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Mukopolisacharydozy (MPS) naleza do grupy dziedzicznych choréb metabolicznych,
w ktérych, w wyniku mutacji genu kodujacego enzym odpowiedzialny za rozktad zwigzkow z
grupy mukopolisacharydow (glikozaminoglikanéw, GAG) [1,2]. Proces ich degradacji w
zdrowym organizmie jest sekwencyjng reakcja kilku enzymoéw, jednak gdy jeden z nich nie
funkcjonuje prawidtowo, reakcja zostaje zatrzymana i GAG gromadzg si¢ w komorkach. W
zalezno$ci od tego, ktory enzym jest nieaktywny, wyréznia si¢ 13 typdéw i podtypow MPS.
Wiele objawow jest wspdlnych dla wigkszosci typow 1 podtypéw MPS, jednak najci¢zsze
dotycza uktadu nerwowego (CNS) i uktadu szkieletowego [3]. Dostepne obecnie terapie sa
nie skuteczne dla objawow ze strony CNS oraz uktadu szkieletowego.

Najczesciej stosowang terapia MPS jest terapia enzymatyczna (ERT), ktéra polega na
dostarczaniu aktywnej formy brakujacego enzymu. Podawanie brakujacego enzymu nie jest
wystarczajace w przypadku typoéw MPS, w ktorych glowne objawy dotycza CNS (takich jak
MPS III), poniewaz enzym nie przekracza bariery krew-mozg [4,5]. Istnieja rOwniez inne
ograniczenia zwigzane z ERT, w tym krotki okres pottrwania enzymu, wysoki koszt terapii,
ograniczony wplyw na tkanki i narzady beznaczyniowe oraz koniecznos$¢ cotygodniowych
infuzji przez cate zycie [6,7]. Ponadto, cho¢ ERT dla nieneuropatycznego typu MPS IVA
zostala zatwierdzona, ma ona ograniczony wptyw na nieprawidtowosci szkieletowe, ktore sa
jednym z gléwnych objawow choroby [8]. Dlatego konieczne sg badania nad alternatywnymi
terapiami dla tych typow MPS.

Jedng z alternatywnych strategii jest przyspieszenie degradacji GAG poprzez indukcje
procesu autofagii. Autofagia jest to proces fizjologiczny zachodzacy w lizosomach, ktory
rozklada zbedne lub nieprawidtowe makroczasteczki w komorce [9]. Ostatnie odkrycia
sugerujg, z¢ GAG mogg by¢ takimi makroczasteczkami, co potencjalnie oferuje nowe
leczenie dla chorob zwigzanych z magazynowaniem tych polisacharydow [10]. Kluczowe
pytanie brzmi, jak proces autofagii aktywuje degradacjc GAG w przypadku uszkodzenia
kluczowego enzymu. Catkowity brak enzymu jest wyzwaniem, wiele przypadkéw MPS ma
pewng resztkowg aktywno$¢ enzymatyczng. Zwigkszenie autofagii mogloby poprawié te
resztkowg aktywnos$¢, poprawiajgc degradacje GAG. Dodatkowo, enzymy niespecyficznie
degradujace GAG- hydrolazy, cho¢ w niewielkiej ilosci, moga wspomagac¢ usuwanie GAG,
jesli autofagia zostanie pobudzona. Nawet jesli petne usuniecie GAG nie jest mozliwe ze
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moze przynies¢ korzysci pacjentom, poniewaz niezb¢dne enzymy s3a obecne w lizosomach
komorek MPS [11-Artykut no.1].

Potencjalny lek na MPS IIIB powinien rowniez przekracza¢ barier¢ krew-moézg i by¢
bezpieczny w dlugoterminowe;j terapii. Wydaje si¢, ze jeden z polifenoli, resweratrol, moze
spetnia¢ te wymagania. Winogrona, orzeszki ziemne, morwy 1 czarne porzeczki s3
szczegllnie bogate w resweratrol. Ma on wiele funkcji biologicznych, takich jak dzialanie
przeciwzapalne, przeciwutleniajace i neuroprotekcyjne. Jest to zwiazek, ktory byt szeroko
badany i aktywuje proces degradacji makroczasteczek poprzez kilka mechanizmow [12]. Ze
wzgledu na pleiotropowy mechanizm indukcji autofagii, zdolno$¢ do przenikania przez
barier¢ krew-mozg i profil bezpieczenstwa, resweratrol jest obiecujacym kandydatem do
leczenia neuronopatycznych form MPS [11-Artykut nr 1]. Resweratrol indukuje autofagic
poprzez wiele $ciezek molekularnych, w tym aktywacj¢ PTEN, AMPK, FoxOs i TFEB oraz
hamowanie kinazy mTOR 1 genu kodujacego BcL-2. Te mechanizmy zostaly szczegdlowo
opisane w Rintz et al. 2019 [11-Artykut nr 1]. Dlatego leczytam model myszy z MPS I1IB
resweratrolem, aby poprawi¢ zachowanie wraz z redukcja zgromadzonych GAG [13-Artykut
nr 2].

Obiecujacy alternatywna terapia dla pacjentéw z MPS IVA jest terapia genowa. ERT z
elosulfaza alfa ma ograniczone efekty na wzrost kosci u pacjentow z MPS IVA (zespot
Morquio A). Przeszczepienie hematopoetycznych komoérek macierzystych (HSCT) moze
oferowa¢ wigcej korzysci niz ERT, takich jak poprawa funkcji serca, gestosci mineralnej
kosci 1 elastycznos$ci stawow [14], ale ma rowniez istotne ograniczenia: ryzyko $miertelnosci,
trudnosci w znalezieniu dawcow, powiktania po przeszczepie i ograniczony wptyw na wzrost
kosci [14,15]. Zarowno ERT, jak 1 HSCT opieraja si¢ na korekcji krzyzowej za
posrednictwem szlaku receptora mannozo-6-fosforanu, gdzie komoérki produkujace enzym
lizosomalny pomagaja komérkom z deficytem enzymu [16]. Jednak metoda ta ma trudnosci z
przenikaniem do chrzastki stawowej [15]. Dlatego istnieje duze zapotrzebowanie na $rodki
penetrujace kosci w celu leczenia beznaczyniowych zmian kostnych 1 indukcji kostnienia u
pacjentéw z MPS IVA.

Peptyd natriuretyczny typu C (CNP) indukowal wzrost kosci poprzez aktywacje
receptora natriuretycznego peptydu typu B (NPR-B) na chondrocytach w ptytce wzrostu kosci
[17]. Stymulacja czasteczki wewnatrzkomorkowej cGMP przez CNP aktywuje wiele szlakow,
co skutkuje wzrostem kosci (szczegoty w ref. [18-Artykul nr 3]). Mimo swojego potencjahu,
naturalny CNP ma krétki okres pottrwania, co wymaga czgstego podawania pacjentom [19].

Dlatego dazytam do poprawy patologii kostnej w MPS IVA poprzez wykorzystanie terapii



genowej z CNP [20-Artykut nr 4]. Nastepnym krokiem bylo potaczenie dwoch transgendow
(GALNS i NPPC) w systemie AAV w celu poprawy wzrostu kosci przy jednoczesnym
zmniejszeniu akumulacji GAG w innych tkankach [21-Artykut nr 5].
Celami tej pracy doktorskiej bylo:
1) OKreslenie roli resweratrolu i dokladnego mechanizmu jego dzialania na modelu
mysim MPS 111B.
2) Opracowanie innowacyjnej terapii kombinowanej genowej w celu poprawy
zmian kostnych w modelu mysim MPS IVA.
Cel 1 - Okreslenie roli resweratrolu i doktadnego mechanizmu jego dziatania na modelu
mysim MPS 111B.

Zarowno myszy typu dzikiego, jak i MPS IIIB byly testowane w dwoch grupach,
gdzie przez 30 tygodni codziennie podawano im wode¢ lub resweratrol. Aby sprawdzi¢
skuteczno$¢ resweratrolu, przeprowadzono kilka testow. Wykonano testy behawioralne. Test
aktywnos$ci lokomotorycznej wykonano w celu pomiaru nadpobudliwosci zwierzat. Test
otwartego pola wykonano w celu pomiaru lgku u myszy. Przeprowadzono rowniez testy
biochemiczne i molekularne w celu oceny wplywu resweratrolu na komoérki z roznych
narzadow, zwlaszcza mozgu i1 watroby, gdzie akumulacja GAG jest najwigksza. Stezenia
GAG w moczu (probki pobierano w 5, 10, 20 i 30 tygodniu zycia myszy) zmierzono testem
Blyscan. Wptyw resweratrolu na poziomy specyficznych biatek w kontekscie molekularnego
mechanizmu indukcji autofagii przez resweratrol oceniano technikag Western-blot.

Sposrod  zwigzkéw testowanych in vitro (genisteina, kapsaicyna, kurkumina,
resweratrol, trehaloza 1 kalcytriol), resweratrol wykazywal najwigkszy efekt, szczegdlnie
redukujgc poziomy siarczanu heparanu (HS), GAG gromadzacego si¢ w chorobie Sanfilippo.
Sugerowalo to, ze poziom HS zostat zmniejszony po stymulacji autofagii przez resweratrol.
Eksperymenty na modelu myszy z MPS IIIB potwierdzily indukcj¢ autofagii resweratrolem,
normalizacj¢ poziomow GAG w moczu oraz popraw¢ zachowania u chorych zwierzat. Te
wyniki potwierdzaja propozycj¢ uzycia resweratrolu jako potencjalnego leku na chorobe
Sanfilippo, wymagajacego dalszych badan. Resweratrol zostat rowniez zaproponowany do
innych choréb magazynowych lizosomalnych ze wzglgdu na swoje liczne funkcje
biologiczne. Jednak jego mechanizm dziatania moze by¢ rézny w réznych chorobach; na
przyktad, wykazywal wiasciwosci przeciwutleniajagce w modelach choroby Battena. Indukcja
autofagii przez resweratrol moze obejmowac¢ wiele szlakoéw, w tym niezalezne od mTOR i
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IIIB wykazaty, ze nadpobudliwo$¢ zmniejszyta si¢ po leczeniu resweratrolem, podobnie jak
poziom Igku [13 -Artykut nr 2].

Cel 2 - Opracowanie innowacyjnej terapii kombinowanej w celu poprawy zmian kostnych w
modelu mysim MPS IVA.

Myszy z MPS IVA byly testowane pod katem monoterapii i terapii kombinowanej,
aby oceni¢ skuteczno$¢ leczenia. W wieku 4 tygodni myszom dozylnie podano wektor
wirusowy AAV zawierajacy gen NPPC dla peptydu CNP, ktory aktywuje wzrost myszy, gen
GALNS dla enzymu lub terapi¢ kombinowang, gdzie myszom podano mieszank¢ obu
wektorow. Od tego czasu zwierzeta byty mierzone co tydzien w celu oceny skutecznos$ci
indukcji wzrostu. Aby oceni¢ skutecznos$¢ leczenia, przeprowadzono testy biochemiczne i
molekularne, w tym badanie aktywnosci enzymatycznej we krwi, narzadach i kosSciach, oraz
histologiczne preparaty pokazujace patologi¢ kosci i skuteczno$¢ leczenia. Do okre$lenia
liczby kopii wektora zmierzono st¢zenie peptydu CNP we krwi zwierzat za pomoca testu
ELISA. Poziomy przeciwcial anty-GALNS rowniez mierzono za pomocg testu ELISA w celu
monitorowania reakcji immunologicznej. Poziomy GAG oceniano za pomocg chromatografii
cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS). Dodatkowo,
specjalistyczne badanie mikrotomografii komputerowej byto uzywane do okreslenia gestosci i
struktury kosci po leczeniu.

W modelu myszy z MPS IVA zaobserwowatam akumulacj¢ monosiarczanowanego
siarczanu keratanu (KS) w ko$ci, GAG magazynowanego w chorobie Morquio, wraz z
nieuporzadkowang strukturg kolumn chondrocytéw. Aktywno$¢ enzymu GALNS byla nie
wykrywalna w tkankach i osoczu myszy z MPS IVA. Cho¢ nie zaobserwowatam znaczacych
nieprawidlowosci wzrostu kosci ani dysplazji szkieletowej, zaobserwowano tendencj¢ do
zwigkszonej objetosci kosci 1 wigkszej powierzchni kosci u myszy z MPS IVA w poréwnaniu
z kontrolami typu dzikiego (WT). Badanie wykazato rowniez, Zze nieleczone myszy z MPS
IVA mialy okoto 200 razy wyzsze poziomy monosiarczanowanego KS w watrobie 1 100 razy
wyzsze poziomy monosiarczanowanego KS w ptucach w poréwnaniu z WT, z 30% wzrostem
w kosci. Modele myszy odzwierciedlaja patologi¢ MPS IVA u ludzi z brakiem aktywnosci
enzymu, akumulacja GAG i1 zmianami histologicznymi kos$ci. Jednak Zaden z istniejacych
modeli myszy nie w pelni odzwierciedla cigzka fenotypowa dysplazje szkieletowa
obserwowang u ludzi.

Uzytam wektora AAV8 do ekspresji genu NPPC, kodujacego peptyd CNP, ktory
indukowat wzrost kosci i zmniejszal akumulacje KS w kosciach. Badanie wykazato
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CNP myszy z MPS IVA. Podsumowujac, uzycie wektora AAVS do ekspresji NPPC u myszy
z MPS IVA skutkowato wysokim poziomem sekrecji CNP, indukcja wzrostu kosci, poprawa
patologii ko$ci i zmianami w poziomach GAG. Dalsze badania z wigkszymi probkami i
dlugoterminowe badania sg niezbgdne do potwierdzenia tych wynikdw 1 opracowania
skutecznych metod leczenia dysplazji szkieletowej u pacjentow z MPS IVA [20-Artykut nr
4].

Peptyd CNP wspiera homeostaze chrzastki i formowanie kos$ci. Potaczenie dwoch
wektorow (jeden dla produkcji GALNS 1 jeden dla produkcji CNP) wykazalo obiecujgce
wyniki, z utrzymujacg si¢ aktywnoscig GALNS 1 zmniejszong akumulacjg KS, co poprawiato
wzrost kosci bez negatywnych skutkow ubocznych. Zaobserwowalam wysoka aktywno$¢
GALNS i zmniejszone poziomy KS we krwi i tkankach po leczeniu kombinowanym, co
prowadzito do poprawy patologii kosci. Optymalna dawka CNP jest kluczowa, aby uniknaé
nadmiernego wzrostu. Analiza biodystrybucji potwierdzila obecnos¢ GALNS w kosci 1
watrobie, podczas gdy poziomy NT-proCNP korelowaty z produkcja CNP i indukcjg wzrostu.
Potaczenie wysokich dawek wektorow AAVS-hNPPC i AAV9-hGALNS przyniosto
najbardziej znaczace poprawy.

Podsumowujac, ko-ekspresja genéw GALNS i NPPC, zwlaszcza w oddzielnych
wektorach, zwigkszyta wzrost kosci 1 aktywnos¢ GALNS. Okreslenie optymalnej dawki CNP
w wiekszych badaniach jest kluczowe, aby unikng¢ nadmiernego wzrostu i negatywnych
skutkow, zmierzajac ku badaniom klinicznym. Rozwazane moze by¢ rowniez wprowadzenie
systemu mikroRNA do kontroli ekspresji CNP w celu uniknigcia nadmiernego wzrostu [21-
Artykut nr 5].

Podsumowujac, niniejsza praca doktorska koncentruje si¢ na rozwigzaniu problemu
dostarczania $rodkow terapeutycznych do trudno dostgpnych tkanek w modelach myszy z
MPS. Proponuj¢ uzycie matych czasteczek zdolnych do przenikania przez bariery
biologiczne, aby skutecznie dotrze¢ do tych tkanek. Konkretnie, zbadalam potencjat
resweratrolu do przenikania przez barier¢ krew-mozg (BBB) w leczeniu MPS IIIB oraz CNP
do celowania w beznaczyniowe chondrocyty w MPS IVA. Obie terapie wykazaly znaczacy
potencjal w poprawie wynikow leczenia myszy cierpiagcych na te formy MPS poprzez
zwigkszenie dostarczania lekow do trudno dostepnych miejsc w ciele. To podejscie nie tylko
ma na celu poprawe skutecznos$ci obecnych terapii, ale takze torowanie drogi do opracowania
nowych strategii terapeutycznych dla MPS 1 potencjalnie innych choréb magazynowych

lizosomalnych.



