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Mukopolisacharydozy (MPS) to heterogenna grupa dziedzicznych zaburzen
metabolicznych, klasyfikowanych jako lizosomalne choroby spichrzeniowe. Gléwnag
przyczyna MPS s3 mutacje w genach kodujacych enzymy lizosomalne, ktore
odpowiadaja za rozklad glikozoaminoglikanow (GAG). W wyniku niedoboru lub
catkowitego braku aktywnosci tych enzymoé6w dochodzi do akumulacji GAG w
komorkach roznych tkanek i narzadow, co z kolei prowadzi do ich stopniowego
uszkodzenia i1 dysfunkcji. MPS charakteryzuja si¢ szerokim spektrum objawow
klinicznych, takich jak dysmorfia twarzy, niski wzrost, deformacje kostne, przewlekle
bole stawowe, hepatosplenomegalia, zmgtnienie rogéwki, niedostuch, trudnosci
oddechowe oraz powiktania sercowo-naczyniowe.

Do niedawna wyr6zniano 11 typow i podtypéw MPS, klasyfikowanych na
podstawie rodzaju spichrzanego GAG oraz enzymu, ktorego dotyczy defekt. W ostatnich
latach opisano nowo odkryte, ultrarzadkie jednostki o fenotypie MPS: MPS X oraz tzw.
syndrom MPS-plus. MPS X jest spowodowana mutacja w genie ARSK, kodujacym
arylsulfataze K, co prowadzi do akumulacji siarczanu dermatanu. Z kolei syndrom MPS-
plus (MPS-PS) jest zaburzeniem o fenotypie zblizonym do MPS, w ktérym obserwuje si¢
podwyzszony poziom GAG, jednak bez defektu ktoregokolwiek ze znanych enzymow
lizosomalnych degradujacych GAG. Patomechanizm choroby pozostaje nie do konca
poznany, mimo zidentyfikowania mutacji w genie VPS33A4, ktorego produkt uczestniczy
w szlakach endocytozy 1 autofagii. Ze wzgledu na brak klasycznego defektu enzymu
degradujacego GAG oraz pewne roznice w obrazie klinicznym (min. zaburzenia
czynnos$ci nerek 1 nieprawidtows$ci uktadu hematopoetycznego), syndrom MPS-plus nie
jest obecnie wlaczany do formalnej klasyfikacji MPS, lecz zaliczany do tzw. ,,chordb
podobnych do MPS” (ang. MPS-like disorders). Aktualny podzial obejmuje wiec 12
“klasycznych” typow 1 podtypow MPS, ktore wraz z ich charakterystyka przedstawiono
w Tabeli 1.

Dodatkowo MPS mozna podzieli¢ na typy neuropatyczne (MPS [, 11, III oraz VII),
w ktérych dominujg objawy neurologiczne oraz formy nieneuropatyczne (IV, VI, IX oraz
X), gdzie funkcje uktadu nerwowego pozostajg nienaruszone. Objawy neuropatyczne

pojawiajace si¢ w przypadku cigzkich postaci MPS I i II, wszystkich podtypach MPS III



oraz w MPS VII obejmuja zaburzenia poznawcze, agresje¢, hiperaktywnos¢, zaburzenia
rytmu dobowego, bezsenno$¢, padaczke, drgawki, trudnosci w mowie, utrate stuchu i

zmiany osobowosci.

Tabela 1. Charakterystyka opisanych dotychczas typéw/podtypéw MPS.

Typ/podtyp Nazvya Zmutowany Spichrzany GAG Komponenta -
MPS zwyczajowa gen neurodegeneracyjna
Zespot Hurler, . Lo
wrst S pur Sl Tk ok
Hurler-Scheie p przyp
MPS 11 Zespot Huntera DS Slgrczan dermatanu, Tak (m@zlqe
siarczan heparanu przypadki)
MPS IITA , SGSH
VT Zespot A .
_ MPSIIIB Sanfilinno ___NAGLU  Siarczan heparanu Tak

MPS 1IC PP HGSNAT

MPS IIID GNS

MPS IVA GALNS Siarczan keratanu Moze wystgpi¢ w
. . . skutek drugo- i

MPS IVB Zespot Morquio GLBI .Slarczan keratapu, trzeciorzedowych

siarczan chondroityny ,
zaburzen
Zespot
MPS VI Maroteaux- ARSB Siarczan dermatanu Nie

Lamy

Siarczan dermatanu,
MPS VII Zespot Sly GUSB siarczan heparanu, Tak
siarczan chondroitytny

Zespot
Natowicza
MPS X - ARSK Siarczan dermatanu Dane niejednoznaczne

MPS IX HYALI Kwas hialuronowy Nie

Diagnostyka w kierunku MPS po zauwazeniu objawdéw mogacych sugerowac
chorobe metaboliczng, rozpoczyna si¢ od analizy biochemicznej, w ktére; wykrywa si¢
nadmiar GAG wydalanego z moczem. Potwierdzenie diagnozy wymaga oceny
aktywnosci specyficznych enzymow lizosomalnych w leukocytach lub fibroblastach
pacjenta. Wspotczesne techniki molekularne umozliwiajg identyfikacje mutacji w
genach, ktorych dysfunkcje warunkujg kazdy typ MPS, co pozwala na precyzyjne
okreslenie typu/podtypu choroby i podjecie odpowiedniego leczenia, jesli takie jest
dostepne. Proces diagnostyczny jest jednak niezwykle trudny i czasochlonny ze wzgledu
na rzadkie wystgpowanie tych chordb, zroznicowany obraz kliniczny (zaréwno migdzy
poszczegdlnymi typami jak 1 w obrebie jednego typu), postepujacy i
wielonarzagdowy/uktadowy charakter choroby. Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania,
rozw6j objawoéw w rdéznym czasie i ich podobienstwo do innych (czgstszych) chordb,
MPS sa czgsto blednie diagnozowane. Najczesciej rozpoznawane sg jako zaburzenia

neurologiczne (tj.: zaburzenia ze spektrum autyzmu, nadpobudliwo$¢ psychoruchowa



czy niepelnosprawno$¢ intelektualna), choroby reumatologiczne i ortopedyczne (tj.:
mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow, choroba Perthesa, krzywica czy dystrofia
mig$niowa). Postawienie prawidlowe] diagnozy moze trwaé¢ nawet latami, a samo
rozpoznaniec MPS to wcigz jedynie polowa sukcesu. Wazng czes$cig procesu
diagnostycznego jest prawidtowa identyfikacja typu/podtypu choroby w znacznym
stopniu rzutujaca na planowanie/dostepnosc¢ terapii. Problemy diagnostyczne pacjentéw
z MPS, choroby z ktérymi mogg by¢ one mylone, a takze sposoby zapobiegania temu
zjawisku, opisane zostaly przeze mnie 1 wspdlautorow w artykule przegladowym
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Misdiagnosis in mucopolysaccharidoses. Journal of Applied Genetics; 63(3):475-495.

Zarejestrowane metody leczenia MPS obejmuja przede wszystkim enzymatyczng
terapi¢ zastgpcza (ERT, ang. enzyme replacement therapy) oraz przeszczep
hematopoetycznych komoérek macierzystych (HSCT, ang. hematopoietic stem cell
transplantation). ERT polega na podawaniu brakujacego enzymu w celu zmniejszenia
spichrzania GAG, co lagodzi niektore objawy somatyczne. Stosowana jest w praktyce
klinicznej w MPS I, MPS II, MPS IVA, MPS VI i MPS VII. Nie wpltywa ona jednak na
objawy neurologiczne (z uwagi na brak mozliwosci przekraczania bariery krew-mézg
przez czasteczk¢ enzymu) oraz zaburzenia ukladu kostno-szkieletowego (brak
mozliwos$ci dotarcia enzymu do kosci i chrzastek). HSCT, polegajaca na przeszczepieniu
prawidlowych krwiotworczych komoérek macierzystych w celu odbudowy uktadu
krwiotworczego 1 odpornosciowego pacjenta, stosowana jest najczesciej u najmtodszych
pacjentow z MPS I 1 II. Prowadzone s3 badania nad wieloma innymi podejsciami
terapeutycznymi, ktére pozostaja na razie w fazie badan klinicznych lub
przedklinicznych. Obejmuja one tarapi¢ genowa, terapi¢ redukcji syntezy substratu (SRT,
ang. substrate reduction therapy) lub terapi¢ molekularnymi chaperonami. Nalezy
zaznaczy¢, ze dostepne metody terapeutyczne sg leczeniem objawowym (za wyjatkiem
terapii genowej), w dodatku ich mozliwos$ci s3 mocno ograniczone, a efekty nie sg w petni
zadowalajace.

Dhugo uwazano, ze magazynowane GAG sg gtowna, a nawet jedyna, przyczyna
MPS. Jednak fakt, ze Zzadna z terapii ukierunkowanych na obnizenie poziomu GAG
(ERT, SRT, terapia genowa) nie prowadzita do calkowitej korekty objawow zaczat
budzi¢ watpliwosci co do mechanizméw zaburzen obserwowanych w przebiegu MPS.
Uwage zwrocito rowniez szerokie spektrum objawow wystepujace pomiedzy pacjentami

roznych typow. Przykladem takiej zmienno$ci klinicznej moze by¢ MPS III

7



charakteryzujaca si¢ neurodegeneracja, cigzkimi objawami neuropsychiatrycznymi i
stosunkowo tagodng komponenta somatyczng oraz MPS IV charakteryzujaca si¢
prawidlowym rozwojem osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) ale réwnocze$nie
ciezkimi schorzeniami kosci 1 stawoéw. Nawet jesli tak duza zmienno$¢ objawow moze
wynikac ze spichrzania r6znego rodzaju GAG (co nie jest wykluczone) to w MPS 11 MPS
II, w ktérych gromadzg si¢ te same rodzaje GAG (siarczan dermatanu i heparanu), ich
cechy biochemiczne oraz objawy moga si¢ znaczaco rozni¢. Dla przyktadu, zmetnienie
rogowki pojawia si¢ u pacjentow z MPS I, ale nie z MPS II. Natomiast zmiany skorne
(charakterystyczne grudki) sa obecne w MPS 1II, a niecobecne w MPS 1. Takze
nadpobudliwo$¢ 1 agresywne zachowania s3 jedna z cech charakterystycznych dla
pacjentdw z neuropatycznym typem MPS II, ale nie MPS I, gdzie jesli nawet wystepuje
znaczny niedobor poznawczy, to pacjenci sg tagodni i spokojni.

Uwage nalezy zwroci¢ réwniez na MPS typu III (choroba Sanfilippo), na ktora
potozono szczegdlny nacisk w obregbie przedstawionej rozprawy doktorskiej. MPS 111
jako jedna z dwoch typow MPS (obok MPS 1V) podzielona zostata na podtypy (MPS III
A, B, C 1 D) z uwagi na podloze genetyczne, deficyt innego enzymu lizosomalnego,
jednak prowadzacy do spichrzania tego samego GAG (w MPS III siarczanu heparanu).
Podobnie jak w opisanym powyzej przypadku MPS I i II, pacjenci MPS III réznych
podtypow potrafig znaczaco si¢ rozni¢ klinicznie. Zaburzenia ze spektrum autyzmu
wystepuja u prawie 30% pacjentow z MPS IIIA i tylko u 8% pacjentéw z MPS IIIC.
Padaczka wystepuje u 17% pacjentow z MPS IIIA 1 8% pacjentow z MPS IIIC. Podobnie,
cechy dysmorfii twarzy 1 powiekszenie watroby, wystepuja odpowiednio u 94% 1 56%
pacjentow z MPS IIIB oraz 85% i1 39% pacjentéw z MPS IIIC. Podtypy te ewidentnie
r6znig si¢ takze wiekiem pierwszego wystapienia poszczego6lnych objawdéw. Na przyktad
$redni wiek rozpoznania MPS IIIB wynosi od 2,5 do 5 lat, a MPS IIIC od 4,5 do 19 lat.
Dhugos¢ zycia pacjentow rowniez wykazuje znaczne zréznicowanie 1 wynosi 15-18 lat
dla MPS IIIA, 17-19 lat dla MPS IIIB 1 19-34 lat dla MPS IIIC (brak dostgpnych danych
dla MPS 11ID).

Wszystkie  dotychczasowe — obserwacje  wskazuja, ze  akumulacja
glikozoaminoglikanéow (GAGQG) jest procesem kluczowym dla patogenezy MPS, jednak
nie moze by¢ jedynym czynnikiem determinujacym obraz kliniczny. Rowniez resztkowa
aktywnos$¢ enzymu lizosomalnego, cho¢ istotna dla ogolnej cigzkosci choroby —
tagodniejsze postacie w przypadku zachowanej cze$ciowej aktywnosci, ciezsze przy jej

catkowitym braku — nie wyjasnia duzej zmiennosci fenotypowej pomiedzy pacjentami.
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Podobnie, roznice w rodzaju gromadzonych GAG sg faktem biochemicznym, ale same w
sobie nie ttumacza, dlaczego poszczegodlne typy i podtypy MPS manifestujg si¢ tak
odmiennym zakresem i dynamika objawdow, szczegdlnie w odniesieniu do uktadu
nerwowego.

Coraz wigcej badan wskazuje, ze przebieg MPS jest modulowany przez
dodatkowe procesy komodrkowe i molekularne, ktore moga dziata¢ niezaleznie od
akumulacji GAG lub rozwija¢ si¢ wtornie do niej. Nalezg do nich m.in. zaburzenia
rownowagi redoks, przewlekta aktywacja odpowiedzi zapalnej, stres oksydacyjny czy
zaktocenia w regulacji ekspresji gendw. Mechanizmy te moga w istotny sposob
modyfikowaé przebieg choroby, wplywajac na réznorodnos¢ objawdéw i1 tempo ich
progresji.

W zwigzku z tym celem mojej pracy doktorskiej byla identyfikacja czynnikow
genetycznych, biochemicznych i komorkowych, ktore moga modulowa¢ przebieg
MPS, ze szczegélnym uwzglednieniem choroby Sanfilippo. Podejscie to ma na celu
lepsze zrozumienie, dlaczego pacjenci z teoretycznie tym samym defektem
enzymatycznym 1 typem spichrzanego GAG moga prezentowa¢ tak odmienny obraz

kliniczny.

Badania prowadzitam gltownie na modelu fibroblastoéw skory pobranych od
pacjentow ze wszystkimi typami/podtypami MPS opisanymi do 2020 roku (kiedy
rozpoczynalam badania). Charakterystyke wykorzystywanych linii komoérkowych

przedstawilam w Tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka wykorzystanych linii komérkowych

. Nr.

Typ MPS Defektywny enzym Typ mutacji Katalogowy **
MPS 1 a-L-iduronidase p.Trp402Ter/p. Trp402Te GMO00798
MPS 11 2-iduronate sulfatase p-His70ProfsTer29 GM13203

N-sulfoglucosamine .

MPS IIIA p-Glud47Lys/p.Arg245His GMO00879

sulfhydrolase

MPS IIIB o-N-acetylglucosaminidase p.Arg626Ter/p.Arg626Ter GMO00156

Acetyl-CoA:a-
MPS 1IIC glycosaminide p-Gly262Arg/pArg509Asp GMO05157

acetyltransferas




N-acetylglucosamine 6-

MPS 1IID A Ter/p.A T M
S sulfatase p.Arg355Ter/p.Arg355Ter GMO05093
MPS IVA N-acetylglucosamine- Arg386Cys/p.Phe285Ter
6-sulfate sulfatase p-ATE yS/p- GMO00593
MPS IVB B-galactosidase p-Trp273Leu/p. Trp509Cys GMO03251
MPS VI N-acetylglucosamine- Not determined GM03722
4-sulfatase (arylsulfatase B)
N-acetylgalactosamine 4-
MPS VII sulfatase p-Trp627Cys/p.Arg356Ter GMO00121
.Glu268Lys/c.37bp-del; 14bp-ins at nt
MPS IX Hyaluronidase pArlusboLysic 1 3‘; 1 esiebpins at GM17494
Linia kontrolna N/A N/A N/A

*Numery katalogowe sa zgodne z opisem linii komorkowej w Instytucie Coriell.

Chociaz fibroblasty mogg wydawaé si¢ nicoczywistym modelem do badania
neurodegeneracji, maja one kilka istotnych cech wspolnych z neuronami. Oba typy
komorek pochodza z ektodermy, co sugeruje wspolne mechanizmy molekularne, w tym
szlaki sygnatowe 1 procesy regulacji ekspresji genéw. Cecha ta ma kluczowe znaczenie
dla wyjasnienia patogenezy chordb neurodegeneracyjnych. Ponadto fibroblasty wykazuja
zaburzenia w szlakach komoérkowych, takich jak stres oksydacyjny, autofagia i
metabolizm, ktore sg réwniez istotnymi czynnikami w neurodegeneracji. Fibroblasty
mogg odzwierciedlaé ogdlnoustrojowe zmiany komorkowe, ktore wplywaja na
funkcjonowanie neurondéw, zwlaszcza w zaburzeniach genetycznych, w ktorych
konsekwencje mutacji pozostajg niejasne. Co wigcej, fibroblasty znajdujg si¢ w poblizu
naczyn krwionos$nych, w oponach mézgowych oraz w splocie naczynidwkowym mozgu
1 rdzenia kregowego, gdzie odgrywaja kluczowa rolg¢ w utrzymaniu funkcji OUN. Warto
zauwazy¢ tez, ze fibroblasty sa tatwo dostepne dzigki minimalnie inwazyjnym
procedurom, umozliwiajagcym regularne monitorowanie pacjentdéw, a ich stabilne
hodowle utatwiaja dlugoterminowe badania, co czyni je cennym modelem do badan nad

mechanizmami neurodegeneracyjnymi.

Cze$¢ badan wykonatam réwniez na tkankach pobranych z mysiego modelu MPS

I1IB.

W badaniach nie uwzglednitam MPS X, typu MPS odkrytego dopiero po

rozpoczeciu moich badan, a takze syndromu MPS-plus-. Dostep do komodrek pacjentow
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cierpigcych na te dwa typy MPS nawet po rozpoczeciu projektu byt ograniczony z uwagi
na bardzo malg liczbe pacjentdw (nie przekraczajaca 30 na caltym §wiecie) oraz na fakt,

ze wigkszos¢ z nich pochodzi z objetej konfliktem zbrojnym Rosji.

Jak wspomniatam wczeéniej, MPS dzieli si¢ na 12 typdéw/podtypow ze wzgledu
na rodzaj spirzchanego GAG jak i defektywny enzym. Dodatkowo, MPS mozna podzieli¢
na typy neuronopatyczne (MPS I, II, IIIA, IIIB, IIIC, IIID, VII) i nieneuronopatyczne
(MPS 1V, VI, IX, X) ze wzgledu na obecno$¢/brak cech neurodegeneracji. Jest to o tyle
ciekawy podzial, ze przy z pozoru tej samej przyczynie choroby jaka jest spichrzanie
GAG, wida¢ wyrazne zrdznicowanie w wystepowaniu objawdéw somatycznych i tych
zwigzanych z neurodegenracjg.

Obecnie nie ma mozliwosci jednoznacznego stwierdzenia, czy u pacjenta z MPS
wystapig objawy neurologiczne, a jesli wystapia trudno probowac prognozowaé tempo
ich progresji czy stopien nasilenia. Mozliwo$¢ przewidywania takiego komponentu
miataby istotne znaczenie dla pacjentow i ich rodzin. Po pierwsze, stwarzatoby to
mozliwo$¢ wczesnego zastosowania terapii ukierunkowanych na ochrong funkcji
neurologicznych, w tym dokanatowej lub dokomorowej ERT oraz terapii genowej
podawanej dokanatowo, aby bezposrednio oddziatywaé na osrodkowy uktad nerwowy.
Po drugie, umozliwitoby to lepsze planowanie opieki specjalistycznej i rehabilitacyjnej,
co mogtoby poprawi¢ jako$¢ zycia i spowolni¢ postep objawdw. Wczesne rozpoznanie
ryzyka neurodegeneracji pomogloby réwniez w dostosowaniu oczekiwan i
przygotowaniu opiekundw na specyficzne wyzwania zwigzane z postepujacymi
zmianami neurologicznymi. Dlatego tak wazne jest poszukiwanie markeréw
neurodegeneracji w MPS.

Wykorzystujac biblioteke RNA-seq, opracowang we wczesniejszych latach przez
zespol, w ktorym wykonywatam badania, przeprowadzitam analiz¢ transkryptomiczng
majaca na celu wyselekcjonowanie genow, ktérych zmiany poziomu ekspresji w
stosunku do komorek kontrolnych sa specyficzne wytacznie dla neuronopatycznych
typoéw/podtypow MPS (1, 11, IITA, IIIB, IIIC, IIID 1 VII), przy jednoczesnym braku zmian
poziomu ekspresji w typach nie-neuronopatycznych. Wyniki facznie pokazaly ponad 300
transkryptow, ktore moga by¢ zwigzane z zaburzeniami uktadu nerwowego (doktadnie
322 unikalnych genoéw, ktdrych ekspresja jest znaczaco zmieniona w co najmniej 2
neuronopatycznych typach/podtypach MPS, ale nie w typach nieneuronopatycznych). Do

transkryptow ulegajagcych zmianom w poziomie ekspresji w co najmniej 5
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neuropatycznych typach/podtypach MPS (nie ulegajac jednocze$nie zaburzeniom
poziomu ekspresji w typach nie-neuropatycznych) nalezg transkrypty o zwigkszonej
ekspresji np. PDIA3 (kodujacy izomeraze disiarczkowa bialek A3, PDIA3) jak i o
obnizonej np. ARL6IP6 (kodujacy biatko oddziatujace z GTPazg 6 podobne do ARF 6,
ARLG6IP6). Zaburzenia funkcji ARL6IP6 moga prowadzi¢ do nieprawidtowego
réznicowania neuronéw oraz zaburzen homeostazy mitochondriow i retikulum
endoplazmatycznego. Ponadto, biatko to petni role w przetwarzaniu APP w B-amyloid.
Zmniejszenie jego poziomu moze zatem wyjasnia¢ wzrost poziomu B-amyloidu 1 jego
prekursoréw, a takze ich tendencje do agregacji. Dane literaturowe dotyczace badan z
uzcyiem mysiego modelu PDIA3” wykazaly, ze brak PDIA3 znaczaco zmniejsza
efektywnos$¢ apoptozy, tagodzi stan zapalny 1 stres oksydacyjny, a ponadto poprawia
funkcje poznawcze 1 zmniejsza objetos¢ sthuczenia spowodowanego urazem w modelu
urazowego uszkodzenia mézgu. Dodatkowo wykazano zalezny od wieku wzrost poziomu
PDIA3 w mo6zgowiu myszy z chorobg Alzheimera w przeciwienstwie do jego spadku
wraz z wiekiem u myszy zdrowych. Dane te sugeruja zdecydowanie, ze wysoki poziom
ekspresji PDIA3 wykryty w przypadku przeprowadzonej analizy w komorkach
neuropatycznych typow/podtypéw MPS moze wigc takze czgsciowo przyczyniac si¢ do
neurodegeneracji.

Opisane powyzej wyniki badan nad ARL6IP6 1 PDIA3 oraz innymi genami,
sugerujace mozliwe zastosowanie ich jako biomarkeréw neurodegeneracji w MPS,
opisane zostaty w artykule: Wisniewska K, Zabifiska M, Szulc A, Gaffke L, Wegrzyn G,
Pierzynowska K. (2024) The Role of Gene Expression Dysregulation in the Pathogenesis
of Mucopolysaccharidosis: A Comparative Analysis of Shared and Specific Molecular
Markers in Neuronopathic and Non-Neuronopathic Types of the Disease. International

Journal of Molecular Sciences; 25(24):13447.

Jako, Ze interesowaly mnie badania z zakresu funkcjonowania catej komorki,
podobnej analizy dotyczacej mechanizméw neurodegeneracji dokonatam z podziatem na
funkcjonowanie poszczegdlnych organelli komodrkowych. Przy uzyciu metod
transkryptomicznych zidentyfikowalam geny zwigzane =z funkcja 1 budowsg
poszczegblnych organelli komorkowych (na podstawie bazy danych Ensembl), ktorych
poziomy ekspresji sa zmienione w neuropatycznych typach MPS w pordéwnaniu z
komoérkami kontrolnymi, pozostajagc niezmienionymi w nieneuropatycznych typach

MPS. Ta analiza wskazata, ze geny, ktorych ekspresja jest zaburzona w neuropatycznym
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typie MPS, czgsto sa zwigzane ze strukturami lub funkcjami jadra komodrkowego,
retikulum endoplazmatycznego lub aparatu Golgiego. Doswiadczenia z uzyciem
mikroskopii fluorescencyjnej oraz elektronowej potwierdzity zaburzenia gtownie w
obrebie aparatu Golgiego, ktore pojawiaty sie znacznie czesciej w komorkach pobranych
od pacjentow neuropatycznych. Wyniki tych analiz przedyskutowano oraz poréwnano z
tymi wystepujacymi w innych chorobach neurodegeneracyjnych i zaburzeniach

neurologicznych w artykule: Wiéniewska K, Gaffke L, Zabinska M, Wegrzyn G,

Pierzynowska K. (2024) Cellular Organelle-Related Transcriptomic Profile
Abnormalities in Neuronopathic Types of Mucopolysaccharidosis: A Comparison with
Other Neurodegenerative Diseases. Current Issues in Molecular Biology; 46(3):2678-
2700.

W kolejnym etapie badan skupitam si¢ na dwoch typach MPS — MPS 111 i MPS
IV. Wybor ten byl podyktowany kilkoma czynnikami. Sg to jedyne postacie MPS, w
ktorych podzial na podtypy wynika z réznic w defekcie molekularnym, a nie jak w
przypadku MPS I — z odmiennosci przebiegu klinicznego.

Szczegdlnie intrygujacy stat si¢ dla mnie typ MPS III, w ktorym dominujg objawy
ze strony OUN. W tym typie gromadzony jest jedynie siarczan heparanu (HS) — zwiazek,
ktorego akumulacja jest wigzana z neurodegeneracja rowniez w innych chorobach, takich
jak choroba Alzheimera. Neurodegeracja jest rowniez tym, co m.in. r6zni typ IVA 1 IVB.
Zaburzenia ukladu nerwowego moga pojawia¢ si¢ w przebiegu MPS IVB chociaz
dominujg w nim zaburzenia uktadu szkieletowego. Z tych powodow MPS III 1 IV sa
wyjatkowo wartosciowym punktem odniesienia w badaniach nad neurodegeneracja w
MPS.

W pierwszej kolejnosci, wykorzystujac dane transkryptomiczne uzyskane z
modelu komoérkowego, dokonatam selekcji tych gendéw, ktore ulegaty znaczaco rdznej
ekspresji pomiedzy podtypami MPS III. Liczba transkryptow ulegajacych zroznicowane;j
ekspresji byla najwigksza pomiedzy podtypami IIIA vs. IIIB, IITIA vs. IIID, IIIB vs. I1ID
1 IIIC vs. 1IID 1 wynosita az ponad 400. Podobnej analizy dokonatam pomig¢dzy
podtypami MPS IV (IVA 1 IVB), w ktorych liczba transkryptéow wykazujacych
zréznicowang ekspresje wynosita ponizej 100. Procesy komorkowe, w ktoérych
uczestniczg produkty wspomnianych transkryptow, w duzej mierze obejmuja metabolizm
komorkowy 1 jego regulacje, ale takze odpowiedZ komorki na stymulacje lub

komunikacje komorkowa (zgodnie z bazg danych Ensembl). Cze$¢ tych transkryptow
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wykazato bardzo duze, bo ponad 16-krotne, réznice w poziomie ekspresji (log>fold
change [FC, krotno$¢ zmiany] >4 lub <-4), szczeg6lnie pomigdzy MPS IIIA i IIID, MPS
IIIB i IIIC oraz MPS IIIB 1 IIID. Do transkryptow tych nalezg czasteczki mRNA
pochodzace od gendéw, ktérych produkty zwigzane sg z funkcjami rybosomoéw (RPLP2,
RPL23, RPLI10), utrzymaniem prawidlowej struktury tkanki facznej (COL4A1, COL4A2,
COMP), zaangazowane w sygnalizacj¢ wewnatrzkomérkowa (NME2, WISP2, SRFPI)
oraz receptory i czynniki komoérkowe (RARRES2, CRLF1, IGFBPS, TFPI2).

Podczas gdy duza zmienno$¢ ekspresji gendéw warunkujacych prawidlowa
funkcje tkanki facznej nie jest zaskakujaca (zostata juz opisana w konteks$cie patogenezy
MPS), znaczna liczba takich gendéw zaangazowanych w funkcje rybosomow jest nowym
odkryciem. Rybosomy sg kluczowymi organellami zaangazowanymi w ekspresje genow,
a uzyskane wyniki sugeruja znaczne zrdznicowanie w wydajnosci syntezy biatek w
ogole, co moze by¢ przyczyna réznego przebiegu choroby u pacjentdw z czterema
podtypami MPS III. Co wigcej, zaburzenia ekspresji genu RPLI(0 wskazano takze w
innych schorzeniach neurologicznych np. zaburzeniach ze spektrum autyzmu,
mikrocefalii sprzezonej z chromosomem X, synodromicznej niepetnosprawnosci
intelektualnej sprzezonej z chromosomem X lub padaczce. Zatem obnizony poziom
ekspresji tych genéw, wykryty w MPS ITITIA w poréwnaniu do MPS IIIC i IIID, w pewnym
stopniu mogiby wyjasnia¢ czestsze wystgpowanie zachowan autystycznych i cigzsze
epilepsje u dzieci z tym pierwszym podtypem choroby Sanfilippo niz w innych
podtypach. Innym przykladem genu zwigzanego z padaczka jest RARRES?2, kodujacy
chemeryne, ktorej wysoki poziom jest wykrywany we krwi dzieci z padaczka
idiopatyczng jako czynnik prognostyczny. Przeprowadzone przeze mnie analizy
transkryptomiczne wykazaly, ze poziom ekspresji tego genu jest podwyzszony w MPS
IITA w poréwnaniu z IIID, a epilepsja wystgpuje czgsciej w pierwszym wymienionym
podtypie niz w innych. Jak juz wspomniano, tak duzych zmian w poziomie ekspresji
poszczegbdlnych gendw nie zaobserwowano pomiedzy fibroblastami MPS IVA 1 IVB. W
rzeczywisto$ci réznice fenotypowe migdzy pacjentami z réznymi podtypami MPS IV sa
znacznie mniejsze niz mi¢dzy ré6znymi podtypami MPS III. Sugeruj¢ zatem, Ze zmiany
we wzorach ekspresji gendw moga warunkowac zréznicowanie przebiegu choroby u

pacjentow cierpigcych na rézne podtypy MPS III. Artykul Wisniewska K, Gaftke L,

Krzelowska K, Wegrzyn G, Pierzynowska K. (2022) Differences in gene expression
patterns, revealed by RNA-seq analysis, between various Sanfilippo and Morquio disease

subtypes. Gene; 812:146090 opisuje wyzej podsumowane rezultaty badan i wskazuje na
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mozliwo$¢ korelacji migdzy globalnymi wzorami ekspresji gendw a rozwojem réznych
objawOw u pacjentéw cierpigcych na rozne podtypy MPS IIL

W drugim etapie badan zaj¢tam si¢ identyfikacja tych transkryptow, ktore ulegaja
wspolnym zmianom poziomu ekspresji w stosunku do komorek kontrolnych (pobranych
od 0sob zdrowych) we wszystkich podtypach MPS III (IIIA, IIB, IIIC i IIID) oraz IV
(IVA 1 IVB). Nigdy wczesniej nie przeprowadzono analizy zaburzen ekspresji gendw
wspolnych dla wszystkich podtypéw MPS 111 1 MPS IV. Wyniki tej analizy wskazaty na
45 transkryptow o podobnych zmianach poziomu ekspresji we wszystkich podtypach
MPS 1II oraz az 150 takich transkryptow w obu podtypach MPS IV w stosunku do
komorek kontrolnych. Identyfikujac te transkrypty, ktére cechuja si¢ najwyzszymi
warto$ciami krotno$ci zmiany ekspresji (logoFC>3 lub <-3) zauwazylam trzy, ktore
wykazywaty wysoki poziom zmian ekspresji we wszystkich podtypach zar6wno MPS III
jak 1 MPS IV w poréwnaniu do komodrek kontrolnych. Sg to ulegajace zwickszonej
ekspresji geny PFNI oraz MFAPS, a takze ulegajacy obnizonej ekspresji MMP12. Geny
te koduja kolejno profiling (PFN1), biatko 5 zwigzane z mikrofibrylami (MFAPS) oraz
metalopeptydaze macierzy 12 (MMP12). W komorkach wszystkich podtypow MPS 111 i
IV przeprowadzitam  immunodetekcje  tych  trzech  bialek  technikami
immunofluorescencyjnymi oraz western-blotting, ktora wskazata na wzrost poziomow
PFN1 i MFAPS5 w komorkach MPS III i IV oraz obnizenie poziomu MMP12 w
komorkach MPS III. Poniewaz transkrypty te ulegalty zmianom w poziomie ekspresji we
wszystkich typach/podtypach MPS III, interesujgcym wydawalo si¢ zagadnienie
zaleznosci ich poziomu od poziomu spichrzanych GAG. Poziom GAG w komorkach
MPS zostal obnizony przy pomocy jednego z flawonoidow, genisteiny, ktéra hamuje
autofosforylacje receptora naskdrkowego czynnika wzrostu (EGFR), prowadzac
ostatecznie do zahamowania ekspresji gendw kodujacych syntetazy GAG. W takich
warunkach ponownie oceniono poziomy bialek PFN1, MFAPS5 1 MMP12 a wyniki tej
analizy wskazaly, ze wraz z obnizeniem poziomu GAG spada tez poziom PFN1. Co
wigcej, wyciszenie ekspresji genu PFNI powodowalo takze spadek poziomu GAG,
wskazujac na mozliwg nowg $ciezke terapeutyczng.

Profiliny kodowane przez gen PFNI to mate biatka oddziatujace z cytoszkieletem
komorkowym, gdzie wplywaja na polimeryzacje aktyny. Uczestniczg one roOwniez w
transporcie blonowym, sygnalizacji komorkowej, transkrypcji i1 autofagii. Cytoszkielet
odgrywa bardzo wazna rol¢ w synaptogenezie i neurotransmisji, a takze bierze udzial w

rozwoju uktadu nerwowego 1 plastycznosci dojrzatlego mozgu. Jego zaburzenia czgsto
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obserwuje si¢ w chorobach psychicznych, takich jak schizofrenia, choroba afektywna
dwubiegunowa, autyzm lub silna depresja. Jest to bardzo istotne, poniewaz problemy
behawioralne sg jednym z neuropatycznych objawow MPS. Co wigcej, pacjenci z MPS
III sg czasami biednie diagnozowani jako osoby z zaburzeniami ze spektrum autyzmu.

Mutacje w genie PFNI wykrywa si¢ takze u pacjentéw z innymi chorobami
neurodegeneracyjnymi, takimi jak stwardnienie zanikowe boczne, zespot tamliwego
chromosomu X, rdzeniowy zanik mig¢$ni, choroba Huntingtona i Parkinsona oraz
adrenoleukodystrofia. Fakt ten wydaje si¢ szczegolnie interesujacy, gdyz w wielu tych
chorobach pojawiaja si¢ agregaty biatkowe. Niektore doniesienia literaturowe wskazuja,
ze do ich powstania mialby przyczynia¢ si¢ wzrost poziomu ekspresji wtasnie PFNI.
Wskazano bowiem, Ze niektore zmutowane biatka PFN1 wykazuja wtasciwos$ci podobne
do priondéw i dzialajg jako czynniki, ktére wyzwalaja konwersje biatkka TDP43 do
toksycznych stanéw konformacyjnych.

Podsumowujac, wskazane powyzej geny oraz ich produkty moga by¢
zaangazowane we wspolne Sciezki patogenezy réznych typow/podtypow MPS, z czego
poziom PFNI1 wydaje si¢ by¢ powiazany z poziomem GAG. Przedstawione powyzej
wyniki badan dotyczacych gtownie zaburzen poziomu PFN1 w komdérkach MPS 1II i
MPS IV opisane zostaty w artykule: Wiéniewska K, Zabinska M, Gaffke L, Szulc
A, Walter BM, Wegrzyn G, Pierzynowska K. (2024) Shared Gene Expression

Dysregulation Across Subtypes of Sanfilippo and Morquio Diseases: The Role of PFN1
in Regulating Glycosaminoglycan Levels. Frontiers in Bioscience (Landmark Ed.);

29(12):415.

Wskazane powyzej wyniki dotyczace zaburzen poziomu profiliny w komodrkach
MPS oraz jej udziat w patogenezie innych chordéb neurologicznych sklonity mnie do
wykonania szerokiej analizy poziomow biatek, ktore znane sa ze swojej tendencji do
tworzenia agregatow w roznych chorobach neurodegeneracyjnych. W komoérkach MPS
III wszystkich podtypoéw dokonatam immunodetekcji technikami
immunofluorescencyjnymi oraz western-blotting poziomow beta-amyloidu 1 jego
prekursora (biatka APP), biatka tau 1 jego hiper-fosforylowanej formy (p-tau), a takze
alfa-synukleiny oraz biatka TDP43 (biatko TDP-43 nigdy wcze$niej nie bylo badane w
kontekscie patogenezy MPS). Wyniki tych analiz wskazaly na podwyzszone poziomy
biatek APP, B-amyloidu, tau i TDP43 we wszystkich podtypach MPS 111, a podwyzszone

poziomy p-tau i a-synukleiny we wszystkich oprocz MPS IIIC. Ponadto, widoczne pod
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mikroskopem fluorescencyjnym agregaty tworzone przez f-amyloid i tau obecne byly we
wszystkich podtypach MPS 111, a agregaty tworzone przez p-tau, TDP43 i a-synukleing
we wszystkich podtypach MPS 1II z wyjatkiem IIIC. Podwyzszony poziom
wymienionych powyzej bialek zostal zaobserwowany takze w moézgowiu myszy
stanowigcych model MPS IIIB.

Jako ze oznaczony w komorkach poziom GAG byl najnizszy ze wszystkich
badanych linii wlasnie w MPS IIIC (mimo, ze w dalszym ciggu znacznie wyzszy niz w
komorkach kontrolnych), to nasuneto si¢ pytanie o udziat GAG w tworzeniu agregatow
biatkowych. Dlatego podobnie jak poprzednio, poziom GAG w komoérkach MPS zostat
obnizony przy pomocy genisteiny, a poziomy APP, B-amyloidu, tau, p-tau, TDP43 i a-
synukleiny oraz ich agregatow zostaly ponownie zbadane. Wyniki tych do$wiadczen
zaskakujaco wskazaly na obnizenie poziomu zaréwno wszystkich wymienionych
powyzej biatek jak i1 tworzonych przez nich agregatow w komodrkach poddanych
dzialaniu genisteiny, z wyjatkiem a-synukleiny, ktorej podwyzszony poziom pozostawat
niezalezny od poziomu GAG. Sugeruje to ewidentny zwiazek pomigdzy tworzeniem
agregatow niektorych biatek oraz poziomem GAG, co otwiera szereg pytan o rol¢ GAG
W powstawaniu tego typu agregatdéw. Wyniki tych do$wiadczen zostaly opisane w
artykule: Wisniewska K, Rintz E, Zabinska M, Gaffke L, Podlacha M, Cyske Z, Wegrzyn
G, Pierzynowska K. (2024) Comprehensive evaluation of pathogenic protein
accumulation in fibroblasts from all subtypes of Sanfilippo disease patients. Biochemical

and Biophysical Research Communications; 733:150718.

Ostatnim elementem mojej rozprawy doktorskiej byto opracowanie przegladu
literatury poswigconego zaburzeniom behawioralnym i problemom ze snem w MPS III,
czyli objawom, ktore sg szczegodlnie charakterystyczne dla tego schorzenia 1 wyjatkowo
obcigzajagce zarowno dla pacjentéw, jak 1 ich rodzin. Analizujac dostepne dane, staratam
sie¢ wyjasni¢ podloze zaburzen, ktore obejmuje naktadajace si¢ procesy patologiczne w
OUN. Potencjalne mechanizmy obejmuja akumulacje HS 1 wynikajaca z niej
neurodegeneracj¢, przewlekly stan zapalny, stres oksydacyjny, dysfunkcje
mitochondridow oraz zaburzenia w metabolizmie neurotransmiterow. Wszystkie te
czynniki prowadza do zaburzenia funkcji oraz struktur moézgu odpowiedzialnych za
kontrol¢ zachowania, emocji i regulacje rytmu snu i czuwania.

Najbardziej charakterystyczne objawy to nadpobudliwo$¢ psychoruchowa,

impulsywnos$¢, napady agresji, stereotypie ruchowe, lgk oraz problemy ze snem, takie jak
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trudno$ci w zasypianiu, czgste wybudzenia, skrocenie calkowitego czasu snu czy
odwrocenie rytmu dobowego. Co istotne, symptomy te bardzo czg¢sto pojawiajg si¢ juz
we wczesnych stadiach choroby, zanim rozwing si¢ wyrazne objawy somatyczne. W
przegladzie omoéwitam takze mozliwosci tagodzenia tych zaburzen — zar6wno
farmakologiczne (m.in. leki przeciwdepresyjne, przeciwpsychotyczne, melatonina), jak i
niefarmakologiczne, takie jak modyfikacje srodowiska, utrzymywanie statych rytuatow
snu, terapie behawioralne czy wsparcie psychologiczne. Zwrocitam jednak uwage, ze
skutecznos¢ tych metod jest zroznicowana, a potrzeba dobrze zaprojektowanych badan
klinicznych w tym obszarze pozostaje aktualna. W omawianej pracy chcialam przede
wszystkim zwroci¢ uwage na codzienne problemy zwigzane z chorobg, z ktérymi musza
mierzy¢ si¢ rodziny pacjentow, wskazac te najbardziej znaczace oraz omoéwic¢ potencjalne
mozliwo$ci radzenie sobie z nimi. Artykut ten to praca: Wisniewska K. Wolski J, Anikiej-

Wiczenbach P, Zabinska M, Wegrzyn G, Pierzynowska K. (2025) Behavioural rdisorders

and sleep problems in Sanfilippo syndrome: overlaps with some other conditions and
importance indications. Eur Child Adolesc Psychiatry, 34(6):1795-1816. Ta praca jest
dla mnie szczegolnie istotna, poniewaz zwraca uwage na aspekt czg¢sto pomijany w
badaniach nad mechanizmami choroby i potencjalnymi terapiami przyczynowymi. Cho¢
poszukiwanie skutecznych metod leczenia przyczynowego pozostaje priorytetem, nie
mozna zapomina¢, ze dopoki takie terapie nie beda dostepne, konieczne jest rownolegle
rozwijanie 1 udoskonalanie leczenia objawowego, ktore w chwili obecnej realnie
poprawia jakos¢ zycia pacjentdéw 1 ich rodzin.

Podsumowujac catos¢ przedstawionych badan mozna wskazaé, ze odkrycia
opisane w mojej rozprawie doktorskiej dostarczaja nowego wgladu w mechanizmy
molekularne lezace u podstaw patogenezy MPS oraz mechanizmy zr6znicowania migdzy
neuropatycznym 1 nie-neuropatycznym przebiegiem choroby. Ponad to moje badania
pokazaty jak zaréwno jak wiele rdznic 1 podobienstw jest miedzy poszczegodlnymi
podtypami MPS 111, na kazdym poziomie. Dodatkowo cato$¢ badan wskazuje na liczne
podobienstwa pomigdzy neuropatycznymi typami MPS, a innymi chorobami
neurodegeneracyjnymi, co moze wskazywaé¢ nowe kierunki dla badan nad metodami

leczenia.
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