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Okreslenie wplywu nieprawidlowosci splicingu mRNA czynnika transkrypcyjnego NFIX na

patomechanizm dystrofii miotonicznej oraz opracowanie narzedzia terapii genowej dla tej

choroby

STRESZCZENIE

Dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) jest dziedziczng, dominujaca chorobg genetyczna,

spowodowang ekspansja trojnukleotydowych powtérzen CTG w genie DMPK. Nadmiernie

wydtuzone powtorzenia CUG (CUG®*P) w zmutowanym mRNA sg toksycznym produktem
zmutowanego genu. Zmutowany mRNA sekwestruje czynniki splicingowe takie jak MBNL, a
nastepnie w wyniku funkcjonalnego niedoboru tych bialek wywotuje globalne zmiany w
alternatywnym splicingu w mig$niach szkieletowych, sercu i mézgu, czego efektem sg objawy
charakterystyczne dla DM1. Nieprawidlowosci w alternatywnym splicingu sa kluczowa
molekularng przyczyna rozwoju DMI1. Profil alternatywny splicingu wielu genow
zaangazowanych w homeostaz¢ migéni i1 ich prawidlowe funkcjonowanie jest istotnie
zaburzony. Niemniej jednak, molekularne konsekwencje zaburzen alternatywnego splicingu

wigkszosci gendow sg nadal nieznane.

Jednym z eksonow zaleznych od MBNL, ktorego efektywnos$¢ wiaczenia do mRNA w procesie
splicingu jest istotnie podwyzszona w mi¢s$niach szkieletowych DM, jest ekson 7 NFIX, genu
kodujacego czynnik transkrypcyjny niezbedny do prawidtowego rozwoju migsni. Pierwszym
celem niniejszej pracy byto lepsze zrozumienie patomechanizmu DM w kontekscie zaburzen

splicingowych NFIX poprzez zrozumienie wpltywu wilgczenia eksonu 7 na aktywno$¢



transkrypcyjng NFIX. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, zastosowano dwa alternatywne
podejscia. Pierwszym z nich bylo stworzenie dwoch stabilnych linii komoérkowych z
indukowalng nadekspresja izoform NFIX z eksonem 7 i bez eksonu 7 (NFIX+7 lub NFIX-7) w
oparciu o komoérki HEK z funkcjonalnym nokautem endogennego NFIX (NFIX-KO).
Nieoczekiwanie wyniki RNA-seq nie wykazaly znaczacych rdéznic w aktywnosci
transkrypcyjnej tych dwoch izoform w stworzonych modelach komoérkowych, by¢ moze z
powodu niewlasciwego dopasowania poziomu ekspresji egzogenéw (zbyt wysoki). Drugie
podejscie opieralo si¢ na manipulacji wlaczania egsonu 7 do endogennie eksprymowanego
mRNA NFIX przy uzyciu antysensownego oligonukleotydu (AON) nakierowanego na
potaczenie eksonu 7 z intronem 7. W ludzkich komoérkach migéni szkieletowych, w ktérych
dominuje izoforma NFIX+7, zastosowany AON indukowal efektywne pomijanie eksonu 7 1
produkcje glownie izoformy NFIX-7. Takie podejscie umozliwito wygenerowanie modelu
komoérkowego w kontek$cie srodowiska, w ktorym NFIX jest naturalnie zaangazowany w
proces prawidlowego rozwoju migéni, ale takze w patogeneze¢ DM1. W tych komorkach
ekspresja NFIX jest stosunkowo wysoka i jest regulowana przez natywny promotor. Wyniki
eksperymentow RNA-seq ujawnity setki genow, ktorych ekspresja ulegla istotnym zmianom
po traktowaniu AON, co sugeruje, ze obie izoformy splicingowe - NFIX+7 i NFIX-7 - r6znig
si¢ znaczaco aktywnoscig transkrypcyjng. Analiza ontologii genow (GO) wykazata znaczne
wzbogacenie klas genow, ktore sa wrazliwe na te dwie izoformy NFIX, ale takze
zaobserwowano istotng zmiang ich ekspresji w mig$niach pacjentéw z DM1. Wsérod 5641
genow, ktorych ekspresja jest znaczaco zmieniona w tkankach DM1 (P<0,05) zidentyfikowano
2070 genéw, ktorych ekspresja byla znaczaco zmieniona w komorkach migéniowych
poddanych dzialaniu AON zmieniajagcemu splicing NFIX. Gtownymi terminami GO
wzbogaconymi w obu poréwnaniach (w pierwszym — geny wrazliwe na poziom NFIX oraz na

obecnos$¢ jego izoform splicingowych, w drugim — geny wrazliwe na izoformy splicingowe



NFIX oraz zmienione w tkankach pacjentow DMI1) byly geny sktadnikéw strukturalnych
macierzy zewnatrzkomorkowej i geny biatek wiazacych si¢ z kolagenami. Sa to geny
niezmiernie istotne dla prawidlowej budowy i aktywnos$ci migéni szkieletowych, a zatem
zaburzenie splicingu NFIX moze stanowi¢ istotny element patogenezy DM 1. Podsumowujac te

cz¢$¢ pracy mozna stwierdzi¢, ze nieprawidlowa dystrybucja eksonu 7 NFIX spowodowana

sekwestracjg biatek MBNL na RNA ze zmutowanym CUG®X*P wywotuje liczne zmiany
ekspresji gend6w zachodzacych w migéniach szkieletowych, ktore to moga by¢ odpowiedzialne

za ksztattowanie fenotypu chorobowego obserwowanego u pacjentow z DM1.

DM jest choroba nieuleczalng. Kiedy liczba powtorzen osigga wysoki poziom (od setek do
tysiecy), wystepujace objawy kliniczne sa ciezsze oraz wzrasta wydajnos¢ sekwestracji
zaleznej od dtugosci powtdrzen. Proponowane wezesniej strategie terapeutyczne prowadzace
do podwyzszenia poziomu MBNLI za pomoca narzgdzi terapii genowej wigza si¢ z
wystepowaniem wielu niepozadanych konsekwencji. Dlugotrwata, niekontrolowana
nadekspresja MBNLI1 u myszy prowadzi bowiem do zmniejszenia masy ciata, zwigkszonej
$miertelnosci 1 uszkodzenia migéni, w tym mie$nia sercowego. Terapia genowa prowadzaca do
podwyzszenia poziomu MBNLI1 u pacjentow z DM1 wigze si¢ rOwniez z wieloma innymi
ograniczeniami. Jednym z nich jest niejednorodno$¢ sekwestracjii MBNL spowodowana
mozaicyzmem somatycznym dtugosci powtdrzen CTG w komorkach tego samego pacjenta
oraz pomi¢dzy réznymi osobami ze zdiagnozowanym DM1. Aby sprosta¢ tym ograniczeniom,
zaprojektowatam i wygenerowatam autoregulowany konstrukt do nadekspresji MBNLI, ktory
umozliwia produkcj¢ biatka MBNL1 dostosowang do poziomu aktywnej puli endogennych
bialek MBNL w komorce. Ta strategia terapeutyczna daje wigc mozliwo$¢ przezwycig¢zenia
ograniczen wynikajacych z niejednorodnosci ekspansji powtdrzen CTG 1 w konsekwencji
réznego stopnia niedoboru MBNL w roznych komodrkach czy wildknach mig$niowych.

Konstrukt ten zawiera sekwencje kodujaca MBNLI1 przedzielong fragmentem pre-mRNA



ATP2A1 z alternatywnym eksonem wrazliwym na poziom MBNL, ktory zawiera kodon stop w
ramce odczytu dla MBNL1. Wlaczenie tego eksonu prowadzi wigc do tworzenia nieaktywne;j,
skroconej formy biatka, natomiast jego wylaczenie, nastgpujace przy niedoborze MBNL,
powoduje wzrost produkcji w pelni aktywnej formy MBNLI1. Takie podejscie umozliwia
ograniczong i $cisle kontrolowana nadekspresj¢ MBNLI, w zalezno$ci od stopnia niedoboru
biatka, a zarazem moze odpowiada¢ na niejednorodnos¢ dlugosci powtorzen CUG.
Podsumowujac t¢ czes¢ pracy mozna powiedzie¢, ze przeprowadzone badania wykazaty, ze
nadekspresja MBNL1 ze stworzonego konstruktu genetycznego podlega autoregulacji i ma
potencjal terapeutyczny prowadzacy do korygowania nieprawidtowosci alternatywnego

splicingu, co wykazano dla komoérek pochodzacych od pacjentow z DM1.



