoproteinowej (LPL),
powodujacej hipertriglicerydemi¢ [40]. Holenderska firma Amsterdam Molecular
Therapeutics zasponsorowata fazg I prob klinicznych, w ktorej domigsniowo podawano
pacjentom wektory AAV1-LPL. Zaprezentowane dotychczas wyniki wskazuja na
obnizenie u tych 0s6b poziomu triglicerydéw w osoczu nawet do trzech miesigcy, jednak
u czesci z nich zaobserwowano tagodna odpowiedz zapalng w miejcu iniekcji, a we krwi
i wydzielinach uzyskano relatywnie wysoki sygnat PCR wektorowego DNA, co koreluje
ze skutkami ubocznymi wystepujagcymi na wczesniejszych etapach badan. Niemniej,
dane te moga wskazywaé na pierwszy pozytywny kliniczny efekt w badaniu
domiesniowego podawania wektorow AAV [15].

10. Zakonczenie

Jak  wida¢, wiekszo$¢ dotychczasowych prob  klinicznych  pokazata
bezpieczenstwo stosowania wektorow opartych na wirusach AAV, a w niektorych
przypadkach otrzymano réwniez terapeutyczny efekt. Niestety nie udalo si¢ w sposdb

jednoznaczny pokazaé, ze ich zastosowanie moze sta¢ si¢ powszechnie wykorzystywana
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metoda leczenia. Niemniej, wektory te pozostaja jednymi z najbardziej obiecujacych

narzedzi terapii genowej. Liczne do$wiadczenia przedklinicze na modelach zwierzecych

oraz szeroko prowadzone badania podstawowe dotyczace biologii wirusow AAV moga

wkrotce przyczyni¢ sie¢ do coraz bardziej skutecznego ich wykorzystywania i do

poszerzenia zakresu chordb, ktére w przysziosci bedziemy mogli leczy¢ za pomoca
terapii genowej.
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HEME-OXYGENASE 1 VERSUS CARCINOGENESIS.

1. Cytoprotective role of heme oxygenase-1 and its products.

Heme oxygenases catalyze a rate-limiting step in heme degradation, producing
equimolar quantities of biliverdin, iron, and carbon monoxide (CO) (Fig. 1). Biliverdin is
subsequently converted to bilirubin by biliverdin reductase. Two forms of heme
oxygenases have been characterized: an inducible enzyme, HO-1, and a constitutive
isoform, HO-2. A third isoform HO-3, has also been described but turned out to be a
pseudogene [34, 12]. HO-1 (32 kDa) is localized mostly to microsomes but it was also
reported to translocate to nucleus, as in case of a prostate cancer cells [32]. HO-2 (36
kDa) is localized to mitochondria of the endothelial cells and adventitial nerves of blood
vessels and may function as a physiological regulator of cellular function such as blood
pressure [36], whereas HO-1 plays a cytoprotective role in modulating tissue responses
to injury in pathophysiological states [40].
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Figure 1. HO-1 activity in the cell. From [27]
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HO-1 activity enables the removal of heme, resulting in the generation of the heme
metabolites bilirubin and biliverdin that have significant antioxidant and anticomplement
properties [37]. HO-1 is also an important player in physiological processes like
angiogenesis [17], cell cycle regulation [11,22] and apoptosis [14], or during induction
and progression of pathological processes, e.g. atherosclerosis [25], restenosis [30], and
tumor growth [41].

2. Role of HO-1 in proliferation of different cells.

HO-1 acts differently in various types of cells. In vascular endothelium [17] or
epidermal keratinocytes [5] induction of HO-1 enhances the response to mitogens and
activates proliferation, whereas in epithelial cells [1] or fibroblasts [31] HO-1 acts in an
opposite way — decreases cell division. Putative mediator of such action is CO, which
can downregulate p21 protein and thereby increase proliferation [21] (Fig. 2). On the
other hand, HO-1-deriving CO can stimulate the p38 kinase through induction of soluble
guanyl cyclase (sGC) and elevation of cyclic guanosine monophosphate (cGMP). It
results in cell cycle arrest [15,18]. Also in some tumors, like hepatoma [8], melanoma
[41], or pancreatic cancer [3], the pro-proliferative effect of HO-1 was observed.
Overexpression of HO-1 was also connected with the enhanced growth of tumors and
increased metastatic abilities [38,41].

. — '[CO] —-— l,p21

Figure 2. HO-1 downregulates p21

3. Role of HO-1 in apoptosis.

HO-1 plays an antiapoptotic role what can be associated with its antioxidative
potency, as reactive oxygen species (ROS) are well described inducers of apoptosis in
many cell types [16]. One reason of such HO-1 action, may be the decrease of cellular
levels of iron, like in embryonic fibroblasts [9], where free iron induces the expression of
the iron-sequestering ferritin and activates Fe-ATPase, an iron transporter, which
decrease intracellular Fe2" content [35]. Other enzymatic product, namely antioxidant
bilirubin also seem to play an important role.
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4. Carcinogenesis and methods of its initiation.

Carcinogenesis is a process, in which a normal cell changes into a cancerous one.
Such transformed cell possesses at least two features: impaired cell cycle control, and
ability to invade and spread to other tissues [26]. Among many causes of carcinogenesis,
the most common are: 1) radiation (like UV, X or v), 2) chemical compounds called
mutagens or carcinogens, 3) infection with some DNA and RNA viruses (like polyoma
virus or Epstein-Barr virus) [26].

Carcinogenesis consists of several consecutive steps: 1) preinitiation — when the
mutagens react with DNA causing mutations, 2) initiation — once the mutation exists and
induces other changes; 3) progression — the transformed cell starts to divide in
uncontrolled way generating in situ carcinoma; 4) malignancy — is connected with the
enhanced migration and ability of cell to metastasize [2] (Fig. 3).

Chemical o .

CARCINOGENE SIS

Figure 3. Ways of carcinogenesis initiation.

5. Role of HO-1 in tumors.

The role of HO-1 in tumor progression is not fully characterized. Interestingly,
HO-1 is upregulated in many types of neoplasms like renal cancer [10], prostate cancer
[23] or lymphoma [33]. Furthermore, HO-1 expression may be enhanced in response to
chemotherapy or photodynamic therapy [8,28]. As HO-1 plays a protective role [31,42]
by reducing oxidative stress and increasing resistance to apoptosis, it can be expected to
protect the cells against chemotherapeutics. Pharmacological or genetic upregulation of
HO-1 significantly improves survival of hepatoma [8] or melanoma [41]. Furthermore,
decreased viability resulting from HO-1 inhibition was found in colon carcinoma [4] and
in chronic myelogenous leukemia cells [24]. Importantly, HO-1 inhibitors or targeted
knockdown of HO-1 expression makes the cultured tumor cell lines much more sensitive
to anticancer therapy, whereas HO-1 activation can efficiently protect them. The most
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important observations seem to be, however, those made in vivo, in tumor-bearing
animals subjected to anticancer therapies. Generally, they confirm conclusions from data
obtained in vitro: induction of HO-1 protects tumor cells, whereas its inhibition increases
the efficacy of anticancer therapies [3].

One of the important function of HO-1 is the stimulation of angiogenesis [38] that
is a limiting point in the growth of many tumors. The influence of HO-1 on angiogenesis
in tumors was suggested firstly on the basis of observations that expression of HO-1 in
macrophages infiltrating the tumors seems to correlate with increased vascular density
[7, 38] as shown in human gliomas [27] and human vertical growth melanomas [39].
Then it was reported that HO-1 accelerates melanoma and pancreatic cancer growth by
promoting tumor angiogenesis in mice [38, 41].

Although there are many papers showing the role of HO-1 in tumor progression,
the significance of HO-1 in tumor initiation is poorly understood. Some clinical analyses
indicate that HO-1 promoter polymorphism may influence the frequency of tumor
occurrence. Human HO-1 gene promoter is highly polymorphic, mainly because of
variation in the number of GT repeats in a microsatellite DNA fragment ranging from 11
to 40 [20]. This purine-pyrimidine-alternating sequence can negatively affect
transcription, especially as it is located between the regulatory elements and TATA box
of the HO-1 gene [29]. The importance of a promoter polymorphism was confirmed in
lymphoblastoid cell lines derived from human subjects possessing short (S/S) or long
(L/L) HO-1 genotypes. After H,O, stimulation, the S/S cells showed much higher
activity of HO-1 enzyme than did their L/L counterparts. Furthermore, only S/S
promoters ensured protection of lymphoblastoid cells from H,O,-induced apoptosis [13].

Recent reports indicate that lack of short allele and resulting lower activity of
HO-1 can be associated with a higher incidence of cancers. One of studies was
performed in the Japanese population. In this group, the proportion of class L allele
frequencies was significantly higher in patients with lung adenocarcinoma than in control
subjects. Furthermore, the risk of lung adenocarcinoma for L allele carriers versus non-L
allele carriers was increased in the group of male smokers. However, in the female
nonsmokers, the proportion of L allele carriers did not differ between patients and
control subjects [19]. Another study concerned the oral squamous cell carcinoma
(OSCC) caused by betel chewing in an Asian population. Also in this case, the longer
(GT)n repeat allele in the HO-1 promoter is associated with the increased risks of
accelerated OSCC, whereas the shorter (GT)n repeat allele may have protective effects
for OSCC [6].
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6. Summary

Heme oxygenase — 1 may be described as a two-face factor and its role differs in

case of several types of tumors. HO-1 may also be called as a cell’s friend — it protects
the healthy cells but also contributes to the survival of the already initiated cells.
Therefore, one of the major potential applications, might be the silencing of HO-1 in
tumor cells that would sensitize the cells to anticancer therapies.
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