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Streszczenie

Streszczenie

Watroba odgrywa bardzo wazna role w metabolizmie oraz petni wiele istotnych
dla organizmu funkcji witaczajac magazynowanie glikogenu, rozktad czerwonych
krwinek, synteze biatek osocza. produkcje hormonéw oraz detoksykacje. Rodzinna
hipercholesterolemia (FH) jest choroba genetyczna, ktéra charakteryzuje wysoki
poziom LDL (lipoprotein o niskiej gestosci) cholesterolu zwiekszajacych ryzyko choréb
uktadu krazenia. FH, a takze wiele innych choréb watroby moze by¢ potencjalnie
leczone przy pomocy mechanizmu interferencji RNA (RNAI). RNAI jest naturalnym
procesem regulacji ekspresji genéw w ktorym mate czasteczki RNA wigzac sie do
sekwencji w mRNA genu, wywotuja zjawisko wyciszania lub wytaczania danego genu.
Celem tej pracy byto opracowanie skutecznej, a przede wszystkim bezpiecznej terapii
FH w oparciu o mechanizm interferencji RNA i wyciszanie genu Apolipoproteiny B100
(ApoB). Biatko ApoB jest jednym z gtéwnych skiadnikéw lipoprotein o niskiej gestosci
(LDL), ktoére odpowiedzialne sa za transport "ztego" cholesterolu LDL-C..

W rozdziale 2 testowalismy shRNA przeciwko ApoB (shApoB), ktory byt
dostarczany za pomocag wirusa zaleznego od adenowiruséw (AAV). AAV-shApoB
spowodowat silne wyciszenie genu oraz biatka ApoB, co w konsekwencji spowodowato
spadek poziomu cholesterolu we krwi i jednoczesne zwiekszenie zawartosci lipidow w
watrobie. W tym badaniu shRNA byto produkowane przez promotor polimerazy RNA
klasy Ill, ktory wykazuje wysoki poziom ekspresji. Prawdopodobnie dlatego wysokie
dawki AAV-shRNA spowodowaty (tagodne) uszkodzenie watroby.

Dlatego tez, w rozdziale 3, zbadalismy mozliwosc zastosowania stabszych
promotoréw polimerazy RNA Il do ekspresji ShRNA. Promotory polimerazy RNA I
moga zwiekszyC bezpieczenstwo terapii genowej poniewaz, w przeciwienstwie do
promotoréw pol lll, mogg one byc regulowane, a takze tkankowo-specyficzne- czyli
aktywne tylko w danym typie tkanki. Poniewaz uzyskana prez nas ekspresja shRNA
przy wykorzystaniu promotoréw pol Il nie byta optymalna, jako alternatywe uzylismy
sztuczne czasteczki mikro RNA (miRNA), ktére wykazaty skutecznos¢ porownywalna
do shRNA produkowane przez pol Ill.

W rozdziale 4, zbadalismy dtugoterminowa skutecznos¢ shRNA oraz sztucznego
miRNA przeciwko genowi ApoB (odpowiednio shApoB i miApoB) w warunkach in vivo.
Jako dodatkowy zabezpieczenie miApoB byto produkowane przez promotor polimerazy
RNA klasy Il, specyficzny dla komdérek watroby (LP1 promotor). Zaréwno AAV-shApoB
oraz AAV-miApoB spowodowaty silne wyciszenie genu ApoB, co zaowocowato
wyraznym fenotypem w postaci obnizonego poziomu cholesterolu we krwi. Co
ciekawe, silny efekt wyciszenia genu ApoB przez AAV-shApoB szybko ustat, podczas
gdy efekt wywotany przez AAV-miApoB byt bardziej dtugotrwaty. Analiza shApoB i
miApoB ujawnita, ze obydwie czasteczki ulegaja roznej obrobce w komdrkach, co moze
wplywac na ich selektywnos¢ w wyciszaniu gendw oraz efekty uboczne. n
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Skutki réznicowej obrébki oraz dziatania shApoB oraz miApoB byly kolejno
badane przez nas w rozdziale 5 poprzez analize histologiczna, transkryptomu (profilu
ekspresji genow) oraz komdérkowych szlakéw metabolicznych. Co ciekawe, wytacznie
AAV-shApoB spowodowat wzrost ilosci dzielgcych siekomarek watroby (hepatocytéw)
oraz wzrost ekspresji genéw bioracych udziat w procesach rozmnazania i Smierci
komorek oraz odpowiedzi immunologicznej. Ponadto, wptyw shApoB oraz miApoB
na profile ekspresji komérkowego miRNA byt takze rézny

W rozdziale 6, w celu dalszego zwiekszenia bezpieczenstwa i skutecznosci terapii
genowej, zaprojektowalismy i przetestowalismy system do regulowane] ekspres;i
sztucznych czasteczek miRNA. W tym celu uzylismy system GeneSwitch ktéry moze byc
regulowany zwigzkiem chemicznym- Mifepristonem. W celach ulepszenia wiasciwosci
systemu tzn. zmniejszenia podstawowej ekspresji oraz zwiekszenia maksymalnej aktywacji
systemu, poszczegdlne komponenty systemu zostaty szczegétowo zbadane. W badaniach
in vitro wykazalismy, ze system GeneSwitch umozliwia specyficzne oraz regulowane, w
zaleznosci od dawki, wyciszenie docelowego genu. Nasze badania wskazuja, ze system
moze byc stosowany w przysztosci w celach terapii genowej opartej na RNAI.

Podsumowujac, wykazalismy, ze terapia genowa za pomocg wiruséw AAV oraz
sztucznych czasteczek miRNA jest obiecujacg metoda leczenia FH oraz innych choréb
watroby. Badania mechanistyczne wykazaty réznice w obrébce i funkcjonowaniu
shRNA i miRNA w warunkach in vivo. Nasze wyniki maja istotny wptyw na zrozumienie
oraz rozwigzanie problemoéw zwiazanych z bezpieczenstwem i skutkami ubocznymi
terapii genowej opartej na zastosowaniu wirusow AAV i interferencji RNA.
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