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Mukopolisacharydozy (ang. mucopolysaccharidoses — MPS) naleza do grupy lizosomalnych
chorob spichrzeniowych (ang. Lysosomal Storage Diseases — LSD), ktorych patomechanizm polega na
nieprawidlowej akumulacji substratow enzymow lizosomalnych (Tomatsu et al., 2018). W przypadku
MPS spichrzaniu ulegaja glikozoaminoglikany (GAG). Przyczyna uniemozliwionej degradacji GAG
sa mutacje w genach kodujacych kwasne hydrolazy znajdujace si¢ w lizosomach, ktére przez to
dzialaja nieefektywnie lub calkowicie brak jest ich aktywnosci. Skutkuje to zablokowaniem dziatania
lizosomoéw 1 zaburzeniem metabolizmu catej komorki, co nastgpnie wigze si¢ z nieprawidtowym
funkcjonowaniem tkanek i narzadow (Wraith, 2013). Aktualnie diagnozuje si¢ okoto 70 lizosomalnych
chordb spichrzeniowych, w tym 13 typow i podtypow MPS Dziela si¢ one na poszczegélne jednostki
chorobowe na podstawie rodzaju nieprawidtlowego enzymu oraz kumulowanego GAG. Objawy MPS
najczesciej dotycza uktadu kostnego, pokarmowego, krazenia, tkanki tacznej oraz uktadu nerwowego
(w tym narzagdow zmystu) i nasilajg si¢ wraz z wiekiem (Tomatsu et al., 2018).

Do niedawna jako gtowny mechanizm patogenezy MPS uwazano fizyczne przepetienie
komorki niezdegradowanymi GAG (Wraith, 2013). Jednak okazuje si¢, ze dotychczasowe proby
terapii (m.in. enzymatyczna terapia zastgpcza, terapia genowa, przeszczepianie krwiotworczych
komorek macierzystych i terapia redukcji syntezy substratu) nie eliminujg wszystkich objawow, nawet
jesli skutkujg normalizacjg poziomu GAG (Penon-Portmann, Blair and Harmatz, 2023). Dodatkowo,
bardzo duze zréznicowanie objawow pomigdzy roznymi typami rowniez wskazuje, ze patomechanizm
tej choroby jest bardziej skomplikowany.

Najnowsze badania wskazuja, ze gromadzenie GAG stanowi jedynie pierwszy etap kaskady
zmian, a wtorne zaburzenia znaczaco przyczyniaja si¢ do progresji choroby (Fecarotta et al., 2020;
Leal et al., 2023). Hipotez¢ te potwierdzaja wyniki badan, ktore pokazuja, ze lizosomy sg centrami
regulacyjnymi w metabolizmie komodrki i by¢ moze to wilasnie niefunkcjonalno$¢ przepetionych
lizosomoéw skutkuje zaburzeniami przebiegu procesow komodrkowych, a te moga by¢ wlasciwym
mechanizmem powstawania objawow MPS (Lamming and Bar-Peled, 2019; Uribe-Carretero et al.,
2024). Dotychczasowe informacje na ten temat sg jednak fragmentaryczne i dotyczg pojedynczych
typow lub podtypow MPS, a przede wszystkim nie pokazujg zmian na poziomie molekularnego
mechanizmu choroby.

W zwigzku z powyzszym, celem mojej rozprawy doktorskiej byto zbadanie molekularnego
mechanizmu zmian w cyklu komérkowym i apoptozie we wszystkich typach i podtypach MPS,
a doktadniej:

a) zbadanie poziomu ekspresji genow kodujacych biatka uczestniczace w cyklu komorkowym
oraz apoptozie,

b) okreslenie molekularnego mechanizmu zmian przebiegu cyklu komorkowego i apoptozy,

c) badanie wptywu genisteiny (potencjalnego leku) oraz terapii enzymatycznej na zmiany
w przebiegu cyklu komérkowego.

Badania przeprowadzitam na modelu komorkowym fibroblastow pobranych od pacjentow
oraz kontrolnej linii HDFa, pochodzacej od zdrowej osoby. W czasie gdy zaczynatam realizowaé
badania w ramach mojej rozprawy doktorskiej znanych byto 11 typoéw i1 podtypow MPS: I, 11, IIIA,
1B, HIC, IIID, IVA, IVB, VI, VII i IX, dlatego tych typow i podtypow dotycza opisane w tej pracy
badania.



W  sklad niniejszej rozprawy doktorskiej wchodza trzy artykuly, opublikowane
w migdzynarodowych czasopismach naukowych, w ktorych jestem pierwsza autorka. Tworza one
spojny cykl prac, poswieconych zaburzeniom przebiegu cyklu komérkowego oraz apoptozy w MPS.
Sa to nastgpujace artykuly (przedstawione ponizej w porzadku chronologicznym wzgledem daty
opublikowania, jednak w dalszej cze$ci rozprawy ulozone sa one tak, aby stanowily spdjny
merytorycznie watek naukowy):

1. Brokowska J, Pierzynowska K, Gaffke L, Rintz E, Wegrzyn G (2021). Expression of genes
involved in apoptosis is dysregulated in mucopolysaccharidoses as revealed by pilot
transcriptomic analyses. Cell Biol Int. 45: 549-557. doi: 10.1002/cbin.11332.

2. Brokowska J, Gaffke L, Pierzynowska K, Cyske Z, Wegrzyn G (2022). Cell cycle
disturbances in mucopolysaccharidoses: Transcriptomic and experimental studies on cellular
models. Exp Biol Med. 247: 1639-1649. doi: 10.1177/15353702221114872.

3. Brokowska J, Gaffke L, Pierzynowska K, Wegrzyn G (2023). Enhanced efficiency of the basal
and induced apoptosis process in mucopolysaccharidosis IVA and IVB human fibroblasts.
Int J Mol Sci. 24: 14119. doi: 10.3390/ijms241814119.

Analiza transkryptomiczna za pomocg metody RNA-seq wykazata, ze ekspresja genow
kodujacych biatka zaangazowane w cykl komorkowy jest zmieniona we wszystkich badanych typach
MPS, chociaz najwigcej zmian ujawnita w typach MPS IX (137 transkryptow), MPS IIID (116
transkryptow) i MPS VII (105 transkryptow). Co istotne, zaobserwowatam regule, ze poziom kazdego
z transkryptoéw byt zaburzony w taki sam sposob (tj. zwiekszony albo zmniejszony) we wszystkich lub
prawie wszystkich typach MPS. Wyniki te sugeruja istnienie wspélnego mechanizmu nieprawidlowej
kontroli transkrypcji lub procesow potranskrypcyjnych praktycznie we wszystkich typach MPS.
Zaklocenie cyklu komoérkowego we wszystkich typach MPS potwierdzity rowniez wyniki badan
cytometrycznych, gdzie zaobserwowatam zwigkszenie frakcji komorek w fazie GO/G1 w wigkszo$ci
linii komérkowych MPS (z wyjatkiem MPS IVB i MPS VII), a jednoczesnie zmniejszenie odsetka
komorek w fazie G2/M. Interesujace jest takze odkrycie, ze oceniajac poziomy kluczowych cyklin
w badanych komorkach stwierdzitam, ze cyklina D1, ktorej poziom fizjologicznie rosnie w fazach G1
i G2, jest obecna w wigkszych ilosciach w wigkszosci typow MPS w porownaniu do komorek
kontrolnych. Ponadto, nie tylko poziom, ale takze czas pojawiania si¢ nadmiaru tej cykliny byt
niewlasciwy w komorkach MPS. Co ciekawe, analiza transkryptomiczna nie wykazata istotnych
zmian poziomu transkryptéw genu CCNDI1, ktory koduje cykling D1, dlatego prawdopodobnie
zaburzone sg inne etapy procesu ekspresji tego genu.

W moich badaniach postanowilam tez sprawdzi¢ czy obnizenie poziomu GAG moze
przywréci¢ prawidtowy przebieg cyklu komérkowego. W tym celu wykorzystatam rekombinowane
enzymy, ktore sa stosowane klinicznie w terapii MPS 1 (a-L-iduronidaza) i MPS Il (sulfataza
iduronianu) oraz genisteing — naturalny izoflawon, ktory jest testowany w eksperymentalnej terapii
opartej na obnizeniu wydajnosci syntezy GAG. Zaobserwowalam, ze zarOwno genisteina, jak
i testowane enzymy spowodowaly istotng poprawe regulacji cyklu komoérkowego praktycznie we
wszystkich badanych liniach komorkowych MPS. Warto jednak podkresli¢, Zze pewne aberracje byly
nadal widoczne, szczegolnie w komorkach MPS 1 traktowanych a-L-iduronidazg oraz MPS IIIA, 11IB,
HID, VII i IX traktowanych genisteing.

Wezeéniejsze opisy badan dotyczacych cyklu komorkowego obejmujg jedynie Kkilka
publikacji, ktore dotycza pojedynczych typéw MPS (I, II i VII) (Moskot et al., 2016; Jiang et al.,
2020; Wesierska et al., 2022). Dlatego moje badania pierwszy raz pokazuja przekrojowo zaburzenia
cyklu komorkowego w MPS, zardwno na poziomie ekspresji gendw, jak i molekularnych zmian w
przebiegu tego procesu. Wykazatam rowniez, ze gromadzenie GAG wywoluje zaburzenia w cyklu



komoérkowym, ale ten mechanizm wydaje si¢ by¢ odwracalny, poniewaz zmiany te ulegaja
skorygowaniu pod wptywem traktowania enzymami lub genisteina.

W przypadku apoptozy badanie ekspresji genow wykazato, ze w komorkach wszystkich
typow MPS zmienia si¢ ekspresja wielu gendéw kodujacych biatka zwigzane z procesem
programowanej $mierci komorki. W zaleznosci od typu MPS, liczba tych genéw wahata si¢ migdzy 19
(MPS VI), a 73 (MPS IVB). Poziomy wigkszosci transkryptow sa podobnie zaktécone w wigkszo$ci
rodzajow MPS, co sugeruje, ze istnieja wspolne mechanizmy zaburzajace proces apoptozy w tej
chorobie. Jednak na szczegodlng uwage zastuguje znaczna réznica w liczbie zmienionych pod
wzgledem poziomu transkryptow miedzy podtypami MPS IV: w MPS IVA - 23, a w IVB - 73.
Wiasnie na tych dwoch liniach komoérkowych wykonatam doktadniejsze badania, w ktorych proces
apoptozy analizowatam po stymulacji za pomoca staurosporyny. Zwiazek ten skutecznie indukowat
apoptoze zaro6wno
w komorkach kontrolnych, jak i w komorkach pochodzacych od pacjentdow chorych na chorobe
Morquio (MPS 1V), na co wskazywaty podwyzszone poziomy specyficznie cigtych kaspaz i biatka
PARP. Co ciekawe, poziomy kaspazy-9 (cictej w miejscu Asp330) byly wyzsze w komorkach
kontrolnych niz
w fibroblastach Morquio, natomiast poziomy kaspazy-9 (cigtej w miejscu Asp315) utrzymywaly sie na
podobnym poziomie we wszystkich zbadanych liniach komoérkowych traktowanych staurosporyng.
W wyniku indukcji apoptozy, poziomy kaspazy-3 (cigtej w miejscu Aspl75), kaspazy-6 (cigtej
w miejscu Aspl62), kaspazy-7 (cigtej w miejscu Aspl198) i PAPR (cig¢tej w miejscu Asp214) byly
wyzsze w przypadku MPS IVA i MPS IVB niz w HDFa. Istotne jest, ze w nieindukowanych
komorkach poziomy kaspazy-3 (cigtej w miejscu Aspl75) i PAPR (cigtej w miejscu Asp214) byty
zwigkszone
w przypadku MPS IVA, ale nie w MPS IVB, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.

Moje wyniki potwierdzaja, ze apoptoza jest wzmozona w MPS IV. Sugeruja one ponadto, ze
etap wykonawczy stanowi kluczowy moment tego procesu, charakteryzujac si¢ wigksza skutecznos$cia
w komorkach MPS IVA i IVB niz w komoérkach kontrolnych. Ta aktywacja miata miejsce zar6wno
w standardowych warunkach laboratoryjnych (przy podstawowym poziomie apoptozy), jak i po
indukcji staurosporyna. Wnioskuje zatem, ze wzmozenie apoptozy w chorobie Morquio wystepuje
najprawdopodobniej na etapie wykonawczym kaspaz i PARP, ktorych poziomy sg zwiekszone. To
zjawisko moze przyczynia¢ si¢ do patomechanizmu choroby, zwlaszcza podczas formowania si¢
kosci, chrzastki i tkanki tgczne;.

Podsumowujac, wyniki powstate podczas realizacji mojej pracy doktorskiej pokazuja
zaburzenia przebiegu cyklu komorkowego i1 apoptozy jako nowo odkryty mechanizm patogenezy we
wszystkich typach i podtypach MPS. Okreslenie mechanizméw zaburzen przebiegu procesow
komoérkowych wskazuje na potencjalne cele terapeutyczne i moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju prac nad
terapiami, ktore uwzglednig nie tylko pierwotng przyczyne choroby, ale takze zmiany wtérne.
W zwigzku z tym, rozwazane moze by¢ zastosowanie terapii skojarzonej, obejmujacej zarowno
zmniejszenie akumulacji GAG, jak i negatywna regulacj¢ cykliny D1 czy obnizenie poziomu kaspaz.
Warto zauwazy¢, ze rozne inhibitory cykliny D1 s3g wykorzystywane jako potencjalne leki
przeciwnowotworowe (Gonzalez-Ruiz et al., 2020), co moze by¢ istotne podczas opracowywania
nowych strategii terapeutycznych dla MPS.

Sposrod wszystkich chorob genetycznych, te wywotane mutacja w pojedynczym genie
wydajg si¢ mie¢ prosty mechanizm patogenezy. Jednak okazuje si¢, ze mutacja w jednym genie
i zaburzenia funkcjonowania albo brak jednego biatka skutkuje nie tylko zahamowaniem pojedyncze;j
reakcji biochemicznej, ale posrednio bardzo skomplikowanymi zmianami wynikajacymi z sieci



zalezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi procesami komoérkowymi. Dlatego badania nad molekularnymi
mechanizmami choréb o podtozu genetycznym sg z jednej strony niezbgdne do zrozumienia procesow
patogenezy danej choroby, a z drugiej sa bezwzglednie konieczne dla efektywnego projektowania
metod terapeutycznych w przysztosci.
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