»Mukopolisacharydoza-plus (MPSPS): pierwsze badania molekularnego mechanizmu
choroby w aspekcie opracowania terapii”
Mgr Zuzanna Cyske
Mukopolisacharydozy (MPS) zaliczane sg do grupy lizosomalnych choréb spichrzeniowych
(LSD). Stanowia one schorzenie dziedziczne o charakterze postgpujacym, wynikajace z catkowitego
braku badz znacznego obnizenia aktywnosci okreslonych enzymow lizosomalnych, odpowiedzialnych
za degradacj¢ nierozgatezionych tancuchow polisacharydowych — glikozoaminoglikanow (GAG)
[Nagpal et al. 2022]. Niezdegradowane GAG stopniowo gromadza si¢ w lizosomach, prowadzac do
zaburzen funkcjonowania komorek, tkanek, a z czasem calych narzadow [Freeze et al. 2015].
Aktywno$¢ poszczegdlnych enzymdw, w tym szlaku metabolicznym, jest ze soba $cisle skorelowana —
kazdy enzym rozpoczyna dziatanie dopiero po zakonczeniu reakcji przez poprzedni. W konsekwencji
brak aktywnosci cho¢by jednego z nich skutkuje zaburzeniem catego procesu degradacji [Parenti et al.

2015; Trovao de Queiroz et al. 2016].

Dziedziczenie MPS ma najczgsciej charakter autosomalny recesywny, z wyjatkiem MPS typu
II (choroba Huntera), ktory jest sprzezony z chromosomem X. Czesto$¢ wystgpowania poszczegolnych
typow jest bardzo zroznicowana w zaleznosci od regionu na §wiecie — szacuje sig, ze MPS I wystepuje
z czgstoscig okoto 1 na 88 000 zywych urodzen, natomiast MPS VII z czestoscig okoto 1 na 2 111 000
urodzen. MPS IX jest ekstremalnie rzadka postacig — dotychczas opisano jedynie cztery przypadki na
$wiecie [Natowicz et al. 1996; Imundo et al. 2011; Tomatsu et al. 2018; Wegrzyn et al. 2022].

Jak dotad opisano 14 typow i podtypow MPS, sklasyfikowanych na podstawie nieaktywnego
badz o szczatkowej aktywnosci enzymu lizosomalnego lub na podstawie gromadzacego si¢ GAG [Zhou
et al. 2020]. Obraz kliniczny obejmuje zardwno objawy wspodlne dla wszystkich postaci choroby, jak
i symptomy specyficzne dla konkretnych typow/podtypéw MPS. Do symptomoéw opisywanych
w prawie wszystkich typach/podtypach nalezg migdzy innymi: organomegalia, charakterystyczne rysy
twarzy, nieprawidlowosci w obrgbie uktadu szkieletowego, a w pozniejszych etapach takze zmiany
w obrebie uktadu oddechowego oraz sercowo-naczyniowego. W czesSci przypadkoéw wystepuja
zaburzenia stuchu i wzroku. Uposledzenie funkcji poznawczych obserwuje sic w MPS 1, ciezkich

postaciach MPS II, wszystkich typach MPS III oraz w MPS VII [Muenzer 2011a].

Pomimo, ze poszczegdlne typy/podtypy MPS sa spowodowane konkretng mutacja w réoznych
genach, prowadza one do tego samego efektu biochemicznego — akumulacji GAG w lizosomach
[Jakobkiewicz-Banecka et al. 2009]. Jeszcze niedawno uwazano, ze gromadzenie GAG jest pierwotnym
i jedynym czynnikiem patogenetycznym [Wraith 2013]. Najnowsze badania wskazujg jednak, ze MPS
wigze si¢ takze z dysfunkcja wielu procesow komorkowych kluczowych dla prawidtowego
funkcjonowania komorek. Mozliwe jest zatem, iz to zaburzenia molekularne — a nie sama akumulacja
GAG - odgrywaja zasadniczg rolg w patogenezie choroby. Zmiany te obejmujg m.in.: zaburzenia

apoptozy i autofagii [Tessitore et al. 2009; Brokowska et al. 2021], nieprawidlowosci w transporcie
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pecherzykowym [Gaftke et al. 2023], proteasomie [Pierzynowska et al. 2020], dysfunkcje
mitochondriow [Pshezhetsky 2015] oraz zaburzenia w obrgbie cytoszkieletu [Parente et al. 2016]

1 przekazywaniu sygnatu wewnatrz komorkowego [Pierzynowska et al. 2022]

Przez dhugi czas mozliwosci terapeutyczne u pacjentow z MPS ograniczaly sie wylacznie do
opieki paliatywnej. Alternatywna forma leczenia, wprowadzong po raz pierwszy w 1980 roku, byt
przeszczep szpiku kostnego [Hobbs et al. 1981]. Skutecznos¢ tej metody jest jednak ograniczona do
przypadkow, w ktorych choroba zostala zdiagnozowana na bardzo wczesnym etapie, jeszcze przed
wystapieniem pierwszych objawow klinicznych. Terapia ta nie pozwala na odwrocenie istniejacych
deficytow neurologicznych, takich jak zaburzenia funkcji poznawczych, hiperaktywnos$¢ czy problemy
natury emocjonalnej, a takze nie koryguje wszystkich zmian strukturalnych, m.in. powszechnie
wystepujacych deformacji szkieletowych [Weisstein et al. 2004]. Uwaza sig¢, ze przeszczep szpiku
kostnego jest nieskuteczny w leczeniu MPS typu II, IIl i IV [Sivakumur and Wraith 1999; Peters and
Krivit 2000; Prasad and Kurtzberg 2010].

Wprowadzenie enzymatycznej terapii zastgpczej (ERT), polegajacej na dozylnym podaniu
aktywnej formy nieaktywnego lub o szczatkowej aktywnosci enzymu, doprowadzito do pewnego
ograniczenia w stosowaniu przeszczepow szpiku kostnego. Decyzje t¢ uzasadniat m.in. wysoki odsetek
Zgonow po pierwszym przeszczepie u pacjentow z MPS I, wynoszacy okoto 15% [Boelens et al. 2007].
W ciggu ostatnich kilkunastu lat opracowano ERT dla MPS 1, 11, IVA, VI i VII, przy czym najwigkszy
postep odnotowano w przypadku MPS I [Wraith 2005; Wraith and Jones 2014; de Ru et al. 2011; Burton
et al. 2025], co prawdopodobnie wynika z najwigkszej czgstosci wystepowania tego typu MPS.
Podobnie jak w przypadku przeszczepu szpiku kostnego, kluczowe znaczenie ma wczesne rozpoznanie
choroby i szybkie rozpoczecie terapii [McGill et al. 2010; Schulze-Frenking et al. 2011; Pérez-Lopez et
al. 2017; Burton et al. 2025].

Korzysci wynikajace z zastosowania ERT u pacjentow z MPS obejmuja m.in.: poprawe
ruchomosci stawow, a w konsekwencji zdolnosci lokomocyjnych; poprawe funkcjonowania uktadu
oddechowego; redukcj¢ hepatomegalii oraz istotny spadek stezenia GAG w moczu [Wraith et al. 2007;
Clarke et al. 2009; Harmatz et al. 2006; Muenzer et al. 2011b; Pérez-Lopez et al. 2017]. Mimo to, ERT
nie eliminuje wszystkich objawow choroby. Szczegdlnym ograniczeniem jest fakt, ze podawany enzym
nie przekracza bariery krew—mdzg, co czyni terapi¢ nieskuteczng w przypadku postaci z zajeciem
osrodkowego uktadu nerwowego, a takze ograniczony wptyw enzymu na tkanki kostne [Chen et al.

2019; Rossi and Brunetti-Pierri 2024].

Z uwagi na konieczno$¢ opracowania terapii dla postaci neuronopatycznych, zaproponowano
alternatywne podejscie — terapi¢ redukcji syntezy substratu (SRT) [Jakobkiewicz-Banecka et al. 2009].
Metoda ta polega na zahamowaniu biosyntezy GAG w sytuacji, gdy ich degradacja jest uposledzona, co

pozwala na przywrdcenie rownowagi pomiedzy ich powstawaniem a usuwaniem. Bezposrednie



zahamowanie aktywnosci enzymow syntetyzujacych GAG jest niewykonalne, poniewaz ich substratami
sa cukry proste uczestniczace w licznych procesach metabolicznych. Dlatego ukierunkowano dziatania
na obnizenie ekspresji genow kodujacych syntetazy GAG, co prowadzi do redukcji ich poziomu
i w konsekwencji zmniejszenia tempa syntezy tych zwigzkéw. Substancja wykorzystywana w tym
podejsciu terapeutycznym jest trihydroksyizoflawon (genisteina) [Jakobkiewicz-Banecka et al. 2009],
naturalny zwiazek z grupy izoflawonow ktory, z uwagi na szerokie spektrum dziatania, jest juz
stosowany w medycynie m.in. jako $rodek tagodzacy objawy menopauzy oraz o potencjale

przeciwnowotworowym.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem innego zwigzku naturalnego — ambroksolu (4-((2-
amino-3,5-dibromofenylo)metyloamino)cykloheksan-1-ol), wykazaty, ze pozytywnie wptywa on na
funkcje komorkowe poprzez poprawe aktywnosci enzymow lizosomalnych, funkcji lizosomoéw oraz
indukuje proces autofagii w modelu komérkowym mukopolisacharydozy typu III (MPS III) [Goker-
Alpan et al. 2020]. Eksperymenty z wykorzystaniem ambroksolu, jako potencjalnego terapeutyku,
przeprowadzono roéwniez modelu choroby Gaucher wskazuja, ze moze on pomoéc w zmniejszeniu
nagromadzonych, toksycznych substancji przez aktywacje $ciezki autofagia-lizosom [McNeill et al.

2014].

Na poczatku 2010 roku w Republice Sacha (Jakucja, Rosja) opisano kilku pacjentéw
z objawami przypominajacymi zespdt Hurler (cigzka posta¢ MPS I), prowadzace do zgonu przed
ukonczeniem drugiego roku zycia [Gurinova et al. 2014]. Poczatkowo schorzenie zostalo
sklasyfikowane jako ,niezréznicowana dziedziczna choroba metaboliczna” [Vasilev et al. 2020].
W 2017 roku, po szczegbélowym scharakteryzowaniu obrazu klinicznego oraz ustaleniu etiologii,
jednostka ta zostata opisana jako zespdt mukopolisacharydozy plus (MPS-plus, MPSPS). U pacjentow
zaobserwowano nadmierne wydalanie GAG z moczem, jednak nie bylo to wynikiem obnizonej
aktywnos$ci enzymow lizosomalnych. Nazwa wskazuje, iz poza klasycznymi objawami typowymi dla
konwencjonalnych postaci MPS, u chorych wystepuja rowniez inne cechy fenotypowe, m.in. wrodzone
wady serca, zaburzenia czynnosci nerek oraz nieprawidtowosci w obrebie ukladu krwiotworczego
[Faraguna et al. 2022; Sofronova et al. 2022]. Do chwili obecnej chorobe stwierdzono u kilkudziesigciu
pacjentow, jednak doktadna ich liczba jest trudna do okreslenia, poniewaz niektoérzy pacjenci mogli
zosta¢ ujeci kilkukrotnie w roznych publikacjach [Lipinski et al. 2022]. Wigkszos¢ zdiagnozowanych
pacjentéw pochodzi z populacji jakuckiej (Republika Sacha) [Kondo et al. 2017], natomiast opisano
rowniez przypadki w innych regionach $wiata — w Turcji [Dursun et al. 2017], oraz po jednym pacjencie
z rejonu Morza Srodziemnego [Pavlova et al. 2022] i w Polsce [Lipinski et al. 2022]. Szacuje sie, ze
czestos¢ wystepowania MPSPS w populacji Jakutéw wynosi okoto 1:12 100 zywych urodzen [Kondo
etal. 2017].



MPSPS dziedziczy si¢ w sposob autosomalny recesywny i jak dotad opisano dwie
homozygotyczne mutacje, w genie VPS334, prowadzace do jego powstania. Wariant ¢.1492C > T
(p-Argd98Trp) zostal opisany u wszystkich pacjentéw pochodzacych z Jakucji oraz Turcji [Dursun et
al. 2017; Kondo et al. 2017; Faraguna et al. 2022], natomiast mutacje ¢.599G > C (p.Arg200Pro) opisano
u pacjentéw z rejonu Morza Srodziemnego oraz Polski [Pavlova et al. 2022; Cyske et al. 2025b -
Artykul nr 3 wchodzacy w sktad tej rozprawy doktorskiej]. Porownujac fenotyp wszystkich pacjentow
z MPSPS mozna zauwazy¢, ze mutacja ¢.1492C > T (p.Argd498Trp) prowadzi do powstania znacznie
ciezszych objawow oraz bardzo wczesnej §mierci pacjenta, natomiast w przypadku mutacji ¢.599G > C
(p-Arg200Pro) objawy sa znacznie tagodniejsze [Pavlova et al. 2019; Pavlova et al. 2022; Lipinski et al.
2022].

Pomimo identyfikacji mutacji prowadzacej do powstania MPSPS doktadny patomechanizm
choroby pozostaje nieznany. Zaproponowano natomiast dwie hipotezy, ktore potencjalnie moga
wyjasnia¢ mechanizm choroby. Pierwsza z nich opiera si¢ na badaniach potwierdzajacych nadmierne
zakwaszenie lizosomow w wariancie p.Arg4d98Trp MPSPS. Enzymy lizosomalne w nadmiernie
zakwaszonym $rodowisku nie funkcjonuja prawidtowo i nie moga rozktada¢ GAG, przez co gromadza
si¢ one w lizosomach powodujac szereg cigzkich objawoéw [Kondo et al. 2017]. Druga z hipotez dotyczy
wariantu p.Arg200Pro MPSPS i skupia si¢ na funkcji produktu biatkowego genu VPS334 (biatka
VPS33A). Biatko to jest sktadnikiem dwoch, duzych, wielofunkcyjnych komplekséw: homotypowego
kompleksu fuzji i sortowania biatek (HOPS) oraz kompleksu wiazanie wakuoli rdzeniowo-
endosomalnych klasy C (CORVET). Oba te kompleksy uczestnicza w transporcie biatek do lizosomow,
a takze w procesach autofagii i endozytozy [Wartosch et al. 2015; Sofronova et al. 2022]. Obnizony
poziom biatka VPS33A wykazano w przypadku obu opisanych wariantow MPSPS, jednak w obu
przypadkach biatko zachowato swojg aktywnos¢ biochemiczng, co wskazuje na to, ze za powstajace
objawy odpowiedzialna jest obnizona ilo$¢ biatka, spowodowana nadmierng jego degradacija
w proteasomie, a nie brak jego aktywnosci. [Pavlova et al. 2022; Terawaki et al. 2025]. Kolejne badania
wskazaty, ze za patomechanizm MPSPS moze by¢ odpowiedzialny zaburzony transport endosomalny,
ktory spowodowany jest obnizonym poziomem biatka VPS33A, a co za tym idzie GAG nie sa
efektywnie dostarczane do lizosomow w celu ich degradacji [Cyske et al. 2024a — Artykul nr 2; Cyske
et al. 2025b — Artykul nr 3; Terawaki et al. 2025]. Takie badania zostaty juz wczesniej przeprowadzone
na komorkowym (MPS 1, 11, IIIA, IIIB, IIIC, IIID, IVA, IVB, VI, VII, IX) oraz mysim modelu MPSI
1 wskazaly na znaczne zaburzenia w transporcie pecherzykowym, a takze na poprawe tych parametrow
po zastosowaniu genisteiny [Gaffke et al. 2023] Jesli przedstawiona hipoteza bylaby prawdziwa,
powinny nastgpi¢ istotne zmiany w poziomach bialek zaangazowanych w transport pecherzykowy

w MPSPS, a takze w wybranych organellach komérkowych.

W zwiazku z brakiem poznania dokladnego patomechanizmu, bardzo ograniczona wiedzg na

temat zaburzen komérkowych w MPSPS oraz potrzebg opracowania skutecznego leku uzasadnionym
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jest zbadanie jakie procesy komodrkowe moga by¢ uposledzone w MPSPS, co doprowadzi¢ moze do

poznania doktadnego mechanizmu powstawania choroby oraz potencjalnych lekéw na MPSPS.
Dlatego celem mojej rozprawy doktorskiej stalo sie:

1) Okreslenie jakie procesy komorkowe sa zaburzone w MPSPS, a co za tym idzie poznanie
patomechanizmu choroby
2) Przetestowanie dwoch zwiazkéw naturalnych - ambroksolu i genisteiny, jako

potencjalnych lekow dla pacjentow z MPSPS

W pracy wykorzystywatam komorki skérne — fibroblasty, pobrane od jedynej polskiej pacjentki
z MPSPS z homozygotycznym wariantem c.599G>C (p.Arg200Pro) genu VPS33A4. Nie mialam
mozliwosci uzyskania wigkszej liczby linii komdérkowych MPSPS z uwagi na niezwykle mata liczbe
pacjentow (jedynie kilkudziesigciu na $wiecie), bardzo duza odleglo$¢ i izolacje geograficzng
wigkszosci z nich (chorzy glownie zamieszkujg regiony Jakucji — Syberii), a takze niezwykle krotka
dtugos¢ zycia chorych (wigkszo$¢ umiera przed ukonczeniem 2. roku zycia). Te, a takze wiele innych
problemow zwigzanych z chorobami rzadkimi zostaty szerzej omowione w artykule Cyske et al. 2025
[Cyske et al. 2025a - Artykul nr 1]. Jako kontrolg wybratam komorki skorne pobrane od osoby zdrowej
odpowiadajacej wiekiem i plcia badanej pacjentce. W czesci doswiadczen zostaly rowniez
wykorzystane linie komorkowe pobrane od pacjentoéw z chorobg Sanfilippo, jako poréwnanie do

opisanych juz i lepiej poznanych zaburzen komorkowych w MPS.

1) Okreslenie jakie procesy komorkowe sa zaburzone w MPSPS, a co za tym idzie poznanie

patomechanizmu choroby

Aby przetestowac hipoteze mowigca o zaburzonym transporcie endosomalnym GAG, wynikajacym
z obnizonej ilo$ci biatka VPS33A i nieefektywnego dostarczania ich do lizosomow, w pierwszej
kolejnosci okreslitam poziom samych GAG w komodrkach MPSPS z wariantem p.Arg200Pro
genu VPS334 w komorkach kontrolnych oraz pacjenta cierpigcego na chorobg Sanfilippo (MPSIII).
Eksperymenty, z wykorzystaniem metody dot-blotting, wykazatly znacznie podwyzszony poziom
siarczanu heparanu (HS) w komorkach MPSPS w poroéwnaniu do komodrek kontrolnych.
Zwizualizowatam rowniez wewnatrzkomoérkowa lokalizacje HS, co okazato si¢ niezwykle interesujace,
poniewaz obraz uzyskany po wybarwieniu komorek MPSPS znacznie r6znit si¢ o tego uzyskanego
z komoérek MPS III. Mianowicie, w MPS III HS byt widoczny w postaci wielu skupisk wedlug
wezesniejszych danych literaturowych mozna sadzi¢, ze sg to agregaty HS w lizosomach natomiast
w przypadku MPSPS HS byt rozproszony rownomiernie po catej komorce. Taki obraz moze wskazywaé

na zaburzony transport i dostarczanie GAG do lizosomow.
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Wezeséniejsze badania, zarowno z wykorzystaniem wariantu p.Arg200Pro jak i p.Argd98Trp,
wskazywaly na obnizong ilo$¢ biatka VPS33A w MPSPS [Pavlova et al. 2022; Terawaki et al. 2025].
Zbadatam wiec poziom tego biatka w fibroblastach pobranych od polskiej pacjentki w poréwnaniu
z komoérkami kontrolnymi. Stwierdzila drastycznie, bo o ponad 80%, obnizenie poziomu biatka
VPS33A w komoérkach MPSPS w poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Wykorzystujac metode
mikroskopii fluorescencyjnej rowniez wykazalam zmniejszona intensywno$¢ fluorescencji tego biatka.
Biatko VPS16, tak samo jak VPS33A, jest jedng z podjednostek komplekséw HOPS i CORVET. Biatka
te Sci§le ze soba oddzialywuja, dlatego okreslitam rowniez tego biatka. Podobnie do wczesniejszego
doswiadczenia okre$lajacego poziom biatka VPS33A, stwierdzitam takze obnizony poziom biatka

VPS16 w MPSPS

Mikroskopia elektronowa pozwala na szerokie spojrzenie na ogdélng morfologie komorki. Dla
wczesniej opisanych typow/podtypow MPS, w obrazie tym, charakterystyczne sg struktury ,,skorki
cebuli” oraz ,ciala zebrowate”, sg to specyficzne obrazy po ktorych rozpozna¢é mozna lizosomy,
w ktérych zakumulowane sa nieroztozone GAG [Piotrowska et al. 2006]. Dla pelnego ogladu komorek
MPSPS wykonatam takie samo badanie, ktore wykazalo znacznie podwyzszong Liczbe pecherzykdéw
o zmienionej strukturze w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Jesli jednak teoria mowiagca
o zaburzonym transporcie pecherzykowym jest prawdziwa, nie ma pewnoSci czy na obrazie
mikroskopowym widoczne pecherzyki sg lizosomami, jak w innych typach MPS, czy endosomami.
Zeby odpowiedzie¢ na to pytanie wybarwitam lizosomy z wykorzystaniem barwnika LysoTracker.
Doswiadczenia wykazaly znacznie silniejszy sygnal w komorkach MPSPS niz w komorkach
kontrolnych. Moze to dowodzi¢ zwickszonej liczbie lizosomoéw, jednak wczesniejsze eksperymenty
dowiodty, ze w MPSPS lizosomy sa nadmiernie zakwaszone [Kondo et al. 2017; Pavlova et al. 2022],
a wiadomym jest ze barwnik LysoTracker wykazuje wyzsze powinowactwo do organelli o nizszym pH.
Dlatego zadatam pytanie czy lizosomy sa liczniejsze czy jedynie nadmiernie zakwaszone. Do uzyskania
odpowiedzi wykorzystatam biatkko LAMP2, bialko btonowe lizosoméw i jeden z najczestszych
markerow w badan lizosomow. Zaréwno poziom tego biatka jak i intensywnos$¢ fluorescencji byta
podwyzszona na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze lizosomy sg liczniejsze w MPSPS, niezaleznie od

wigkszego ich zakwaszenia.

Biorac pod uwagg ,,rozsiany” obraz HS uzyskany z analiz mikroskopii fluorescencyjnej postawitam
pytanie czy GAG sg efektywnie dostarczane do lizosomow w celu ich degradacji. Dlatego tez okreslitam
kolokalizacj¢ lizosoméw z HS w MPSPS oraz w MPS 1II i wykazalam, ze w przypadku MPS III
kolokalizacja byta na znacznie wyzszym poziomie niz w komorkach kontrolnych, jednak w MPSPS
roznic tych nie byto. Moze to wskazywac, ze GAG nie sg dostarczane do lizosoméw i mimo, ze enzymy
lizosomalne dziatajg prawidtowo, GAG nie moga by¢ roztozone. Niezwykle ciekawy okazat si¢ kolejny
eksperyment pokazujacy kolokalizacje HS z biatkiem LAMPI, kolejnym biatkiem blonowym

lizosomow, w ktorym wynik byt odwrotny. Mianowicie, kolokalizacja HS/LAMP1 byta znacznie
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podwyzszona w MPSPS w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi, natomiast w MPS III obniZona.
Mogtoby sie¢ to wydawac sprzeczne z poprzednim eksperymentem, jednak w literaturze opisane sa
badania mowiace o tym, ze biatko LAMP1 znajduje si¢ réwniez we wczesnych i pdznych endosomach
[Cook et al. 2004]. Zatem prawdopodobne jest, ze GAG zostaja uwigzione w endosomach i nie sa

transportowane do lizosomow w celu degradacji.

Skoro biatko VPS33A bierze udziat w dojrzewaniu endosoméw i ich transporcie do lizosomow
[Wartosch et al. 2015; Marwaha et al. 2017; Kiimmel et al. 2022], to zgodnie z testowang hipoteza,
poziom markeréw endosomalnych powinien by¢ podwyzszony w komoérkach MPSPS. Markerem
wczesnych endosomow jest biatko EEA1, ktore jest niezbedne do sortowania wczesnych i poznych
endosomoéw, a takze do sortowania na etapie wczesnych endosoméw [Yap i Winckler 2022].
Podwyzszony poziom tego biatka oraz intensywnos¢ fluorescencji wykazatam w komorkach MPSPS
w poréwnaniu do komorek kontrolnych, stosujac odpowiednio metode western-blotting oraz
mikroskopi¢ fluorescencyjng,. W tym przypadku roéwniez uzyskany wynik potwierdza postawiong
hipoteze, a dodatkowo jest on zgody z eksperymentami przeprowadzonymi przez inny zespol na
komorkach pacjenta z ta sama mutacja [Pavlova et al. 2022]. Idac dalej tym tropem sprawdzitam poziom
biatka Rab7, ktére mozna uzna¢ za marker p6znych endosoméw, poniewaz jest niezbgdne do transportu
p6znych endosoméw oraz do ich dostarczenia do lizosomow. Rowniez ten eksperyment wykazat
podwyzszymy poziom tego biata, a takze analizy mikroskopowe potwierdzity zwiekszona intensywnos$¢

fluorescencji tego biatka.

Wracajac do wspomnianego powyzej zatozenia zaktadajacego, ze HS gromadzi si¢ w endosomach
1 nie moze zosta¢ przetransportowany do lizosomoéw, okreslitam kolokalizacje HS z biatkiem EEA1. Na
podstawie wynikéw, ktore uzyskatam, mozna stwierdzi¢ zdecydowanie podwyzszong kolokalizacje
HS/EEA1 w komoérkach MPSPS w poréwnaniu do komoérek kontrolnych, co potwierdza postawiong
hipotezg. Jednak nie mozna nie zwrdci¢ uwagi na poziom kolokalizacji HS/EEA1 w MPS 111, ktory byt
jeszcze wyzszy niz w MPSPS, natomiast badania moéwigce o wtornym defekcie transportu

pecherzykowego w MPS zostaty juz wczesniej przeprowadzone [Gaftke et al. 2023]

2) Przetestowanie dwoéch zwiazkéw naturalnych - ambroksolu i genisteiny, jako

potencjalnych lekéw dla pacjentéw z MPSPS

MPSPS jak dotad jest chorobg nieuleczalng, a z uwagi na niezwykle matlg liczbe pacjentoéw oraz
bardzo ktora dtugos¢ ich zycia, opracowanie skutecznej terapii wydaje si¢ by¢ ogromnym wyzwaniem
dla wspotczesnej nauki. Potencjalna terapia dla MPSPS musialaby skupia¢ si¢ na korygowaniu
pierwotnych defektow molekularnych, ale oprocz tego rowniez by¢ bezpieczna w dlugoterminowym

uzyciu.
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Wytypowatam dwa zwiazki naturalne, ktére potencjalnie mogltyby sta¢ si¢ lekami dla MPSPS:
ambroksol (4-((2-amino-3,5-dibromofenylo)metyloamino)cykloheksan-1-ol) oraz genisteina (5,7-
dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-4H-1-benzopiran-4-on). W zwiazki z tym, ze oba byly opisywane
jako inhibitory degradacji biatek — odpowiednio degradacji zwigzanej z siateczkg §rodplazmatyczna
(ERAD) oraz degradacji proteasomalnej. Oba zwigzki maja rowniez wtasciwosci przeciwzapalne oraz
antyoksydacyjne, a takze indukuja proces autofagii [Dhanve et al. 2023; Cyske et al. 2024b; Ponugoti
et al. 2024; Borah et al. 2025; Goswami et al. 2025; Pierzynowska et al. 2025], ale ambroksol tagodzi
tezstres endoplazmatyczny i hamuje degradacje ERAD [Bendikov-Bar et al. 2011; Dhanve et al. 2023],
natomiast genisteina hamuje degradacje proteasomalna poprzez modulacje ubikwitynacji biatek
[Pierzynowska et al. 2020]. Zgodnie z wymaganiem stawionym lekom, ktore nalezy przyjmowac przez
cate zycie, udowodniono, ze oba zwiazki sg bezpieczne w dhugoletnim stosowaniu [Kim et al. 2013;
Ghosh et al. 2021; Ponugoti et al. 2024]. Na podstawie powyzszych danych wybratam ambroksol
i genisteine jako potencjalne leki na MPSPS, a w przyszto$ci rowniez na inne choroby zwigzane
z niestabilno$cia biatek i zaburzeniami transportu endosomalnego, a takze biorac pod uwagg inne
mechanizmy hamowania proteolizy przez ambroksol i genisteing, okreslitam czy zastosowanie terapii

kombinowanej begdzie skuteczniejsze niz wykorzystanie kazdego zwigzku osobno.

Pierwszym i jednym z najwazniejszych parametrow przy poszukiwaniu nowych lekow jest
bezpieczenstwo. Dlatego takie do$wiadczenie byto pierwszym, ktore wykonatam dla ambroksolu
i genisteiny jako potencjalnych lekow na MPSPS, mimo, ze oba zwiazki sa juz wykorzystywane od
wielu lat w medycynie. Na podstawie wczesniejszych danych literaturowych wybratam stezenia 100
uM dla ambroksolu i 50 uM dla genisteiny, ktore efektywnie hamuja proteolize [Bendikov-Bar et al.
2011; Pierzynowska et al. 2020]. Na podstawie testu zywotnosci komoérek (MTT) wykazatam, ze oba

zwigzki sg bezpieczne dla komorek MPSPS we wskazanych powyzej stezeniach.

Gléwnym problemem w przypadku MPSPS okazal si¢ obnizony poziom biatka VPS33A, co
prowadzi do nieefektywnego transportu pecherzykowego i1 uwigzienia GAG w endosomach.
Potencjalny lek powinien wiec podnosi¢ poziom tego biatka. Badania, ktore przeprowadzitam wykazaty
4-krotnie obnizony poziom biatka VPS33A w komorkach MPSPS w pordéwnaniu do komodrek
kontrolnych. Natomiast podanie ambroksolu, genisteiny lub ich kombinacji spowodowato wzrost
poziomu tego biatka. Zastosowanie mieszaniny obu zwiazkow okazalo si¢ najbardziej efektywne
1 poziom biatka VPS33A osiagnal okoto 80% wartosci kontrolnej. Poréwnywalny wynik uzyskatam dla
biatka VPS16, ktore jest Scisle zwigzane z biatkiem VPS33A. Oba te wyniki wskazuja, ze ambroksol
i genisteina podwyzszaja poziom bialek VPS33A i VPS16 poprzez obnizenie aktywnosci ERAD
(ambroksol) i proteasomu (genisteina) [Bendikov-Bar et al. 2011; Pierzynowska et al. 2020].

Eksperymenty, ktore przeprowadzitam potwierdzily znacznie podwyzszony (okoto 3-krotnie)

poziom HS w komoérkach MPSPS w poréwnaniu do komoérek kontrolnych [Cyske Z et al. 2025b —
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Artykul nr 3]. Natomiast zastosowanie ambroksolu, genisteiny oraz ich mieszaniny obnizyto poziom
HS, nawet do poziomu zanotowanego w komorkach kontrolnych. Aby okresli¢ czy degradacja HS
zachodzi przez szlak lizosomalny zastosowatam chloroching (inhibitor, ktéry blokuje fuzje
autofagosomu z lizosomem). Eksperymenty potwierdzity, ze po zastosowaniu chlorochiny w stgezeniu
10 uM zaobserwowa¢ mozna bardzo wysokie poziomy HS, niezaleznie od obecnosci ambroksolu
i genisteiny. Wynik ten wskazuje, ze degradacja GAG w komoérkach MPSPS po uzyciu ambroksolu

1 genisteiny zachodzi przez szlak lizosomalny.

Wiadomo juz ze w MPSPS zaburzenia wystgpuja rowniez w lizosomach, wiec ponownie okreslitam
ich liczbe oraz intensywnos¢ fluorescencji z w wykorzystaniem barwnika LysoTracker, tym razem
jednak okreslitam roéwniez wplyw ambrosksolu i genistein na te parametry. Wykazatam, ze liczba
lizosomow oraz intensywnos¢ ich fluorescencji jest znacznie podwyzszona w MPSPS w porownaniu do
komorek kontrolnych, a leczenie ambroksolem, genisteing oraz ich mieszaning skutecznie obnizato
liczbe lizosomow, natomiast zastosowanie mieszaniny obu zwigzkow najskuteczniej redukowato

intensywnos¢ fluorescencji w MPSPS.

Aby potwierdzi¢ normalizacje transportu GAG do lizosoméw okreslitam kolokalizacje HS
z lizosomami (barwnik LysoTracker). Eksperymenty ponownie wykazaty znacznie obnizony poziom
ich kolokalizacji w komorkach MPSPS w poréwnaniu do komorek kontrolnych, ale takze wzrost tego
parametru po zastosowaniu ambroksolu, genisteiny oraz ich mieszaniny, przy czy zastosowanie
mieszanki obu zwigzkéw bylo najbardziej efektywne. Badajac kolokalizacje HS z LAMP2, biatkiem
btonowym lizosomow, zauwazy¢é mozna obnizony poziom kolokalizacji w MPSPS w poréwnaniu do
kontroli, ale rowniez wzrost do poziomu porownywalnego z kontrola po zastosowaniu mieszaniny
ambroksolu i genisteiny. Badania, ktére przeprowadzitam wcze$niej sugeruja, ze w MPSPS GAG s3
uwigzione w endosomach z powodu wadliwego transportu endosomalnego [Cyske Z et al. 2025b].
Ponownie okreslitam poziom biatka EEA1 oraz jego kolokalizacje z HS, co pokazato, ze poziom biatka
EEAI1 jest znacznie podwyzszony w MPSPS w poréwnaniu do komorek kontrolnych, jednak
zastosowanie ambroksolu, genisteiny oraz ich mieszaniny spowodowato normalizacje do poziomu
nieodréznialnego od kontroli. Wynik ten wskazuje na poprawe wydajnosci transportu pecherzykowego
w MPSPS po zastosowaniu terapii. Wniosek ten dodatkowo potwierdza okreslenie kolokalizacji HS
z biatkiem LAMP1 (jak wspomnialam wczesniej biatko to znajduje si¢ zarowno w lizosomach jak
i endosomach) [Cook et al. 2024]. Eksperyment ten wykazat, jak poprzednio, zwigkszong kolokalizacje
HS/LAMP1 w komoérkach MPSPS w poréwnaniu z kontrola, ale rowniez normalizacje tego poziomu
po zastosowaniu mieszaniny ambroksolu i genisteiny. Po raz kolejny wyniki wskazuje zatem na
stlusznos¢ zatozen hipotezy o wadliwym transporcie endosomalnym GAG oraz na poprawe jego

wydajnos$ci po zastosowaniu ambroksolu, genisteiny, a w szczego6lnosci ich mieszaniny.
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Oprocz poziomu biatka EEA1 (markera wczesnych endosomow) okreslitam réwniez poziom
markerdw pdznych endosomow — biatka Rab5 i Rab7. Biatko Rab5 zaangazowane jest w dojrzewanie
endosoméw [Nagano et al. 2019], natomiast Rab7 jest niezbedne w transporcie endosomalnym
i dostarczaniu makroczasteczek do lizosomoéw [Marwaha et al. 2017; Mulligan i Winckler 2023].
Poziomy obu bialek markerowych dla pdznych endosoméw byly podwyzszone w MPSPS
w poréownaniu do kontroli, a zastosowanie mieszaniny ambroksolu i genisteiny powodowato
normalizacje tego parametru do poziomu kontroli (w przypadku Rab7) lub poprawe parametru

(w przypadku Rab5).

Eksperymenty przeprowadzone przez inne zespoty [Terawaki et al. 2025] wskazaty, ze autofagia
nie jest uposledzona w wariancie p.Argd98Trp MPSPS. Natomiast wyniki badan, ktére uzyskalam
niedawno jasno pokazuja, ze proces ten jest zaburzony w wariancie p.Arg200Pro MPSPS [Cyske Z et
al. 2025b]. Zaro6wno ambroksol jak i genisteina sg znanymi induktorami procesu autofagii, okreslitam
ich wptwy na stymulacje tego procesu w MPSPS w wariancie p.Arg200Pro. Okreslitam poziom biatka
LC3-II (markera procesu autofagii) i stwierdzitam, ze zardwno ambroksol jak i genisteina znaczaco
zwigkszaja poziom tego biatka, co wskazuje na skuteczna stymulacje autofagii, a proces ten jest
najbardziej efektywny po zastosowaniu mieszaniny obu zwiazkéw. Degradacja zakumulowanego
materiatu biatkowego jest niezwykle wazna w kontekscie potencjalnej terapii MPSPS, dlatego indukcja
procesu autofagii przez ambroksol i genisteing jest niezwykle pomocna w kontek$cie opracowania

potencjalnej terapii z wykorzystaniem tych zwiazkow.

Rezultaty moich badan opisanych w tym rozdziale zostaty przedstawione w manuskrypcie artykutu,
ktory zostal przestany do redakcji czasopisma Mammalian Genome 1 w momencie sktadania tej

rozprawy doktorskiej znajdowat si¢ w recenzjach [Cyske et al. — Artykul nr 4].

Whioski

Niniejsza praca doktorska dostarcza dowodow eksperymentalnych popierajacych hipoteze
o zaburzonym transporcie endosomlanym, spowodowanym przez obnizony poziom biatka VPS33A, co
jest podstawa molekularnego mechanizmu MPSPS. Terapia z wykorzystaniem ambroksolu i genisteiny,
ktorg proponuj¢ jako potencjalnie skuteczna w leczeniu MPSPS, skutkuje podwyzszeniem poziomu
biatka VPS33A, co poprawia prawie wszystkie zaburzone parametry lub nawet normalizuje je do
poziomu nieodroznialnego od kontroli. Zaproponowana terapia w przysztosci ma potencjat stac si¢
przydatna rowniez w leczeniu innych choréb zwigzanych z niestabilnoscig bialek i zaburzonym

transportem endosomalnym.
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