"Zmiany w mitochondriach ludzkich komorek niosacych mutacj¢ w genie I'T15"
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Choroba Huntingtona jest dziedzicznym schorzeniem neurodegeneracyjnym, wywotanym
nadmierng ekspansjg trojki nukleotydowej — CAG w pierwszym egzonie genu IT15 (HTT)
kodujagcym huntingtyng. Jest to choroba rzadka, wystepujgca z czgsto$cig od 5 do 10 na
100 000 zywych urodzen, ale jednoczesnie jest najczgéciej wystepujacym dziedzicznym
zaburzeniem neurodegeneracyjnym. W wyniku mutacji u chorych dochodzi do postgpujacej
utraty komorek nerwowych w skorupie oraz jadrze ogoniastym mozgu, co w konsekwencji
prowadzi do wystgpienia objawow choroby takich jak zaburzenia psychiczne, poznawcze i
fizykalne. Dlugos¢ ciagu powtorzen CAG (kodujacego tacznik poliglutaminowy) w
zmutowanym genie stanowi czynnik diagnostyczny. U osob catkowicie zdrowych jego
dhlugos¢ nie przekracza 26 powtdrzen, natomiast chorobe diagnozuje si¢ powyzej 40
powtdrzen. Zakres pomigdzy 27 a 39 charakteryzuje grupy przej$ciowe, czyli osoby, u
ktérych choroba nie rozwinie si¢ lub rozwinie si¢ w bardzo péznym wieku. Liczba powtdrzen
CAG negatywnie koreluje z momentem wystgpienia choroby. Czynnik ten stanowi obecnie
podstawowa metode prognozowania postepu choroby, jednak posiada wiele ograniczen
wynikajacych z niestabilno$ci ekspansji tej trojki nukleotydowe;.

Huntingtyna jest duzym bialkiem (348 kDa) obecnym w calym organizmie, a
najwyzsze jej stezenie notuje si¢ w moézgu oraz jadrach. Jego funkcja wcigz nie jest
dostatecznie poznana, jednak rozni si¢ w zaleznosci od lokalizacji w komodrce. W cytoplazmie
bierze udzial miedzy innymi w transporcie komorkowym i endocytozie, za§ w jadrze
komorkowym reguluje transkrypcje genow. Ponadto jest bezposrednio zwigzana z aparatem
Golgiego, siateczka $rodplazmatyczng czy zewnetrzng btong mitochondrialng. Odgrywa ona
wazng role w regulacji apoptozy i jest niezbedna w embriogenezie. Huntingtyna oddziatuje
rowniez z ponad 200 r6znymi biatkami. Wcigz nie wiadomo, czy mutacja w genie 1T15
prowadzi do wutraty prawidlowych funkcji huntingtyny, czy nabycia dodatkowych,
toksycznych aktywnos$ci w komorce. Zmieniona forma huntingtyny charakteryzuje sig¢
spowolniong degradacja proteosomalng, co prowadzi do jej agregacji w cytoplazmie oraz w
jadrze neurondéw. Najprawdopodobniej to wlasnie agregacja nieprawidlowego biatka
prowadzi do postgpujacej degeneracji tych komorek, jednak dokladny mechanizm

wywotujacy chorobe nie zostal jeszcze poznany.

Manifestacja choroby zaczyna si¢ najczesciej miedzy 35 a 50 rokiem zycia, chociaz

obserwuje si¢ rowniez miodociang (objawy zaczynaja pojawiac si¢ ponizej 20 roku zycia)



oraz pdzng (manifestacja choroby rozpoczyna si¢ po 60 roku zycia) odmiang tej choroby.
Zazwyczaj jako pierwsze pojawiajg si¢ problemy emocjonalne, sktonnosci do spadku nastroju
czy depresji, a kolejne sg zaburzenia czynnosci poznawczych. Ostatnie, ale najbardziej
charakterystyczne,  ujawniaja  si¢  problemy  fizykalne, czyli = wykonywanie
nieskoordynowanych, mimowolnych  ruchow zwanych plgsawiczymi, ktore w
zaawansowanym etapie choroby przeksztatcajg si¢ w 0golng sztywnos¢ migsni. Po 25 latach
od odkrycia genu odpowiedzialnego za wywotanie choroby wciaz nie istnieje zadna terapia
stosowana w leczeniu tej choroby. W kuracji farmakologicznej stosuje si¢ jedynie leki
poprawiajace komfort zycia pacjenta, zmniejszajac manifestacje poszczegdlnych objawow.
Od okoto 15 do 20 lat po wystgpieniu pierwszych objawdéw choroby pacjent umiera. Wsrod
obecnie prowadzonych badan nad nowymi podejsciami terapeutycznymi najbardziej
obiecujaca wydaje si¢ by¢ terapia z zastosowaniem oligonukleotydow antysensownych oraz
stymulacja procesu autofagii. Nalezy jednak pamigtaé, ze rownie wazne co projektowanie
nowych podej$¢ terapeutycznych jest poszukiwanie biomarkeréw choroby, ktére pozwola

ustali¢ najlepszy moment rozpoczecia przysztych terapii dla kazdego pacjenta.

Pierwsze hipotezy dotyczace roli mitochondriow w przebiegu choroby Huntingtona
pojawily sie po obserwacji defektow mitochondrialnych i stresu oksydacyjnego w materiale
biologicznym pozyskanym od pacjentow z chorobami neurodegeneracyjnymi. Do dzi§ w tej
jednostce chorobowej wykazano obecno$¢ wielu zaburzen mitochondrialnych, ktore roznig
si¢ swoim charakterem i nat¢zeniem w zalezno$ci od uzytego modelu lub badanej tkanki.
Wcigz jednak nieznany pozostaje mechanizm odpowiedzialny za zaburzenie pracy
mitochondriéw. Niektore obserwacje moga sugerowaé, ze zaburzenia metaboliczne (np.
spadek masy ciata przy niezmienionej kaloryczno$ci diety, obnizony poziom metabolizmu
glukozy, czy zwigkszony poziom mleczanow w mozgu pacjentdw) wigza si¢ z
najwczesniejszymi etapami choroby. Do tej pory nie wyjasniono, czy defekty
mitochondrialne przyczyniaja si¢ do utraty neuronow, czy sa efektem ich postepujacej
degeneracji. Warto podkresli¢, ze najlepiej scharakteryzowane sa zaburzenia mitochondrialne
w neuronach, natomiast ich charakter w tkankach peryferycznych jest wcigz stabo poznany.
Poszerzenie wiedzy na temat profilu dysfunkcji mitochondridéw poza osrodkowym ukladem
nerwowym wydaje si¢ by¢ obecnie niezwykle wazne. Coraz czesciej choroba Huntingtona
postrzegana jest jako zaburzenie systemowe, obejmujace peryferyczne nieprawidtowosci. U
chorych obserwuje si¢ wigkszg zachorowalno$¢ na choroby sercowe, osteoporoze, zanik

miegsni szkieletowych czy obniZzony poziom testosteronu u mezczyzn.



Celem przedstawianej przeze mnie rozprawy doktorskiej byto zbadanie potencjalnych
dysfunkcji mitochondrialnych w tkankach peryferycznych (komoérkach krwi oraz
fibroblastach skory) pozyskanych od pacjentow na réznych etapach choroby Huntingtona
oraz korelacja otrzymanych wynikow ze stopniem zaawansowania choroby. Badania zostaty
wykonane z uzyciem krwi oraz fibroblastow skoérny pochodzacych od o0séb chorych,
zarejestrowanych w polskim rejestrze Europejskiego Stowarzyszenia Choroby Huntingtona
(EHDN). Osoby zarejestrowane w tej bazie maja dobrze opisang histori¢ choroby, co
umozliwilo przeprowadzenie kompleksowej analizy statystycznej pod katem korelacji
wynikow ze stopniem zaawansowania choroby. W analizie wykorzystano réwniez materiat
pozyskany od odpowiednio wyselekcjonowanej grupy kontrolnej, w ktorej nie zanotowano
przypadkéw choroby w wywiadzie rodzinnym i dobranej pod katem pici oraz wieku

pacjentow.

Pierwszym realizowanym celem prac badawczych bylo zbadanie poziomu
mitochondrialnego DNA (mtDNA) w krwi oraz fibroblastach u pacjentéw na réznych etapach
choroby oraz korelacja wynikow ze stopniem jej zaawansowania. Poziom mtDNA jest
oznaczany jako stosunek mtDNA do DNA jadrowego (NDNA) z zastosowaniem reakcji
ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time quantitative PCR, real-time gPCR).
Po zapoznaniu si¢ z danymi literaturowymi dotyczacymi metodyki okazato si¢, Ze pomimo
uzywania tej samej metody (qPCR), wiele wynikow nie moze zosta¢ poréwnywanych, z
uwagi na uzycie innych protokotow eksperymentalnych w réznych osrodkach badawczych.
Postanowitam przeprowadzi¢ eksperymenty umozliwiajace dobor optymalnych warunkow
doswiadczalnych do dalszych badan. Po wykonaniu eksperymentow polegajacych na
wykorzystaniu ré6znych warunkow przechowywania probek krwi, przeprowadzenia izolacji
DNA zaroéwno z krwi pelnej, jak 1 samych leukocytow oraz izolacji DNA z fibroblastow na
roznych pasazach, opracowano odpowiedni protokot. Uzyskane wyniki wskazujg na
konieczno$¢ natychmiastowej (maksymalnie do 3 godzin od momentu pobrania materiatu)
izolacji catkowitego DNA z probek krwi. Analiza rezultatow wykazata rowniez, ze wyniki
otrzymane w wyniku doswiadczen prowadzonych na DNA wyizolowanym z petnej krwi oraz
leukocytow nie powinny by¢ ze sobg bezposrednio porownywane, przez wzglad na rdzng
zawarto$¢ sktadnikow krwi, takich jak plytki krwi, jak roéwniez mozliwe uwalnianie
pozakomorkowego NDNA i mtDNA do surowicy i osocza. Dodatkowo zaobserwowatam
znaczacy wpltyw liczby pasazy linii komérkowej na wyniki analizy poziomu mtDNA. Z

uwagi na mozliwg utrate fenotypu chorobowego w fibroblastach na wyzszych pasazach



komorkowych, zasugerowatam konieczno$¢ przeprowadzania pomiaru poziomu mtDNA w

komorkach podczas maksymalnie pigtego pasazu (publikacja nr 1 w cyklu).

Nastepnym etapem pracy bylo zbadanie poziomu mtDNA w komoérkach krwi oraz
fibroblastach pacjentéw na r6znych etapach choroby z zastosowaniem wytycznych opisanych
w pierwszej publikacji. Analizie poddano probki krwi pozyskane od 62 objawowych
pacjentow oraz 22 przed-objawowych, kontrole za$ stanowilo 79 zdrowych oséb. Ocena
wybranych parametrow przy zastosowaniu fibroblastow skornych zostala przeprowadzona na
materiale uzyskanym od 10 objawowych pacjentow i 9 o0so6b stanowigcych kontrole.
Uzyskane w tej czeSci pracy wyniki wskazuja, ze w leukocytach krwi pacjentow przed-
objawowych i objawowych dochodzi do zwigkszenia relatywnego poziomu mtDNA w
stosunku do kontroli. Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych przy zastosowaniu
fibroblastow sugeruja odwrotng tendencje, czyli spadek relatywnego poziomu mtDNA w
fibroblastach pozyskanych od symptomatycznych pacjentéw w poréwnaniu do kontroli. Jedna
z hipotez tlumaczacych powyzsze rozbieznosci moze by¢ ewentualny wpltyw zazywanych
lekéw na wyniki eksperymentéw przeprowadzonych w oparciu o materialy otrzymane z
probek krwi. Pacjenci niejednokrotnie przyjmuja wiele lekow jednoczes$nie, a czg$¢ z nich
moze oddziatywa¢ na funkcjonowanie mitochondriow oraz poziom mtDNA. Ponadto,
przeprowadzono korelacje wynikow z wiekiem pacjentow oraz z wieloma parametrami
opisujacymi poziom zaawansowania choroby, z uwzglednieniem réznych objawow. Korelacje
przeprowadzono rowniez dla wzrostu, wagi, BMI (ang. Body Mass Index) oraz innych
parametrow $srodowiskowych, tj. spozywanie alkoholu i palenie papierosow (liczba wypitych
jednostek alkoholu tygodniowo, liczba wypalanych papierosow dziennie i liczba lat palenia).
Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, iz poziom mtDNA we krwi nie koreluje w
sposob istotny z zadnym z badanych czynnikdéw. Opisane powyze] badania przedstawione

zostaly w publikacji nr 2.

Kolejnym etapem mojej pracy byto bardziej szczegotowe opisanie profilu parametrow
mitochondrialnych w fibroblastach skory pozyskanych od pacjentow. Wyniki tej cze$ci mojej
rozprawy doktorskiej zostaty szczegdélowo opisane w Kolejnej publikacji wiaczonej do
niniejszej dysertacji (publikacja nr 3). Z uwagi na wyniki wcze$niejszych doswiadczen,
wszystkie procedury w tej pracy zostaly przeprowadzone na komorkach znajdujgcych sig

miedzy 5 a 10 pasazem.



Pierwszym etapem pracy byto zbadanie tempa wzrostu fibroblastow pozyskanych od
pacjentow. Zaobserwowano, ze linie komoérkowe pozyskane 0d pacjentow rosng wolniej od
linii kontrolnych, co moze wskazywa¢ na zaburzenia w cyklu komoérkowym lub w
metabolizmie komorki. Aby zweryfikowaé pierwszg z tych hipotez przeprowadzono analizg
cyklu komoérkowego po wczesniejszej synchronizacji komoérek poprzez hodowanie ich w
pozywce bez surowicy. Uzyskane dane wykazaly, ze mimo kilku istotnych statystycznie
réznic w przebiegu cyklu komorkowego w pojedynczych liniach komoérkowych pozyskanych
od pacjentéw, z biologicznego punktu widzenia mozna wykluczy¢ wptyw zaburzen cyklu
komorkowego na wzrost komorek. W zwigzku z powyzszymi Wynikami poddano weryfikacji
druga hipoteze¢, mdéwiaca, ze spowolniony wzrost komoérek pobranych od chorych jest
spowodowany defektami metabolicznymi przejawiajacymi si¢ zaburzeniami funkcjonowania
mitochondriow. W tym celu w pierwszej kolejnosci ocenie poddatam poziom ATP, ktory jest
istotnym parametrem zaburzen bioenergetycznych w komorce. Pomiary poziomu ATP zostaly
wykonane w hodowlach komorkowych prowadzonych z pozywka z glukoza oraz bez
glukozy, w ktorej galaktoza shuzyla za glowne zrodto wegla. Stwierdzono, iz w obu
warunkach hodowlanych fibroblasty pacjentow charakteryzujg si¢ obnizonym poziomem
ATP, a obnizenie to jest bardziej widoczne, w komoérkach z zahamowanym procesem

glikolizy, czyli hodowanych w pozywce pozbawionej glukozy.

Nastepnie za pomocg testu z rezazuryng, ktory poprzez ocen¢ stopnia redukcji tego
zwigzku posrednio wyraza ogdlng aktywno$¢ metaboliczng mitochondriow, wykazano, ze
komorki pozyskane od chorych majg istotnie nizsza relatywng aktywnos$¢ metaboliczng niz
komorki kontrolne. Nastgpnie zbadano potencjal wewngtrznej blony mitochondrialnej, od
ktorego po czesci moze zaleze¢ poziom ATP. Co zaskakujace, parametr ten w fibroblastach
chorych byt taki sam, jak w komoérkach kontrolnych, sugerujac, ze spadek poziomu ATP nie

jest wywotany zaburzeniami w potencjale na wewnetrznej btonie mitochondrialne;.

W kolejnym etapie postanowitam sprawdzi¢ poziom wybranych podjednostek
kompleksow mitochondrialnego tancucha oddechowego, ktorych nizszy poziom mogloby
thumaczy¢ obnizong aktywno$¢ metaboliczng mitochondriow oraz obnizony poziom ATP.
Ponadto, analizie poddano poziom biatka TOM?20, bedacego markerem masy
mitochondrialnej. Zabieg ten miatl na celu sprawdzenie, czy ewentualne rdznice nie sa
spowodowane zmiang w ilo§ci mitochondriow w komorce. Uzyskane wyniki wyrazono jako
stosunek do B-aktyny, ktéra stanowila kontrole wewnetrzng potwierdzajaca identyczng ilos$é

biatka nanoszonego na zel. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity okresli¢, ze zardwno



poziom badanych kompleksow tancucha oddechowego, jak i masa mitochondriow nie sg

zaburzone w fibroblastach pacjentow.

Jednym z ostatnich etapéw badan byto okreslenie w fibroblastach HD poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS) w cytoplazmie i mitochondriach oraz poziomu enzymoéow
antyoksydacyjnych. Istotng informacja byto wykazanie, ze w mitochondriach dochodzi do
niewielkiego, jednak istotnego statystycznie wzrostu anionorodnika ponadtlenkowego
(mt.O2"). W zwigzku zpowyzszym zasadne bylo sprawdzenie poziomu enzymow
antyoksydacyjnych: dysmutaz ponadtlenkowych 1 oraz 2 (SOD1, SOD2), katalazy (CAT),
peroksydazy glutationowej (GPx1/2) oraz reduktazy glutationowej (GR). Analiza wykazata
podwyzszony poziom SOD2 oraz GR prawdopodobnie jako odpowiedz komorki na
podwyzszony poziom anionorodnika ponadtlenkowego, co moze oznaczaé obecno$é

niewielkiego stresu oksydacyjnego w analizowanych komorkach pozyskanych od pacjentow.

Ostatnim etapem pracy bylo przeprowadzanie kompleksowej analizy statystycznej
uwzgledniajacej parametry bioenergetycznie, poziom mtDNA, ROS i poziom enzymoéw
antyoksydacyjnych i skorelowaniem zmian w tych parametrach ze stopniem zaawansowania
choroby. W tym celu wykonano analiz¢ sktadowych gléwnych (PCA). Skale opisujace
stopien zaawansowania choroby zostaly wybrane tak, aby charakteryzowaly wszystkie
rodzaje manifestacji choroby, czyli objawy psychiczne (wyrazone jako CGI — ang. Clinical
Global Impresion scale), fizykalne (czas trwania objawow ruchowych) oraz opisujace ogolne
funkcjonowanie pacjenta (TFC — ang. Total Function Capacity). Analiza wykazata, ze profil
parametrow mitochondrialnych w fibroblastach pacjentéw rozni si¢ od fibroblastow
kontrolnych. Ponadto zaobserwowano, ze zmiany w funkcjonowaniu mitochondriéw sa
najbardziej wyrazne u pacjentow na wczesnych etapach choroby. Problemy ze strony
psychicznej u wigkszosci chorych pojawiaja si¢ jako pierwsze, za$ nasze analizy wskazuja, ze
roéznice w charakterystyce profilu parametréw mitochondrialnych sg szczegdlnie widoczne w

analizie z uwzglednieniem skali CGI opisujacej stan psychiczny pacjentow.

Choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba Huntingtona, Alzheimera czy
Parkinsona sga obecnie jednym z powazniejszych zagrozen dla rozwijajacych sig, a
jednoczesnie starzejacych spoleczenstw. Oprocz oczywistych trudnosci zwigzanych z
opracowaniem nowych, potencjalnych terapii nie nalezy zapomina¢ o poszukiwaniu
specyficznych biomarkerow choroby, szczegdlnie w tkankach peryferycznych. Do tej pory

brak jest wystarczajacych danych dotyczacych defektow obserwowanych w tkankach



peryferycznych, w tym dysfunkcji mitochondrialnych. Podsumowujac, realizacja niniejszego
projektu stanowigcego moja rozprawe doktorska doprowadzita do scharakteryzowania profilu
parametrow mitochondrialnych w leukocytach oraz fibroblastach pacjentow na réznych
etapach choroby. Ponadto, korelacja otrzymanych wynikoéw z danymi na temat przebiegu
choroby pacjentéw pozwolita wykazaé, ze dysfunkcje mitochondrialne moga by¢ obecne w
fibroblastach skory juz na wczesnych etapach choroby. Przedstawione w powyzszej
rozprawie badania sugeruja, ze w kontekscie poszukiwania biomarkeréw choroby zwigzanych
z  funkcjonowaniem mitochondriow, kompleksowa analiza wielu parametrow
mitochondrialnych wykazujacych catosciowy profil funkcjonowania mitochondriow wydaje
si¢ by¢ obiecujacym podejsciem. Majac na uwadze niewielkg liczbe zbadanych linii
komorkowych nalezy podkresli¢, ze powyzsze wyniki powinny zosta¢ zweryfikowane na
wigkszej grupie badanych osob. Przeprowadzone przeze mnie badania stanowig réwniez
jedno znielicznych doniesien dotyczacych kompleksowej analizy nieprawidtowosci
mitochondrialnych w tkankach peryferycznych pacjentow z uwzglednieniem stopnia
zaawansowania choroby. Powyzsza praca stanowi poszerzenie stanu wiedzy na temat
dysfunkcji mitochondrialnych w chorobie Huntingtona, co dodatkowo moze by¢
wykorzystane jako wstep dla zrozumienia roli mitochondriow w ogoélnym aspekcie

neurodegeneracji.
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