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ALFABETYCZNY WYKAZ SKROTOW

AD - dziedziczenie autosomalne dominujace

AIF - ang., Apoptosis Inducing Factor, czynnik indukujacy apoptoze
Ala - alanina

Apaf-1 - ang., Apoptotic Protease Activating Factor-1

APS - nadsiarczan amonu

AR - dziedziczenie autosomalne recesywne

Asp - asparagina

Bax - ang., Bcl2 Associated X

Bcl2 - ang., B-cell CLL/lymphoma 2

Bcl-xI - ang., B-cell lymphoma-extra large

BSA - ang., Bovine Serum Albumin, albumina surowicy wotowej
CARTS - ang., Cariers of the TGN to the cell Surface

CIP - ang., Conflicting Interpretation of Pathogenicity

CMT - Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth

CMT1A - Charcot-Marie-Tooth typu 1A

CMT1B - Charcot-Marie-Tooth typu 1B

CMT2S - Charcot-Marie-Tooth typu 2S

CMT-GDAPL1 - Charcot-Marie-Tooth wywotana mutacjami w genie GDAP1
DAPI - ang., 4 6-diamidino-2-phenylindole

DMEM - ang., Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO - ang., Dimethyl Sulfoxide, dimetylosulfotlenek

EDTA - ang., Ethylenediaminetetraacetic Acid, kwas wersenowy



ER - ang., Endoplasmic Reticulum, siateczka $rédplazmatyczna

FBS - ang., Fetal Bovine Serum, ptodowa surowica wotowa

GDAP1 - ang., Ganglioside Induced Differentation Associated Protein 1

GJBL1 - ang., Gap-Junction Beta 1

GIn - glutamina

Glu - glutaminian

Gly - glicyna

GM130 - ang., Golgi Matrix Protein, 130 kD, biatko czeSci cis aparatu Golgiego
His - histydyna

HNPP - ang., Hereditary neuropathy with liability to pressure palsy, Dziedziczna

neuropatia z nadwrazliwos$cig na ucisk

HSAN | - ang., Hereditary Sensory and Autonomic Neuropathy type |, Dziedziczna

neuropatia czuciowa i autonomiczna

HSPB - ang., Small Heat Shock Protein, biatka szoku cieplnego

IgG - ang., Immunoglobulin G, immunoglobuliny typu G

IGHMBP2 - ang., Immunoglobulin mu-binding Protein 2

Leu - leucyna

LITAF - ang., Lipopolysaccharide-induced tumor necrosis alpha factor

Lys - lizyna

MAM - ang., Mitochondria-associated membranes, btony zwigzane z mitochondriami
MFN2 - ang., Mitofusin 2, mitofuzyna 2

MNCV - ang.,, Median Nerve Conduction Velocity, wildkna ruchowe nerwu

posrodkowego

MPZ - ang., Myelin Protein Zero



NCV - ang., Nerve Conduction Velocity, predko$¢ przewodzenia w nerwach
obwodowych

NDUFS1 - ang., NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit S1
NEFL - ang., Neurofilament Light Chain

OD - ang., Optical Density

PARPL1 - ang., Poly (ADP-Ribose) Polymerase 1

PBS - ang., Phospfate Buffered Saline, sl fizjologiczna buforowana fosforanem
PERK - ang., Phosphorylated Extracellular Signal-Regulated Kinase
Phe - fenyloalanina

PMP22 - ang., Peripheral Myelin Protein 22

PMSF - ang., Phenylmethylsulfonyl Fluoride

Pro - prolina

ROS - ang., Reactive Oxygen Species, reaktywne formy tlenu

RVD - ang., Regulatory Volume Decrease

SDS - ang., Sodium Dodecyl Sulfate, dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE - ang., Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis,

elektroforeza bialek w zelu denaturujacym

SMARDL1 - ang., Spinal Muscular Atrophy with Respiratory Distress type 1, Rdzeniowy

zanik mies$ni z niewydolnoscig oddechowa typu 1

SPTLCL1 - ang., Serine Palmitoyltransferase Long Chain Base Subunit 1

TBS - ang., Tris-Buffered Saline, sl fizjologiczna buforowana za pomocg Tris

TEMED - ang., Tetramethylethylenediamine

TGNA46 - ang., Trans Golgi network protein, 46 kDa, biatko czg¢sci trans aparatu Golgiego
TNFa - ang., Tumor Necrosis Factor a, czynnik martwicy nowotworow o
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TRIS - 2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol

VDAC1 - ang., Voltage-dependent anion-selective channel 1

VUS - ang., Variants of Unknown Significance, warianty o nieznanym znaczeniu
WES - ang., Whole Exome Sequencing, sekwencjonowanie catego eksomu

WGS - ang., Whole Genome Sequencing, sekwencjonowanie catego genomu
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STRESZCZENIE

Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT) nazywane réwniez dziedzicznymi
polineuropatiami  ruchowo-czuciowymi (ang., Hereditary Motor and Sensory
Neuropathies, HMSN), charakteryzuja si¢ powoli postepujagcym zanikiem i ostabieniem
miegs$ni gldwnie dystalnych konczyn gornych i dolnych oraz zaburzeniami czucia. Jedng
z przyczyn chorob CMT sa mutacje w genie GDAP1 (ang., Ganglioside Induced
Differentation Associated Protein 1), ktore powoduja kilka typow polineuropatii i moga
by¢ dziedziczone zaro6wno w sposéb autosomalny dominujacy, jak 1 autosomalny
recesywny. W przeciwienstwie do mutacji dziedziczonych w sposdb autosomalny
dominujacy w genie GDAP1, ktore wywotuja na og6t tagodng postaé choroby CMT-
GDAPI1 o poéznym poczatku, mutacje dziedziczone w sposdb autosomalny recesywny
prowadza zwykle do cig¢zkiej postaci dziedzicznej polineuropatii i niepetnosprawnosci

ruchowej juz w pierwszej lub drugiej dekadzie zycia.

Gen GDAP1 koduje biatko zewngtrznej btony mitochondrialnej, ktore bierze
udziat w wielu kluczowych procesach komoérkowych tj., tworzeniu sieci
mitochondrialnej,  transporcie ~ mitochondrialnym,  utrzymaniu  bioenergetyki
mitochondrialnej i homeostazy wapnia. Biatko GDAPI1 jest rowniez zaangazowane
w regulacje interakcji pomiedzy mitochondriami, a siateczka $rodplazmatyczna,
oraz utrzymanie prawidlowej struktury peroksysomow. Jednak wiele aspektow
funkcjonowania bialka GDAP1, a takze patomechanizm, w jakim dziatajg jego mutacje,
wcigz pozostaja nieznane, a naturalny przebieg choroby CMT-GDAP1

dla poszczegdlnych mutacji jest dos¢ wybidrczo scharakteryzowany.

Celem pracy byta charakterystyka ,.tta genetycznego” towarzyszacego gldownym
patogennym wariantom sekwencji genu GDAP1 u pacjentow bedacych pod opicka
Zespotu Chorob Nerwowo-Migsniowych [IMDIK PAN, identyfikacja zaburzen
molekularnych i komérkowych wywotanych przez mutacje genu GDAP1 w modelu
in vitro choroby CMT-GDAP1 opartego na komorkach ludzkich HelLa oraz SH-SY5Y,

a takze ocena patogennosci wariantow sekwencji genu GDAPL.

W badanej grupie 14 pacjentow pochodzacych z 9 rodzin dotknigtych choroba
CMT-GDAP1, po przeprowadzeniu analizy sekwencjonowania catego egzomu,
stwierdzono obecnos¢ dodatkowych rzadkich wariantow sekwencji w innych

,»genach CMT”. Jako ,,geny CMT” w niniejszej pracy przyjmujemy geny zwigzane
12



Z czysta (ang., pure) polineuropatia CMT, jak 1 geny zwigzane z wybranymi
dziedzicznymi zespotami, w ktorych wystepuje polineuropatia obwodowa. Co ciekawe,
u pacjentow z mutacjami w genie GDAPL, dziedziczonymi w sposéb autosomalny
dominujacy zidentyfikowano $rednio 2 razy wigcej wariantow sekwencji w porOwnaniu
do pacjentéw z mutacjami dziedziczonymi w sposob autosomalny recesywny.
Zaobserwowano korelacje pomiedzy genotypem, a fenotypem klinicznym badanych

chorych.

W drugiej cz¢sci pracy przeanalizowano wplyw siedmiu wybranych mutacji genu
GDAP1. Wykazano, ze niektore z nich skutkuja obnizeniem poziomu biatka GDAPI,
atakze powodujg zmiany w obregbie cze$ci trans aparatu Golgiego TGN. Ponadto
zaobserwowano, ze czgs¢ analizowanych mutacji genu GDAPL wplywa na obnizenie

zywotno$ci transfekowanych komorek.

Whnioskujemy, ze koncowy obraz kliniczny choroby CMT-GDAP1 zalezy
zardbwno od rodzaju, jak i obecnosci wariantow sekwencji w innych ,,genach CMT”.
Zaburzenia funkcji 1 struktury czgsci trans aparatu Golgiego wydaja si¢ odgrywac istotng

role w patogenezie molekularnej choroby CMT wywolanej mutacjami genu GDAP1.

13



ABSTRACT

Charcot-Marie-Tooth (CMT) diseases, also known as Hereditary Motor
and Sensory Neuropathies (HMSN), are characterized by slowly progressive atrophy
and weakness of the muscles, mainly distal upper and lower extremities, and sensory
disturbances. One of the causes of CMT diseases is mutations in the GDAP1 (Ganglioside
Induced Differentiation Associated Protein 1) gene, which causes several types
of polyneuropathy and can be inherited in both autosomal dominant and autosomal
recessive ways. However, unlike the autosomal dominant mutations in the GDAP1 gene,
which cause the generally mild late-onset CMT-GDAP1 disease, autosomal recessive
mutations typically lead to severe hereditary polyneuropathy and motor disabilities
as early as the first or second decade of life.

The GDAP1 gene encodes a mitochondrial outer membrane protein involved
in many key cellular processes, i.e., mitochondrial networking, mitochondrial transport,
maintenance of mitochondrial bioenergetics, and calcium homeostasis. The GDAP1
protein is also involved in the regulation of interactions between the mitochondria
and the endoplasmic reticulum, and the maintenance of the normal structure
of the peroxisomes. However, many aspects of the functioning of the GDAP1 protein,
as well as the pathomechanism in which its mutations operate, remain unknown,
and the natural course of CMT-GDAPL disease for individual mutations is quite

selectively characterized.

The aim of the study was to characterize the "genetic background"” accompanying
the main pathogenic variants of the GDAPL gene sequence in patients under the care
of the Neuromuscular Disease Unit MMRI PAS to identify molecular and cellular
disorders caused by mutations in the GDAPL1 gene in the in vitro model of CMT-GDAP1
disease based on human HeLa and SH-SY5Y cells, as well as assessment of pathogenicity
of GDAPL1 gene sequence variants.

In the study group of 14 patients from 9 families affected by CMT-GDAP1
disease, additional rare sequence variants were found in other "CMT genes" following
the whole exome sequencing analysis. As "CMT genes" in this work, we accept genes
related to pure CMT polyneuropathy and genes related to selected hereditary syndromes
in which peripheral polyneuropathy is present. Interestingly, in patients with autosomal

dominant GDAP1 mutations, an average of 2 times more sequence variants

14



were identified compared to patients with autosomal recessive mutations. A correlation

was observed between the genotype and the clinical phenotype of the studied patients.

In the second part of the work, the influence of seven selected mutations
of the GDAP1 gene was analyzed. Some of them have been shown to reduce the level
of GDAP1 protein and also cause changes in the trans-Golgi part of the TGN. Moreover,
it was observed that some of the analyzed GDAP1 gene mutations decreased the viability
of the transfected cells.

We conclude that the final clinical picture of CMT-GDAP1 disease depends
on the type and the presence of sequence variants in other "CMT genes". Furthermore,
disturbances in the function and structure of the trans-Golgi appear to play an important
role in the molecular pathogenesis of CMT disease caused by mutations in the GDAP1

gene.
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INNOWACYJIJNOSC ROZPRAWY

Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT) sg dziedzicznymi zaburzeniami
obwodowego uktadu nerwowego wykazujacymi duzg roznorodno$¢ genetyczng.
Do tej pory, geny i mutacje zwigzane z chorobami kr¢gu CMT zostaly szeroko
scharakteryzowane, jednak patogeneza molekularna wigkszosci podtypow CMT wcigz
pozostaje nieznana. Choroba CMT-GDAP1 jest wywotana mutacjami w genie GDAP1,
kodujacym biatko zewngtrznej btony mitochondrialnej. Jego funkcje molekularne
nie sg do konca poznane, jednak wydaje sie, Zze jest onO zaangazowane w wiele
kluczowych proceséw komorkowych. Choroba CMT-GDAPL charakteryzuje
si¢ szerokim spektrum fenotypowym, najczgsciej ze stosunkowo cigzkim przebiegiem
klinicznym tj. postepujacym ostabieniem i zanikiem mig¢$ni, gldwnie dystalnych konczyn

gbrnych i dolnych.

W niniejszej pracy, po raz pierwszy zbadano wptyw ,.tta genetycznego™ na obraz
kliniczny pacjentow dotknigetych chorobg CMT-GDAPL. Dodatkowo wykazano,
ze mutacje w genie GDAP1 kodujacym biatko mitochondrialne wywotuja zmiany
W obrebie czgsci trans aparatu Golgiego (TGN).

16



1. WSTEP

Polineuropatie, znane rowniez, jako neuropatie obwodowe to duza grupa zaburzen
obwodowego ukladu nerwowego, dotykajaca widkna ruchowe, czuciowe
oraz autonomiczne nerwow obwodowych. Przyczyny polineuropatii sg liczne
I niejednorodne. Wyrdznia si¢ polineuropatie nabyte (formy zakazne, immunologiczne,
toksyczne, metaboliczne), genetycznie uwarunkowane oraz idiopatyczne. Polineuropatie
genetycznie uwarunkowane, podobnie jak inne choroby genetyczne, wywotane
sg mutacjami w pojedynczych genach (dziedziczenie mendlowskie, monogenowe),
zaburzeniami  strukturalnymi chromosoméw lub mutacjami w wielu genach
(dziedziczenie wielogenowe). Badania ostatnich lat wykazaty, ze w patogenezie chorob
o podtozu genetycznym, oprécz wariantow dziedziczonych od rodzicow, wazng role
pelnig rowniez mutacje powstajace de novo, szczegodlnie o charakterze dominujgcym.
Zmiany te, moga nie by¢ obserwowane u pacjentow, ani przekazywane nastepnym
pokoleniom ze wzgledu na wystgpienie mutacji z efektem letalnym, badz ograniczone
mozliwosci prokreacji, w przypadku wariantow sekwencji zwigzanych z cigzkimi
postaciami chorob. Jednak w wielu przypadkach sa przekazywane dalszym pokoleniom,
a ich charakter de novo, (jezeli nie mamy do czynienia z mutacjami typu hot spot —
mutacjami wystepujacymi W rejonach o zwiekszonej czestotliwosci wystgpowania,
lub zmianami o znanej patogennos$ci) utrudnia zdefiniowanie ich patogennosci,
postawienie ostatecznej diagnozy oraz okreSlenie ryzyka przekazania choroby.
Poszukiwanie genow, ktorych mutacje prowadza do wystapienia danego obrazu
klinicznego, stanowig poczatkowy etap poznania patomechanizméw poszczegodlnych
choréb. Rozwdj genetyki, a zwlaszcza technik analizy genomu doprowadzity w ostatnich
latach, do zidentyfikowania wielu nowych, zaangazowanych w powstawanie chorob
genéw oraz mutacji sprawczych chordb genetycznych. Pomimo to, w znacznej czesci
przypadkéw, nadal nie znajduje si¢ w sekwencji DNA pacjentow zmian
odpowiedzialnych za fenotyp kliniczny pacjentow lub charakter zmian jest trudny
do okreslenia i powigzania z dang jednostkg chorobowg. Dodatkowym problemem
diagnostyki molekularnej polineuropatii uwarunkowanych genetycznie jest fakt,
ze jest to grupa choréb heterogenna pod wzgledem zarowno fenotypu, jak i genotypu,
a ich obraz kliniczny jest wynikiem wspotwystepowania wielu czynnikow genetycznych,
epigenetycznych i srodowiskowych. Co wiecej, niektore z nich mogg by¢ wynikiem

dziedziczenia wielogenowego, dlatego tez Ocena zaleznosci migdzy genotypem,
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a fenotypem klinicznym pacjentow jest niezwykle skomplikowana. Niektore z mutacji
sprawczych charakteryzuja si¢ niepetng penetracja, a te same mutacje moga skutkowac
roznym przebiegiem klinicznym. Oprocz mutacji sprawczych istnieja takze warianty
sekwencji DNA, ktore moga zwigksza¢ lub zmniejsza¢ ryzyko rozwoju choroby,
modulowaé jej przebieg, czy wiek zachorowania. Przykladem moga by¢ warianty
sekwencji w obrgbie introndw, wystepujace W réznych niekodujacych czasteczkach RNA
lub w regionach regulatorowych, potozonych w regionach czasem znacznie oddalonych
od gendw, a moggcych wptywac na ich ekspresj¢. Wickszo$¢ wariantow wystepujacych
poza sekwencjami kodujagcymi genow jest szczegoOlnie trudna do interpretacji
genetycznej, a ich status patogenno$ci pozostaje niecokreslony. Ogromng trudno$¢
dla genetykow stanowia rowniez warianty wystepujace w obrebie sekwencji kodujace;j
genu, lecz o nieokreslonej patogennosci. Wynika to po czesci z wystgpowania takich
wariantow u pojedynczych chorych, bez historii rodzinnej, a po czesci, szczegdlnie
w dobie sekwencjonowania wielkoskalowego, z duzej liczby rzadkich wariantow
identyfikowanych u pacjentow. Szczegdlnie, gdy warianty sekwencji znajdowane
sa W genach, niezwigzanych dotychczas z zadng jednostka chorobowa. Problem stanowig
takze warianty sekwencji Kklasyfikowane, jako mutacje patogenne, wywotujace
nieznaczne objawy choroby. Znajomos$¢ genotypu jest jednak niezwykle istotna,
bo okreslenie mutacji patogennej moze wskazywac na szlaki sygnatowe i biochemiczne
biorgce udzial w patomechanizmie choroby. To z kolei jest niezb¢dne do opracowania
terapii celowanej. Jednak, pomimo postepu, jaki dokonat si¢ w ostatnim czasie w biologii
molekularnej oraz genetyce klinicznej, patomechanizmy lezace u podstaw wystgpowania
wielu chordb, wcigz pozostajg stabo poznane. Ogromng przeszkoda sa braki w wiedzy
na temat zaleznos$ci migdzy genotypem, a fenotypem. W zwigzku z tym, Ze perspektywa
leczenia przyczynowego, czy terapii genowej lub komoérkowej wymaga bardzo
doktadnego okreslenia podtoza zaréwno genetycznego, jak i molekularnego choroby,
terapie, w tym nawet te eksperymentalne, w wielu przypadkach, przy obecnym stanie
wiedzy sg niemozliwe. Przyktadem chorob o nie do konica poznanych patomechanizmach

sg dziedziczne polineuropatie obwodowe, zwane chorobami kregu Charcot-Marie-Tooth.
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1.1 Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth

Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT) po raz pierwszy zostaly opisane
w 1886 roku przez trzech badaczy Jeana-Martina Charcota, Pierra Marie’a oraz Howarda
Tootha i sg jedna z najczgsciej wystepujacych polineuropatii na $wiecie [1]. Wystepuja
Z czestoscig  1:2500 osob, jednak wystepowanie CMT nie jest rownomierne
W poszczegblnych krajach i tak, na przyktad w Serbii, czy Japonii choruje okoto 10 os6b
na 100 tysigcy mieszkancow, we Wioszech i w Wielkiej Brytanii okoto 18 os6b na 100

tysigcy mieszkancow, podczas gdy w Norwegii az 82 osoby [2,3].

Choroby kregu CMT charakteryzujg si¢ powoli postepujagcym oskabieniem
I zanikiem mig$ni dystalnych konczyn gornych i dolnych. W zaleznosci od typu choroby
moga réwniez wystgpowacé zaburzenia czucia, zaburzenia w zakresie uktadu
autonomicznego, skrzywienie kregostupa, znieksztalcenie stop, zaburzenia chodu,
drzenie rak, czy problemy z poruszaniem si¢, wymagajace uzycia ortez lub woézka.
Niekiedy dochodzi do powstania owrzodzen w obregbie konczyn, a w konsekwencji
do amputacji rak i stop. Czas wystapienia pierwszych objawow klinicznych choroby

bywa roézny. Zazwyczaj choroba zaczyna si¢ miedzy pierwsza, a druga dekada zycia [4,5].

Choroby kregu CMT dziedzicza si¢ w sposob autosomalny dominujacy,
autosomalny recesywny oraz sprzezony z chromosomem X (dominujacy i recesywny).
Oprocz roznych wzordow dziedziczenia, polineuropatie genetycznie uwarunkowane,
pomimo podobnych objawdéw klinicznych, charakteryzuja si¢ duza heterogennoscia
genetyczng. Dotychczas zidentyfikowano ponad 100 genow odpowiedzialnych
za powstawanie chorob kregu CMT, ktére koduja biatka o réznorodnej lokalizacji
w komorce oraz reprezentuja Szeroki wachlarz petionych funkcji (Tabela 1).
Zaangazowane w choroby kregu CMT biatka biorg udziat w réznych procesach
molekularnych obejmujacych synteze biatek i1 obrébke postranslacyjng, transport
wewnatrzkomorkowy, funkcjonowanie kanatdéw jonowych, czy funkcjonowanie
mitochondriow [6]. Co wigcej, za wystgpienie niektorych polineuropatii odpowiedzialne

jest wystapienie kilku mutacji zlokalizowanych w roznych genach [7].
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Proces Komorkowy

Wybrane bialka zwigzane z CMT

Organizacja cytoszkieletu komoérkowego

DST, FGD4, INF2, NEFH, NEFL

Tworzenie/ utrzymanie ostonki
mielinowej/ funkcjonowanie komorek

Schwanna

DRP2, Cx32, MPZ, PMP2, PMP22,
PRX

Funkcjonowanie mitochondriow

AIFM1, COX6A1, DHTKD1, GDAP1,
HK1, MFN2, PDK3, REEP1,
SLC25A46, SURF1

Dziatanie kanalow jonowych

TRPV4, SCN9YA, SCN11A

Ekspresja genow
(transkrypcja, procesowanie mRNA,
translacja)

AARS, CTDP1, ERG2, GARS, HARS,
HINT1, IGHMBP2, KARS, LMNA,
MARS, MED25, PLEKHGS5, YARS

DCTN1, DNM2, DYNC1H]1, FIG4,
KIF1A, KIF1B, KIF5A, LITAF,
MTMR2, MYH14, RAB7, SBF1, SBF2,
SH3TC2, SPG11
CCT5, DCAF8, DNAJB2, HSPB1,
HSPB3, HSPB8, MME, TRIM2
GNB4, LRSAM1, NGF-B, NTRK1,
SPTLC1, SPTLC2, WNK1

Transport wewnatrzkomorkowy

Proteostaza

Transdukcja sygnatu

Tabela 1. Wybrane biatka zaangazowane w choroby krggu CMT.

Choroby kregu CMT zostaly sklasyfikowane z uwzglgdnieniem ich sposobu
dziedziczenia oraz predkosci przewodzenia we wioknach ruchowych nerwu
posrodkowego (ang., Median Nerve Conduction Velocity, MNCV). Na podstawie
wartosci  MNCV  wyr6znia  si¢

trzy podstawowe grupy, tj. polineuropatie

demielinizacyjne, posrednie oraz aksonalne. Polineuropatie demielinizacyjne
charakteryzujg si¢ obnizong szybkoscig (<38 m/s) przewodzenia we wioknach
ruchowych nerwu posrodkowego, co jest zwigzane z wystepowaniem nieprawidtowosci
w tworzeniu i utrzymaniu ostonki mielinowej. W przeciwienstwie do polineuropatii
demielinizacyjnych, polineuropatie aksonalne charakteryzujg si¢ prawidtowg szybkoscia

(>38 m/s) przewodzenia w nerwie posrodkowym i sg zwigzane z degeneracja aksonow
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[7,8]. Formy pos$rednie charakteryzuja si¢ warto$ciami przewodzenia MNCV w zakresie
25-45 m/s [7].

Najczgséciej wystepujacym typem choréb krggu CMT jest polineuropatia
demielinizacyjna typu 1A (CMT1A). Duplikacja genu PMP22 (ang., Peripheral Myelin
Protein 22) odpowiedzialna za powstawanie CMT1A zostata zidentyfikowana u ponad
60% pacjentow z CMT [6,9]. Biatlko PMP22 jest zaangazowane w tworzenie
oraz stabilizowanie ostonki mielinowej. Odgrywa réwniez role w proliferacji
oraz funkcjonowaniu komoérek Schwanna, a takze utrzymywaniu w nich homeostazy
cholesterolu [10,11]. CMT1A zwykle charakteryzuje si¢ tagodnym lub umiarkowanym
przebiegiem klinicznym. W chorobie CMT1A kluczowym czynnikiem patogenetycznym
jest efekt dawki genu, czyli wzrost poziomu mRNA PMP22 na skutek duplikacji regionu
17p11.2-p12, w ktoérym znajduje si¢ gen PMP22. Efekt dawki wyrazany przez obnizenie
ekspresji mMRNA PMP22 jest natomiast opisany u chorych z fenotypem dziedzicznej
neuropatii z nadwrazliwosciag na ucisk (ang., Hereditary neuropathy with liability
to pressure palsy, HNPP), u ktorych wystepuje delecja regionu 17pll.2-pl2.
Zaobserwowano, ze stopien obnizenia ekspresji PMP22 koreluje z cigzko$cig przebiegu
HNPP [12]. Jednak w przypadku pacjentdéw z CMT1A, u ktorych znaleziono cztery kopie
genu PMP22, nie wykazano wyraznie cigzszego przebiegu polineuropatii, w pordwnaniu
z pacjentami z trzema kopiami genu PMP22 [13]. Pomimo to, badania okreslajace
poziom mRNA wykazaty, ze u chorych z CMT1A o cigzkim przebiegu klinicznym
poziom mMRNA genu PMP22 w probkach biopsji nerwu posrodkowego jest zwigkszony
w porownaniu z pacjentami o tagodniejszym fenotypie [14]. Rowniez w ostatnich
badaniach z uzyciem RNA wyizolowanym z komorek pobranych w biopsji skory
od pacjentow z CMT1A stwierdzono okoto 1,55 razy wyzszy poziom mRNA dla PMP22,
niz w probkach kontrolnych [15]. Okreslono takze wptyw dodatkowej mutacji w genie
LITAF ¢c.274A>G, p.lle92Val na postep choroby wywotanej mutacjami w genie PMP22.
Stwierdzono, ze wystgpienie tej mutacji koreluje z wczesniejszym wiekiem zachorowania
na CMT1A oraz HNPP [16]. Oprocz duplikacji/delecji genu PMP22, w niewielkim
stopniu za powstanie choroby CMT1A odpowiadajg mutacje punktowe w genie PMP22.

Za okoto 30% pozostatych przypadkow chordb kregu CMT odpowiadaja mutacje
punktowe w trzech innych genach tj., GJB1 (ang., Gap-Junction Beta 1), MPZ
(ang., Myelin Protein Zero) i MFN2 (ang., Mitofusin 2) [17]. Mutacje w genie GJBL,
kodujacym koneksyne 32 (ang., connexin-32) wywotujg chorobe CMT1X, ktora jest
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sprzezona z plcia [18]. Koneksyna 32 bierze udziat w komunikacji komorkowej poprzez
tworzenie tzw. potaczen szczelinowych, prawdopodobnie pomiedzy poszczegdlnymi
warstwami ostonki mielinowej, gdzie odpowiada za migdzykomodrkowa wymiane jonow,
drobnoczgsteczkowych metabolitow oraz czasteczek sygnatowych [19]. Gen MPZ koduje
biatko produkowane w komoérkach Schwanna wytwarzajacych mieling i odpowiada
za jej uporzadkowanie. Mutacje w tym genie prowadza do choroby CMT typu 1B
(CMT1B), ktora dziedziczy si¢ autosomalnie dominujgco [20]. CMT1B zazwyczaj
objawia si¢ cig¢zszym przebiegiem klinicznym, a takze wcze$niejszym poczatkiem,

niz CMT1A [5].

Najczestsza przyczyng chordb kregu CMT typu aksonalnego sg mutacje w genie
MFN2, ktore wywotuja chorobe CMT2A. Gen MFN2 koduje mitofuzyne 2 zlokalizowana
w zewngtrznej blonie mitochondrialnej i bioraca udziat w fuzji, a takze transporcie
oraz degradacji mitochondriow [21]. Mitofuzyna 2 uczestniczy rowniez w tworzeniu
struktur zwanych MAMs (ang. Mitochondria-associated membranes). MAMs to miejsca
kontaktu mitochondriow z reticulum endoplazmatycznym (ER), poprzez ktore zachodzi
komunikacja oraz transport lipidow i drobnych czasteczek miedzy tymi organellami.
W badaniu fibroblastow od pacjentow z mutacjami w genie MFN2 wykazano, ze funkcje
MAMs sa zmienione i skorelowane z nasileniem choroby. Pomimo tego, ze morfologia
mitochondridéw pacjentdéw nie rézni si¢ w stosunku do mitochondriow komorek
kontrolnych, to w komoérkach pacjentow zaobserwowano utrudniong komunikacje
migdzy mitochondriami, a ER. Wykazano, Ze u pacjentow zarowno z lekkim,
jak i cigzkim przebiegiem choroby, fibroblasty zwiekszaja syntezg estrow cholesterolu,
natomiast u pacjenta z ciezkim przebiegiem choroby, fibroblasty majg znacznie
zwigkszone ciatka lipidowe. Wyniki te wskazuja na uogdlnione zaburzenia Syntezy
lipidow w komorce w chorobie CMT2A [22]. Badania te dopisuja, wigc CMT2A do listy

chorob zmieniajacych homeostaze lipidowa w komorce [23].

Za chorobe CMT typu 1C odpowiadaja mutacje w genie LITAF
(ang., Lipopolysaccharide-induced tumor necrosis alpha factor), kodujacym biatko
bedace  czynnikiem  martwicy  nowotworow  typu alfa, indukowanym
przez lipopolisacharydy. Lee i wspotpracownicy (2011) zaobserwowali, ze patogenne
mutacje (p.Trpl16Gly ip.Prol35Trp) w genie LITAF powoduja nieprawidlowa
lokalizacje biatka LITAF. Nieprawidtowe biatka sg mniej stabilne i bardziej podatne

na agregacje, w porownaniu z biatkami prawidtowymi. Ulegajg one degradacji zarowno
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przez proteasom, jak i w procesie autofagii [24]. Wykazano roéwniez, ze wariant
sekwencji genu LITAF c.274A>G, p.lle92Val, niezaangazowany bezposrednio
w wystgpienie choroby CMTI1C, przyczynia si¢ do klinicznej zmiennosci choroby
CMT1A [16].

Dziedziczne polineuropatie typu aksonalnego sg tez wywolane mutacjami
w genach kodujacych mate biatka szoku cieplnego (ang., Small Heat Shock Protein,
HSPB). Dotychczas pokazano, ze mutacje w genach HSPB1, HSPB3 oraz HSPB8
powodujg zaré6wno choroby kregu CMT, jak i dziedziczne neuropatie ruchowe
(ang., Hereditary Motor Neuropathy, HMN). Przyktadem sa mutacje w genie HSPB1
prowadzace do postepujacej degeneracji neurondéw ruchowych, z przerwaniem sieci
neurofilamentow i agregacja biatka NEFL (ang., Neurofilament Light Chain) [25]
oraz powodujace chorobe Charcot-Marie-Tooth typu 2F (CMT2F) [26].

Innymi genami, ktérych mutacje powoduja neuropatie sg geny kodujace syntetazy
aminoacylo tRNA tzw. geny ARS (GARS, YARS, AARS, KARS, HARS, MARS). Mutacje
heterozygotyczne w tych genach sg przewaznie zwigzane z aksonalnym typem choroby.
Mutacje homozygotyczne czgsto prowadza do powstania ciezkiej wielouktadowe;j

choroby na skutek zmniejszenia ilosci tRNA bioracego udziat w translacji biatek [27].

Genem, ktorego mutacje powoduja wystgpowanie polineuropatii, zardwno
0 dziedziczeniu autosomalnym dominujgcym, jak i autosomalnym recesywnym jest gen
GDAP1. Gen ten koduje biatko zewnetrznej blony mitochondrialnej, a jego funkcje
molekularne nie sg do konca poznane [28]. Choroba spowodowana mutacjami w genie
GDAP1, CMT-GDAP1 charakteryzuje si¢ szerokim spektrum fenotypoéw, od ciezkich
polineuropatii o wezesnym poczatku, do tagodnych klinicznie polineuropatii o p6znym
poczatku [29]. Jednym z negatywnych modyfikatorow przebiegu choroby CMT-GDAP1
jest gen JPH1. Wykazano, ze obecnos¢ glownej patogennej mutacji w genie GDAP1
(c.358C>T, p.Argl20Trp) wraz z mutacjg genu JPH1 (c.638G>C, p.Arg213Pro)
u pacjenta z CMT prowadzi do cig¢zszej postaci choroby niz u pacjenta bez dodatkowej
mutacji w genie JPH1 [30].

W ostatnich latach wraz z rozwojem technik molekularnych odnotowuje
si¢ W pojedynczych rodzinach, nowe mutacje skutkujace chorobami krggu CMT,

W genach wczesniej niezwigzanych z polineuropatiami. Do takich genow
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zaangazowanych w powstawanie bardzo rzadkich polineuropatii nalezy na przyktad
IGHMBP2.

Gen IGHMBP2 (ang., Immunoglobulin mu-binding Protein 2) koduje biatko
wigzace immunoglobuling 2. Mutacje w genie IGHMBP2 prowadza do rdzeniowego
zaniku mig$ni z niewydolnoscig oddechowg typu 1 (SMARDI1), jak rowniez do choroby
kregu CMT typu 2S (CMT2S). W przeciwienstwie do SMARD1, w CMT2S nie dochodzi
do powaznych probleméw oddechowych u pacjentow [31,32]. Biatko IGHMBP2 zostato
dobrze scharakteryzowane, jako helikaza, jednak niewiele wiadomo na temat jej roli
w procesach komoérkowych. Wykazano, ze wraz z niedoborem IGHMBP2 obserwuje
si¢ obnizone poziomy biatka B-aktyny w stozkach wzrostu neuronow ruchowych.
W zwiazku z tym, ze IGHMBP2 nie wigze si¢ bezposrednio z mRNA B-aktyny
i nie wptywa na ilos¢ mRNA, sugeruje to, ze niedobér IGHMBP2 powoduje miejscowe
zaklocenie biosyntezy biatek. Wskazuje to na to, ze biatko IGHMBP2 odgrywa wazng

rolg w procesie translacji [33].

Innym przyktadem jest choroba wywotana mutacjami w genie SPTLC1
(ang., Serine Palmitoyltransferase Long Chain Base Subunit 1), ktora jest zwigzana
z dziedzicznymi neuropatiami czuciowymi i autonomicznymi, HSAN | (ang., Hereditary
Sensory and Autonomic Neuropathy type 1). Gen SPLTC1 koduje podjednostke
palmitoilotransferazy serynowej (SPT), bedaca poczatkowym enzymem w Szlaku
biosyntezy sfingolipidow. Badania Penno i wspotautorow (2010) wykazaty, ze mutacje
w genie SPTLC1, zwigzane z HSAN 1 przyczyniajg si¢ do zmiany specyficznosci
substratowej SPT, co powoduje powstanie dwoch nietypowych — zasad
dezoksysfingolipidowych, ktore nie moga zosta¢ dalej przeksztalcone w ztozone
sfingolipidy i w  konsekwencji sg akumulowane  wewnatrzkomorkowo.
Ma to neurotoksyczny wpltyw na tworzenie neurytow w hodowlach neuronéw
czuciowych i podobnie jak w przypadku mutacji genu HSPB1, prowadzi do zaburzen
w strukturze neurofilamentow [34]. Gantner i wsp. (2019) zaobserwowali natomiast,
ze podwyzszony poziom deoksysfingolipidow spowodowany mutacjami w genie

SPTLC1 jest takze czynnikiem ryzyka wystgpienia neuropatii nerwu wzrokowego [35].

Pomimo dostgpu do nowoczesnych zaawansowanych ,,narzadzi molekularnych”,
tj. sekwencjonowanie calego eksomu (ang., Whole Exome Sequencing, WES),

czy sekwencjonowanie calego genomu (ang., Whole Genome Sequencing, WGS),
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diagnoza oparta na analizie genetycznej, wcigz nie jest dostepna dla wielu chorych.
Nawet w erze sekwencjonowania nowej generacji (ang., Next Generation Sequencing,
NGS) rozpoznanie kliniczne polineuropatii uwarunkowanych genetycznie jest mozliwe
tylko w okoto 45% przypadkow choroby [6]. W zwigzku z tym, nasza wiedza na temat
choréb kregu CMT, jako catosci, wcigz pozostaje wybidrcza, a podejscia terapeutyczne
ograniczone. Jednak, odkrycie roznorodnych patomechanizméw molekularnych
stato si¢ podstawg do opracowania wielu terapii eksperymentalnych, co doprowadzito
do poszukiwania nowych sposoboéw leczenia, do tej pory, niculeczalnej grupy chorob
[36].

1.2 Perspektywy terapii eksperymentalnych w chorobach kregu
Charcot-Marie-Tooth

Wigkszos$¢ terapii eksperymentalnych dotyczy najczestszych typow chorob kregu
CMT, tj., CMT1A, CMT1X, CMT1B oraz CMT2A [2]. W chorobie CMT1A gtéwna
strategig terapeutyczng jest zmniejszenie poziomu biatka PMP22. Niestety, pierwszych
prob obnizenia ekspresji genu PMP22, z zastosowaniem kwasu askorbinowego w modelu
mysim, czy antagonisty progesteronu (onapriston) w modelu szczurzym,
nie doprowadzono do fazy klinicznej [37-39]. Obecnie jednym z testowanych lekéw
w trzeciej fazie badan klinicznych jest PXT3003, stanowigcy kombinacje trzech
dostepnych na rynku lekow (baklofen, sorbitol, naltrekson), ktory w modelu szczurzym
CMT1A byt w stanie zredukowac¢ dlugoterminowe objawy neuropatii. Wstepne wyniki
trzeciej fazy badan sugeruja bezpieczenstwo oraz skuteczno$¢ PXT3003 u pacjentow
z CMT1A [40]. Inng substancja stosowang u chorych z CMT1A jest ADX7144.
Jest to modulator receptorow GABAB, a jego dziatanie jest silniejsze i1 bardziej
specyficzne, niz PTX3003. Obecnie, ADX7144 otrzymal zezwolenie na rozpoczecie
badan klinicznych pierwszej fazy [41]. W drugim, co do czgsto$ci wystepowania typie
choroby krggu CMT, CMT1X, najlepsza opcja leczenia wydaje si¢ opracowanie terapii
genowej, ze wzgledu na niewielki rozmiar genu GJB1, a takze ze wzgledu na fakt,
ze wiekszo$¢ jego mutacji skutkuje utratg funkcji kodowanego przez niego biatka. Proby
terapii genowej zostaly roéwniez podjete w przypadku choroby kregu CMT,
spowodowanej rzadkimi mutacjami w genie IGHMBP2 [42,43]. Potencjalnie skuteczng
substancjg w leczeniu CMT 1B, spowodowang mutacjami w genie MPZ jest kurkumina.

Udowodniono, ze powoduje ona uwalnianie zmutowanych form biatka MPZ z siateczki
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sroédplazmatycznej do cytoplazmy i ograniczenie procesu apoptozy w komoérkach HeLa.
Podobnie, na mysim modelu CMT1B, dziatanie kurkuminy wydaje si¢ obiecujace, jednak
ze wzgledu na konieczno$¢ spozywania jej w bardzo duzych ilosciach, badania
nie zostaly przeniesione do fazy Kklinicznej [44]. U chorych z HSAN 1 doustna
suplementacja L-seryny wydaje si¢ bezpieczna i skuteczna w spowalnianiu progresji
choroby [45,46]. Na dzien 18.08.2022 w bazie ClinicalTrials.gov, zarejestrowanych
jest 385 badan klinicznych chordb kregu CMT, w tym 103 aktywne badania rekrutujgce
pacjentow lub be¢dace przed rekrutacja (https: //clinicaltrials.gov/ct2/home).

Mimo wielu préb, do dzi§ nie zarejestrowano zadnego skutecznego leku
na zaburzenia zwigzane z chorobami krggu CMT. Niemniej jednak cztery zwiagzki
lecznicze, wpisano do wspdlnotowego rejestru sierocych produktéw leczniczych
we wskazaniu CMT (https://ec.europa.eu/health/documents/community-register/html
/reg_od_act.htm? sort=n). Jednakze pomimo duzej wiedzy o patogenezie molekularnej
mutacji niektorych genow np. PMP22, czy GJBl i rozpoczecia prac nad terapig
eksperymentalng, wiedza na temat patogenezy molekularnej mutacji innych genow

np. GDAP1 wcigz pozostaje ograniczona [36].

1.3 Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth wywolane mutacjami w genie
GDAP1

Choroby kregu CMT wywotane mutacjami w genie GDAP1 (CMT-GDAP1)
w zalezno$ci od sposobu dziedziczenia oraz szybkosci przewodzenia w nerwach
obwodowych, dzieli si¢ na kilka typow polineuropatii. Wyrdznia si¢ cztery typy
polineuropatii autosomalnych recesywnych: demielinizacyjng - CMT4A (AR), forme
posrednig - RI-CMTA (AR), aksonopatie recesywne - AR-CMT2K (AR), CMT2H (AR)
oraz polineuropatie dominujace - CMT2K (AD) [47]. Mutacje w genie GDAP1
dziedziczone w sposob autosomalny dominujgcy sg zwigzane ze stosunkowo tagodng
postacig choroby CMT (Rycina 1A), ktéra charakteryzuje si¢ poznym poczatkiem.
Mutacje genu GDAP1 dziedziczone w sposob autosomalny recesywny powoduja
zazwyczaj ciezkg forme¢ dziedzicznej polineuropatii, 0 wezesnym poczatku i prowadza
do niepetnosprawnosci ruchowej w pierwszej lub drugiej dekadzie zycia [47,48]
(Rycina 1B).
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Rycina 1. Obraz kliniczny choroby CMT spowodowanej mutacjami w genie GDAP1.
(A) Lagodna posta¢ choroby z widocznym wyszczupleniem migsni podudzi. (B) Cigzka postaé
choroby, w ktorej dochodzi do zaniku migs$ni konczyn gornych i dolnych. Pacjent zmuszony

jest do poruszania si¢ na wozku. Zmodyfikowano, Kabzinska i wsp., 2006 [49]; Kabzinska i wsp.,
2007 [50].

U pacjentdow dochodzi do zaniku i ostabienia mig$ni dystalnych konczyn gérnych
i dolnych oraz migéni proksymalnych. Pacjenci majg zaburzenia czucia oraz zaburzenia
autonomiczne. Oprocz znieksztalcenia stop ('pes cavus™), niekiedy dochodzi
do deformacji kregostupa (skoliozy). U niektérych chorych pojawia si¢ porazenie strun
glosowych. Znaczna liczba 0s6b jest zmuszona do poruszania si¢ na wozku, juz w wieku
mitodzienczym [29]. W zwigzku z tym choroba CMT-GDAP1 jest uznawana, jako jedna
z najciezszych polineuropatii uwarunkowanych genetycznie. Niestety, pomimo ponad
20 lat badan, wiedza na jej temat, obejmujgca naturalny przebieg choroby,
a takze patogeneze poszczegdlnych mutacji, jest niekompletna. Co wigcej, dostgpne dane
literaturowe sa niekiedy sprzeczne, co skutkuje tym, Ze wyznaczenie celow

do potencjalnej terapii eksperymentalnej jest znacznie utrudnione.
1.4 Gen GDAP1

Gen GDAP1 (ang., Ganglioside Induced Differentation Associated Protein 1)
po raz pierwszy zostat zidentyfikowany w 1999 roku, jako jeden z kilku genéw, ktorych
ekspresja wzrosta po transfekcji komorek mysiej linii komorkowej nerwiaka
niedojrzatego (Neuro2a), cDNA genu syntazy gangliozydu GD3, co prowadzi
do indukowanego gangliozydami roznicowania komoérek Neuro2a [51]. Gen GDAP1
Zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 8 pary (8g21), a jego sekwencja
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kodujaca sktada si¢ z 6 eksondéw. Ekspresja genu GDAP1 jest wyrazana w wielu
narzadach tj. mig$nie szkieletowe, serce, nerki, pecherz moczowy, gonady meskie
i zenskie, tchawica, ptuca, watroba, trzustka, jelito, szpik kostny, tarczyca, $ledziona,
grasica oraz mozg, w ktorym jest najwyzsza. GDAP1 wyrazany jest gidwnie w aksonach,
a takze komorkach Schwanna [52], (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000104381-
GDAP1/tissue). Dos¢ wysoki poziom GDAP1 zaobserwowano w liniach

nowotworowych réznego pochodzenia tkankowego [53].
1.5 Bialko GDAP1

Biatko GDAPI1 sklada si¢ z 356 reszt aminokwasowych. W jego strukturze
wyrézniono domeny, o sekwencji reszt aminokwasowych podobnej do sekwencji
S-transferazy glutationowej (GST), sa to domeny: GST-N oraz GST-C, oddzielone petla
alfa. Dodatkowo wyroznia si¢ proksymalng w stosunku do C-konca domeng
hydrofobowa (HD1) i C-koncowa domeng transbtonowa (TMD) (Ryc. 2). GDAP1
jest biatkiem  zlokalizowanym w zewngtrznej btonie mitochondrialnej [54]
oraz w strukturach MAMs (podobnie jak mitofuzyna 2) [55], a takze w miejscach
kontaktu bton pomigdzy mitochondriami i peroksysomami [56] oraz mitochondriami

I lizosomami [57].
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Rycina 2. Schemat przedstawiajacy uktad domen biatka GDAP1.

Ze wzgledu na fakt, ze wyniki analizy bioinformatycznej sugerowaty
podobienstwo sekwencji GDAP1 do sekwencji aminokwasowej S-transferaz
glutationowych (GST), na poczatku badan nad GDAPI1 analizowano jego zdolno$é¢
do przenoszenia glutationu na rdézne substraty [58,59]. Jednak dalsze badania
nie wykazaty zadnych dowodow na aktywnos¢ GDAPI1 zalezng od glutationu [54,60].
Dopiero po kilku latach, wykazano rolg GDAP1 w regulacji zawartosci glutationu
komorkowego (GSH), ktory jest czynnikiem chronigcym komorki przed stresem

oksydacyjnym [61]. Stwierdzono rowniez, ze poziom biatka GDAPI jest podwyzszony
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w komorkach nerwowych hipokampa myszy odpornych na stres oksydacyjny. Co wiecej,
w komorkach tych, jak i nerwach obwodowych w mysim modelu CMT-GDAPL,
nadekspresja GDAPL chroni przed endogennym stresem, spowodowanym niedoborem
glutationu, natomiast obnizenie poziomu GDAPI1 zwicksza wrazliwos¢ komorek

na glutation i powoduje stres oksydacyjny [61].

Dotychczasowe badania sugeruja udzial biatkka GDAP1 w dynamice
mitochondriow. Zaprezentowano GDAP1, jako biatko zaangazowane w proces
fragmentacji mitochondriow [28]. Wykazano, ze nadekspresja GDAP1 skutkuje wiekszg
liczbg mitochondriow ze wzgledu na zaindukowanie ich fragmentacji lub ze wzglgdu
na zaktocenie ich fuzji. Zmiany te nie wywotujg apoptozy, ale w efekcie zaburzajg
potencjal transbtonowy mitochondriow [28]. U Drosophila melanogaster obnizenie
poziomu GDAP1 powoduje fuzj¢ mitochondriow, co skutkuje obecnoscig wydtuzonych
mitochondriow W komorkach mieéni oraz siatkowki D. melanogaster. Po nadekspres;ji
genu GDAP1 mitochondria w komorkach siatkowki byty mniejsze [62]. Niemann i wsp.
(2009) wykazali, ze mutacje genu GDAP1, w zaleznosci od sposobu dziedziczenia roznig
si¢ wptywem na dynamik¢ mitochondriow i proces apoptozy [63]. Stwierdzono,
ze mutacje w genie GDAP1 dziedziczone w sposob autosomalny recesywny prowadza
do zmniejszonej aktywnosci biatka GDAP1 w procesie fragmentacji mitochondriow,
podczas gdy mutacje dziedziczone w sposob autosomalny dominujacy powoduja
zaktocenie fuzji mitochondrialnej, ze zwigkszong produkcja reaktywnych form tlenu

(ROS) i podatnoscig na bodzce apoptotyczne [63].

Innym istotnym odkryciem dotyczacym biatka GDAPI1, byt fakt,
ze jest on zlokalizowany w MAMs oraz oddziatuje z biatkami zwigzanymi z transportem
wewnatrzkomérkowym [55]. Lokalizacja GDAPI1 sugeruje, ze moze by¢ ono istotne
z punktu widzenia transportu jonéw wapnia (Ca?*) z ER do mitochondriéw, transportu
lipidow do mitochondridow, tworzenia autofagosomow oraz przezycia komorek.
Dotychczas pokazano, ze obnizenie poziomu GDAP1 prowadzi do zmian w obrebie sieci
mitochondrialnej, polegajacej na zmniejszeniu ilosci MAMS, a przez to ograniczeniu
whnikania Ca?* do mitochondriow w ludzkich komérkach nerwiaka niedojrzatego [55].
Nieprawidlowosci w utrzymaniu wewnatrzkomoérkowej homeostazy Ca®* zauwazono

takze w neuronach myszy pozbawionych genu GDAP1 [64].
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Bialko GDAP1 jest rowniez zaangazowane w transport mitochondriow
przez interakcj¢ z B-tubuling oraz innymi biatkami zwigzanymi z cytoszkieletem
i odpowiedzialnymi za transport np. GTPazg RAB6B. Wykazano, ze wplywa

ono na oddziatywanie mitochondriéw z mikrotubulami [64].

Oprocz roli zwigzanej z funkcjonowaniem mitochondriéw, biatkko GDAP1
odgrywa rolg W regulacji morfologii peroksysoméw. Pokazano, ze obnizenie poziomu
GDAP1 prowadzi do wydtuzenia peroksysomow, natomiast nadekspresja genu GDAP1
prowadzi do ich fragmentacji [65]. Ostatnie badania zaprezentowaty natomiast udziat
biatka GDAP1 w autofagii i dojrzewaniu lizosoméw [57,66]. Wykazano, ze GDAP1
oddzialuje z markerem lizosomalnym LAMP-1, przez co wigze mitochondria
z lizosomami. Wykazano, ze obnizenie poziomu GDAP1 powoduje zmiany w wygladzie
blon powstajacych pecherzykow autofagicznych, a takze lizosomoéw. Ogranicza
to procesy degradacji wewnatrzkomorkowej 1 w efekcie prowadzi to do nieprawidtowosci

w obrebie sieci mitochondrialnej [57,66].

Biatko GDAP1 moze rowniez uczestniczy¢ w odpowiedzi zapalnej organizmu.
Stwierdzono obecnos¢ markeréw stanu zapalnego w ukladzie nerwowym, zar6wno
w rdzeniu kregowym, jak i nerwie kulszowym w polineuropatii aksonalnej u myszy
GDAP1-/- [67]. Wykazano, ze brak GDAPI1 bierze udzial w regulacji procesow
zwigzanych z zapaleniem oraz powoduje znaczny wzrost mediatoréw stanu zapalnego
tj. TNFo. (ang., Tumor Necrosis Factor «) oraz pERK (ang., Phosphorylated
Extracellular Signal-Regulated Kinase), a takze biatek uktadu dopetniacza [67].

W modelu choroby CMT Danio rerio zwigzanym z mutacjami genu GDAP1,
opisano natomiast role biatka GDAP1 w rozwoju nerwow czuciowych oraz ruchowych
[68,69]. Wykazano, ze wyciszenie genu GDAP1 w zarodkach Danio rerio powoduje
zmniejszong gestos¢ wiokien nerwowych w nerwach czuciowych, bez widocznego
wplywu na morfologi¢ sieci mitochondrialnej w komoérkach skory zarodkoéw ryby [68].
Natomiast wczesniejsze badania na tym modelu wykazaly, ze aksony neuronow
ruchowych z zarodkéw Danio rerio pozbawionych GDAP1 charakteryzuja
si¢ nieprawidlowym wydtuzaniem i tworzeniem rozgatezien [69]. Wplyw GDAPI
narozwdj neurondéw zostal rowniez pokazany na przykladzie komorek Neuro2a

transfekowanych cDNA genu syntazy GD3 [51].
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Pomimo, ponad 20 lat badan nad funkcjg genu GDAP1 i kilku waznych odkry¢
dotyczacych GDAPL1 (Ryc. 3), do dzis$ nie sprecyzowano, co jest kluczowa (wiodaca) rola

biatka kodowanego przez ten gen.

1999 2002 2004 2005 2015 2021

Zidentyfikowanie Zaprezentowanie GDAPI jest Otrzymanie Repozycjonowanie
genu GDAPI. pierwszego modelu zZaangazowane w modelu choroby substancji
LiuH. iwsp., 1999 GDAPL. ufrzymanie CMT-GDAPI- chemicznych do
Marco A. iwsp., 2004 prawidlowej sieci myszy GDAP1-~. leczenia
mitochondrialnej.  Barneo-Munoz M. i wsp., 2015 CMT-GDAPI.

Niemann A. iwsp., 2005 Nuevo-Tapioles C.iwsp.,2021

Odkrycie GDAP1 nie Zaobserwowanie Pierwsze badania
pierwszych mutacji wykazuje zmian w TGN finkcjonalne GDAP1
w genie GDAPI. aktywnosci GST. wywolanych z wykorzystaniem
Baxter R.iwsp., 2002 Pedrola L. iwsp., 2005 mutacjami w genie ) ludzkich
Cuesta A. iwsp., 2002 GDAPI. indukowanych
Pierwsze pluripotencjalnych
repozycjonowanie komérek
substancji macierzystych.
chemicznych do Miressi F.iwsp., 2021
leczenia
CMT-GDAPI.

Binieda K. i wsp., 2021

Rycina 3. Os czasu (nie w skali) przedstawiajaca istotne osiggniecia w badaniach genu GDAPL.

Dodatkowo brak jest modelu zwierzgcego, ktory odtworzytby, cho¢ w pewnym
stopniu fenotypy pacjentow, co znacznie utrudnia dalsze badania. W zwigzku
Z powyzszym, w swojej pracy doktorskiej postanowitam pochyli¢ si¢ nad patogenno$cia
mutacji znajdowanych w genie GDAP1 oraz nad problemem poznania funkcji biatka

kodowanego przez ten gen.
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2. CELE PRACY

1. Charakterystyka ,tla genetycznego” towarzyszacego gléwnym patogennym
wariantom sekwencji genu GDAP1 u pacjentéw bedacych pod opiekg Zespotu
Choréb Nerwowo-Migsniowych IMDIK PAN. Identyfikacja wariantow sekwencji
w innych genach zaangazowanych w powstawanie choréb kregu CMT,

a takze proba oceny ich wptywu na fenotyp.

2. Proba opracowania modelu oceny patogenno$ci mutacji genu GDAP1 w oparciu

0 wybrane fenotypy molekularne i komérkowe.

3. Proba identyfikacji zaburzen molekularnych i komodrkowych wywotanych
przez mutacje genu GDAP1 w modelu in vitro choroby CMT spowodowanej
mutacjami w genie GDAP1 opartego na komoérkach ludzkich HelLa oraz SH-SY5Y,

w celu poszukiwania fenotypu komorkowego, jako biomarkera postepu choroby.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Pacjenci

Chorzy 1 cztonkowie ich rodzin (kierowani z roznych placowek ochrony zdrowia
w Polsce) zglaszali si¢ na konsultacje neurologiczne i genetyczne do Zespotu Chordb
Nerwowo — Migsniowych IMDiK PAN. Materialtem w badaniu byly probki DNA
uzyskane z limfocytow krwi obwodowej pacjentéw konsultowanych przez zespoét
lekarski (neurolog, internista, genetyk kliniczny) oraz zbankowane przez Zespdt Chorob
Nerwowo — Migéniowych IMDiK PAN. Sposrod pacjentow wybrano grupe rodzin,
u ktorych weczesniej zidentyfikowano gtowne patogenne mutacje w genie GDAPI,
dziedziczone w sposob zardwno autosomalny dominujacy (AD), jak i autosomalny
recesywny (AR). Badaniami objeto 14 pacjentow z 9 rodzin ze zidentyfikowanymi

wariantami patogennymi w genie GDAP1.:
€.715C>T, p.Leu239Phe - AR,
€.467C>G, p.Alal56Gly - AD,
€.664G>A, p.Glu222Lys - AD.

W tabeli 2 przedstawiono charakterystyke grupy badane;j:

Wiek
Gléwna
) . Sposéb ) wystapienia ]
Rodzina | Pacjent o ) mutacja ) Objawy dodatkowe
dziedziczenia pierwszych
patogenna
objawow
C.715C>T,
R1 11:6 AR 6r.z. -
p.Leu239Phe
€.715C>T,
R2 1:11 AR 21.2. -
p.Leu239Phe
-skolioza,
c.715C>T, -wiotkos$¢,
R3 Iv:7 AR 8r.z.
p.Leu239Phe -drzenie rak,
-objaw Babinskiego
€.715C>T,
R4 13 AR 6r.z. -
p.Leu239Phe
C.715C>T, -stopa konsko-szpotawa,
R5 11:6 AR 18 miesigcy o
p.Leu239Phe -demielinizacja,

33




-poruszanie si¢

na wozku
C.467C>G, -zaburzenia rytmu serca,
R6 11:8 AD 13 r.z )
p.Alal56Gly -objaw Raynauda
-arytmia przedsionkowa,
-skolioza klatki piersiowej,
€.467C>G, -rozszczep kregostupa,
R6 11:8 AD 9r1.2. b KregosTp
p.Alal56Gly -przykurcz $ciggien
Achillesa
-uposledzenie umystowe
-arytmia komorowa,
-nadcis$nienie
€.467C>G,
R6 119 AD 8r.2. -przykurcz $ciggien
p.Alal56Gly .
Achillesa,
-demielinizacja
c.467C>G, -drzenie rak,
R7 11:12 AD 18 r.z.
p.Alal56Gly -chrypka
C.664G>A,
R8 1:4 AD Po 50r.z. -
p.Glu222Lys
AR €.715C>T, 4
-wydrazenie stopy,
p.Leu239Phe v Py
R8 112 2r.z -przykurcz $ciggien
C.664G>A, .
AD Achillesa
p.Glu222Lys
C.715C>T,
AR
p.Leu239Phe -ostabienie sity mig$ni
R8 13 2r.7.
AD C.664G>A, drobnych rak
p.Glu222Lys
C.664G>A,
R9 1n:9 AD Po 50r.z. -
p.Glu222Lys
C.664G>A,
R9 1:11 AD Po 50r.z. -
p.Glu222Lys

Tabela 2. Charakterystyka grupy badanej. Symbol AD oznacza dziedziczenie autosomalne
dominujace, symbol AR oznacza dziedziczenie autosomalne recesywne, skrét r.z. - rok zycia.
Oznaczenia chorych (I11:6, I11: 11 itp.) znajduja si¢ w rodowodach na stronach 38-40.
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3.2 Szczepy bakteryjne

W pracy uzyto szczepu bakteryjnego Escherichia coli TOP10 (Thermo Fisher
Scientific).

3.3 Wektory plazmidowe

W tabeli 3 przedstawiono wektory plazmidowe stosowane w pracy:

cDNA ludzkiego
pCMV6-XL5-GDAP1 nieoznakowanego klonu OriGene
GDAP1

GDAP1 c.456delC,

pCMV6-XL5-GDAP1m1 0.Pro153Argfs*19 n.p.b.
GDAP1 ¢.980G>A,

pCMV6-XL5-GDAP1m2 0.Gly327Asp n.p.b.
GDAP1 ¢.652C>G,

pCMV6-XL5-GDAP1m3 0.GIn218Gu n.p.b.
GDAP1 c.664G>A,

pCMV6-XL5-GDAP1m4 0.GIu222Lys n.p.b.
GDAP1 c.715C>T,

pCMV6-XL5-GDAP1m5 0.Leu239Phe n.p.b.
GDAP1 ¢.368A>G,

pCMV6-XL5-GDAP1m6 0.His123Arg n.p.b.
GDAP1 c.467C>G,

pCMV6-XL5-GDAP1m8 0.Ala156Gly n.p.b.

pIRES2-AcGFP1 Wektor bicistronowy z GFP TAKARA Bio

pIRES2-AcGFP1-GDAP1 GDAP1WT n.p.b.
GDAP1 c.456delC,

pIRES2-AcGFP1-GDAP1m1 0 Prol53Argfs*19 n.p.b.
GDAP1 c.980G>A,

pIRES2-AcGFP1-GDAP1m2 0.Gly327Asp n.p.b.
GDAP1 ¢.652C>G,

pIRES2-AcGFP1-GDAP1m3 0.GIn218GIy n.p.b.
GDAP1 c.664G>A,

pIRES2-AcGFP1-GDAP1m4 0.GIu222Lys n.p.b.
GDAP1 c.715C>T,

pPIRES2-AcGFP1-GDAP1mS5 0.Leu239Phe n.p.b.
GDAP1 ¢.368A>G,

pIRES2-AcGFP1-GDAP1m6 0.His123Arg n.p.b.
GDAP1 c.467C>G,

pIRES-AcGFP1-GDAP1m8 0.Ala156Gly n.p.b.

Tabela 3. Plazmidy stosowane w pracy. Skrot n.p.b. - skonstruowane na potrzeby badan.
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3.4 Startery wykorzystywane w pracy

W tabeli 4 przedstawiono sekwencje starterow wykorzystywanych w pracy:

Nazwa startera Sekwencja startera 5°-3’
GDAP1riF CAGTGTGGAGGGAGAAGTC
GDAP1riR TAAGCCGGGATCATGGAGTC
GDAP1r2F AGAACACCCAGGTTAATGCC
GDAP1r2R GCTTTCCGTTTCCCCAGTTT
GDAP1r3F AGAAGAGGGCCAGCAACC
GDAP1r3R GGCAATCACAGGGTCTAGCT

Tabela 4. Startery stosowane w pracy.

W tabeli 5 przedstawiono sekwencje starterow wykorzystywanych w mutagenezie:

Nazwa startera

Sekwencja startera 5°-3’

GDAP1 _g980a_F

CACTCCTGCAAGCAAATCAACCACAAGGGTCGT

GDAP1_g980a_R

ACGACCCTTGTGGTTGATTTGCTTGCAGGAGTG

GDAP1_c458t_F

TTGTAGTTGCATAAGCCAGGATCATGGAGTCCACA

GDAP1_c458t R

TGTGGACTCCATGATCCTGGCTTATGCAACTACAA

GDAP1_c652g_F

CAATTCAGTTTCAACCTCATCCAAGACTTTCTCCAACTC

GDAP1_c652g_R

GAGTTGGAGAAAGTCTTGGATGAGGTTGAAACTGAATTG

GDAP1_g664a_F

TTCTTCATTTCTTCTTTGCAATTTAGTTTCAACCTGATCCAAG
ACTT

GDAP1_g664a_R

AAGTCTTGGATCAGGTTGAAACTAAATTGCAAAGAAGAAAT
GAAGAA

GDAP1_c715t F

GGATTCACCGCAGAACCAAGGTTGCTGGC

GDAP1_c715t R

GCCAGCAACCTTGGTTCTGCGGTGAATCC

GDAP1_a368g_F

GCAGCTCTCGGTAACGTTGTACCCGTGGG

GDAP1 a368g_R

CCCACGGGTACAACGTTACCGAGAGCTGC

GDAP1_c467g_F

TACGAATCCTTGTAGTTCCATAAGCCGGGATCATG

GDAP1_c467g_R

CATGATCCCGGCTTATGGAACTACAAGGATTCGTA

Tabela 5. Startery stosowane w mutagenezie.
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3.5 Linie komorkowe

Ekspresja genu GDAP1 poczatkowo zostala scharakteryzowana w linii
komorkowej wyizolowanej z mysich komoérek nerwiaka niedojrzatego (Neuro2a) [51].
Ze wzgledu na udziat biatka GDAP1 w patogenezie CMT oraz podobienstwo
pochodzenia z komoérkami linii Neuro2a, badania prowadzono z wykorzystaniem linii
komorkowej SH-SYS5Y (Sigma-Aldrich), pochodzacej z nerwiaka niedojrzatego
od czteroletniej dziewczynki chorujacej na nerwiaka niedojrzatego. Linia komoérkowa
SH-SY5Y jest wykorzystywana w badaniach neurobiologicznych od wielu lat [54,70,71].
Komorki linii SH-SYSY charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja endogennego genu
GDAP1, copozwolito na zaobserwowanie wynikoOw obnizenia ekspresji GDAPL.
Mozliwe byto rowniez zaobserwowanie efektow nadekspresji GDAP1 w komoérkach SH-
SYSY. Niestety, ze wzgledu na wysoka ekspresje endogennego genu GDAP1, nie bylo
mozliwe zaobserwowanie skutkow recesywnych mutacji genu GDAP1 w tej linii
komorkowej. W zwigzku z tym do dalszych eksperymentow wykorzystano szeroko
stosowang lini¢ komorkowa HeLa (ATCC), pochodzacg z komorek nabtonka raka szyjki
macicy uzyskanych w 1951 roku od 31-letniej Afroamerykanki Henrietty Lacks. Linia
komorkowa HeLa charakteryzuje si¢ niska ekspresja genu GDAPL i byta odpowiednim
modelem do analizy recesywnych mutantow genu GDAP1. Dotychczas, komorki HeLa

byly wykorzystywane w analizie r6znych mutantow genu GDAP1 [48,72,73].

3.6 Metody badawcze

3.6.1 Zebranie dokumentacji medycznej pacjentéw

Od pacjentéw bedacych pod opieka Zespotu Choréb Nerwowo — Migsniowych
IMDIK PAN, ze zidentyfikowanymi mutacjami w genie GDAP1, zebrano dokumentacje
medyczng, obejmujacg dane dotyczace stanu klinicznego chorych oraz pelne protokoty
badan elektrofizjologicznych. W badanych rodzinach zebrano wywiad 1 wykreslono
kilkupokoleniowe rodowody (Rycina 4). Wszyscy konsultowani w Zespole pacjenci
wyrazili $wiadoma zgod¢ na wykonanie badah genetycznych w ramach badan
naukowych. Wybrang grupg chorych zakwalifikowano do analizy sekwencjonowania
calego egzomu i analizowano dodatkowe warianty sekwencji w innych ,,genach CMT".
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Rycina 4. Rodowody grupy badanej. Kotkami oznaczono kobiety, kwadratami oznaczono
mezcezyzn, rab oznacza osobg o nieznanej pici, przekreslony symbol oznacza osobg zmarla, czarne
symbole oznaczaja osoby chore, strzatka wskazuje probanta, litera ,,P”” oznacza poronienie, cyfra
w kwadracie Iub kotku oznacza liczbe zdrowych oséb danej pici. Cyfry rzymskie oznaczajg
pokolenia, cyfry arabskie oznaczaja kolejne osoby w danym pokoleniu. Celem anonimizaciji
rodowodoéw zostaly one uproszczone tam, gdzie modyfikacja w rodowodzie nie niosta ze soba
zmiany merytorycznej.

3.6.2 Sekwencjonowanie calego egzomu

Sekwencjonowenie catego egzomu (ang., Whole Exome Sequencing, WES)
pacjentow przeprowadzono zgodnie z protokotem TruSeq Exome Enrichment Guide
firmy Illumina, uzywajac zestawu SureSelect Human All Exon 50 Mb (Agilent
Technologies). Zhybrydyzowane fragmenty zwigzano z kulkami streptawidyny,
natomiast niezhybrydyzowane fragmenty wyplukano. Nastepnie, biblioteke
zweryfikowano przy uzyciu Agilent 2100 Bioanalyzer i zsekwencjonowano za pomoca
HiSeq 2000 (Illumina) w Intelliseq LLC (Krakéw).

3.6.3 Analiza danych sekwencji egzomu

Odczyty sekwencji analizowano przy uzyciu algorytméw stosowanych
w Intelliseq LLC (Krakéw). Odczyty w formacie FASTQ uzyskane podczas
sekwencjonowania fragmentow kodujacych poréwnano do ludzkiego genomu
referencyjnego GRCh38 z uzyciem algorytmu BWA-MEM. Wynikowy plik BAM
poddano obrobce wedlug protokolu GATK 3.7 Best Practices z wykorzystaniem
oprogramowania GATK lub roéwnowaznego oprogramowania Sentieon. Odczyny
z duzym udzialem niedopasowanych zasad usuni¢to. Nastgpnie zidentyfikowane

warianty w formacie VCF annotowano przy uzyciu baz danych: HGMD
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(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php),  ClinVar  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
clinvar/), 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org/), ExAC
(http://exac.broadinstitute.org/), gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/), dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), MITOMAP (http://www.mitomap.org/
MITOMAP/), Human Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/) oraz GeneAtlas
(http://geneatlas.roslin.ed.ac.uk/). Zannotowany plik VCF poddano filtrowaniu
1 priorytetyzacji. Odfiltrowano warianty powszechne (przy maksymalnym progu
czestotliwosci 0,05) 1 o niskim wpltywie na produkt genowy. Finalng liste wariantow
walidowano z uzyciem programu Interactive Genome Viewer.

Do analizy wybrano 154 geny nazywajac je ,,genami CMT” (Tabela S5). Pod tym
pojeciem rozumiemy zarOwno geny zwigzane z czysta (ang., pure) polineuropatia CMT,
jak 1 geny zwigzane z wybranymi dziedzicznymi zespolami, w ktérych wystepuje
polineuropatia ~ obwodowa.  Dodatkowo  przeanalizowano  geny  zwigzane
z wystepowaniem objawow towarzyszacych (np. objawoéw kardiologicznych) w badanej

grupie pacjentow.
3.6.4 Opracowanie skali genotypowej i fenotypowej CMT-GDAP1

a) Sumaryczny efekt ,,sily” wariantéw sekwencji w ,,genach CMT”

Na potrzeby badan stworzono wewngtrzng skale genotypowa obejmujaca sposoby
dziedziczenia, uktady homozygotyczne i heterozygotyczne oraz patogenno$¢ wariantow
sekwencji uzyskang z bazy ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). Nastepnie

sumowano ,,site”” poszczegolnych wariantow. Postlugiwano si¢ nastgpujaca punktacja:
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Cechy poszczegolnych wariantow sekwencji
Liczba punktow
w ,,genach CMT?”
o ] Autosomalne dominujace 2 pkt.
Sposoby dziedziczenia
Autosomalne recesywne 1 pkt.
Homozygotyczn 2 pkt.
Uklad ygotyczny Y
Heterozygotyczny 1 pkt.
Lagodny 1 pkt.
Prawdopodobnie tagodny 1,5 pkt.
O nieznanym dziataniu 2 pkt.
Patogennos$¢ wariantow
Prawdopodobnie patogenny 2,5 pkt.
Patogenny 3 pkt.
Nieokreslony status patogennos$ci 1 pkt.

Tabela 6. Punktacja przypisana poszczegdlnym cechom wariantow sekwencji.

b) Fenotyp pacjentow

Roéwnoczesnie, niezaleznie, w celu analizy oraz poréwnania danych klinicznych
pacjentow cierpigcych na chorobe CMT-GDAP1, opracowano skale fenotypowa opartg
na opisach klinicznych pacjentow w dostepnych danych literaturowych. Na podstawie
badan elektrofizjologicznych oraz neurologicznych, a takze biorac pod uwage wiek
wystgpienia choroby oraz dodatkowe objawy stworzono skale fenotypow. Zdecydowano
o zastosowaniu wewnetrznej skali fenotypowej z uwagi na odmiennos¢ kliniczng choroby
CMT-GDAPI1. Powszechnie stosowane skale oceny fenotypu polineuropatii koncentruja
si¢ na chorobie CMT1A i nie pozwalaja uchwyci¢ odrebnosci klinicznych polineuropatii
CMT-GDAPL, czy CMT-MFN2 [74]. Podobnie, jak w przypadku skali genotypowej
i wtym przypadku, zsumowano punkty, zgodnie z nastgpujaca przyjeta przez nas

punktacja:
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Cechy fenotypu pacjentow z CMT

Liczba punktow

) przed 5 rokiem zycia 2 pkt.
Wiek wystapienia pierwszych
) miedzy 6, a 19 rokiem zycia 1 pkt.
objawow
powyzej 20 roku zycia 0,5 pkt.
Asymetryczny brak odruchow
0,5 pkt.
skokowych
Ostabione odruchy skokowe 0,25 pkt.
Symetryczny brak odruchow 1 pkt.
skokowych
Brak odruchéw kolanowych 1 pkt.
Brak odruchow w konczynach 1 pkt.
Badania elektorfizjologiczne gornych
i neurologiczne Ostabione odruchy kolanowe 0,5 pkt.
Zmniejszenie ztozonego
mig$niowego potencjatu 0,5 pkt.
czynnosciowego (CMAP)
Znaczne zmniejszenie CMAP 1 pkt.
Brak czuciowego potencjatu
2 pkt.
czynnosciowego nerwu (SNAP)
Zmniejszenie wartosci SNAP 1 pkt.
Wydrazenie stopy 1pkt.
Przykurcz $ciegna Achillesa 1 pkt.
) Ostabienie migéni dtoni 1 pkt.
Dodatkowe objawy __
Demielinizacja 2 pkt.
Pofatdowanie mieliny 1 pkt.
Poruszanie si¢ na wozku 1 pkt.

Tabela 7. Punktacja przypisana poszczegdlnym cechom fenotypu pacjentow.
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3.6.5 Wybor mutacji w genie GDAP1

Przeanalizowano siedem mutacji w genie GDAP1, wyselekcjonowanych

W oparciu o Kryteria:
1. Dziedziczenie mutacji:

- dziedziczenie autosomalne recesywne:

€.980G>A, p.Gly327Asp, ¢.715C>T, p.Leu239Phe

- dziedziczenie autosomalne dominujace:

€.652C>G, p.GIn218Glu, ¢.664G>A, p.Glu222Lys, ¢.368A>G, p.His123Arg, c.467C>G,
p.Alal56Gly

2. Czesto$¢ wystepowania mutacji w populacji: ¢.715C>T, p.Leu239Phe

3. Dostepnos¢ danych klinicznych pacjentow cierpiacych na chorobe CMT, zwigzang

Z okre$lonym typem mutacji.

Mutacja c¢.456delC, p.Prol53Argfs*19 nigdy nie zostata zidentyfikowana u zadnego
pacjenta z chorobg kregu CMT. Zostata uzyskana przez mutageneze i byta analizowana,
jako przyktad mutacji reprezentujgcej mutacje utraty funkcji (ang., loss off function)
biatka GDAPI.

3.6.6 Projektowanie starterow

Startery zaprojektowano przy uzyciu programu Primer 3 (https://primer3.ut.ee/).
Startery do mutagenezy zaprojektowano przy uzyciu programu QuickChange Primer

Design (Agilent) (https://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp).

3.6.7 Hodowla komérek bakteryjnych

3.6.7.1 Warunki hodowli bakteryjnych

W celu otrzymania pojedynczych kolonii bakterii, bakterie hodowano na podtozu
statym LB-agar z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku selekcyjnego — kanamycyna
(Thermo Fisher Scientific). Hodowlg prowadzono w temperaturze 37°C przez noc.

W celu uzyskania czystego DNA, ptynng pozywke LB, z dodatkiem kanamycyny,
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zaszczepiano pojedyncza kolonig bakterii (z plazmidowym DNA) i inkubowano,

z wytrzasaniem z predkoscia 250 rpm, w temperaturze 37°C przez noc.
3.6.7.2 Przygotowanie bakterii chemokompetentnych

Do 500 ml ptynnej pozywki LB dodano 100 ml catonocnej hodowli bakterii.
Nastepnie bakterie inkubowano, z wytrzasaniem z predkoscia 250 rpm, w temperaturze
37°C. Co 20 minut mierzono ODego (ang., Optical Density), do czasu, gdy gestosé
optyczna zawiesiny osiggneta warto$¢ z przedziatu 0,3-0,4. Po uzyskaniu odpowiedniego
OD, hodowlg bakteryjng inkubowano na lodzie przez 10 minut, po czym wirowano
w4°C, przez 10 minut z predkoscig 4000 x g. Osad bakteryjny zawieszono
w schtodzonym buforze CaCl, w objgtosci rownej 1/20 poczatkowej objetosci hodowli.
Nastepnie inkubowano przez 10 minut na lodzie, po czym powtdrnie wirowano. Komorki
zawieszono w roztworze CaCly z 15% glicerolem. Podzielono na porcje, zamrozono

w cieklym azocie i przechowywano w temperaturze -80°C.
3.6.7.3 Transformacja bakterii chemokompetentnych

Do zawiesiny komorek kompetentnych Escherichia coli TOP10 (Thermo Fisher
Scientific) dodawano 5 pl produktu ligacji. Inkubowano 30 minut na lodzie, po czym
ogrzewano 30 sekund w temperaturze 42°C. Nastepnie inkubowano 2 minuty na lodzie.
Do transformowanych komoérek dodawano 550-850 pl ptynnej pozywki LB 1 inkubowano
w temperaturze 37°C przez 1,5 godziny. Otrzymang zawiesing bakterii rozprowadzano
na szalkach ze stala pozywka LB zawierajaca kanamycyne¢. Szalki inkubowano

w temperaturze 37°C przez noc.
3.6.7.4 Mutageneza genu GDAP1 na plazmidzie pPCMV6-XL5

Przeprowadzono mutageneze genu GDAP1 w wektorze pCMV6-XL5 (OriGene
Technologies Inc., Rockville, MD, USA; SC317569). Mutagenez¢ mutacji w genie
GDAP1 (c.980G>A, p.Gly327Asp, ¢.458C>T, p.Prol153Leu, ¢.652C>G, p.GIn218Glu,
€.664G>A, p.Glu222Lys, c¢.715C>T, p.Leu239Phe, ¢.368A>G, p.His123Arg
oraz ¢.467C>G, p.Alal56Gly) przeprowadzono przy uzyciu zestawu Mut Express 11 Fast
Mutagenesis Kit V2 (Vazyme Biotech Co., Ltd.,), zgodnie z zaleceniami producenta,

po czym zweryfikowano poprzez sekwencjonowanie.
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3.6.7.5 Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Reakcj¢ PCR prowadzono z uzyciem polimerazy Taq (Thermo Fisher Scientific)
z dodatkiem starterow w buforze dostarczonym przez producenta. Reakcj¢ o ponizszym

sktadzie przeprowadzono w objetosci 12,5 ul:

Sklad mieszaniny reakcyjnej Objetosé
DNA 2 ul
Bufor do polimerazy Taq bez Mg?* 1,25 ul
MgCl, 0,75 pl
Mieszanina dNTP 0,25 ul
Starter F (10pmol) 0,20 ul
Starter R (10pmol) 0,20 ul
Polimeraza Taq 0,1 ul
H.0 7,75 ul

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjne;.

Warunki temperaturowe reakcji PCR przedstawiono w tabeli 9:

Etap reakcji PCR Warunki reakcji PCR
Wstepna denaturacja 95°C — 2 minuty
Denaturacja 95°C — 45 sekund}x35
Przytaczanie starterow 56-62°C — 45 sekund}x35
Elongacja 72°C — 1 minuta}x35
Koncowa elongacja 72°C — 7 minut
Chtodzenie 4°C — 20 godzin

Tabela 9. Profil termiczny reakcji.

3.6.7.6 Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

Fragmenty DNA poddano rozdziatowi elektroforetycznemu w 1% zZelu
agarozowym, w buforze 1 x TBE, przy statym napigciu 80 V. Jako znacznik wielkos$ci
uzywano GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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3.6.7.7 Oczyszczanie fragmentow DNA

Po rozdzieleniu w zelu agarozowym fragmentdow DNA, wycinano odpowiednie
prazki, a nastepnie izolowano DNA, przy uzyciu zestawu Gel Extraction Kit (Qiagen).
Produkty po reakcji PCR, oczyszczano za pomocg EPPIC (A&A Biotechnology).

3.6.7.8 Sekwencjonowanie DNA

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono przy uzyciu zestawu Bright — Dye™
Terminator (Nimagen), wedlug zalecen producenta. Rozdziat fragmentéw pozyskanych
po reakcji sekwencjonowania wykonano w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN. Otrzymane sekwencje
poréwnywano do sekwencji referencyjnych przy wuzyciu programu BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.6.7.9 Okreslenie stezenia DNA plazmidowego

Czysto$¢ 1 stezenie preparatbw DNA sprawdzano przez pomiar absorbancji
przy dtugosciach fal 260 nm oraz 280 nm, mierzonej przy uzyciu spektrofotometru DS-

11 (DeNovix).
3.6.7.10 Przeklonowanie mutantéw do wektora bicistronowego pIRES-AcGFP1

cDNA GDAP1 subklonowano z pCMVG6-XL5 do wektora pIRES2-AcGFP1
(TAKARA Bio) przy uzyciu enzymow Sacl 1 Sall (Thermo Fisher Scientific).

3.6.7.11 Ligacja fragmentow DNA

Ligacj¢ przeprowadzono z uzyciem zestawu Anza™ T4 DNA Ligase Master Mix
(Thermo Fisher Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta. Objeto$¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 20 pl. Reakcje prowadzono przez 15 minut w temperaturze

pokojowej.
3.6.7.12 Izolacja plazmidéw w malej skali

Pojedyncze kolonie bakterii (zawierajace pozadany plazmid) wyhodowane
na stalej pozywce LB przenoszono do 2 ml plynnej pozywki LB

zawierajgcej kanamycyne, po czym inkubowano, z wytrzasaniem z pr¢dkoscig 250 rpm,
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w temperaturze 37°C, przez noc. Izolacj¢ plazmidow w matej skali przeprowadzono
Zuzyciem gotowego zestawu odczynnikow Plasmid Mini (A&A Biotechnology),

zgodnie z zaleceniami producenta.
3.6.7.13 Izolacja plazmidéw w duzej skali

Izolacje plazmidéw w duzej skali prowadzono z uzyciem gotowego

zestawu odczynnikow EZgene (BIOMIGA), zgodnie z zaleceniami producenta.

3.6.8 Hodowla komérek ssaczych

Linie komérkowe hodowano na szalkach w odpowiedniej pozywce hodowlane;,

az do osiggniecia konfluencji.

Hodowla komorek SH-SY5Y

Lini¢ komorkowa SH-SY5Y prowadzono w temperaturze 37°C w warunkach
95% wilgotnosci 1 5% zawartosci CO2 na podtozu hodowlanym DMEM/F12 (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) z dodatkiem 10% plodowej surowicy
bydlecej (FBS, Thermo Fisher Scientific), 1% koktajlem niezbednych aminokwasow
(NEAA, Sigma-Aldrich), a takze antybiotykami (100 U/ml penicyliny i 100 ug/ml
streptomycyny, Thermo Fisher Scientific) i urydyng 10 mg/ml (Sigma-Aldrich).

Hodowla komorek HelLa

Lini¢ komorkowa Hel.a hodowano na pozywce Eagle w modyfikacji Dulbecco
(DMEM, GlutaMax, Thermo Fisher Scientific) z dodatkiem 10% plodowej surowicy
bydlecej (FBS, Thermo Fisher Scientific) oraz antybiotykami (100 U/ml penicyliny
1 100 pg/ml streptomycyny, Thermo Fisher Scientific) i urydyng 10 mg/ml (Sigma-

Aldrich) w temperaturze 37°C w warunkach 95% wilgotnosci i 5% zawartosci COx.

Komérki pasazowano, co 2-3 dni. W tym celu usuwano bufor hodowlany,
komorki przeptukiwano roztworem PBS 1 inkubowano w 0,25% roztworze trypsyny
(Sigma-Aldrich) z dodatkiem 0,53 mM EDTA. Po 4-5 minutach dodawano pozywke
hodowlana, zapobiegajac dzialaniu trypsyny. Zawiesing komoérek zbierano i wirowano
przez 3 minuty z predkoscia 200 x g. Supernatant usuwano, komorki zawieszano

w pozywce hodowlanej 1 wysiewano do dalszej hodowli.
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W celu dlugoterminowego przechowywania linii komoérkowych, po trypsynizacji
komorki wirowano, po czym zawieszano w pozywce DMEM z dodatkiem 20% FBS
i 10% DMSO. Komorki zamrazano w pojemniku mrozeniowym wypetnionym
izopropanolem. Nastgpnie probowki z zamrozonymi komoérkami umieszczano
w temperaturze -80°C, po czym, w celu dluzszego przechowywania, przenoszono

do ciektego azotu.
3.6.9 Transfekcja komorek ssaczych

Komorki linii SH-SY5Y oraz Hela transfekowano za pomoca wektora pIRES2-
ACGFP1 przy uzyciu odczynnika Viromer Red (Lipocalyx), zgodnie z zaleceniem
producenta ze standardowg skalg transfekcji. Nastepnie wymieniano medium 48 godzin
po transfekcji. Powstate transfektanty SH-SY5Y i HelLa hodowano w odpowiednich

podtozach hodowlanych z dodatkiem 500 pg/mL G418 (Lab Empire) przez 2 tygodnie.
3.6.10 Wyciszanie ekspresji genu GDAP1 za pomoca SiRNA

W celu wygenerowania linii komorkowej SH-SYSY z obnizong ekspresja genu
GDAP1, komoérki wysiewano na 24-dotkowe ptytki o konfluencji okoto 70-80%
I transfekowano przy uzyciu 1,6 pl siRNA (10 uM roztworu) (QIAGEN) na dotek
oraz Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific), zgodnie z zaleceniami producenta.
Klonalne linie komdrkowe testowano pod katem obnizenia ekspresji GDAP1 przy uzyciu

metody Western-blot.
3.6.11 Oznaczanie zywotnosci komorek

Zywotno$¢ komoérek SH-SY5Y oznaczano za pomocg barwienia przyzyciowego
bigkitem trypanu przy uzyciu automatycznego licznika komorek Coutess II (Invitrogen).
Komorki SH-SYSY zliczano i1 rozcienczano w celu uzyskania st¢zenia okoto 2M
komorek/ml. 10 pl 0,4% blekitu trypanu (Sigma-Aldrich) 1 10 pl zawiesiny komorek
mieszano i inkubowano okoto 3 minuty w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki
natychmiast umieszczano na jednorazowych szkietkach 1 automatycznie obliczano

procent zywych komorek.
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3.6.12 Oznaczanie wzglednych ilo$ci bialka metoda Western-blot

Przygotowanie lizatow komorkowych

Komoérki po trypsynizacji, ptukano roztworem PBS, po czym zalewano buforem
do lizy komorek Cell Lyss Buffer (Cell Signaling Technology) z 1 mM PMSF
oraz inhibitorem proteazy 1/200 v/v (Sigma-Aldrich). Po inkubacji na lodzie, probki
sonikowano w temperaturze 4°C i wirowano 20 minut przy 16000 x g w 4°C.
W powstatym supernatancie oznaczano st¢zenie biatka metodg Lowry’ego przy uzyciu
gotowego zestawu Modified Lowry Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific),
zgodnie z zaleceniami producenta. Do przygotowanych lizatow komorkowych dodawano
odpowiednig ilo$¢ czterokrotnie stezonego buforu obcigzajacego (pH 6,8) o sktadzie Tris-
HCI (0,5M), SDS (10%), merkaptoetanol (5%), glicerol (12,5%) biekit bromofenolowy

(0,1 %), po czym ogrzewano przez 5 minut w temperaturze 95°C.
Przygotowanie zeli poliakrylamidowych

Rozdzial elektroforetyczny bialek przeprowadzano =z uzyciem zeli

poliakrylamidowych:

a) rozdzielajgcego o sktadzie: Tris (1,5 M o pH 8,8) SDS (10%), nadsiarczan amonu (APS
10%), TEMED, a takze r6znej zawarto$ci akrylamid w zalezno$ci od masy czasteczkowe;j

analizowanych biatek
oraz

b) zageszczajacego o sktadzie: Tris (0,5 M o pH 6,8) SDS (10%), nadsiarczan amonu
(APS 10%), TEMED oraz akrylamid (5%).

Elektroforeza w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE), transfer na blone

nitrocelulozowq i immunodetekcja

Ekstrakty komorkowe zawierajgce okreslong ilos¢ biatka (25 pg) nanoszono
na studzienki w zelach poliakrylamidowych 1 rozdzielano metoda elektroforezy
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) w buforowanym roztworze do elektroforezy
o sktadzie: Tris (25 mM, pH 8,3), glicyna (192 mM) oraz 0,1% SDS przy staltym
natezeniu pragdu 80V przez 30 minut i 145 V przez 1 godzing. Kazdorazowo na zel

naktadano 5 pl biatkowego markera masy czasteczkowe;.
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Po zakonczonej elektroforezie dokonywano transferu biatek z zelu na membrane
nitrocelulozowa Amersham Protran (GE Healthcare BioSciences AB) o wielko$ci porow
0,45 pm uzywajac buforowanego roztworu do transferu sktadajacego si¢ z: Tris (25 mM),
glicyna (192mM), SDS oraz 20% metanol. Transfer prowadzono przy statym natezeniu
pradu 350 mA przez 1,5 godziny w 4°C. Po zakonczeniu transferu btong przeptukiwano
roztworem TBST: Tris (20mM, pH 7,6), NaCl (150mM), po czym blokowano w 5%
odtluszczonym mleku rozpuszczonym w TBST przez 1 godzing w temperaturze

pokojowej. Nastepnie blong inkubowano z pierwszorzedowymi przeciwciatami:
- kréliczym poliklonalnym anty-GDAP1 (Sigma-Aldrich), rozcienczonym 1:300,

- mysim monoklonalnym anty-GM130 (BD Transduction Laboratories), rozcienczonym
1:150,

- kréliczym poliklonalnym anty-TGN46 (Sigma-Aldrich), rozcienczonym 1:250,

- mysim monoklonalnym anty-VDACL1 (Santa Cruz), rozcienczonym 1:500,

- kréliczym poliklonalnym anty-NDUFS1 (Proteintech), rozcienczonym 1:500,

- mysim monoklonalnym anty-Bcl2 (Onoprotein), rozcienczonym 1:250,

- mysim poliklonalnym anty-Bcl-xI (Proteintech), rozcienczonym 1:1000,

- kréliczym poliklonalnym anty-Bax (Proteintech), rozcienczonym 0,15:1000,

- mysim monoklonalnym anty-Cytochrom c (Proteintech), rozcienczonym 1:20000,
- kréliczym poliklonalnym anty-PARP1 (Proteintech), rozcienczonym 1:1000,

- mysim monoklonalnym anty-Kaspaza-3 (Proteintech), rozcienczonym 1:2000,

przez noc w 4°C. Po tym czasie blon¢ plukano roztworem TBST i inkubowano
z odpowiednimi  drugorzgdowymi przeciwciatami, sprzezonymi z peroksydazg
chrzanowa: kozim antykroliczym 1gG (Sigma-Aldrich), oraz kréliczym antymysim 1gG
(Sigma-Aldrich), 30 minut w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji btong
ptukano w roztworze TBST i1 dokonywano wizualizacji sygnatu przy uzyciu zestawu

Western Bright Sirius (Western blotting detection kit, Advansta) oraz aparatu ChemiDoc.
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Analiza densytometryczna pozioméw bialek wykonana zostata z uzyciem
programu Image Lab 6.1 BIO-RAD. Poziomy biatek odnoszono do membran barwionych

Ponceau S.
3.6.13 Barwienie immunofluorescencyjne i mikroskopia konfokalna

Komoérki linii SH-SY5Y i HeLa hodowano na 12 mm szkietkach nakrywkowych.
Komorki utrwalono poprzez inkubacj¢ przez 15 minut w 4% formaldehydzie w PBS,
a nastgpnie permeabilizacj¢ przez 10 minut w 0,5% Triton-X w PBS oraz zablokowanie
przez 1 godzing w 0,1% Triton-X i 2% BSA w PBS. Szkietka inkubowano przez noc

Z pierwszorzedowymi przeciwciatami:

- mysim monoklonlnym anty-GM130 (BD Transduction Laboratories), rozcienczonym
1:40,

- kréliczym poliklonalnym anty-B4GALT3 (Proteintech), rozcienczonym 1:65,
- kréliczym poliklonalnym anty-GORASP2 (Proteintech), rozcienczonym 1:300,
- kréliczym poliklonalnym anty-TGN46 (Sigma-Aldrich), rozcienczonym 1:200.

Po przeptukaniu szkietka inkubowano z drugorzedowym przeciwcialem Alexa Fluor 546
skoniugowanym z kozim antykroliczym lub antymysim 1gG (Invitrogen) rozcieficzonym
1:500 przez 1 godzing. Nastepnie preparaty barwiono za pomoca DAPI (Thermo Fisher
Scientific) przez 15 minut, po czym osadzano/montowano w medium montazowym
(DAKO, Agilent). Komorki ogladano w mikroskopie konfokalnym LSM 780 Axio
Observer Z.1 (Zeiss, Oberkochen, Niemcy). Obrazy zostaly zebrane przy uzyciu
oprogramowania Zen 2012 black edition (Zeiss). Obserwacje mikroskopii konfokalnej
przeprowadzono ~w  Srodowiskowym  Laboratorium  Laserowych  Technik
Mikroskopowych ~ w  Instytucie Medycyny Doswiadczalnej 1  Klinicznej

im. M. Mossakowskiego PAN.
3.6.14 Transmisyjna mikroskopia elektronowa

Komérki utrwalano w 0,1 M buforze kakodylanowym (BDH Chemicals)
zawierajacym 2,5% glutaraldehyd i 2% paraformaldehyd przez 1 godzing w 4°C, po czym

ptukano w samym buforze kakodylanowmym 3 razy po 10 minut. Nastepnie komorki
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inkubowano w 2% czterotlenku osmu (Agar Scientific) w buforze kakodylanowym przez
1 godzing w temperaturze pokojowej. Ptukano woda dejonizowang 3 razy po 10 minut.
Odwadnianie przeprowadzono, inkubujac komorki we wzrastajgcych st¢zeniach etanolu
(50%, 70%, 90%, 95%, 100%). Podczas odwadniania przeprowadzono kontrastowanie:
roztwor 70% etanolu zawierat 2% octan uranylu (Serva). Nastepnie inkubowano komorki
w mieszaninie etanol:tlenek propylenu (Electron Microscopy Sciences) 1:1 oraz 1:2,
a ostatecznie w czystym (100%) tlenku propylenu. Zamiana etanolu na tlenek propylenu
spowodowana byla tym, ze zywica Epon (Serva) stabo rozpuszcza si¢ w etanolu.
W nastepnych krokach rozpoczeto przesycanie zywica Epon: najpierw inkubowano
komorki w roztworze tlenek propylenu:Epon 1:1, nastgpnie 1:2, a ostatecznie w czystym
Eponie. Po zakonczeniu etapu polimeryzacji w 60°C, bloczki z zatopionymi komoérkami
krojono na skrawki grubosci 70 nm, ktore zbierano na siatki miedziane TEM (Ted Pella
Inc.). Skrawki wykontrastowano octanem uranylu, a takze cytrynianem otowiu.
Obrazowanie przeprowadzono przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego
JEM 1400 przy 80 kV (JEOL Co., Tokio, Japonia) w Pracowni Mikroskopii Elektronowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

3.6.15 Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad
Prism (San Diego, CA, USA) (https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).
Do oceny istotno$ci statystycznej réznic migdzy poziomami bialek zastosowano
jednokierunkowa analiz¢ ANOVA z korekta Dunnetta, natomiast do oceny istotnosci
statystycznej roznic migdzy frakcjami komorek o wskazanych typach ultrastruktury
aparatu Golgiego uzyto jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Bonferroniego.
Wyniki przedstawiono, jako $rednie z trzech niezaleznych powtérzen +odchylenia
standardowe. Rdznice sg uwazane za istotne statystycznie, gdy pValue < 0,05 z *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4. WYNIKI
4.1 Tlo genetyczne choroby CMT-GDAP1

4.1.1 Analiza wariantéw sekwencji w innych ,,genach CMT” w grupie pacjentow
CMT-GDAP1

Nazwa choroba CMT-GDAP1 jest wspdolnym okresleniem, dla wszystkich
podtypow CMT z mutacjami W genie GDAP1. W rzeczywistosci jednak choroba CMT-
GDAP1 charakteryzuje si¢ szerokim spektrum fenotypow. Prawdopodobnym
wytlumaczeniem tego moze by¢ oddziatywanie genéw. Aby zweryfikowac te hipoteze
trzeba okresli¢ ,,tho genetyczne”. W celu zbadania wptywu ,,tla genetycznego™ na obraz
Kliniczny u wytypowanych 14 pacjentéw z 9 rodzin konsultowanych w Zespole Chorob
Nerwowo - Migsniowych IMDiK PAN, ze zidentyfikowanymi gldéwnymi patogennymi
wariantami genu GDAPL: c¢.715C>T, p.Leu239Phe, c.467C>G, p.Alal56Gly
oraz c.664G>A, p.Glu222Lys, przeprowadzono analize sekwencjonowania egzomu.
Okreslono warianty sekwencji wybranych ,,genéw CMT” u badanych osob (Tabela S5).
W kolejnym etapie opracowano dwie skale. Pierwszg skale opartg na zebranych w bazach
danych informacjach na temat wariantoéw sekwencji, dotyczacg ,,sity” poszczegolnych
wariantow sekwencji w genach zaangazowanych w choroby kregu CMT (skala
genotypowa) oraz drugg, obejmujacg dane kliniczne pacjentéw cierpigcych na chorobe
CMT-GDAPL1 (skala fenotypowa). Nastepnie, poprzez poréwnanie dwoch skal mozna
bylo oszacowal, czy wystepuje korelacja genotypu z fenotypem w badanej grupie
pacjentow. W zalozeniu istnienie korelacji pomigdzy skalami $wiadczy o wplywie

,.tta genetycznego” na obraz kliniczny.

Po przeprowadzeniu sekwencjonowania (WES), stwierdzono obecnosc¢
dodatkowych rzadkich wariantow sekwencji w innych genach zaangazowanych
w patogenezg chorob kregu Charcot-Marie-Tooth (Tabele S1-S4). Po zsumowaniu
punktacji przypisanej dla poszczegélnych wariantow zgodnie z punktacjg opisang
wrozdziale ,,Materialy i metody”, uzyskano sumaryczny, liczbowy, szacunkowy opis
efektow wariantow sekwencji w ,,genach CMT” u badanych chorych (Rycina 5).
Przyktadowo, u pacjentéw z Rodziny 9 (R9,II1:9 i R9,III:11), oprocz mutacji patogennej
w genie GDAPL1 c.664G>A, p.Glu222Lys dodatkowo zidentyfikowano obecnos¢ dwoch,
takich samych wariantow sekwencji w ,,genach CMT” (Tabela S3). W zwiazku z tym
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chorzy uzyskali takg samg liczbg punktéw (Rycina 5). W przeciwienstwie do pacjentow
z Rodziny 9, u pacjentéw z Rodziny 8 (R8,II:4; R8,III:2 oraz R8,III:3) zaobserwowano
zmienno$¢ wewnagtrzrodzinng. U pacjenta R8,I11:3 oprocz dwoch mutacji w genie
GDAP1 (c.715C>T, p.Leu239Phe oraz c.664G>A, p.Glu222Lys) zidentyfikowano
2 dodatkowe warianty sekwencji, natomiast u jego siostry, pacjentki R8,111:2 oprocz
dwoch mutacji w genie GDAP1 (c.715C>T, p.Leu239Phe oraz c.664G>A, p.Glu222Lys)
wykryto az 5 dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT” (Tabela S4),
co spowodowato, ze uzyskali oni inng liczbe punktow (Rycina 5). Zmiennos$¢

wewnatrzrodzinng zaobserwowano takze w Rodzinie 6 (Tabela S2).
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Rycina 5. Sumaryczny efekt ,,sity” wariantow sekwencji okreslonej za pomoca skali genotypowe;j
w ,,genach CMT” w badanej grupie pacjentow.

W grupie badanych pacjentéw zidentyfikowano s$rednio 3,6 dodatkowych
rzadkich wariantow sekwencji w ,,genach CMT”. Wsrod pacjentow z gtdéwng patogenng
mutacjg €.715C>T, p.Leu239Phe wykryto srednio 2,4 warianty sekwencji w ,,genach
CMT”, z mutacjg €c.467C>G, p.Alal56Gly wykryto $rednio 4,75 warianty sekwencji
w ,.genach CMT”, natomiast z mutacjg C.664G>A, p.Glu222Lys wykryto s$rednio
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2 warianty w sekwencji w ,,genach CMT”. U pacjentéw z dwoma mutacjami w genie
GDAP1 ¢.715C>T, p.Leu239Phe oraz c.664G>A, p.Glu222Lys wystgpowato $rednio
4,6 warianty sekwencji w genach, zaangazowanych w patogenezg chorob kregu Charcot-
Marie-Tooth (Rycina 6). Co ciekawe, u pacjentdw z mutacjami patogennymi w genie
GDAP1 dziedziczonymi w sposob autosomalny dominujacy zidentyfikowano srednio
dwa razy wigcej dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT” w poréwnaniu

do pacjentow z mutacjami dziedziczonymi w sposob autosomalny recesywny.

= c.715C>T. p.Leu239Phe
u c.467C>G, p.Alal56Gly
u ¢.664 G>A, p.Glu222Lys

¢.715C>T, p.Leu239Phe + ¢.664 G=A, p.Glu222Lys

Rycina 6. Graficzne przedstawienie $redniej liczby wariantow sekwencji w ,,genach CMT”
W badanej grupie pacjentow.

4.1.2 Analiza fenotypow pacjentéw CMT-GDAP1

Badang grupe pacjentow przeanalizowano pod wzgledem fenotypow tj. objawow
Klinicznych. W celu poréownania objawow klinicznych chorych na CMT-GDAP1
stworzono skale fenotypowa, oparta na wynikach badan eletrofizjologicznych
oraz neurologicznych, z uwzglednieniem wieku wystgpienia choroby, a takze obecnos$ci
dodatkowych objawow, co opisano w rozdziale ,Materialy 1 metody”.

Ponizej przedstawiono charakterystyke pacjentow CMT-GDAP1 (Tabela 9).
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Wiek
Gléwna )
) ) Sposob ) wystapienia Objawy Suma
Rodzina | Pacjent o ] mutacja ]
dziedziczenia pierwszych dodatkowe | punktow
patogenna
objawow
.715C>T,
R1 I1:6 AR 6r1.2. - 5
p.Leu239Phe
.715C>T,
R2 111 AR 2r.z. - b.d.
p.Leu239Phe
-skolioza,
-wiotkos$¢,
€.715C>T,
R3 1V:7 AR 8r.2. -drzenie rak, 8,5
p.Leu239Phe )
-objaw
Babinskiego
C.715C>T,
R4 13 AR 617 - 3
p.Leu239Phe
-stopa konsko-
szpotawa,
C.715C>T, .
R5 1.6 AR 18 miesiecy | -demielinizacja, 12
p.Leu239Phe o
-poruszanie Sig
na wozku
-zaburzenia
c.467C>G, rytmu serca,
R6 11:8 AD 13 r.2. _ 6
p.Alal56Gly -objaw
Raynauda
-arytmia
przedsionkowa,
-skolioza
-rozszczep
c.467C>G, kregostupa,
R6 11:8 AD 9r.z. 10,25
p.Alal56Gly -przykurcz
$ciggien
Achillesa
-uposledzenie
umystowe
-arytmia
komorowa,
c.467C>G, -nadci$nienie
R6 11:9 AD 8r.z. 7,5
p.Alal56Gly -przykurcz
$ciggien
Achillesa,
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-demielinizacja
c.467C>G, -drzenie rak,
R7 112 AD 18 r.z. 7,25
p.Alal56Gly -chrypka
C.664G>A,
R8 I:4 AD Po 50 r.z. - 15
p.Glu222Lys
€.715C>T, -wydrazenie
AR
p.Leu239Phe stopy,
R8 11:2 2r.z. -przykurcz 10
C.664G>A,
AD Sciggien
p.Glu222Lys .
Achillesa
€.715C>T,
AR
p.Leu239Phe -oslabienie
R8 1n:3 2r.z. 7
C.664G>A, mig$ni dtoni
AD
p.Glu222Lys
C.664G>A,
R9 119 AD Po 50r.z. - 4
p.Glu222Lys
C.664G>A,
R9 111 AD Po 50r.z. - 2,25
p.Glu222Lys

Tabela 10. Charakterystyka fenotypow pacjentow z gtéwnymi mutacjami w genie GDAP1.

Po zsumowaniu punktacji przypisanej dla poszczegoélnych danych dotyczacych
obrazu klinicznego pacjentdéw uzyskano sumaryczny, liczbowy, szacunkowy opis
fenotypow badanych pacjentow cierpigcych na chorobg kregu Charcot-Marie-Tooth
(Rycina 7). Pacjenci z najci¢zszymi fenotypami i/lub z najszerszym spektrum objawow
dodatkowych uzyskali najwyzszg liczbg punktow. Pacjent z Rodziny 2 (R2,I11:11) — brak
danych klinicznych.
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Rycina 7. Nasilenie fenotypu choroby oceniane przy uzyciu skali fenotypowej pacjentow CMT-
GDAP1.

4.1.3 Korelacja genotyp-fenotyp pacjentow CMT-GDAP1

W celu analizy korelacji genotypowo — fenotypowej pacjentow objetych
badaniem ztozono dwie opracowane skale — genotypowa i fenotypowa. Wykazano,
ze pacjenci z najcigzszymi fenotypami i/lub z najszerszym spektrum objawow
dodatkowych posiadali odpowiednio dodatkowe warianty sekwencji w ,,genach CMT”
(Rycina 8). Wyrdzniono trzy grupy pacjentow, o tagodnym, umiarkowanym i cigzkim
fenotypie (Rycina 8). Interesujaca jest duza zmienno$¢ genotypowo-fenotypowa u dwoch
rodzin, u ktérych zidentyfikowano gtowna patogenng mutacje €.664G>A, p.Glu222Lys.
W Rodzinie 8, u rodzenstwa w podobnym wieku obserwujemy ciezki przebieg kliniczny
choroby, na co sktada si¢ w duzej mierze wystgpienie drugiej mutacji patogennej
€.715C>T, p.Leu239Phe dziedziczonej recesywnie, jednak z réznicami w fenotypie
pacjentow. W Rodzinie 9 natomiast rodzenstwo charakteryzuje si¢ bardzo podobnym,
niezwykle tagodnym fenotypem. Co ciekawe, w Rodzinie 8 choroba CMT-GDAP1

jest dziedziczona w sposob ztozony, autosomalnie dominujgcy wspoétistniejacy
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zrecesywnym, a w Rodzinie 9 w sposob autosomalny dominujacy. Analiza WES
wykazata, ze najci¢zej chora pacjentka z Rodziny 8 (R8,111:2) ma najwigcej, az piec
dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT”. U znacznie tagodniej chorujacego
jej brata (R8,111:3) zidentyfikowano tylko dwa dodatkowe warianty sekwencji w ,,genach
CMT”. W przypadku Rodziny 9 obcigzenie genetyczne jest znacznie mniejsze i zardwno
u chorego (R9,111:9), jak i jego siostry (R9,111:11) wykryto takie same, dwa dodatkowe
warianty sekwencji w analizowanych genach. Innym przyktadem korelacji genotypowo-
fenotypowej jest Rodzina 6, w ktoérej zidentyfikowano gléwng mutacje patogenng
€.467C>G, p.Alal56Gly. U najcigzej chorego pacjenta z tej rodziny (R6,111:8) wykryto,
az sze$¢ dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT”. Natomiast u jego brata
(R6,II1:9) oraz matki (R6, II:8), chorujacych lzej, niz pacjent R6,I11:8, zidentyfikowano

odpowiednio 3 i 4 dodatkowe warianty sekwencji w ,,genach CMT”.

Poréwnanie wynikéw uzyskanych za pomoca skali genotypowej i fenotypowej
wskazuje na istnienie tendencji i sugeruje, ze ,,tto genetyczne” wptywa na obraz kliniczny
choroby, tj. im pacjenci sg ,,0barczeni” wigksza liczbg dodatkowych mutacji w ,,genach
CMT”, poza mutacjami w genie GDAP1, tym choroba ma ci¢zszy przebieg kliniczny.
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Rycina 8. Zestawienie wynikow uzyskanych za pomoca skali genotypowej i fenotypowej
obrazujacych wptyw wariantow sekwencji w ,,genach CMT” (zaznaczone na niebiesko) na obraz
Kliniczny u badanych pacjentow (zaznaczone na zielono) z zaznaczeniem grupy pacjentow
0 tagodnym (pomaranczowa ramka), umiarkowanym (czerwona ramka) i cigzkim (bordowa
ramka) fenotypie.

4.2 Wpltyw wybranych mutacji genu GDAP1 na komorki linii SH-SY5Y

oraz HelLa

4.2.1 Wplyw poziomu bialka GDAP1 na morfologi¢ mitochondriéw oraz aparatu
Golgiego w komorkach SH-SY5Y

Funkcja molekularna biatka GDAP1 nie jest znana. W celu identyfikacji procesow
komodrkowych zaktoconych przez mutacje genu GDAP1 uzyto modeli in vitro choroby
CMT-GDAPL1 opartego na liniach komorkowych SH-SY5Y (pochodzacej z ludzkiego
nerwiaka zarodkowego) oraz HelLa (pochodzacej z raka nabtonka szyjki macicy).
Wymienione linie komérkowe transfekowano wektorem z cDNA genu GDAP1 typu
dzikiego oraz z poszczego6lnymi mutacjami genu GDAPL: ¢.456delC, p.Pro153Argfs*19;
€.980G>A, p.Gly327Asp; ¢.652C>G, p.GIn218Glu; c.664G>A, p.Glu222Lys; c.715C>T,
p.Leu239Phe; c.368A>G, p.His123Arg; c.467C>G, p.Alal56Gly. W dalszej czeSci
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pracy, w celu uproszczenia zapisu, do opisu mutacji zastosowano nazewnictwo oparte

na zapisie biatkowym.

W celu zmniejszenia ekspresji GDAP1 wyciszono jego ekspresje za pomoca
SiRNA w komorkach linii SH-SY5Y. Sprawdzono efektywno$¢ wyciszenia metoda
Western-blot. Analiza wykazata, ze 24 godziny po transfekcji siRNA poziom biatka
GDAPI1 byl znacznie obnizony w poréwnaniu z kontrolg. Obnizenie poziomu GDAP1
nadal mozna bylo obserwowaé, chociaz nizsze 48 godzin po transfekcji.
Mozna tez zauwazy¢, ze nadekspresja GDAPL byta bardzo skuteczna tzn., uzyskano
bardzo wysoki poziom biatka GDAP1 (Rycina 9A).
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Rycina 9. Wptyw poziomu biatka GDAP1 na morfologi¢ mitochondriow i aparatu Golgiego
w komorkach SH-SY5Y. (A) Poziom biatka GDAP1 po 24 i 48 godzinach od obnizenia ekspresji
genu GDAP1 za pomocg siRNA oraz po nadprodukcji GDAP1 w komoérkach SH-SY5Y. Analiza
Western-blot catkowitych ekstraktow komorkowych z uzyciem przeciwciata anty-GDAP1L. (B)
Morfologia mitochondriow w komorkach z nadekspresja GDAP1 w komorkach SH-SY5Y. Skala
2um. (C) Ilosciowe okre$lenie wynikow z panelu B. (D) Morfologia aparatu Golgiego
po obnizeniu ekspresji genu GDAP1 w komoérkach SH-SY5Y. Skala 500nm. Zmodyfikowano,
Binigda i wsp., 2021 [75].
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Za pomoca transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) zbadano wptyw zmian
poziomu biatka GDAP1 na struktur¢ organelli komorkowych. W zwiazku z tym
ze weczesnie] wykazano, ze GDAP1 bierze udziat w utrzymaniu morfologii
mitochondriow [28] analizowano przede wszystkim ultrastrukture mitochondriow.
Jednakze zaobserwowano rowniez zmiany w ultrastrukturze aparatu Golgiego.
Poczatkowo, obserwowano ogdlny wyglad tych organelli w komoérce ze zmienionymi
poziomami GDAPL. Rycina 9B pokazuje, ze nadekspresja GDAP1 wplywa na rozmiar
i ksztalt mitochondriow. W komorkach z nadekspresja GDAPL, mitochondria
W przewazajacej ilosci byly mniejsze i bardziej okragle w porownaniu z mitochondriami
komorek kontrolnych. Nie zaobserwowano wptywu obnizenia ekspresji genu GDAP1

na ultrastrukture mitochondriow (Rycina 9B).

Analiza obrazow wykonanych za pomocg TEM wykazata, ze nawet czgSciowe
obnizenie ekspresji GDAP1 spowodowato zmiany w ultrastrukturze aparatu Golgiego.
Cysterny aparatu Golgiego miaty bardziej nieregularny ksztalt, a zakonczenia stosow

cystern aparatu Golgiego wykazywaty wigksza gestos¢ (Rycina 9D).

Analiza TEM linii komorkowej SH-SYSY zasugerowata, ze biatko GDAPI1
moze wplywac na strukture 1 funkcje aparatu Golgiego.

4.2.2 Wplyw wybranych wariantéw genu GDAPl na poziom bialka GDAP1

w komorkach HeLa

W zwigzku z tym, ze wyniki poprzedniego eksperymentu wskazywaty
na zaangazowanie GDAP1 w utrzymanie struktury aparatu Golgiego, wysunig¢to
hipotezg, ze patogenne skutki mutacji genu GDAP1 moga przynajmniej czesciowo,
wynika¢ z funkcjonowania tej organelli. W celu sprawdzenia wysunigtej hipotezy
zbadano wplyw poszczegdlnych wariantow sekwencji genu GDAP1 na morfologig
aparatu Golgiego. Linia komorkowa SH-SYS5Y charakteryzuje si¢ wysoka ekspresja
endogennego genu GDAP1, co spowodowato, ze niemozliwe byly do zaobserwowania
skutki recesywnych wariantow sekwencji genu GDAPL. Bioragc to pod uwage,
do dalszych eksperymentéw wykorzystano lini¢ komoérkowa Hela, ktora byla
juz wezesniej uzywana w badaniach nad genem GDAP1 [48,72,73]. Przeanalizowano
wplyw szesciu mutacji genu GDAP1 (p.Gly327Asp, p.Prol53Argfs*19, p.GIn218Glu,
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p.Glu222Lys, p.Leu239Phe, p.His123Arg) (Rycina 10), wyselekcjonowanych w oparciu

o kryteria opisane w rozdziale ,,Materiaty i Metody”.

His123Arg GIn218Glu

2
Glu222Lys AD
105 166 312 318 340

GST-C W | [ ™D C

| i
Pro153Argfs*19 GluZZZ[w AR
Leu239Phe GIy327Asp

Rycina 10. Schemat przedstawiajacy uktad domen biatka GDAPI1 z zaznaczeniem wariantow
GDAPI1 i uwzglednieniem sposobu dziedziczenia wariantow sekwencji genu GDAPL:
autosomalnie dominujacego (AD) — gorna cze$¢ schematu oraz autosomalnie recesywnego (AR)
— dolna czg$¢ schematu. Zmodyfikowano, Binieda i wsp., 2021 [75].

W celu sprawdzenia wplywu ekspresji wybranych alleli genu GDAP1
w komorkach HeLa, przeanalizowano poziomy zmutowanych biatek GDAPI.
Zaobserwowano, ze transfekcja samym wektorem ([-]), badz wektorem zawierajagcym
cDNA genu GDAPL1 typu dzikiego ([GDAP1]) lub z mutacjami (p.Pro153Argfs*19,
p.GIn218Glu, p.Leu239Phe) spowodowata wyrazne obnizenie poziomu GDAP1
(Rycina 11). Natomiast, po transfekcji komoérek cDNA GDAP1 p.Gly327Asp,
p.Glu222Lys oraz p.His123Arg poziom biatka GDAP1 wzrést (Rycina 11).
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Rycina 11. Wptyw ekspresji roznych alleli genu GDAP1 w komodrkach HeLa na poziom biatka
GDAP1. Analiza Western-blot catkowitych ekstraktow komoérkowych z nietransfekowanych
komorek HeLa (Sciezka pierwsza od lewej), transfekowanych pustym wektorem ([-])
oraz wektorem zawierajacym poszczegélne warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciata anty-
GDAPL. Ponizej przedstawiono membrang wybarwiong Ponceau S, z uwidocznionymi biatkami
w poszczegolnych Sciezkach (potwierdzajaca rowne ilosci biatek w Sciezkach). Zmodyfikowano,
Binieda i wsp., 2021 [75].

Biorgc pod uwage powyzsze obserwacje, stwierdzono, ze warianty sekwencji

genu GDAP1 mozna podzieli¢ na dwie grupy:

1. Obejmujgca warianty sekwencji skutkujagce tym samym efektem,
ktory jest obserwowany w przypadku wprowadzenia na wektorze cDNA
GDAP1 typu dzikiego (obnizenie ekspresji GDAPL).

2. Obejmujgca warianty, ktorych wprowadzenie na wektorze cDNA GDAP1
skutkuje podwyzszeniem poziomu biatka GDAPI.

4.2.3 Wplyw obnizenia poziomu bialka GDAP1 na morfologi¢ aparatu Golgiego

w komorkach HeLa

Wykazano, ze wprowadzenie cDNA GDAP1 typu dzikiego oraz z niektorymi
mutacjami (p.Pro153Argfs*19, p.GIn218Glu, p.Leu239Phe) genu GDAP1 w komoérkach
HeLa prowadzi do obnizenia poziomu biatka GDAP1. W zwigzku z tym sprawdzono,
czy podobnie jak w przypadku komoérek pochodzacych z nerwiaka zarodkowego
SH-SY5Y, obnizony poziom biatka GDAP1 w linii komérkowej HeLa spowoduje

zmiany w morfologii aparatu Golgiego.
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Analiza TEM wykazala, ze w zaledwie okoto 20% komorek kontrolnych Hela,
aparat Golgiego mial prawidlowa morfologie, a w okoto 50% tych komorek
zaobserwowano zmieniong morfologi¢ aparatu Golgiego (Rycina 12A), ktory przybierat
forme cystern i pecherzykow (typ I). Zaobserwowano roéwniez komorki, w ktorych aparat
Golgiego byl widoczny wylacznie w formie pecherzykow (typ I1I). W komorkach
transfekowanych wektorem z cONA GDAP1 z mutacja p.Leu239Phe, w ktérych poziom
biatka GDAPI ulegt obnizeniu, liczba komorek z widocznymi cysternami (niezmieniony
i zmieniony typ 1) zmniejszyta si¢, podczas gdy liczba komorek, w ktorych aparat

Golgiego przybrat posta¢ pecherzykoéw (typ 1), wzrosta (Rycina 12A 1 B).

widtowa morfologia
8K

[0 Kontrola
B [GDAPI-Gly327A4sp)
B [GDAPI-Leu239Phe]

Ilo$¢ komorek [%]
N
o
|

0
Prawidlowa morfologia  Typ | Typ 11

Rycina 12. Wplyw zmutowanych alleli genu GDAP1 na morfologi¢ aparatu Golgiego
w komoérkach HeLa. (A) Morfologia aparatu Golgiego uwidoczniona za pomocg TEM
w nietransfekowanych komoérkach HelLa (Kontrola) oraz komorkach HeLa transfekowanych
wektorem zawierajacym mutacje p.Gly327Glu oraz p.Leu239Phe. Przyktady struktur aparatu
Golgiego zaobserwowanych w komorkach HelLa. Groty strzalek wskazujg cysterny aparatu
Golgiego. Skala 750 nm. (B) Ilo$¢ komorek, (jako procent zliczonych komorek) ze wskazanymi
typami ultrastruktury aparatu Golgiego. Przeprowadzono analizg statystyczna danych z trzech
niezaleznych eksperymentéw z zastosowaniem jednokierunkowej analizy ANOVA i korekta
Bonferroniego: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Zmodyfikowano, Bini¢gda
i wsp., 2021 [75].
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Komoérki transfekowane wektorem z cDNA GDAP1 p.Glu327Asp, w ktorych
obserwowany byl podwyzszony poziom GDAPI1, rowniez wykazywaly zmieniong
morfologi¢ aparatu Golgiego. Zmiany te byly niewielkic w poréwnaniu ze zmianami
obserwowanymi w komorkach z mutacjg p.Leu239Phe. Transfekcja komorek wektorem
z mutacja p.Glu327Asp spowodowata niewielki wzrost liczby komorek, w ktorych aparat
Golgiego przybrat posta¢ pecherzykow (Rycina 12).

4.2.4 Wplyw obnizenia poziomu bialka GDAP1 na zmiany w postranslacyjnych
modyfikacjach bialka TGN46

W zwigzku z wplywem obnizenia poziomu biatka GDAP1 na morfologi¢ aparatu
Golgiego w komodrkach Hela, sprawdzono czy zmiany struktury aparatu Golgiego
wyrazaja si¢ rowniez, jako zmiany w poziomach lub modyfikacjach biatek aparatu
Golgiego. Poczatkowo, przeanalizowano poziomy biatek charakterystycznych
dla subkompartmentow cis, medial i trans aparatu Golgiego. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie zmian w poziomie markera subkomparmentu cis aparatu Golgiego —
GM130 (ang., Golgi Matrix Protein, 130 kDa). Ze wzglgdu na problemy, z jakoscig
przeciwcial anty-GORASP2 oraz anty-B4GALT3 nie bylo mozliwe wykonanie
odpowiedniej ilosci powtdrzen do wykonania analiz statystycznych. Jednak wstgpne
obserwacje zasugerowaly, ze w przypadku biatek GORASP2 oraz B4GALT3 réwniez
nie wystepuja réznice w ich poziomie. Analiza Western-blot wykazata zmiany we wzorze
prazkow rozdziatu elektroforetycznego biatka czesci trans aparatu Golgiego — TGN46

(Rycina 13), co moze $wiadczy¢ o zmienionym wzorze modyfikacji biatka TGN46.
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Rycina 13. Poziom biatka GDAP1 koreluje ze zmianami we wzorze modyfikacji biatka TGN46.
Analiza Western-blot catkowitych ekstraktow komorkowych z nietransfekowanych komorek
HeLa (Sciezka pierwsza od lewej), transfekowanych pustym wektorem ([-]) oraz wektorem
niosagcym poszczeg6élne warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciat anty-GDAP1, anty-
GM130, anty-GORASP2, anty-B4GALT3 oraz anty-TGN46. Analiza Western-blot z uzyciem
przeciwciata anty-GM130 stanowi kontrole ilosci analizowanych biatek w poszczegdlnych
sciezkach. Czarna strzalka wskazuje niedojrzate biatko TGN46, szara strzatka wskazuje dojrzala,
zmodyfikowang forme biatka TGN46. Zmodyfikowano, Binigda i wsp., 2021 [75].

TGN46 (ang. Trans Golgi network protein, 46 kDa) jest integralnym biatkiem
btonowym sieci trans aparatu Golgiego, ktore krazy migdzy TGN, a blong plazmatyczna,
powracajgc przez endosomy. TGN46 jest silnie glikozylowanym biatkiem, ktore ma kilka
form rozdzielajacych si¢ podczas elektroforezy i w analizie Western-blot uwidacznia
si¢ w postaci kilku prazkéw. Formy o masie >110 kDa reprezentuja dojrzale sialowane

biatko TGN46 [76].

Analiza Western-blot catkowitych ekstraktow komorkowych wykazata,
ze wprowadzenie na wektorze cDNA GDAP1 typu dzikiego oraz z niektorymi mutacjami
genu GDAP1 (p.Pro153Argfs*19, p.GIn218Glu, p.Leu239Phe) spowodowato obnizenie
poziomu biatka GDAP1. Korelowalo to ze zmiang wzorca postranslacyjnej modyfikacji
biatka TGN46. W komorkach transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 typu
dzikiego oraz z mutacjami p.Prol53Argfs*19, p.GIn218Glu i p.Leu239Phe,
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biatko TGN46 uwidocznito si¢ w formie 70 kDa, a formy o masie >110 kDa
nie zaobserwowano (Rycina 13).

Powyzsze obserwacje sugeruja, ze zmniejszenie poziomu biatka GDAP1 wplywa
na niektore procesy zachodzace w aparacie Golgiego, co potwierdzaja zmiany dotyczace
dojrzewania biatka TGN46 lub ze GDAP1 wywiera wplyw wybidrczo na modyfikacje
biatka TGN46.

425 Wplyw mutacji GDAP1l p.Leu239Phe na lokalizacje bialka TGN46

w komoérkach HeLa

Postranslacyjna modyfikacja biatlek reguluje ich aktywno$¢, stabilno$¢
oraz lokalizacj¢. Jak opisano w poprzednim podrozdziale, komérki HeLa o obnizonym
poziomie biatka GDAP1 wykazywaty zmiany w dojrzewaniu biatka TGN46. W zwiazku
z tym sprawdzono, czy te zmiany wplywaja rowniez na lokalizacje biatka TGN46
w komodrkach HelLa transfekowanych wektorem z dwoma wybranymi mutacjami
p.Leu239Phe i p.Gly327Asp genu GDAPL, réznie wplywajacymi na poziom biatka
GDAP1 (skutkujacy obnizonym lub podwyzszonym poziomem biatka GDAP1).

W celu wizualizacji morfologii aparatu Golgiego poddano immunobarwieniu
biatka GM130 (cis), GORASP2 (medial), BAGALT3 oraz TGN46 (TGN). Nastepnie,
lokalizacje komoérkowa tych bialek obserwowano metodg mikroskopii konfokalnej.
W komorkach kontrolnych HelLa wszystkie obserwowane biatka: GM130, GORASP2,
B4GALT3 oraz TGN46 byly w strukturach w poblizu jednego bieguna jadra
komorkowego. Podobng lokalizacje tych biatek obserwowano w komorkach
transfekowanych wektorem z cDNA GDAP1 z mutacja p.Gly327Asp. W przeciwienstwie
do tego, w komorkach transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 z mutacja
p.Leu239Phe, lokalizacja biatkka TGN46 byta zmieniona. Bialko to obserwowano
w strukturach rozciagajacych si¢ od jadra komorki w kierunku peryferycznym komorki
(Rycina 14).
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Kontrola [GDAPI-Gly327Asp] [GDAPI-Leu239Phe]

GM130

10 pm

10 um

GORASP2

10 pm 10 um

B4GALT3

10 pm 10 pm 10 pm

TGN46

10 pm

10 pm 10 um

Rycina 14. Lokalizacja biatka TGN46 jest zmieniona w komoérkach HeLa z mutacja GDAP1
p.Leu239Phe. Na obrazach z mikroskopu konfokalnego widoczna jest lokalizacja biatek GM 130,
GORASP2, B4GALT3 oraz TGN46 w kontrolnych komodrkach HeLa oraz komorkach HeLa
z mutacjami p.Gly327Asp, a takze p.Leu239Phe. Wszystkie biatka uwidoczniono metoda
immunofluorescencji posredniej. DNA jadrowe wybarwiono DAPI. Sygnat czerwony wskazuje
poszczegodlne biatka, sygnat niebieski wskazuje jadra komoérek. Zmodyfikowano, Binigda i wsp.,
2021 [75].

Nieprawidtowa lokalizacja biatka TGN46 moze by¢ konsekwencja zmienionej

modyfikacji postranslacyjnej biatka TGN46 badz odwrotnie, zmieniona lokalizacja

biatka TGN46 moze by¢ przyczyng zmian W jego postranslacyjnej modyfikacji.
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4.2.6 Wplyw wybranych mutacji genu GDAP1 na ksztalt komérek Hel a

W zwiazku z tym, ze w poprzednich eksperymentach wykazano, ze niektore
zmutacji genu GDAP1l zmieniaja modyfikacje potranslacyjne biatka TGN46
oraz jego lokalizacje w komorce, postanowiono sprawdzi¢, jak jeszcze mutacje genu
GDAP1 wptywaja na komorki Hela. Podczas prowadzenia standardowej hodowli
komorkowej, zaobserwowano, ze wprowadzenie do komorek wektora z cDNA GDAP1
Z niektorymi mutacjami, skutkowalo zmiang ich ksztattu. Komorki transfekowane
wektorem z cDNA genu GDAP1 typu dzikiego oraz z mutacjami p.Prol53Argfs*19,
p.GIn218Glu, a takze p.Leu239Phe byly pogrubiale w poréownaniu z komorkami
kontrolnymi (nietransfekowanymi) oraz komérkami transfekowanymi wektorem z cDNA
GDAP1 z mutacjami p.Gly327Asp, p.Glu222Lys, a takze p.His123Arg (Rycina 15).

Zaobserwowano zwigzek pomiedzy zmiang ksztattu komoérek, a poziomem biatka
GDAP1 w transfekowanych komoérkach HeLa. W komodrkach HeLa z dodatkowa kopia
genu GDAP1 oraz transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 zawierajacym
mutacje: p.Prol53Argfs*19, p.GIn218Glu oraz p.Leu239Phe (zmieniony ksztalt
komorek), poziom biatkka GDAP1 byl obnizony w stosunku do komorek
nietransfekowanych (kontrola) (Rycina 16). W przeciwienstwie do tego, komorki
transfekowane wektorem z cDNA genu GDAP1 zawierajacym mutacje p.Gly327Asp,
p.Glu222Lys oraz p.His123Arg, charakteryzujace si¢ prawidlowym ksztattem komorek,
mialy podwyzszony poziom bialkka GDAP1 w stosunku do poziomu w komorkach

kontrolnych (Rycina 16).
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[GDAPI-Prol534rgfs*19]

Rycina  15. Zmiana
ksztattu komorek HeLa
transfekowanych
wektorem z cDNA genu
GDAP1 typu dzikiego
(nadekspresja ~ GDAP1)
oraz z mutacjami
p.Pro153Argfs*19,
p.GIn218Glu, a takze
p.Leu239Phe. Groty
strzalek wskazuja komorki
o zmienionym ksztalcie
(pogrubiate). Komorki
uwidoczniono w kontrascie
fazowym, obiektyw 40 x
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[GDAPI-Prol33Argfs*19]
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[GDAPI-GIn218Glu]
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Rycina 16. Poziom biatka GDAP1 w transfekowanych komorkach HeLa. Analiza Western-blot
calkowitych ekstraktéw komorkowych z nietransfekowanych komorek HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosacym poszczegélne warianty genu GDAPL z uzyciem
przeciwciata anty-GDAPL. Stosunek poziomu GDAP1 obliczony na podstawie analizy
densytometrycznej poziomu biatka GDAP1 w nietransfekowanych komorkach HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosagcym poszczegdlne warianty genu GDAPL. Wyniki
wyrazono w odniesieniu kontroli i przedstawiono, jako $rednie z trzech niezaleznych powtorzen
+/- odchylenia standardowe. Istotnos$¢ statystyczng okre§lono za pomoca jednokierunkowe;j
analizy ANOVA z korektg Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.2.7 Wpltyw wybranych mutacji genu GDAP1 na poziom wybranych bialek
mitochondrialnych w komérkach HeLa

Poprzednie eksperymenty wykazaty, ze w przypadku niektérych mutacji genu
GDAP1 dochodzi do zmiany ksztaltu komorek. Co wigcej, w komodrkach linii SH-SYSY
z nadekspresja genu GDAP1, mitochondria byly mniejsze oraz bardziej okragle
W porownaniu z mitochondriami komoérek kontrolnych (podrozdziat 4.2.1; Rycina 9).
Obserwacja ta jest zgodna z dostgpnymi danymi literaturowymi [28,77],
w ktorych pokazano, zmian¢ morfologii mitochondriow w kierunku ich coraz wigkszej
fragmentacji wraz z uplywem czasu od transfekcji GDAP1. Zaobserwowano tez wptyw
mutacji punktowych GDAP1 na zdolnos¢ do indukcji fragmentacji mitochondriow.
W pracy Niemann i wspotautoréw (2005) stwierdzono rowniez, ze pofragmentowaniu
mitochondriow w komodrkach COS-7 na skutek ekspresji dodatkowej kopii GDAP1
nie towarzyszy utrata potencjatu btony mitochondrialnej, ani wyptyw cytochromu ¢
z mitochondriéw do cytoplazmy. We wspomnianej pracy autorzy nie testowali wptywu
mutacji genu GDAP1 na funkcjonowanie mitochondriow, a tylko na ich morfologie.
Jednakze nie wyklucza to, ze w przypadku nieprawidlowo funkcjonujacego biatka
GDAPI1, na skutek transfekcji komorek zmutowanym CDNA genu GDAP1,
moze dochodzi¢ do zmian w funkcjonowaniu mitochondriow, a w konsekwencji
do zaindukowania procesu apoptozy w komodrkach. W zwigzku z tym postanowiono
zbada¢ poziom biatek NDUFS1 (ang., NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit
S1), VDACL1 (ang., Voltage-dependent anion-selective channel 1) oraz Bcl2 (ang., B-cell
CLL/lymphoma 2) w transfekowanych komoérakch HeLa.

NDUFSI jest biatkiem wewngtrznej blony mitochondrialnej 1 nalezy do rodziny
biatek NDUFS bedacych podjednostkami kompleksu | dehydrogenazy NADH. NDUFS1
jest najwigkszym biatkiem tego kompleksu (75 kDa) i ma aktywno$¢ dehydrogenazy
NADH oraz aktywno$¢ oksydoreduktazy. Bialko to przenosi elektrony z NADH
do tancucha oddechowego, przez co jest zaangazowane W oddychanie mitochondrialne.
NDUFSI zostato opisane, jako substrat kaspaz podczas apoptozy [78]. W zwigzku z tym
jego obnizony poziom moglby $wiadczy¢ o zaindukowaniu procesu apoptozy. Biatko
VDACI tworzy kanal jonowy bramkowany napigciem zlokalizowany w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej. VDACI1 reguluje potencjat btonowy mitochondriow

oraz kontroluje wytwarzanie reaktywnych form tlenu (ang., Reactive Oxygen Species,
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ROS), a takze uwalnianie cytochromu c, przez co jest zaangazowany w regulacje
apoptozy [79]. Natomiast biatko Bcl2 (ang., B-cell CLL/lymphoma 2) jest biatkiem
zlokalizowanym w zewnetrznej blonie mitochondrialnej 1 siateczce $rodplazmatyczne;.
Jest to biatko antyapoptotyczne, tzn., hamuje apoptoze przez zapobieganie tworzeniu
si¢ porow w Dblonie mitochondrialnej, a co za tym idzie, zapobiega uwalnianiu
si¢ cytochromu c oraz czynnika indukujacego apoptoze (ang., Apoptosis Inducing Factor,
AIF) z mitochondriow. Spadek poziomu biatka Bcl2 w stosunku do poziomu bialek

proapoptotycznych swiadczy¢ moze o zapoczatkowanym procesie apoptozy [80].

Poziom wspomnianych bialek w ekstraktach z komoérek HelLa z dodatkowymi
kopiami genu GDAP1 oszacowano na podstawie analizy Western-blot. Analiza
ta wykazata, ze poziom biatkka NDUFS1 nie zmienil si¢ istotnie statystycznie
w przypadku komorek z ekspresja poszczegdlnych wariantow genu GDAP1
W porownaniu do poziomu biatka NDUFS1 w komorkach kontrolnych linii komorkowe;j
HelLa (Rycina 17). Natomiast poziom biatka VDACI ulegt podwyzszeniu w przypadku
komorek transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 z mutacjami
p.Prol53Argfs*19, p.GIn218Glu, p.Leu239Phe w poréwnaniu z jego poziomem
w komorkach kontrolnych oraz transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 typu
dzikiego oraz z mutacjami p.Gly327Asp, p.Glu222Lys i p.His123Arg (Rycina 18).
Badania wykazaly rowniez, znaczne obnizenie poziomu biatka Bcl2 w komodrkach
transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 typu dzikiego oraz z mutacjami
p.Prol53Argfs*19, p.GIn218Glu i p.Leu239Phe w poroéwnaniu do jego poziomu
w komorkach kontrolnych oraz transfekowanych wektorem niosagcym mutacje:
p.Gly327Asp, p.Glu222Lys i p.His123Arg. W komorkach tych poziom biatka Bcl2
wzrost (Rycina 19).
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Rycina 17. Poziom biatka NDUFS1 w transfekowanych komorkach HeLa. Analiza Western-blot
calkowitych ekstraktéw komorkowych z nietransfekowanych komorek HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosagcym poszczegélne warianty genu GDAPL1 z uzyciem
przeciwciata anty-NDUFS1. Stosunek poziomu NDUFS1 obliczony na podstawie analizy
densytometrycznej poziomu biatka NDUFS1 w nietransfekowanych komaérkach HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosagcym poszczegdlne warianty genu GDAPL. Wyniki
wyrazono W odniesieniu do kontroli i przedstawiono, jako $rednie z trzech niezaleznych
powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczng okreslono za pomoca
jednokierunkowej analizy ANOVA z korektg Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Rycina 18. Poziom biatka VDAC1 w transfekowanych komérkach HeLa. Analiza Western-blot
calkowitych ekstraktéw komorkowych z nietransfekowanych komorek HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosacym poszczegdlne warianty genu GDAPL z uzyciem
przeciwciata anty-VDACL. Stosunek poziomu VDACL obliczony na podstawie analizy
densytometrycznej poziomu biatka VDACI1 w nietransfekowanych komorkach HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosagcym poszczegdlne warianty genu GDAPL. Wyniki
wyrazono w odniesieniu kontroli i przedstawiono, jako srednie z trzech niezaleznych powtorzen
+/- odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczna okre§lono za pomoca jednokierunkowej
analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Rycina 19. Poziom biatka Bcl2 w transfekowanych komorkach HeLa. Analiza Western-blot
calkowitych ekstraktéw komorkowych z nietransfekowanych komorek HeLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosagcym poszczegélne warianty genu GDAPL1 z uzyciem
przeciwciata anty-Bcl2. Stosunek poziomu Bcl2 obliczony na podstawie analizy
densytometrycznej poziomu biatka Bcl2 w nietransfekowanych komoérkach HelLa (Kontrola)
oraz transfekowanych wektorem niosagcym poszczegélne warianty genu GDAP1.Wyniki
wyrazono w odniesieniu do kontroli i przedstawiono, jako $rednie z trzech niezaleznych
powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczng okreSlono za pomocy
jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Przedstawione wyniki sugeruja istnienie zwigzku pomig¢dzy poziomem biatek
GDAP1, VDACL1 i Bcl2, a zmiang ksztaltu komorek HeLa (Rycina 13). Komoérki HeLa,
w ktorych na skutek transfekcji wektorem z cDNA genu GDAP1 typu dzikiego
lub z mutacjami p.Pro153Argfs*19, p.GIn218Glu i p.Leu239Phe, poziom biatka Bcl2
ulegt obnizeniu, a poziom VDACI1 podwyzszeniu (Rycina 19), miaty zmieniony ksztalt,
byty ,,rozpulchnione” (Rycina 15). Biorgc pod uwagg antyapoptotyczny charakter biatka
Bcl2, nasuneto sie pytanie, czy w komorkach na skutek obnizenia poziomu biatka
GDAPI1 dochodzi do obnizenia poziomu biatka Bcl2, a w konsekwencji do zmian

ich ksztattu, jako przejawu apoptozy.
4.2.8 Czy wybrane mutacje genu GDAP1 powoduja apoptoze komérek SH-SY5Y?

Zmiany ksztattu komorek HeLa korelujace ze wzrostem poziomu biatka VDACI,
przy jednoczesnym spadku poziomu biatka Bcl2 mozna wytlumaczy¢ dwojako. Komorki
te weszly na drogg apoptozy ze wzglgdu na nizszy poziom Bcl2 lub obserwowane zmiany

sg przejawem jakiego$ innego procesu.

Z analizy obrazéw komorek SH-SYSY wykonanych metoda mikroskopii
elektronowej wiemy, ze badane przez nas komorki z nadekspresja GDAP1, jak i jego
wyciszeniem nie wykazywaly cech charakterystycznych dla apoptozy, nie obserwowano
fragmentacji jadra, podobnie jak nie zaobserwowano tego w komoérkach COS-7 [28].
Jednakze nie mozna bylo wykluczy¢, ze zmiany poziomu biatek VDACI oraz Bcl2
w transfekowanych komorkach HelLa mogg by¢ zwigzane z procesem apoptozy. Biorac
to pod uwage oraz to, ze podczas neurodegeneracji zwigzane] z chorobami
neurologicznymi, $mier¢ komorki zwykle wystepuje w wyniku apoptozy, wysuni¢to
hipotezg, ze niektore z mutacji genu GDAPl moga powodowaé apoptoze
transfekowanych komorek i1 postanowiono ja zweryfikowaé. W celu weryfikacji
hipotezy, ocenie poddano poziom markerow apoptozy tj. biatek z rodziny Bcl2 tj., Bcl2,
Bcl-xl (ang., B-cell lymphoma-extra large), Bax (ang., Bcl2 Associated X), a takze innych

biatek tj., cytochromu c, kaspazy-3 i PARP1 (ang., Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1).

Ze wzgledu na podobienstwo pochodzenia linii komoérkowej SH-SY5Y
z komorkami Neuro2a, w ktérych poczatkowo scharakteryzowano ekspresje genu
GDAP1 oraz to, ze linia ta jest powszechnie wykorzystywana w badaniach

neurobiologicznych od wielu lat, dalsze eksperymenty przeprowadzono na linii
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komorkowej SH-SY5Y. Do badan, ze wzgledu na obecnos¢ wysokiego poziomu
endogennego biatka GDAPI1, wybrano mutacje, ktore u pacjentow dziedzicza
si¢ W sposob  autosomalny dominujacy: ¢.652C>G, p.GIn218Glu; ¢.664G>A,
p.Glu222Lys, ¢.368A>G, p.His123Arg i c.467C>G, p.Alal56Gly, dalej w tekscie

opisywane nomenklaturg mutacji na poziomie biatkowym.

W celu sprawdzenia wptywu wybranych mutacji genu GDAP1 na komoérki SH-
SY5Y poczatkowo przeanalizowano poziomy zmutowanego biatka GDAPIL.
Zaobserwowano, ze transfekcja wektorem zawierajagcym GDAP1 typu dzikiego
skutkowata wysokim poziomem biatka GDAP1. W zwigzku z tym, sprawdzono,
jak transfekcja wektorem zawierajacym poszczegdlne mutacje genu GDAP1 wplywa
na poziom biatka GDAPI1. Ilo$¢ biatka GDAPI1 analizowano w poréwnaniu do ilo$ci
biatka po transfekcji komorek wektorem zawierajagcym GDAP1 typu dzikiego. Poziom
biatka GDAP1 w komorkach po transfekcji pustym wektorem nie roznit si¢ od poziomu
biatka GDAP1 w komorkach nietransfekowanych (dane niepokazane). Ekstrakty
biatkowe uzyskane z badanych komodrek poddano analizie Western-blot. Analiza
ta wykazata, ze transfekcja pustym wektorem oraz niosagcym CDNA genu GDAP1
z mutacjami p.GIn218Glu, p.Glu222Lys, p.Hisl23Arg i p.Alal56Gly skutkowata
znacznie obnizonym poziomem biatka GDAP1 w poréwnaniu do poziomu biatka GDAP1
po nadekspresji GDAP1 (Rycina 20). Najnizszy poziom biatka GDAP1 zaobserwowano
w komorkach SH-SY5Y transfekowanych wektorem z cDNA genu GDAP1 z mutacja
p.Glu222Lys (Rycina 20).
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Rycina 20. Poziom biatka GDAP1 w transfekowanych komérkach SH-SY5Y. Analiza Western-
blot catkowitych ekstraktow komorkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem
zawierajacym GDAPI typu dzikiego ([GDAPL]) oraz wektorem zawierajacym poszczegdlne
warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciata anty-GDAPL. Stosunek poziomu GDAP1
obliczony na podstawie analizy densytometrycznej poziomu biatka GDAP1 w komodrkach SH-
SY5Y transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego
([GDAP1]) oraz wektorem zawierajgcym poszczegdlne warianty genu GDAPL. Wyniki wyrazono
w odniesieniu do [GDAP1] i przedstawiono, jako $rednie z trzech niezaleznych powtorzen +/-
odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczna okreslono za pomoca jednokierunkowej analizy
ANOVA z korektg Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Zmodyfikowano, Kabzinska
i wsp., 2022 [81].
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W zwigzku z tym, Ze zaobserwowano inne poziomy biatka GDAP1 po transfekcji
komorek wektorem z poszczegdlnymi mutantami GDAP1 w liniach komérkowych HelLa
oraz SH-SY5Y, analizie poddano poziom biatka VDACT1 w linii komérkowej SH-SY5Y,
po transfekcji komoérek pustym wektorem oraz wektorami zawierajacymi CONA GDAP1
typu dzikiego lub z mutacjami p.GIn218Glu, p.Glu222Lys, p.His123Arg i p.Alal56Gly.
Ekstrakty biatkowe uzyskane z badanych komoérek poddano analizie Western-blot.
Analiza ta nie wykazata istotnych statystycznie réznic w poziomie biatka VDACI
we wszystkich badanych ekstraktach w porownaniu do poziomu tego biatka
w komoérkach po transfekcji pustym wektorem pIRES ([-]), stanowigcym kontrolg
(Rycina 21). Pomimo braku réznic w poziomie biatka VDAC1 we wszystkich badanych
ekstraktach komorkowych, nie znaczy to, ze nie dochodzi w tych komorkach
do zaindukowania procesu apoptozy, gdyz biatko VDAC1 jest regulowane na kilka
sposobow  tj., aktywowane/ dezaktywowane na skutek roznych modyfikacji
postranslacyjnych, czy przez oddzialywanie z innymi biatkami [82].
Dlatego tez przeprowadzono analiz¢ poziomu innych biatek zwigzanych z procesem

apoptozy.
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Rycina 21. Poziom biatka VDAC1 w transfekowanych komoérkach SH-SY5Y. Analiza Western-
blot catkowitych ekstraktow komorkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem
zawierajacym GDAPI1 typu dzikiego ([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym poszczegolne
warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciata anty-VDAC1. Stosunek poziomu VDAC1
obliczony na podstawie analizy densytometrycznej poziomu biatka VDAC1 w komoérkach SH-
SYS5Y transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajagcym GDAPI1 typu dzikiego
([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym poszczegolne warianty genu GDAP1. Wyniki wyrazono
w odniesieniu do poziomu biatka po transfekcji komoérek pustym wektorem i przedstawiono,
jako srednie z trzech niezaleznych powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczng
okreslono za pomoca jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Biatka z rodziny Bcl2 ze wzgledu na ich budowe i peinione funkcje dzieli
si¢ na biatka antyapoptotyczne np. Bcl2, Bcl-xI oraz proapoptotyczne np. Bad, Bax.
Biatka Bcl2 i Bcl-xl tworzg heterodimery z biatkami proapoptotycznymi,
uniemozliwiajgc przebieg apoptozy. Ponadto, biatka Bcl2 i Bcl-xI potgczone
z czynnikiem Apafl (ang., Apoptotic Protease Activating Factor-1) uniemozliwiaja
tworzenie apoptosomu, hamujgc tym samym aktywacj¢ kaspazy9 i proces apoptozy.
Rodzina biatek Bcl2 reguluje rowniez wyptyw cytochromu ¢ z mitochondrium, aktywacje
kaspaz i DNAaz, jak réwniez stan rownowagi oksydoredukcyjnej w komorce.
O ewentualnym przezyciu komorki lub jej apoptotycznej $mierci decyduje jednak

stosunek biatek proapoptotycznych do biatek antyapoptotycznych [80,83].

Analiza Western-blot ekstraktow biatkowych otrzymanych z transfekowanych
komorek SH-SYSY wykazala, Zze poziom biatka Bcl2 ulegt znacznemu obnizeniu
w komorkach z nadekspresja GDAP1 oraz transfekowanych wektorem zawierajacym
cDNA GDAP1 z mutacjami p.GIn218Glu, p.Glu222Lys i p.His123Arg w poréwnaniu
do kontroli, czyli komorek transfekowanych pustym wektorem (Rycina 22). Poziom
biatka Bcl2 w komorkach SH-SYS5Y z wprowadzona mutacjg p.Alal56Gly znacznie
wzrost (Rycina 22). Obnizony poziom biatka Bcl2 w wybranych ekstraktach

komorkowych moze wskazywaé na obecno$¢ procesu apoptozy.
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Rycina 22. Poziom biatka Bcl2 w transfekowanych komorkach SH-SY5Y. Analiza Western-blot
calkowitych ekstraktow komoérkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem
zawierajagcym GDAPI typu dzikiego ([GDAPL]) oraz wektorem zawierajagcym poszczegolne
warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciata anty-Bcl2. Stosunek poziomu Bcl2 obliczony
na podstawie analizy densytometrycznej poziomu biatka Bcl2 w komoérkach SH-SYS5Y
transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego
([GDAP1]) oraz wektorem zawierajgcym poszczegdlne warianty genu GDAPL. Wyniki wyrazono
w odniesieniu do poziomu biatka po transfekcji komorek pustym wektorem i przedstawiono,
jako srednie z trzech niezaleznych powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotnos¢ statystyczna
okreslono za pomoca jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

W tych samych ekstraktach, w ktorych badano poziom biatka Bcl2,
przeanalizowano tez poziom biatka Bcl-xl. Badania wykazaty, ze w komorkach SH-
SY5Y transfekowanych wektorem z c¢DNA genu GDAP1 typu dzikiego
oraz z poszczegblnymi  mutacjami  (p.GIn218Glu, p.Glu222Lys, p.His123Arg,
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p.Alal56Gly), podobnie jak w przypadku biatka Bcl2, poziom biatka Bel-xl ulegt
znacznemu obnizeniu w porownaniu do jego poziomu w komorkach transfekowanych
pustym wektorem (Rycina 23). Najnizszy poziom biatka Bcl-xI zaobserwowano
w komorkach SH-SY5Y wyrazajacych zmutowang forme biatka p.Alal56Gly (Rycina
23). Interesujace jest to, ze komorki SH-SYS5Y z mutacjg p.Alal56Gly, ktore maja

podwyzszony poziom biatka Bcl2, majg znaczaco obnizony poziom biatka Bcl-xI.
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Rycina 23. Poziom biatka Bcl-x1 w transfekowanych komorkach SH-SY5Y. Analiza Western-
blot catkowitych ekstraktow komorkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem
zawierajacym GDAPI typu dzikiego ([GDAPL1]) oraz wektorem zawierajacym poszczegdlne
warianty genu GDAPL1 z uzyciem przeciwciata anty-Bcl-xl. Stosunek poziomu Bcl-xI obliczony
na podstawie analizy densytometrycznej poziomu biatka Bcl-xl w komodrkach SH-SY5Y
transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego
([GDAP1]) oraz wektorem zawierajgcym poszczegdlne warianty genu GDAPL. Wyniki wyrazono
w odniesieniu do poziomu biatka po transfekcji komorek pustym wektorem i przedstawiono,
jako srednie z trzech niezaleznych powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotnos¢ statystyczna
okreslono za pomoca jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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W kolejnym kroku poddano analizie poziom biatka proapoptotycznego Bax.
Przeprowadzona analiza poziomu biatka Bax metoda Western-blot wykazata, ze jego
poziom w komorkach SH-SY5Y transfekowanych wektorem z cDNA GDAP1 typu
dzikiego oraz z poszczegdlnymi mutacjami (p.GIn218Glu, p.Glu222Lys, p.His123Arg,
p.Alal56Gly), podobnie jak w przypadku biatek Bcl2 oraz Bcl-xl, ulegt obnizeniu
w poréwnaniu do poziomu biatka Bax w komdrkach transfekowanych pustym wektorem,
stanowigcym kontrolg (Rycina 24). Jednakze nie wyklucza to zaindukowania procesu
apoptozy w komorkach na skutek obecnosci zmutowanego biatka GDAPI,
gdyz jak wspomniano wcze$niej, W procesie apoptozy decydujacym jest stosunek biatek

proapoptotycznych do biatek antyapoptotycznych.
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Rycina 24. Poziom biatka Bax w transfekowanych komorkach SH-SY5Y. Analiza Western-blot
calkowitych ekstraktow komorkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem
zawierajacym GDAPI1 typu dzikiego ([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym poszczegolne
warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciata anty-Bax. Stosunek poziomu Bax obliczony
na podstawie analizy densytometrycznej poziomu biatka Bax w komoérkach SH-SY5Y
transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego
([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym poszczegolne warianty genu GDAP1. Wyniki wyrazono
w odniesieniu do poziomu biatka po transfekcji komorek pustym wektorem i przedstawiono,
jako srednie z trzech niezaleznych powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczng
okreslono za pomoca jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Dlatego, nastgpnie okreslono stosunek poziomu biatek proapoptotycznych
do poziomu biatek antyapoptotycznych w transfekowanych komorkach SH-SY5Y.
Analiza poziomow biatek Bax, Bcl2 oraz Bcel-xlI metoda Western-blot wykazata,
ze transfekcja komorek wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego spowodowata
zwigkszenie poziomu biatka Bax w stosunku do poziomu biatek Bcl2 1 Bel-x1 w sposob
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istotny statystycznie (Rycina 25). Natomiast w komoérkach transfekowanych wektorem
z poszczegdlnymi mutacjami genu GDAPL istotnie statystycznie zmiany w stosunku
biatek proapoptotycznych do antyapoptotycznych zaobserwowano w przypadku mutacji
p.GIn218Glu oraz p.Alal56Gly (Rycina 25). Wprowadzenie cDNA GDAP1 z mutacja
p.GIn218Glu skutkowato zwigkszeniem poziomu biatka Bax w stosunku do poziomu
biatek Bcl2 i Bcel-x1, podobnie jak w przypadku komoérek z nadekspresja genu GDAP1,
awprowadzenie ¢cDNA z mutacjg p.Alal56Gly spowodowalo istotng statystycznie
zmiane stosunku w przeciwnym kierunku tj. obnizenie poziomu biatka Bax w stosunku
do poziomu biatek Bel2 i Bel-xI (Rycina 25). Wyniki te wskazuja na to, ze wszystkie
analizowane mutacje genu GDAP1 powoduja zmiang stosunku bialek proapoptotycznych
do antyapoptotycznych w odniesieniu do stosunku tych biatek w przypadku komoérek

transfekowanych cDNA GDAP1 typu dzikiego.
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Rycina 25. Stosunek poziomu biatka proapoptotycznego Bax do poziomu biatek
antyapoptotycznych Bcl2 i Bcl-xl zmienia si¢ w komorkach wyrazajacych wybrane mutacje genu
GDAP1. Wyniki wyrazono w odniesieniu do stosunku biatek po transfekcji komoérek pustym
wektorem i przedstawiono, jako §rednie z trzech niezaleznych powtorzen.
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Kolejnym etapem badan bylo okreslenie catkowitego poziomu cytochromu c
w transfekowanych komorkach SH-SY5Y. Cytochrom c jest hemoproteing petnigca
funkcj¢ transportera elektronow w tancuchu oddechowym w mitochondriach.
W warunkach stresu, gdy dochodzi do zaindukowania procesu apoptozy, dzigki dziataniu
biatek proapoptotycznych tj., Bax oraz Bak, ktore tworza kanal w zewnetrznej blonie
mitochondrialnej, zostaje uwolniony z przestrzeni migdzyblonowej mitochondriow
do cytoplazmy. Tam wigze si¢ z biatkami adaptorowymi, ktore nastepnie agreguja i wigzg
prokaspaze¢ 9. Tworzy si¢ apoptosom, ktorego utworzenie rozpoczyna aktywacje kaskady
kaspaz, prowadzaca do apoptozy komorki. Zmiana lokalizacji cytochromu c
Z mitochondrialnej na cytoplazmatyczng jest, wiec jednym z markeré6w zaindukowanego

procesu apoptozy [83]. Ten fakt wykorzystano w dalszych doswiadczeniach.

Przeprowadzono najpierw analiz¢ zmian catkowitego poziomu biatka cytochromu
¢ metodg Western-blot, a nastgpnie analize jego poziomu we frakcjach mitochondrialne;j
i cytozolowej w badanych komorkach. Analiza ta wykazata, ze calkowity poziom
cytochromu ¢ w komorkach SH-SYSY transfekowanych wektorem zawierajacym CDNA
GDAP1 typu dzikiego lub z mutacjami p.His123Arg i p.Alal56Gly wzrost w stosunku
do jego poziomu w komorkach transfekowanych pustym wektorem, stanowigcym
kontrole. W przeciwienstwie do tego, jego poziom w komorkach transfekowanych
wektorem zawierajagcym GDAPL1 z mutacjami p.GIn218Glu oraz p.Glu222Lys
byt porownywalny do poziomu w kontroli (Rycina 26). Dodatkowo zaobserwowano,
ze W tych komorkach oraz komorkach z wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego
poziom cytochromu ¢ we frakcji mitochondrialnej byt poréwnywalny do poziomu
we frakcji cytozolowej. Natomiast w komorkach wyrazajacych mutacje p.His123Arg
i p.Alal56Gly zaobserwowano wzrost poziomu cytochromu ¢ we frakcji
mitochondrialnej, podobnie jak w komorkach transfekowanych pustym wektorem
(Rycina 27). Wyniki te wskazuja na to, ze w przypadku mutantow genu GDAP1
nie dochodzi do uwolnienia cytochromu ¢ do cytoplazmy, co ma miejsce, podczas

gdy dochodzi do zaindukowania procesu apoptozy.
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Rycina 26. Zmiany poziomu cytochromu ¢ w transfekowanych komoérkach SH-SY5Y. Analiza
Western-blot catkowitych ekstraktow komorkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]),
wektorem zawierajagcym GDAPI typu dzikiego ([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym
poszczegbélne warianty genu GDAPL1 z uzyciem przeciwciata anty-Cytochrom c. Analiza
densytometryczna poziomu biatka Cytochromu ¢ w komoérkach SH-SY5Y transfekowanych
pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego ([GDAP1])
oraz wektorem zawierajacym poszczegOlne warianty genu GDAPLl. Wyniki wyrazono
w odniesieniu do poziomu biatka po transfekcji komorek pustym wektorem i przedstawiono,
jako srednie z trzech niezaleznych powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotno$¢ statystyczng
okreslono za pomoca jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Rycina 27. Stosunek poziomu cytochromu ¢ we frakcji mitochondrialnej do poziomu we frakcji
cytozolowej komorek transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem zawierajgcym CDNA
GDAP1 typu dzikiego ([GDAP1]) lub wektorem zawierajacym poszczegoélne warianty genu
GDAPL.

W celu weryfikacji wyciaggnigetego wniosku, ze nie doszto do zaindukowania
procesu apoptozy, gdyz nie zaobserwowano wyptywu cytochromu ¢ do cytoplazmy
wkomorkach SH-SYSY transfekowanych poszczegdlnymi mutacjami genu GDAPL,
analizie poddano poziom kaspazy-3. Nalezy ona do rodziny kaspaz, bedacych
wewnatrzkomérkowymi enzymami z grupy proteaz cysteinowych. Z uwagi na etap
procesu apoptozy, w ktorym aktywowane sg poszczegolne kaspazy, wyrdznia si¢ kaspazy
indukujace (sygnatowe; -2, -8, -9, -10, -12) oraz kaspazy wykonawcze (efektorowe; -3,
-6, -7). Kaspazy sa obecne w komorce w postaci nieaktywnych prokaspaz i ulegaja
aktywacji dopiero w momencie zainicjowanego procesu apoptozy. Kaspaza-3 jest jedng
z najwazniejszych kaspaz wykonawczych procesu apoptozy. Jest ona odpowiedzialna
za kondensacj¢ chromatyny 1 degradacj¢ DNA. Aktywacja kaspazy-3 wymaga
proteolitycznego ciecia nieaktywnej formy prokaspazy, na aktywne fragmenty,
ktore w analizie Western-blot uwidaczniajg si¢ w formie pragzkow na wysokosci

odpowiadajacej 17 i 19 kDa. Prokaspaza-3 jest widoczna na wysokosci ~ 32 kDa [84].
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Analiza ekstraktow biatkowych metoda Western-blot wykazata, ze w komoérkach
SH-SY5Y transfekowanych pustym wektorem, badz wektorem zawierajgcym GDAP1
typu dzikiego lub mutacje p.GIn218Glu, p.Glu222Lys, p.His123Arg oraz p.Alal56Gly,
zmiany iloéci biatka prokaspazy-3 byly nicistotne statystycznie, a wzor jej cigcia
nie zmieniat si¢ (Rycina 28). W transfekowanych komodrkach SH-SY5Y
nie zaobserwowano aktywnej formy biatka kaspazy-3 (Rycina 28). Jest to zgodne
Z poprzednimi wnioskami, ktore pokazaty, ze zmniejszeniu poziomu biatek Bcl2 i Bel-x|
nie towarzyszy wzrost ilo$ci biatka proapoptotycznego Bax, nie dochodzi tez do wycieku
cytochromu ¢ do cytoplazmy, czyli nie dochodzi do aktywacji apoptozy, a co za tym

idzie, nie dochodzi do aktywacji kazpazy-3.
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Rycina 28. Poziom biatka kaspazy-3 w transfekowanych komoérkach SH-SY5Y. Analiza
Western-blot catkowitych ekstraktoéw komodrkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]),
wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego ([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym
poszczegblne warianty genu GDAP1l z uzyciem przeciwciata anty-kaspaza-3. Analiza
densytometryczna poziomu biatka kaspazy-3 w komoérkach SH-SY5Y transfekowanych pustym
wektorem ([-]), wektorem zawierajacym GDAP1 typu dzikiego ([GDAP1]) oraz wektorem
zawierajacym poszczegoélne warianty genu GDAP1. Wyniki wyrazono w odniesieniu do poziomu
biatka po transfekcji komorek pustym wektorem i przedstawiono, jako $rednie z trzech
niezaleznych powtorzen +/- odchylenia standardowe. Istotnos¢ statystyczng okreslono za pomoca
jednokierunkowej analizy ANOVA z korekta Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Dodatkowo, aby utwierdzi¢ si¢ w prawidtowosci wyciagnigtego wniosku,
ze nie zaobserwowano aktywnej kaspazy-3, czyli nie zostata zapoczatkowana apoptoza,
sprawdzono, czy jest obecny efekt dziatania aktywnej kaspazy-3. Zbadano cigcie
substratu dla tej kaspazy, biatka PARP1. PARPI jest biatkiem zlokalizowanym w jadrze
komorkowym, gdzie odgrywa kluczowa role w naprawie DNA. PARP1 jest biatkiem,
ktére ma kilka form o réznych masach molekularnych rozdzielajacych si¢ podczas
elektroforezy i w analizie Western-blot uwidacznia si¢ w postaci kilku prazkow.
W przypadku apoptozy pojawiajg si¢ dodatkowe formy PARP1 po cieciu przez kaspaze-
3, 0 masie 89 i 24 kDa [85].

Metodg Western-blot przeanalizowano ekstrakty biatkowe w kierunku
wizualizacji wzoru prazkéw biatka PARP1. W komorkach transfekowanych wektorem
zawierajacym GDAP1 typu dzikiego oraz z mutacjami p.GIn218Glu i p.Glu222Lys wzor
prazkéw byt taki sam, zaobserwowano obecno$¢ prazka o masie powyzej 70 kDa.
W komorkach transfekowanych pustym wektorem oraz z pozostatymi analizowanymi
mutacjami genu GDAP1 (p.His123Arg, p.Alal56Gly) nie zaobserwowano dodatkowego
prazka o masie okoto 70 kDa (Rycina 29). Wsrdd badanych ekstraktow biatkowych
zkomorek SH-SY5Y z mutacjami genu GDAP1 nie zaobserwowano prazka
na wysokosci 24 kDa (dane niepokazane). Obserwowany wzor prazkow nie odpowiada
temu z procesu apoptozy. Podtrzymuje to wniosek wyciagniety W poprzednim

doswiadczeniu, ze w badanych komorkach nie dochodzi do aktywacji kaspazy-3.
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Rycina 29. Poziom biatka PARP1 w transfekowanych komorkach SH-SY5Y. Analiza Western-
blot catkowitych ekstraktow komorkowych transfekowanych pustym wektorem ([-]), wektorem
zawierajacym GDAPL typu dzikiego ([GDAP1]) oraz wektorem zawierajacym poszczegdlne
warianty genu GDAP1 z uzyciem przeciwciata anty-PARP1. Ponizej przedstawiono membrane
wybarwiong Ponceau S, z uwidocznionymi biatkami w poszczeg6lnych $ciezkach.

W przedstawionych powyzej wynikach zaobserwowano zmiany w poziomie
analizowanych bialek zwigzanych z procesem apoptozy w komorkach transfekowanych
wektorem z cDNA genu GDAP1 typu dzikiego oraz z mutacjami (p.GIn218Glu,
p.Glu222Lys, p.His123Arg, p.Alal56Gly). Pomimo tego, ze poziom Dbiatek
antyapoptotycznych Bcl2 i Bcl-xI ulegt obnizeniu, to poziom biatka proapoptotycznego
Bax réwniez si¢ obnizyl. Dodatkowo nie zaobserwowano zwigkszonego wypltywu
cytochromu ¢ pod wptywem mutacji genu GDAP1, gdyz jego obecno$¢ w cytoplazmie
byla we wszystkich badanych komorkach podobna do tej, jaka obserwowano
w cytoplazmie komorek kontrolnych. W Zadnym =z badanych przypadkow
nie zaobserwowano charakterystycznego dla apoptozy cigcia biatka PARP1. Powyzsze
wyniki §wiadcza o tym, ze w komoérkach transfekowanych wektorem z cDNA genu

GDAP1 z poszczegdlnymi mutacjami, proces apoptozy nie zostat pobudzony.
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4.2.9 Badanie zywotno$ci komérek SH-SY5Y

Woyniki poprzednich eksperymentow wykluczyly aktywacje procesu apoptozy
na skutek obnizenia poziomu biatka GDAP1. Jednakze nie wyklucza to mozliwos$ci,
ze patogennos¢ mutacji GDAP1 wynika z obnizenia zywotno$ci komorek. Poza apoptoza
istniejg jeszcze inne $ciezki obumierania komorek np. feroptoza. Okre§lono, wigc wptyw
genu GDAP1 z patogennymi mutacjami na zywotnos¢ komoérek SH-SYS5Y. Analizie
poddano komorki transfekowane pustym wektorem, a takze wektorem zawierajagcym
cDNA GDAP1 typu dzikiego oraz z mutacjami p.GIn218Glu, p.Glu222Lys, p.His123Arg
I p.Alal56Gly. Zaobserwowano, ze transfekcja komorek wektorem niosgcym GDAP1
z mutacjami  p.His123Arg i p.Alal56Gly spowodowata wyrazne zmniejszenie
zywotnosci komorek w porownaniu do zywotnosci komoérek transfekowanych pustym
wektorem. Natomiast transfekcja komorek wektorem z GDAP1 p.GIn218Glu
I p.Glu222Lys skutkowala nieistotng statystycznie redukcjg zywotnosci komorek

w porownaniu z kontrolg (Rycina 30).
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Rycina 30. Zywotnoéé¢ komoérek SH-SYSY transfekowanych wektorem zawierajgcym GDAP1
typu dzikiego ([GDAPL]) oraz poszczegdlne warianty genu GDAPL1 w poréwnaniu do komoérek
transfekowanych pustym wektorem ([-]). Ocen¢ zywotnosci komorek przeprowadzono
zapomocg barwienia przyzyciowego blekitem trypanu. Wyniki wyrazono w odniesieniu
do kontroli i przedstawiono, jako $rednie z trzech niezaleznych powtorzen +/- odchylenia
standardowe. Istotno$¢ statystyczna okre§lono za pomocg jednokierunkowej analizy ANOVA
z korekta Dunnetta z *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Zmodyfikowano, Kabzinska i wsp., 2022
[81].
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Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze mutacje genu GDAP1 dzialtajg niekorzystnie
na komorki SH-SY5Y, co skutkuje obnizong zywotnoscig komorek. Co ciekawe, mutacja
p.Alal56Gly skutkujagca znacznie obnizong zywotno$cig komorek, powoduje
zmniejszenie stosunku biatka proapoptotycznego do poziomu biatek antyapoptotycznych
(Rycina 25). Istotny jest rowniez fakt, ze najwigkszy spadek zywotnosci wykazaly
komorki, z mutacja p.His123Arg, ktora nie powodowata zmiany ksztattu komorek HeL a.
W zwigzku z tym obserwowane zmiany ksztalttu komoérek opisane w rozdziale 4.2.6
sg najpewniej przejawem innego procesu zachodzacego w komoérkach. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze mutacje w genie GDAP1 moga obniza¢ zywotno$¢ komorek, ale na Sciezce

innej, niz apoptoza.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Mingto juz ponad 30 lat od odkrycia duplikacji genu PMP22, pierwszej mutacji
sprawczej w chorobach kregu Charcot-Marie-Tooth. Dotychczas opisano mutacje
w ponad 100 genach w chorobach kregu CMT. Jednak jak dotad dla zadnej z nich
nie pojawit si¢ na rynku farmaceutycznym choéby jeden lek, ktory ztagodzitby przebieg
choroby [36]. Mysla przewodnig badan przeprowadzonych w niniejszej pracy
bylo zidentyfikowanie potencjalnych celow dla przyszlej terapii eksperymentalnej
choroby CMT wywotanej mutacjami w genie GDAPLl. Wprowadzenie terapii
eksperymentalnej] w kazdej z heterogennych chordéb genetycznie uwarunkowanych
wymaga spetnienia trzech warunkéw tj. poznania mutacji wiodacej — gldwnej i wptywu
tta genetycznego; okreslenia patogennosci mutacji i wreszcie identyfikacja ,,punktow
uchwytu” potencjalnych lekéw w oparciu o poznanie patogenezy molekularnej choroby
1 jej biomarkeréw. W zwigzku z tym, w pracy postanowiono pochyli¢ si¢ nad trzema
zagadnieniami. Po pierwsze, zbadano ,tlo genetyczne” choroby CMT-GDAP1
przez okreslenic wplywu dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT”
na przebieg choroby. Po drugie, postanowiono pozna¢ molekularne podtoze choroby,
przez okreslenie nowych fenotypéw molekularnych choroby CMT-GDAP1 i okreslenie
patogennos$ci mutacji. Az wreszcie, po trzecie, zaproponowano fenotypy potencjalnie
uzyteczne do wyznaczenia kandydatow na biomarkery do badan klinicznych w chorobie

CMT wywotanej mutacjami w genie GDAPL.

Pierwsza cz¢$¢ pracy byta dedykowana poznaniu ,tla genetycznego” choroby
CMT wywotanej mutacjami w genie GDAP1. W naszym ujeciu ,,tto genetyczne” oznacza
warianty sekwencji w wybranych genach zwigzanych z powstawaniem chorob kregu
CMT. Stwierdzono, ze u badanych pacjentéw oprdcz wariantu sekwencji genu GDAP1
opisanego, jako sprawczy, wystepuja dodatkowe, rzadkie warianty sekwencji w innych
genach zaangazowanych w patogeneze chorob kregu CMT. U pacjentdw z mutacjami
w genie GDAPL1 dziedziczonymi w sposob autosomalny dominujacy zidentyfikowano
dwa razy wigcej dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT” w poréwnaniu
z pacjentami z mutacjami genu GDAP1 dziedziczonymi w sposob autosomalny
recesywny. Po zastosowaniu skali genotypowej i fenotypowej opracowanej na potrzeby
badan wykazano rowniez, ze pacjenci z najcigzszym fenotypem choroby CMT-GDAP1
I najszerszym spektrum objawow dodatkowych posiadali wigkszg liczbe wariantow

sekwencji w ,,genach CMT”. To moze oznacza¢, ze liczba dodatkowych wariantow
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sekwencji w ,,genach CMT” koreluje z nasileniem fenotypu u badanych pacjentow.
Nasuwa si¢ pytanie, czy okre$lony fenotyp pacjentow dotknigtych CMT-GDAP1
jest wynikiem  skumulowanego efektu mutacji o  jednakowej ,,wadze”,
czy tez spowodowany jest dziataniem jednej mutacji sprawczej i1 szeregu dodatkowych
wariantéw sekwencji w innych genach, ktdrych mutacje sg zaangazowane w patogenez¢
chorob kregu CMT. Dotychczas, w istniejacej literaturze wykazano wyrazny wplyw
dodatkowych wariantow sekwencji na fenotyp pacjentow dotknigtych chorobg CMT [69].
Analiza danych w badaniach Gonzagi i wspotautorow (2015) wykazata znacznie
zwickszong liczbg rzadkich wariantow sekwencji w 58 genach zwigzanych z chorobami
kregu CMT u pacjentow w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Wyniki te sugeruja,
ze sumaryczny efekt dziatania rzadkich wariantoéw sekwencji przyczynia si¢ do wzrostu
ciezkosci przebiegu choroby CMT [69]. Inni badacze zaobserwowali skumulowany efekt
wariantow sekwencji w dwoch genach zwigzanych z chorobami kregu CMT [86,87].
Opisano chtopca z mutacjg sprawcza w genie MFN2 z cigzkim fenotypem klinicznym
choroby CMT, przejawiajagcym si¢ problemami z samodzielnym poruszaniem sig.
Analiza WES wykazata, ze oprocz mutacji w genie MFN2, u pacjenta obecna jest rowniez
mutacja w genie GDAP1 [86]. Jest to szczegblnie wazne, gdyz biatka GDAP1 oraz MFN2
biorg udzial w tym samym procesie komorkowym, jakim jest tworzenie i1 fragmentacja
sieci mitochondrialnej 1 moze sugerowaé, ze dziedziczenie dwu-, trzy-, czy nawet
oligogenowe moze dotyczy¢ genéw kodujacych biatka zaangazowane w ten sam proces
komoérkowy. Dziedziczenie dwugenowe zostato udokumentowane takze w przypadku
mutacji w genach PMP22 i MFN2 [88] oraz PMP22 i MPZ [89]. Doniesienia te sugeruja,
ze istniegje  mozliwos¢  wspotistniejacych ~ wariantow  sekwencji  w  genach
zaangazowanych w powstawanie choréb krggu CMT 1 nalezy ja rozwazy¢ w przypadku
zaobserwowania znacznej wewnatrzrodzinnej zmienno$ci Klinicznej. Inni badacze
sugeruja natomiast udzial niemendlowskich czynnikéw w etiologii chorob kregu CMT,
spowodowanych mutacjami w roéznych genach. Proponujg oni, ze do czynnikow
zaangazowanych w powstawanie choréb kregu CMT naleza niepelna penetracja
wariantow 1 modyfikatory genetyczne, przynajmniej u niektorych pacjentow [90].
Wyniki te §$wiadczg o mozliwosci oligogenowego dziedziczenia choroby CMT, wczesdniej
uznawanej za chorobg¢ monogenowg. By¢ moze tlumaczy to fakt, ze pomimo duzego
postepu w biologii molekularnej, diagnostyka genetyczna dla poszczegdlnych podtypow
choroby CMT pozostaje zaskakujgco niska [90]. Wykazano, ze nawet przy zastosowaniu

nowoczesnych narzedzi molekularnych tj., WES 1 NGS w diagnostyce choréb kregu
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CMT, wykrywalno$¢ mutacji nie przekracza 50%, a w niektorych przypadkach nawet
20%. Oznacza to, ze az okoto 80% pacjentow moze pozosta¢ bez diagnozy [91].
Moze to wynika¢ z obecnosci mutacji w innych genach i dziedziczenia poligenowego
choroby, niewykrywalnego tradycyjnym sekwencjonowaniem Sangera,
czy tez obecnosci wariantow w sekwencjach niekodujacych, ktoérych znaczenia

klinicznego nie jesteSmy w stanie na razie okresli¢ i ktore czesto sg pomijane.

W badanych przez nas rodzinach zaobserwowano wplyw ,tla genetycznego”
na fenotyp pacjentéw z CMT-GDAP1. Chorzy z Rodziny 9, rodzenstwo powyzej 70 roku
zycia, u ktorych zidentyfikowano dziedziczaca si¢ w sposob autosomalny dominujacy
mutacje w genie GDAPL (c.664G>A, p.Glu222Lys), charakteryzuja si¢ niezwykle
tagodnym fenotypem. Analiza WES wykazata u obojga pacjentow obecno$¢ tylko dwdch
dodatkowych wariantow sekwencji w genach DST oraz PRX, ktorych status patogennos$ci
nie zostat jak dotad okreslony. W przeciwienstwie do rodziny 9, w Rodzinie 8, pacjentka
charakteryzujaca si¢ najciezszym fenotypem, oprocz ztozonej mutacji heterozygotycznej
w genie GDAP1 c.715C>T, p.Leu239Phe/c.664G>A, p.Glu222Lys posiada dodatkowo
pig¢ wariantow sekwencji w genach (DST, IGHMBP2, SPG11, PRX, i PRNP)
zaangazowanych w patogeneze CMT. Jeden z nich jest okreslany, jako tagodny, trzy,
jako prawdopodobnie fagodne i jeden wariant o nieokre$lonej patogennosci. Podobnie,
w Rodzinie 6 z gldowng mutacjg patogenng w genie GDAP1, ¢.467C>G, p.Alal56Gly,
najci¢zej chory pacjent posiada az sze$¢ dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach
CMT” (DCTN1, SACS, CTDP1, SBF1l, ARHGEF10, FBXO038), z ktorych trzy
sg prawdopodobnie tagodne, dwa o nieokreslonej patogennosci, a jeden w przypadku
ktorego w bazach danych opisana jest niezgodno$¢ statusu patogennosci wariantu
(tagodny/prawdopodobnie tagodny/o nieokreslonej patogennosci). Z wyjatkiem genu
SBF1, biologia pozostatych genéw, w ktorych wykryto dodatkowe warianty sekwencji,

jest stabo poznana.

Bardzo interesujaca hipoteze dotyczaca tzw. disease gene network (DGN)
sformutowali Gonzaga-Jauregui i wspotautorzy (2015). Wedlug tej koncepcji geny
ulegajace zsynchronizowanej ekspresji w obrebie jednej tkanki (np. geny ulegajace
jednoczasowej ekspsresji w nerwie obwodowym) tworzg pewien system, ktory posiada
zdolno$¢ ,,buforowania” pojedynczych mutacji. Jesli jednak wspomniany system - ,,sie¢”
zostanie ,,ostabiony” szeregiem mutacji w obrgbie np. ,,genow CMT” jego mozliwosci

buforowania kolejnych mutacji znacznie stabng. Oznacza to, ze dodanie choc¢by jednego

101



wariantu sekwencji o nieznacznej patogennosci moze doprowadzi¢ do zatamania
si¢ homeostazy w obrebie systemu, jakim jest nerw obwodowy [69]. Niewykluczone,
zatem, ze u niektorych chorych do wywotania CMT wystarczy obecnos$¢ zaledwie kilku
wariantow sekwencji o stabej sile dzialania bez konieczno$ci wystapienia mutacji
gtéwnej. To bardzo interesujace w $swietle wynikow badan oséb zdrowych i o0séb
chorujagcych na CMT. Nawet w przypadku stabych wariantow sekwencji w ,,genach
CMT” u o0s6b zdrowych ich liczba jest bardzo nieznaczna, natomiast obserwujemy
ich wzrost u ludzi chorych. Innymi stowy, oznacza to, ze ,,tlo genetyczne” ograniczone
nawet do ,,genow CMT” w znacznym stopniu decyduje o ujawnieniu si¢ choroby
niezaleznie od dziatania mutacji gldwnej (sprawczej). Taka koncepcja wydaje si¢ mieé
bardzo duze znaczenie dla diagnostyki molekularnej CMT w przypadku chorych,
u ktorych, pomimo stwierdzenia niewatpliwego fenotypu neuropatii genetycznie
uwarunkowanej, badania WES i WGS nie prowadza do identyfikacji pojedynczej mutacji
sprawczej, ktéra by¢ moze w ogole nie istnieje. Trudno obecnie ocenié, jaka czgsé
chorych z fenotypem CMT reprezentuje dziedziczenie wielogenowe (poligenowe)?
W tym miejscu warto zwrdci¢ uwage na to, ze w zwigzku z rosngcym zakresem badan
genetycznych, zwigksza si¢ liczba rozpoznawanych wariantow sekwencji genetycznych.
Mogg one by¢ interpretowane, jako tagodne lub patogenne. Jednakze proces interpretacji
czesto nie zapewnia jasnej klasyfikacji, w wyniku czego szereg wariantow otrzymuje
status 0 nieznanym znaczeniu (ang., Variants of Unknown Significance, VUS),
czy tez wystgpuja warianty, ktorych interpretacja patogennosci dostarcza sprzecznych
danych (ang., Conflicting Interpretation of Pathogenicity, CIP) [92,93]. Stanowia
one powazny problem kliniczny, poniewaz nie dostarczaja przydatnych informacji
do podejmowania decyzji diagnostycznych powodujac, ze duza czg¢$¢ chordb genetycznie
uwarunkowanych pozostaje niezdiagnozowana. Nalezy pamigta¢, ze ustalenie
prawidlowej diagnozy ma kluczowe znaczenie dla uzyskania skutecznej terapii.
W zwigzku z tym, potrzebne sg lepsze metody interpretacji patogennosci wariantow
0 niepewnym znaczeniu. Przykladowo, obecnie opracowuje si¢ systemy klasyfikujace
warianty sekwencji, wykorzystujac model zwierzecy Caenorhabditis elegans
do interpretacji patogennosci wariantow sekwencji w genie STXBP1, ktorego mutacje
sg jednymi z najczestszych przyczyn padaczki genetycznej 1 zaburzen neurorozwojowych
[92], a takze w genie TMEMG67, ktorego mutacje sa odpowiedzialne za powstawanie
ciliopatii — wielouktadowych zaburzen na skutek nieprawidtowej budowy rzgsek

komoérkowych [94]. Badania te pokazujg, ze C. elegans moze by¢ wykorzystywany
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w zautomatyzowanej analizie fenotypowej, w celu odroznienia wariantow tagodnych
od chorobotworczych, zapewniajagc w ten sposob model do szybkiej i oplacalnej
interpretacji patogennosci wariantow. Biorgc pod uwage obecno$¢ roznych wariantow
sekwencji genéw wsrod naszej grupy badanej, sugerujemy, ze fenotyp pacjentow moze
wynika¢ z dziatania ,,gtownej” mutacji patogennej oraz kilku pozostalych wariantow
sekwencji genow, szczegélnie w przypadku choroby CMT-GDAPL, dziedziczonej
W sposob autosomalny dominujacy. Analiza WES przeprowadzona w celu okreslenia
wpltywu ,tla genetycznego” na fenotyp pacjentow w Rodzinie 9 wykazata niewielka
liczbe dodatkowych wariantow sekwencji w ,,genach CMT”, co wydaje si¢ potwierdzac,
ze wytacznie mutacja ¢.664G>A, p.Glu222Lys moze prowadzi¢ do powstania petnego
fenotypu choroby CMT-GDAPI. Natomiast w Rodzinach 6 oraz 8 obcigzenie innymi
rzadkimi wariantami sekwencji w ,,genach CMT” moze istotniec wptywaé na fenotyp,
przejawiajac znaczng wewnatrzrodzinng heterogennoscia kliniczng. Wyrazny fenotyp
obserwowany u badanych pacjentow moze wynika¢ z dziatania addytywnego i/lub nawet
synergistycznego dodatkowych wariantow sekwencji, a zrozumienie tych zaleznosci
powinno by¢ przedmiotem dalszych badan. W naszej pracy przedstawiamy argumenty
za udziatem dodatkowych mutacji w patogenezie choroby do tej pory uznawanej
za chorobe monogenowa. Podobne przestanie plynie z pracy Gonzagi 1 wspotautorow
(2015), ktorzy wykazali, ze wsrdd pacjentow z chorobami krggu CMT, obciazenie
dodatkowymi wariantami sekwencji moze wptywacé na fenotyp pacjentow, przyczyniajac
si¢ do klinicznej heterogennosci i nasilenia objawoéw choroby [69]. W populacji
europejskiej, w grupie 37 pacjentow z chorobg CMT zidentyfikowali oni $rednio
2,3 dodatkowe rzadkie warianty sekwencji w 58 znanych genach zwigzanych
Z chorobami kregu CMT. Natomiast wsrod populacji tureckiej, w grupie 32 pacjentow
z kliniczng  diagnoza choroby CMT zidentyfikowali 2,1 dodatkowe rzadkie
warianty sekwencji w genach CMT [69]. Nasze badania, po raz pierwszy na Swiecie,
dotyczyly badania ,tta genetycznego” choroby CMT wywotanej mutacjami tylko
w jednym genie - GDAP1 i potwierdzity wstgpne wyniki dla catej rodziny chorob krggu
CMT przedstawionych przez Gonzage [69]. Dlatego wnioskujemy, ze na fenotyp
badanych pacjentow, oprocz mutacji sprawcze] w genie GDAP1 wplywaja réwniez
mutacje w innych genach, a w zwigzku z tym wystepuje dziedziczenie poligenowe
choroby. Jest to wazne, z punktu widzenia poradnictwa genetycznego oraz diagnostyki
molekularnej i sugeruje, ze nalezy zachowac szczegdlng ostrozno$¢ w interpretacji

wynikéw badan genetycznych. Glownie dotyczy to rodzin, w ktorych obserwuje
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si¢ znaczng wewnatrzrodzinng heterogenno$¢ kliniczng choroby, a wyniki badan

genetycznych wskazujg na obecno$¢ wielu wariantow sekwencji w ,,genach CMT”.

Wydaje sie, ze jedna z wazniejszych drog prowadzacych do uzyskania terapii
chorob kregu CMT jest poznanie patogenezy molekularnej — odrgbnej jak si¢ przypuszcza
dla kazdej z odmian CMT. Pomimo ponad dwoéch dekad badan nad patogeneza
molekularng choroby kregu Charcot-Marie-Tooth wywotanej mutacjami w genie
GDAP1, patomechanizm mutacji GDAP1 wciaz pozostaje nieznany. Liczne badania
nad funkcjg biatka GDAP1 jak dotad nie pozwolity na zidentyfikowanie podstawowych
zaburzen skutkujacych chorobg CMT-GDAPL [29]. Wprawdzie, wiadomo, ze mutacje
w genie GDAP1 moga by¢ dziedziczone zarowno W sposob autosomalny dominujacy
I autosomalny recesywny, i w przeciwienstwie do tych pierwszych, zwigzanych na ogo6t
ze stosunkowo tagodng formg choroby CMT, o péznym poczatku, mutacje dziedziczone
w sposoOb autosomalny recesywny powoduja zwykle cigzka posta¢ choroby o wczesnym
poczatku, prowadzaca do niepetnosprawnosci ruchowej juz w pierwszej lub drugiej
dekadzie zycia, to wcigz nie poznano podstawowej funkcji biologicznej genu GDAP1.
W zwigzku z tym, druga czgs¢ pracy dotyczyla proby identyfikacji procesow
komoérkowych zaburzonych w wyniku dziatania mutacji genu GDAP1, przy uzyciu
modeli in vitro choroby CMT-GDAP1 opartego na liniach komérkowych SH-SY5Y
oraz HeLa. Przeanalizowano wplyw siedmiu wybranych mutacji genu GDAP1
na wybrane fenotypy molekularne. Wykazano, ze niektore z badanych mutacji
charakteryzuja si¢ zmienionym poziomem biatka GDAP1 (podwyzZszony lub obniZzony)
w komorkach w stosunku do komorek kontrolnych oraz transfekowanych wektorem
niosgcym dzika forme cDNA genu GDAPL. Co cickawe wyraznie zauwazalny jest inny
poziom biatka GDAP1 w przypadku badanych mutacji, w zaleznosci od badanej linii
komorkowej. Zauwazono, ze mutacje dziedziczone w sposob autosomalny recesywny,
obnizajace poziom biatka GDAP1 w komodrkach HelLa, np. takie jak c.715C>T,
p.Leu237Phe, wptywaja na morfologi¢ aparatu Golgiego. Wykazano rowniez, ze niektore
z analizowanych przez nas mutacji genu GDAP1 wplywajg na obnizenie zywotno$ci
transfekowanych komorek. Nie stwierdzono jednak cech apoptozy w badanych
komorkach. Obserwowane zmiany w poziomie markeréw apoptozy tj. bialek z rodziny
Bcl2 (Bcl2, Bcl-xl, Bax) oraz innych biatek (cytochromu c, kaspazy-3 oraz PARP1)

nie koreluja z obnizong zywotnoScia komorek. Sugeruje to, ze obecno$¢ zmian
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W poziomie tych biatek, nie $§wiadczy w tym przypadku o aktywacji szlaku apoptozy
w mutantach GDAPL.

Wstepne doniesienia sugerowaty, ze ekspresja genu GDAP1 zachodzi tylko w linii
komorek nerwowych Neuro2a [51]. Pozniejsze badania wykazaly jednak, ze ludzkie
fibroblasty wykazuja ekspresj¢ mRNA dla genu GDAPL, jednak na bardzo niskim
poziomie [61]. Niektore z mutacji genu GDAPL1 skutkuja znaczacym zmniejszeniem
ekspresji mMRNA GDAP1 w fibroblastach wyizolowanych z biopsji skory pobranej
od pacjentow dotknietych chorobg kregu CMT [61]. Co ciekawe, ten sam efekt, to znaczy
bardzo niski poziom biatka GDAPI, jest obserwowany w fibroblastach pacjentow
ze zlozong heterozygota w genie GDAP1 c¢.715C>T, p.Leu239Phe/ ¢.817C>G,
p.Arg273Gly [61] oraz w komoérkach HeLa transfekowanych wektorem z cDNA GDAP1
z mutacjg €.715C>T, p.Leu239Phe. Podobne efekty molekularne mutacji c¢.715C>T,
p.Leu239Phe zaobserwowane w dwoch liniach komoérkowych tj., fibroblastach
pacjentow oraz komodrkach HeLa, sktonity nas do wykorzystania w badaniach tej linii
komorkowej. Dodatkowo linia komérkowa Hela jest wykorzystywana do badania
wptywu mutacji genu GDAP1 przez innych badaczy, szczegélnie w przypadku badan
dotyczacych wptywu na komorki mutacji o dziedziczeniu recesywnym [63]. Jednakze
zmieniony poziom biatka GDAP1 zaobserwowano rowniez w komorkach linii SH-SY5Y
transfekowanych wektorem zawierajacym analizowane allele genu GDAPL.
W poréwnaniu do poziomu biatka GDAP1 w komorkach transfekowanych wektorem
zawierajacym GDAPL typu dzikiego, jego poziom w komorkach transfekowanych
pozostatymi wariantami genu GDAP1 ulegt znacznemu obnizeniu. Zaobserwowano
réznice w poziomie biatka GDAP1 w liniach komoérkowych HelLa oraz SH-SY5Y
po transfekcji komorek wektorem z tymi samymi wariantami genu GDAP1, co mozna
wytlumaczy¢ tym, ze sg to linie komérkowe réznego pochodzenia. Komoérki linii HeLa
charakteryzuja si¢ bardzo niskim poziomem endogennego biatka GDAPI, podczas
gdy komorki SH-SYS5Y wywodzace sie¢ z komoérek neuroblastomy, a wiec znacznie
,blizsze” komorkom nerwowym, charakteryzuja si¢ wysokim endogennym poziomem
tego biatka [54]. Roznice pomigdzy liniami komoérkowymi, szczegdlnie mocno
zauwazalne sa, w przypadku transfekcji wektorem zawierajacym cDNA genu GDAP1
typu dzikiego. W komorkach HeLa wprowadzenie dodatkowych kopii genu GDAP1
skutkowalo obnizeniem poziomu biatka GDAPI1, natomiast przypadku komoérek SH-

SYS5Y obserwuje si¢ bardzo duzy wzrost poziomu biatka w komoérce. W zwigzku z tym,
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ze linia komoérkowa SH-SY5Y, jako model badawczy, jest ,,blizsza” ludzkim komorkom
nerwowym, cz¢s¢ badan prowadzono na komoérkach tej linii komorkowej. Jednak,
Z uwagi na to, ze nie posiadalismy komérek SH-SY5Y pozbawionych endogennego genu
GDAP1, do dalszych badan w tej linii komoérkowej wybrano mutacje dziedziczace
si¢ W sposob autosomalny dominujacy. Mutacje w przypadku, ktorych obserwuje
si¢ obnizenie poziomu biatkka GDAP1 w komorkach, w zaleznosci od rodzaju mutacji
oraz sposobu dziedziczenia, moga wykazywac¢ podobny efekt do mutacji utraty funkc;ji,

lub nawet mutacji typu delecji.

Dotychczas opisano, ze patogeneza molekularna choroby CMT-GDAP1
jest zwigzana z zaburzeniami w obrebie kluczowych procesow komorkowych
tj., tworzenie sieci mitochondrialnej [28,65], transport mitochondrialny [55,64],
czy utrzymanie homeostazy bioenergetycznej mitochondriow [95]. Niektorzy z badaczy
wiaza powstawanie choroby CMT-GDAPI1 z zaburzeniami homeostazy jonow wapnia
[52,55,64]. Inni z kolei wskazuja na zaangazowanie stresu oksydacyjnego w rozwdj

choroby [61].

W niniejszej pracy oprocz tego, ze potwierdzono, ze nadekspersja genu GDAP1
wplywa na rozmiar i ksztalt mitochondriow, zgodnie z wcze$niejszymi ustaleniami [28],
to po raz pierwszy pokazano, ze mutacje genu GDAPL skutkujg zaburzeniami
strukturalnymi i funkcjonalnymi TGN. Jakie jest wiec znaczenie wptywu mutacji genu
GDAP1 na zmiany w TGN i jak do nich dochodzi? Z uwagi na fakt, ze w TGN zachodzi
ciggle tworzenie pegcherzykow 1 cystern transportujacych wyselekcjonowane bialka,
ktore nastgpnie z TGN sa transporowane wzdtuz mikrotubul m.in. w kierunku obrzeza
komorki, to zaobserwowane zmiany wywotane mutacjami GDAP1 mogg tez przektadaé
si¢ na zmiany we wspomnianym transporcie. Moze to by¢ istotne z punktu widzenia
medycznego, analogicznie do tego, co sugerujg niektorzy autorzy, ze defekty
w transporcie pecherzykowym oraz organelli wzdtuz mikrotubul sg odpowiedzialne
za powstawanie chorob neurorozwojowych i neurodegeneracyjnych takich jak choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona, czy Stwardnienie  Zanikowe Boczne
(ang., Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS) [96]. Warto zauwazy¢, ze z zaburzeniami
w obrebie mikrotubul wigze si¢ patogeneze choroby kregu CMT typu 2Z, wywolang
mutacjami w genie MORC2 [97]. Wiadomo tez, ze B-tubulina oddziatuje z bialkiem
GDAP1 [55,64], dlatego mutacje genu GDAP1, wplywajace na interakcje miedzy B-

tubuling, a GDAPI1, moga w efekcie rzutowa¢ na funkcjonowanie mikrotubul,
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a w konsekwencji na transport pecherzykow i organelli, szczegélnie zas mitochondriow

wzdhuz aksondw, co jest istotne dla funkcjonowania komorek nerwowych.

Prowadzone przez nas badania wykazaty, ze niektére z mutacji genu GDAP1
(p.Leu239Phe) wptywaja tylko na zaburzenia w obrebie TGN, w przeciwienstwie do tego
co, obserwuje si¢ w chorobie Alzheimera, chorobie Parkinsona oraz ALS,
gdzie obserwowano fragmentacj¢ wszystkich subkompartmentéw aparatu Golgiego
(cis, medial i trans). Nie ma jednak zbyt wielu doniesien literaturowych opisujacych
fragmentacj¢ wytacznie subkompartmentu aparatu Golgiego, jakim jest TGN [98].
Takie zmiany pokazano w 2018 roku w modelu choroby Parkinsona wywotanej
wybranymi mutacji genu LRRK2 - byla to fragmentacja TGN, przy czym czesci CiS
I medial pozostaly nienaruszone [99]. W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano,
ze zaburzenia architektury TGN moga wystgpowaé rowniez w chorobach kregu CMT,
a przynajmniej w chorobie CMT wywotanej mutacjami w genie GDAP1. Analiza
wynikéw uzyskanych metoda TME wykazata, ze nawet czg$ciowe obnizenie ekspres;ji
GDAP1 powodowalo zmiany w morfologii aparatu Golgiego, ktory przybieral forme
cystern i pecherzykow, lub nawet wylacznie pecherzykow. Takie zmiany morfologiczne
$wiadczy¢ moga o zahamowaniu transportu z TGN. Jednakze wydaje si¢, ze na skutek
niektorych mutacji w genie GDAP1 nie dochodzi do rozpadu sieci TGN, a jedynie
do wybiorczej zmiany w glikozylacji i lokalizacji biatka TGN46, natomiast lokalizacja
bialek GM130 (cis), GORASP2 (medial) oraz B4GALT3 (TGN), nie zmienia
si¢ i jest taka sama, jak w komorkach kontrolnych. Mechanizm, w jakim biatko GDAP1
wplywa na lokalizacj¢ oraz potranslacyjna modyfikacj¢ biatka TGN46, nie jest znany.
Nie jest jasne, dlaczego tylko niektére mutacje genu GDAP1 mogg wybiorczo wptywac
na wybrane biatka TGN takie jak TGN46, pozostajac bez wpltywu na inne biatka
np. BAGALTS3 oraz czy zmiany dotycza wylacznie biatka TGN46, czy moze i innych
biatek aparatu Golgiego. Ze wzgledu na fakt, ze glikozylacja biatek jest modyfikacja
znaczacg dla oddziatywan migdzy biatkami, rozpoznawania biatek przez systemy selekc;ji
1 transportu biatek to zaobserwowane zmiany wzorca glikozylacji biatka TGN46,
sg najprawdopodobniej przyczyna zmian lokalizacji tego biatka w komoérce. Pokazanie,
ze TGN46 nie funkcjonuje w komorkach mutantow GDAP1 poprawnie moze mie¢ istotne
znaczenie. W pracy Lujan i wsp. (2022), stwierdzono, ze biatko TGN46 nalezy
do rodziny biatek zwanych CARTS (ang., Cariers of the TGN to the cell Surface) i petni

kluczowa role w eksporcie roznych bialek z TGN na powierzchni¢ komorki,
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a wigc zmiany w jego modyfikacji i lokalizacji moga mie¢ fundamentalny wplyw
na transport z TGN [100]. Pewne $wiatlo na mechanizm w jaki GDAP1 moze wptywac
na lokalizacje TGN46 rzuca praca z wynikami z laboratorium prof. Methnera,
ktora ukazata si¢ ostatnio. W pracy tej badacze sugerujg, ze waznym eclementem
w patogenezie choroby CMT-GDAP1 moze by¢ oddziatywanie GDAP1 z kofiling-1,
biatkiem uczestniczacym w depolimeryzacji filamentéw aktynowych [101]. Wykazano
tez, ze utrata biatkka GDAP1 powoduje zmniejszenie ilosci filamentéw aktynowych
w sasiedztwie mitochondriow. Filamenty aktynowe w tej lokalizacji uczestniczg
W procesie fragmentacji sieci mitochondrialnej i ich obecno$¢ warunkuje rekrutacje
biatka DRP1 (ang., Dynamin Related Protein 1), ktore tworzy polimer zaciskajacy
si¢ wokot mitochondrium, co prowadzi do jego podziatu. Zmniejszenie ilosci DRP1
na mitochondriach negatywnie wptywa, wigc na podzialy sieci mitochondrialnej [101].
Co ciekawe, kofilina-1 bierze udzial w sortowaniu bialek w TGN, w procesie,
W ktoéry zaangazowane jest biatko TGN46. Wykazano, ze obnizenie pozioméw kofiliny-
1 oraz ADF (ang. Actin-Depolymerizing Factor) - jednej z izoform kofiliny hamuje
eksport z bton aparatu Golgiego egzogennie eksprymowanego rozpuszczalnego biatka
wydzielniczego w hodowlach tkankowych komorek Drosophila melanogaster i komoérek
ssakow. Dodatkowo analiza obrazow TEM wykazala, ze po obnizeniu poziomow
kofiliny-1 i ADF, obok prawidtowych cystern aparatu Golgiego doszto do nagromadzenia
si¢ duzych spuchnietych struktur blonowych, ktore w dalszych badaniach okazaty
si¢ by¢ TGN [102]. Jest to wazne z punktu widzenia naszych wynikow, ktore wykazaty,
ze nawet nieznaczne obnizenie ekspresji GDAP1 w komorkach SH-SYSY wywotato
nieregularny ksztalt cystern i1 wigksza gesto$§¢ zakonczen stosOw cystern aparatu
Golgiego. Z powyzszych badan wynika, ze zaréwno GDAPI, jak i kofilina-1,
sg zaangazowane nie tylko w utrzymanie homeostazy sieci mitochondrialnej,
ale rowniez w utrzymanie prawidtowej morfologii aparatu Golgiego. Zwigzek pomiedzy
GDAPI1, TGN46 1 kofiling-1 z pewnoscig jest istotnym kierunkiem dalszych badan
w celu okreslenia patogenezy choroby CMT-GDAP1.

W pracy wykazano, ze niektére analizowane przez nas mutacje genu GDAP1
wplywaja na obnizenie zywotnosci transfekowanych komorek SH-SYS5Y. Wczesniej,
Noack i wsp. (2012) wykazali, ze nadekspresja GDAP1 zwicksza komorkowy poziom
GSH w komoérkach HT22 1 stabilizuje potencjal blony mitochondrialnej

przez zmniejszenie produkcji ROS [61]. W swietle tych ustalen mutacje patogenne genu
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GDAPL1 przez obnizenie poziomu biatka GDAP1 moga skutkowaé wysokimi poziomami
ROS i w konsekwencji wptywac na zmniejszenie zywotnosci komorek [61]. Ponadto inni
badacze w badaniach morfologicznych i funkcjonalnych neuronéw ruchowych pacjentow
dotknigtych chorobg kregu CMT zaobserwowali zmniejszenie zywotnosci komorek,
ktore bylo zwigzane z rozwojem stresu oksydacyjnego [103]. W zwigzku z tymi
obserwacjami wydaje si¢, ze patogenne mutacje genu GDAP1, skutkujace obnizonym
poziomem biatka GDAP1 moga powodowaé obnizenie zywotnosci komorek.
W niniejszej pracy zaobserwowano, ze ekspresja dwoch wariantow C€.368A>G,
p.His123Arg i c.467C>G, p.Alal56Gly, w ktorych obserwuje si¢ obnizenie poziomu
biatka GDAP1 w stosunku do komorek z nadekspresja genu GDAP1, spowodowata
wyrazne obnizenie zywotno$ci komorek SH-SYSY. Co ciekawe, analiza stosunku biatek
proapoptotycznych do antyapoptotycznych wykazata, ze w przypadku wariatow
€.368A>G, p.His123Arg i ¢.467C>G, p.Alal56Gly, poziom biatka proapoptotycznego
zmniejsza sie w stosunku do poziomu bialek antyapoptotycznych. Swiadczy to o tym,
ze obnizona zywotno$¢ komorek nie wynika z procesu apoptozy w tych komorkach.
Inni badacze natomiast zaobserwowali, ze w komorkach z mutacjg c.467C>G,
p.Alal56Gly proces fuzji mitochondriow jest zaburzony. Uposledzenie tego procesu
skutkowalo fragmentacja mitochondriow 1 zwigkszong wrazliwoscia komorek
na czynniki proapoptotyczne [48]. Podobnie, jak w przypadku tych wynikow, komorki
SH-SY5Y transfekowane wektorami niosgcymi niektore analizowane allele GDAP1

mialy zwickszong wrazliwos¢ na H.O> [81].

Pomimo tego, ze w niniejszym badaniu nie zaobserwowano cech
charakterystycznych dla apoptozy (fragmentacja jadra komoérkowego) w komoérkach SH-
SY5Y z nadekspresja genu GDAP1 oraz jego wyciszeniem, to zaobserwowano,
ze transfekcja komorek wektorem z wybranymi allelami genu GDAP1 skutkuje zmiang
ksztattu komorek HeLa. Dodatkowo zaobserwowano korelacj¢ migdzy poziomami biatek
GDAP1, Bcl2 oraz ksztaltem komoérek. W zwigzku z tym postanowiono sprawdzic,
czy mutacje genu GDAP1 rzeczywiscie nie prowadza do zaindukowania procesu
apoptozy. Wykazano, ze poziom bialek antyapoptotycznych tj., Bcl2 i Bcel-xI spadt
w przypadku komorek transfekowanych zmutowanymi wariantami genu GDAPL,
co mogtoby $wiadczy¢ o zaindukowaniu procesu apoptozy w komorkach SH-SYSY.
Jednak poziom biatka proapoptotycznego Bax rowniez ulegl obnizeniu. Ponadto,

w komorkach  transfekowanych  zmutowanymi  wariantami  genu  GDAPI,
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nie zaobserwowano wyptywu cytochromu ¢ do cytoplazmy, a takze charakterystycznego
dla apoptozy cigcia biatka PARP1. W zwigzku z tym wnioskujemy, ze zmiany
W poziomie analizowanych biatek w mutantach genu GDAP1 nie §wiadcza o pobudzeniu
procesu apoptozy w transfekowanych komorkach SH-SY5Y. Jednakze wczesniejsze
doniesienia wskazuja, ze mutacje dziedziczone w sposdb autosomalny dominujacy
w genie GDAP1 prowadza do rozpadu mitochondriow i uwolnienia cytochromu c
do cytoplazmy [63]. Wiadomo réwniez, ze rozpad mitochondriéw nastepuje na skutek
nadekspresji genu GDAP1 [63]. Natomiast w przypadku komoérek SH-SY5Y
transfekowanych wektorem zawierajacym cDNA z mutacjami ¢.652C>G, p.GIn218Glu,
€.664G>A, p.Glu222Lys, ¢.368A>G, p.His123Arg lub ¢.467C>G, p.Alal56Gly miato
miejsce obnizenie poziomu biatka GDAP1 w pordwnaniu z komdrkami transfekowanymi
wektorem z cDNA GDAPL typu dzikiego. Moze to tlumaczy¢ brak uwalniania
cytochromu ¢ do cytoplazmy w przypadku analizowanych mutacji genu GDAP1.
W zwiazku z tym w analizowanych przez nas komoérkach nie doszto do zaindukowania
procesu apoptozy. By¢ moze, w komérkach SH-SY5Y na skutek mutacji genu GDAP1
ma miejsce zapobieganie dysfunkcji mitochondriow 1 procesu apoptozy komorek.
W pracy Shinji Tagami i wspotautorow (2000) opisano, ze translokacja Bcl2 i Bel-xI
do mitochondriéw moze by¢ zaangazowana wlasnie w proces zapobiegania apoptozie
[104]. Réwniez inni autorzy donosza, ze zapobieganie fragmentacji mitochondriow
ma dziatanie ochronne przed apoptoza komorki [63]. W analizowanych
przez nas komoérkach SH-SY5Y transfekowanych wektorem z poszczegdlnymi allelami
genu GDAP1 zaobserwowaliSmy wyzszy poziom biatka Bcl2 we frakcji mitochondrialnej
W poréwnaniu z poziomem biatka Bcl2 we frakcji cytozolowej (dane niepokazane).
W zwigzku z tym wnioskujemy, ze w komorkach SH-SY5Y nie dochodzi
do zaindukowania procesu apoptozy na skutek mutacji w genie GDAP1, a raczej
obserwujemy proces zapobiegania apoptozie, w nieznanym nam jeszcze mechanizmie
obronnym komorki. Natomiast zaobserwowana korelacja migdzy zmiang ksztattu
komorek HeLa, tzn., ich rozpulchnieniem i obnizeniem poziomu biatka Bcl2 w tych
komorkach i/ lub prawidtowym ksztaltem komoérek 1 podwyzszonym poziomem biatka
Bcl2 moze wynika¢ z funkcji biatka Bcl2 zwigzanej z regulacjg objetosci komorek.
W pracy Meng-Ru Shen i wspotautorow (2002) wykazano, ze wzrost poziomu Bcl2
skutkowat zwigkszeniem zdolno$ci do regulacji zmniejszania objetosci (ang., Regulatory
Volume Decrease, RVD) komorki, w odpowiedzi na stres hipotoniczny [105]. W $wietle

tych ustalen, w przypadku analizowanych mutacji GDAP1, wzrost poziomu biatka Bcl2

110



w komoérkach HeLa moze mie¢ dziatanie ochronne przed niekorzystnym wpltywem
mutacji genu GDAP1. Obserwowane zmiany w poziomach biatek antyapoptotycznych
| proapoptotycznych mogg rowniez wynika¢ z wptywu mutacji genu GDAP1 na inne
procesy, w ktorych mogg bra¢ udzial biatka z rodziny Bcl2. Wprawdzie biatka z rodziny
Bcl2 znane sa gtéwnie ze swojej roli w regulacji procesu apoptozy, t0, petnig one réwniez
role niekanoniczne. Biatka z rodziny Bcl2 biorg udzial m.in. w procesie autofagii,
regulacji proceséw bioenergetycznych oraz utrzymaniu réwnowagi jonow Ca?*
w komorce i homeostazy redoks, procesach zwigzanych ze starzeniem komorkowym,
immunomodulacji i odpowiedzi na czynniki zapalne [106]. Ponadto wykazano, ze biatko
Bcl-x1 odgrywa wazng rolg w rozwoju neuronalnym [107]. Biorgc pod uwage ten fakt
oraz to, ze cDNA genu GDAP1 zostalo opisane, jako jedno z 10 ulegajacych zwigkszone;j
ekspresji podczas roznicowania neuronéw [51] moze to stanowié ciekawy kierunek

dalszych badan.

Osobnym zagadnieniem poruszonym w pracy jest problem patogennos$ci mutacji.
Jak juz wczesniej wspomniano, badania NGS oferowane obecnie wielu chorym
dostarczajg bardzo licznych, lecz czgsto niejednoznacznych wynikow. Wigkszo$¢
wariantow sekwencji raportowanych w bazach danych to warianty o nieznanym
znaczeniu, co stwarza bardzo duze trudnosci w interpretacji patogenno$ci wariantow.
Przyktadowo, w szeroko stosowanej bazie wariantow sekwencji ClinVar
75% raportowanych zmian to tzw. VUS. W przetozeniu na jgzyk kliniczny oznacza
to, ze 75% danych zgromadzonych w bazie ClinVar nie nadaje si¢ do zastosowania
w celach diagnostycznych i terapeutycznych. Z roku na rok liczba VUS przyrasta,
natomiast dramatycznie obniza si¢ procent udzialu mutacji patogennych wsrod
wszystkich opisanych wariantow. Proponowane coraz to nowsze algorytmy
bioinformatyczne shuzace do oceny patogenno$ci mutacji coraz czg$ciej dostarczaja
sprzecznych wynikow, co sprawia, ze stopniowo diagnostyka molekularna pograza
si¢ W chaosie. Zaprowadzenie porzadku w tej swoistej ,,stajni Augiasza” jest mozliwe
i wymaga powrotu do precyzyjnego fenotypowania chorych (ang., deep-phenotyping)
I oceny funkcjonalnej skutkow mutacji. W dobie NGS wiodacym problemem jest, wiec
ustalenie statusu patogennego wariantu sekwencji, a nie jego zidentyfikowanie.
W zwigzku z tym problem okreslenia patogennosci mutacji jest obecnie jednym
znajwiekszych wyzwan genetyki klinicznej. Warto w tym miejscu zatrzymac

si¢, chociazby przy mutacji €.664G>A, Glu222Lys, ktora jak dotad zostala
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zidentyfikowana wytacznie w dwoéch polskich rodzinach [108]. Mutacja c.664G>A,
p.Glu222Lys w genie GDAP1 towarzyszy bardzo tagodnemu fenotypowi choroby CMT-
GDAPI. Jednak w badaniach funkcjonalnych zauwazamy, ze mutacja C.664G>A,
p.Glu222Lys prowadzi do znacznego obnizenia poziomu biatka GDAP1 w komodrkach
SH-SYS5Y i wykazuje podobng charakterystyke do innych znanych patogennych mutacji
genu GDAP1, co przemawia za jej patogennym charakterem. Podobnie interesujace
wyniki uzyskano podczas analizowania mutacji ¢.652C>G, p.GIn218Glu opisanej
w jednej koreanskiej rodzinie [109,110]. U pacjentéw z mutacja €¢.652C>G, p.GIn218Glu
choroba CMT-GDAPI1 charakteryzuje si¢ tagodnym przebiegiem i zaczyna si¢ w drugiej
badz trzeciej dekadzie zycia. W badaniach funkcjonalnych zauwazamy jednak,
ze mutacja €.652C>G, p.GIn218Glu, podobnie jak w przypadku mutacji c.664G>A,
p-Glu222Lys, rowniez prowadzi do obnizenia poziomu biatka GDAP1 w komérkach SH-
SYSY. Analiza zywotnosci komoérek wykazala, ze obie te mutacje powoduja nieistotne
statystycznie obnizenie zywotnosci komorek, w przeciwienstwie do mutacji ¢.368A>G,
p.His123Arg 1 c.467C>G, p.Alal56Gly, ktére skutkuja wyraznym obnizeniem
zywotnosci komorek. Dopiero w tescie analizy wrazliwosci na H2O2 zaobserwowano
réznice pomigdzy mutacjami €.664G>A, p.Glu222Lys oraz ¢.652C>G, p.GIn218Glu.
Komoérki z mutacjg €.664G>A, p.Glu222Lys charakteryzuja si¢ wyzsza wrazliwo$cia
na ekspozycje na H202 w poréwnaniu z komodrkami transfekowanymi wektorem
zawierajagcym cDNA GDAP1 typu dzikiego. Natomiast komorki z mutacja p.GIn218Glu

sg prawie niewrazliwe na ekspozycj¢ na H.O> [81].

Brak korelacji pomiedzy efektami mutacji genu GDAPL1 obserwowanymi
w modelu linii komoérkowej choroby CMT-GDAPL, a fenotypem pacjentow staje
si¢ niezwykle trudnym problemem w diagnostyce molekularnej choroby CMT-GDAP1.
Dodatkowa trudno$¢ obok wspomnianych wyzej stanowi brak specyficznych
biomarkerow progresji choroby, co ogranicza prowadzenie badan klinicznych,
a w konsekwencji uniemozliwia powstanie skutecznej terapii. Dlatego, obecne badania
nad chorobami neurologicznymi koncentrujg si¢ na identyfikacji biomarkeréw,
ktore pomoga w diagnozowaniu, monitorowaniu postepu choroby i ocenie skutecznosci
zastosowanych srodkow terapeutycznych [111,112]. W zwiazku z powyzszym, w pracy
postanowiliSmy wyznaczy¢ potencjalne biomarkery do badan klinicznych choroby CMT-
GDAPI1. Przyktadowo takim markerem moglby by¢ poziom GDAP1 1 korelacja

jego poziomu w komorkach z nasileniem objawow choroby u pacjentow. W przypadku
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innej z chordb nerwowo-mig$niowych nalezacych do rodziny dziedzicznych dystrofii
obreczowo - konczynowych - dysferlinopatii spowodowanej mutacjami w genie DYSF,
w ktorej obserwuje sie korelacje obnizonej ekspresji dysferliny z nasileniem choroby
[113], wykazano, ze dysferlina ulega ekspresji w monocytach krwi obwodowej. Dzieki
temu udato si¢ opracowac strategie badan przesiewowych mutacji oparta na cDNA genu
DYSF wyizolowanym z monocytéw pacjentow. Zwigzek pomiedzy ekspresja dysferliny
w migsniach szkieletowych 1 monocytach krwi obwodowej pozwolit na opracowanie
alternatywy dla analizy genomowego DNA w diagnostyce molekularnej dysferlinopatii
[113,114]. Podobnie, w niektorych chorobach kregu CMT obserwuje si¢ efekt dawki
gendéw. Przykladem moze by¢ spowodowana mutacjami w genie IGHMBP2 choroba

CMT?2S, w ktorej wystepuje korelacja migdzy nasileniem choroby, a poziomem biatka

IGHMBP2 [31] oraz wywotana duplikacja genu PMP22 choroba CMT1A [14].

Jak wczesniej juz wspomniano, w literaturze fachowej opisano obnizenie
poziomu biatka GDAP1, w komoérkach z mutacjg ¢.715C>T, p.Leu239Phe genu GDAP1
[61]. W niniejszej pracy réwniez zaobserwowano obnizony poziom biatka GDAP1
w komorkach HelLa z mutacjg ¢.715C>T, p.Leu239Phe, a wsrod badanych chorych,
pacjentka R5,111:6 z ta mutacja, charakteryzuje si¢ ciezkim przebiegiem choroby CMT-
GDAPL. Wyniki te wskazuja na to, ze w przypadku tej mutacji ma miejsce korelacja
poziomu biatka z nasileniem objawdéw choroby. Jednakze nasze wyniki sugeruja,
ze tylkow przypadku niektorych mutacji genu GDAP1 poziom biatka mogltby
by¢ przydatnym biomarkerem. Analiza wynikow badan wykazata, ze transfekcja
komorek SH-SY5Y wektorem zawierajagcym CDNA genu GDAP1 z mutacjami
patogennymi, jest takze zwigzana ze zmniejszonym poziomem biatka GDAP1 wzgledem
dzikiej formy genu GDAP1. W zwiazku z tym efekt mutacji c.664G>A, p.Glu222Lys
obserwowany w linii komoérkowej SH-SYS5Y nie koreluje z nasileniem klinicznym
choroby CMT-GDAPI1, gdyz sposrod czterech analizowanych mutacji dziedziczonych
W sposob autosomalny dominujacy, obnizenie poziomu GDAPl1 w komorkach
transfekowanych wektorem zawierajacym CDNA GDAPl z mutacjg C.664G>A,
p.Glu222Lys jest najwieksze. Jesli mutacja ta miataby dziata¢ w Sposob zgodny z dawka
genu, to fenotyp dla tej mutacji powinien by¢ najsilniejszy. Jednak fenotyp pacjentéw
z mutacjg €.664G>A, p.Glu222Lys jest niezwykle fagodny. Powyzsze wyniki wskazuja

na brak korelacji poziomu biatka z nasileniem objawow choroby w niektérych mutacjach
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genu GDAP1. W ich przypadku bardziej prawdopodobnym mechanizmem dziatania
wydaje si¢ zmiana funkcji biatka, badz jego efekt toksyczny.

Jednakze bioragc pod uwage to, ze mutacje genu GDAP1 dziataja w roéznych
mechanizmach, to okreslenie samego poziomu biatka nie wydaje si¢ wystarczajace.
W zwiagzku z tym konieczne jest poznanie mechanizméw molekularnych prowadzacych
do wystapienia choroby CMT-GDAPI1 dla poszczegolnych mutacji i dalsze poszukiwanie
odpowiedniego biomarkera. Bardzo potrzebne jest opracowanie szybkiego, taniego
| powtarzalnego systemu do testowania patogennosci zidentyfikowanych wariantow
sekwencji. Nie wiemy, czy bedzie to analiza zywotnosci komorek, wrazliwosci komorek
na H2O2, czy wilasnie badanie poziomu biatka. Mozemy spodziewa¢ si¢, ze jezeli dany
wariant sekwencji nie skutkuje zmniejszeniem poziomu biatka, to najprawdopodobniej
jest pozbawiony patogennosci. Jednakze nasze wyniki wskazujg na korelacj¢ poziomu
biatka z nasileniem objawow choroby tylko w przypadku niektorych mutacji genu
GDAP1. Dlatego, pomimo tego, ze poziom biatka moégtby wydawac si¢ obiecujacym
biomarkerem choroby CMT-GDAP1, podobnie jak w przypadku dysferlinopatii [114]
to jak na razie nie jest on uniwersalnym biomarkerem, ktory korelowatby z cig¢zkoscia
przebiegu choroby CMT-GDAPL. Z drugiej strony, to, ze ekspresja genu GDAP1
nie zachodzi w limfocytach krwi obwodowej, mogloby spowodowaé trudnosci
w rutynowej diagnostyce molekularnej. Ekspresja GDAP1 zachodzi w wielu tkankach
I narzadach, jednak jest on wyrazany gtownie w aksonach i komoérkach Schwanna,
a jego najwyzsza ekspresja zachodzi w mozgu [52]. W zwigzku z tym mozna byloby
ocenia¢ morfologi¢ i1 stopien mielinizacji nerwow skornych pobranych w wyniku biopsji
skory od pacjentow. Jednak trzeba zaznaczyc¢, ze jest to badanie inwazyjne, dlatego wazne
jest opracowanie nieinwazyjnego, prostego testu okre$lajacego patogennosé

poszczegblnych wariantow.

Sposréd uzyskanych wynikéw, odkrycie, ze biatko GDAPI jest zwigzane
ze zmianami w obrebie TGN, niewatpliwie rzuca nowe $wiatto na patogenezg¢ choroby
CMT-GDAPL1. Jednak opracowany system doswiadczalny nie pozwala
nam na testowanie wszystkich mutacji, chociazby ze wzgledu na duza czaso-, praco-
I kosztochtonno$¢. Wyjsciem z tej sytuacji byloby wczesniejsze zastosowanie badan
opartych na prostym modelu drozdzowym wykorzystujacym analize biochemiczng
humanizowanych drozdzy, ktory jest szybka platformg do prowadzenia badan,

szczeg6lnie w przypadku grupy chorob kregu CMT. Organizmy jednokomorkowe,
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takie jak  drozdze  wykorzystywane sa  szeroko w  badaniach  chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, czy choroba Parkinsona
[115,116]. W ostatnich pracach Rzepnikowskiej i wsp. (2020, 2022) wykazano
przydatno$¢ modelu drozdzowego, takze w badaniu chorob krggu CMT, w przypadku
nie tylko genow ludzkich, ktére posiadajg swoje geny ortologiczne np. IGHMBP2,
ale rowniez nieposiadajacych swoich odpowiednikow w drozdzach np. GDAP1
[117,118].

Wydawac¢ by si¢ mogto, ze wyniki przedstawione w niniejszej pracy sprawiaja
wrazenie rozproszonych. Jednak moze to wynika¢ z poszukiwan biomarkerow
dlachoroby CMT-GDAP1. Dotychczas w wigkszosci chorob krggu CMT
nie ma dostgpnych biomarkeréw, zarowno klinicznych, jak i elektrofizjologicznych.
Ze wzgledu na to, ze wiedza na temat patogenno$ci poszczegdlnych wariantow genu
GDAP1 jest nadal fragmentaryczna, a w kwestii ustalenia podstawowej funkcji biatka
GDAPI1 panuje duzo niescistosci, nasze poszukiwania sg wielokierunkowe. Mimo
to nadal brak jest odpowiedzi, jak obserwowane zmiany korelujg z nasileniem choroby
CMT-GDAPI. Jest to problem z punktu widzenia wprowadzenia potencjalnych celéw
dla przysztej terapii eksperymentalnej. Monitorowanie terapii na poziomie komérkowym
mogloby by¢ przydatne do okreslenia poprawy stanu chorego. Dlatego istotne
jest znalezienie zwigzku obserwowanych zmian z nasileniem choroby u pacjentow.
Jesli sposrod naszych testow molekularnych mielibysmy wybraé potencjalny biomarker
choroby CMT-GDAPI, to bytby to poziom biatka GDAPI, ale jak juz wspomniano,
tylko dla wybranych mutacji genu GDAPL. Jednak niewykluczone, ze zostang odkryte
lepsze biomarkery choroby CMT-GDAPL.

Podsumowujac, w pierwszej czgsci niniejszej pracy wykazano, ze obraz kliniczny
pacjentow cierpigcych na chorobe kregu Charcot-Marie-Tooth wywotang mutacjami
w genie GDAP1 najprawdopodobniej zalezy zardwno od glownej mutacji sprawczej,
jak i wariantow sekwencji obecnych w innych genach CMT. W drugiej czgéci pracy
wykazano, ze mitochondrialne biatko GDAP1, ktérego mutacje powoduja chorobe kregu
CMT, jest zwigzane roéwniez ze zmianami w odregbnym subkompartmencie
komorkowym, jakim jest TGN. Dodatkowo wykluczono zaindukowanie procesu
apoptozy w komorkach na skutek mutacji genu GDAPL. Jednakze zaobserwowano,
ze niecktore analizowane mutacje skutkujg obnizong zywotno$cig komorek,

a takze odmiennym, zaleznym od mutacji wzorem ekspresji badanych biatek w komorce,
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Co sugeruje, iz r6zne mutacje genu GDAPL, najprawdopodobniej dziataja za pomoca
réznych mechanizmoéow molekularnych. Pomimo tego, ze mechanizm molekularny
dziatania mutacji genu GDAP1 wcigz pozostaje nieznany, mamy nadziej¢, ze wyniki
naszych badan, przynajmniej w jakims$ stopniu pozwolg zidentyfikowa¢ potencjalne cele

dla przysztej terapii choroby CMT-GDAP1.
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6. WNIOSKI

1. Koncowy obraz kliniczny pacjentéw dotknigtych chorobg kregu Charcot-Marie-
Tooth wywotang mutacjami w genie GDAP1 zalezy zar6wno od ,sity”,
jak i ,,obcigzenia genetycznego” wariantow sekwencji obecnych w innych ,,genach
CMT”. Im wigcej dodatkowych wariantoéw sekwencji w innych ,,genach CMT”,

tym ciezszy przebieg kliniczny choroby CMT-GDAPL.

2. U pacjentéw z mutacjami w genie GDAP1 dziedziczonymi w sposéb autosomalny
dominujacy wystepuje $rednio dwa razy wigcej dodatkowych wariantoéw sekwencji
w ,,genach CMT” w poroéwnaniu z pacjentami z mutacjami dziedziczonymi

autosomalnie recesywnie.

3. Wybrane mutacje genu GDAP1 kodujacego biatko zaangazowane w patogenezg
choroby krggu CMT wywotuja zmiany morfologiczne i funkcjonalne w obrebie

cze$ci trans aparatu Golgiego TGN.

4. Ocena patogennosci mutacji w genie GDAP1 wymaga zindywidualizowanego
podejscia. Nie istnieje pojedynczy test (eksperyment), ktéry pozwolitby

zweryfikowa¢ patogenno$¢ dowolnego wariantu sekwencji genu GDAP1.
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SUPLEMENT

Pacjenci z gtowng mutacjg GDAP1 ¢.715C>T, p.Leu239Phe

Rodzina

Pacjent

Wariant sekwencji w genie CMT

Nazwa

genu

Pozycja w sekwencji

kodujacej

Patogenno$é

wariantu

Liczba
punktow za

wariant

Suma

punktéw

R1

I1:6

GDAP1

hz ¢.715C>T,
p.Leu239Phe
rs104894080

patogenny

2(hz)*1(AR)*3

RYR1

htz ¢.1244A>C,
p.Lys415Thr
rs202104274

b.d.

2(AD)*1(b.d)

R2

111

GDAP1

hz ¢.715C>T,
p.Leu239Phe
rs104894080

patogenny

2(hz)*1(AR)*3

MYH14

htz
€.6032A>Cp.Asp2011Ala
rs200291489

b.d.

2(AD)*1(b.d)

R3

v:7

GDAP1

hz c.715C>T,
p.Leu239Phe
rs104894080

patogenny

2(hz)*1(AR)*3

SCN9A

htz
€.3217G>A,p.Aspl073Asn
rs201389358

prawdopodobnie

tadogny

2(AD)*1,5

R4

13

GDAP1

hz c.715C>T,
p.Leu239Phe
rs104894080

patogenny

2(hz)*1(AR)*3

DARS1

htz ¢.388T>G,
p.Ser130Gly
rs1060499772

b.d.

1(AR)*1(b.d)

ZNF106

htz ¢.3901A>G,
p.Asn1301Asp
rs148601014

b.d.

1(AR)*1(b.d)

R5

11:6

GDAP1

hz ¢.715C>T,
p.Leu239Phe
rs104894080

patogenny

2(hz)*1(AR)*3

SCNI10A

htz ¢.41G>T, p.Argl4Leu
rs141207048

prawdopodobnie

tagodny

2(AD)*1,5

15
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htz ¢.645T>G,

0 nieznanym
GNB4 p.Asp215Glu 2(AD)*2
dziataniu
rs755596977
htz c.61+211T>G
TUBB3 b.d. 2(AD)*1(b.d)
rs1483625306

Tabela S1. Warianty sekwencji w genach zaangazowanych w patogenez¢ choroby CMT: RYR1
(ang., Ryanodine Receptor 1), MYH14 (ang., Myosin Heavy Chain 14), SCN9A (ang., Sodium
Voltage-Gated Channel Alpha Subunit 9), DARS1 (ang., Aspartyl-TRNA Synthetase 1), ZNF106
(ang., Zinc Finger Protein 106), SCN10A (ang., Sodium Voltage-Gated Channel Alpha Subunit
10), GNB4 (ang., G Protein Subunit Beta 4), TUBB3 (ang., Tubulin Beta 3 Class I11) u pacjentow
z patogenng mutacja GDAP1 ¢.715C>T, p.Leu239Phe.

Pacjenci z gtowng mutacjg GDAP1 ¢.467C>G, p.Alal56Gly

Wariant sekwencji w genie CMT Liczba
] ] Patogenno$é Suma
Rodzina | Pacjent Nazwa Pozycjaw ) punktow za
wariantu ) punktéw
genu sekwencji kodujacej wariant
htz c.467C>G,
GDAP1 p.Alal56Gly patogenny 2(AD)*3
rs397515441
htz ¢.598G>C,
DCTN1 p.Glu200GIn b.d. 2(AD)*1(b.d)
rs563898085
htz ¢.9778G>C,
R6 1:8 SACS p.Asp3260His b.d. 1(AR)*1(b.d) 12
rs148545339
htz ¢.2323G>A, .
prawdopodobnie
CTDP1 p.Asp775Asn 1(AR)*1,5
tagodny
rs145870152
htz ¢.5630C>T, )
prawdopodobnie
SBF1 p.Pro1877Leu 1(AR)*1,5
tagodny
rs200103683
htz c.467C>G,
GDAP1 p.Alal56Gly patogenny 2(AD)*3
rs397515441
htz ¢.598G>C,
R6 11:8 18
DCTN1 p.Glu200GIn b.d. 2(AD)*1(b.d)
rs563898085
htz ¢.9778G>C,
SACS . b.d. 1(AR)*1(b.d)
p.Asp3260His
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rs148545339
htz ¢.2323G>A, .
prawdopodobnie
CTDP1 p.Asp775Asn 1(AR)*1,5
tagodny
rs148545339
htz ¢.5630C>T, .
prawdopodobnie
SBF1 p.Prol877Leu 1(AR)*1,5
fagodny
rs200103683
htz c.2063G>A,
nicokre$lona
ARHGEF10 p.Ser688Asn . . 2(AD)*1,5
interpretacja
rs143290224
htz c.2341C>T,
prawdopodobnie
FBXO38 p.Pro781Ser 2(AD)*1,5
tagodny
rs116266000
htz c.467C>G,
GDAP1 p.Alal56Gly patogenny 2(AD)*3
rs397515441
htz ¢.9778G>C,
SACS p.Asp3260His b.d. 1(AR)*1(b.d)
rs148545339
R6 1:9 12
htz c.2063G>A,
nieokreslona
ARHGEF10 p.Ser688Asn . ) 2(AD)*1,5
interpretacja
rs143290224
htz ¢.3737G>A,
MYH14 p.Arg1246His b.d. 2(AD)*1(b.d)
rs368918699
htz c.467C>G,
GDAP1 p.Alal56Gly patogenny 2(AD)*3
rs397515441
htz ¢.3396G>T,
R7 11:12 10
ATP7A p.Lys1132Asn b.d. 1(XR)*1(b.d)
rs782548907
htz c.465+1G>A
ARSA patogenny 1(AR)*3
rs80338815

Tabela S2. Warianty sekwencji w genach zaangazowanych w patogeneze choroby CMT: DCTN1
(ang., Dynactin Subunit 1), SACS (ang., Sacsin Molecular Chaperone), CTDP1 (ang., CTD
Phosphatase Subunit 1), SBF1 (ang., SET Binding Factor 1), ARHGEF10 (ang., Rho Guanine
Nucleotide Exchange Factor 10), FBX038 (ang., F-Box Protein 38), MYH14 (ang., Myosin Heavy
Chain 14), ATP7A (ang., ATPase Copper Transporting Alpha), ARSA (ang., Arylsulfatase A)
U pacjentow z patogenng mutacja GDAP1 ¢.467C>G, p.Alal56Gly.
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Pacjenci z gtowng mutacjg GDAP1 ¢.664G>A, p.Glu222Lys

Rodzina

Pacjent

Wariant sekwencji w genie

CMT

Nazwa

genu

Pozycjaw
sekwencji

kodujacej

Patogenno$é

wariantu

Liczba
punktow

za wariant

Suma

punktow

R9

19

GDAP1

htz c.664G>A,
p.Glu222Lys

2(AD)

DST

htz ¢.2705
C>G,
p.Ser902Cys
rs138553142

0 nieznanym

dziataniu

1(AR)*2

PEX1

htz c.148G>A,
p.Val50lle
rs768702189

b.d.

1(AR)

R9

111

GDAP1

htz c.664G>A,
p.Glu222Lys

2(AD)

DST

htz ¢.2705
C>G,
p.Ser902Cys
rs138553142

0 nieznanym

dziataniu

1(AR)*2

PEX1

htz c.148G>A,
p.Val50lle
rs768702189

b.d.

1(AR)

Tabela S3. Warianty sekwencji w genach zaangazowanych w patogeneze choroby CMT: DST
(ang., Dystonin), PEX1 (ang., Peroxisomal Biogenesis Factor 1) u pacjentéw z patogenng
mutacja GDAP1 ¢.664G>A, p.Glu222Lys.
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Pacjenci z mutacjg GDAP1 ¢.715C>T, p.Leu239Phe oraz c.664G>A, p.Glu222Lys

Wariant sekwencji w genie
CMT Liczba
] . _ Patogenno$é Suma
Rodzina | Pacjent Pozycjaw i punktow za
Nazwa . wariantu . punktow
sekwencji wariant
genu
kodujacej
htz c.664G>A,
GDAP1 2(AD)
p.Glu222Lys
htz ¢.808G>A, fagodny/
SPG11 p.Val270lle | prawdopodobnie 1(AR)*1,25
R8 1:4 6,25
rs80338868 tagodny
htz c.654C>T .
prawdopodobnie
PRNP p.Tyr218= 2(AD)*1,5
tagodny
rs375057882
htz c.664G>A,
GDAP1 2(AD)
p.Glu222Lys
hz ¢.715C>T,
GDAP1 p.Leu239Phe patogenny 2(hz)*1(AR)*3
rs104894080
htz ¢.16495
A>T,
DST b.d. 1(AR)*1(b.d)
p.Ser5499Cys
rs180765536
htz
IGHMBP2 | c.256+9G>A tagodny 1(AR)*1
R8 112 16
rs118015540
htz ¢.808G>A, fagodny/
SPG11 p.Val270lle | prawdopodobnie 1(AR)*1,25
rs80338868 fagodny
htz
¢.1574T>C, | prawdopodobnie
PRX 1(AR)*1,75
p.Val525Ala fagodny
rs149715830
htz c.654C>T .
prawdopodobnie
PRNP p.Tyr218= 2(AD)*1,5
tagodny
rs375057882
htz c.664G>A,
R8 1:3 GDAP1 2(AD) 10,5
p.Glu222Lys
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hz ¢.715C>T,
p.Leu239Phe
rs104894080
htz ¢.16495
A>T,
DST b.d.
p.Ser5499Cys
rs180765536
htz
c.1574T>C, nieokre$lona
PRX ) ) 1(AR)*1,5
p.Val525Ala interpretacja

rs149715830

GDAP1 patogenny 2(h2)*1(AR)*3

1(AR)*1(b.d)

Tabela S4. Warianty sekwencji w genach zaangazowanych w patogeneze choroby CMT: SPG11
(ang., Spastic Paraplegia 11), PRNP (ang., Prion Protein), DST (ang., Dystonin), IGHMBP2
(ang., Immunoglobulin Mu DNA Binding Protein 2), PRX (ang., Periaxin) u pacjentow
z mutacjami GDAP1 ¢.664G>A p.Glu222Lys oraz ¢.715C>T, p.Leu239Phe.

Lista genow analizowanych w badaniu

AARS, GDAP1, PDK3, VRK1,
ABHD12, GJB1, PEX1, WNK1,
AlIFM1, GJB3, PEX7, YARS,
ARHGEF10, GNB4, PHYH, MT-ATP6,

ARSA, HADHB, PLA2GS, MT-ATPS,
ASAH, HARS, PLEKHGS, MT-CO1,
ATL1, HINT1, PMM2, MT-CO2,
ATL3, HK1, PMP22, MT-CO3,
ATPTA, HOXD10, POLG, MT-CYB,
BICD2, HRNPA1 PRDM12, MT-DLOOP,
BSCL2, HSPB1, PRNP, MT-ND1,
C120RF65, HSPB3, PRPS1, MT-ND2,
CCT5, HSPBS, PRX, MT-ND3,
CLTCL1, IGHMBP2, RAB7, MT-ND4,
COX6AL, IKBKAP, RARS, MT-ND5,
CTDP1, INF2, REEP1, MT-NDG6,
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DARS, IFRD1, RFVT2, MT-RYR1,
DCAFS, KARS, RNF170, MT-RYRZ2,
DCTNL, KCC3, RYR1, MT-TL1,
DHH, SLC12A6, SBF1, MT-TM,
DHTKD1, KIF1A/ATSV, SBF2, MT-TQ,
DNAJB2, KIF1B, SCN11A, MT-TS1,

HSJ1, KIF5A, SCNYA, MT-TS2,
DNAJC3, LITAF, SETX, CARS2,

DNM2, LMNA, SH3TC2, VARS2,
DNMT1, LRSAM1, SLC25A19, ITPR1,
DRP2, MARS, SLC5AY, ADCY6,

DST, MED?25, SOX10, SEPT9,

DYNC1H1, MEN2B, SPTLC1, AIMP1,

EGR2, MFEN2, SPTLCZ, DNAJBS,

FAM134B, MORC?2, SPTLCS, RARS?2,
FBLNS, MPZ, SURF1, FARSB,
FBXO38, MTMR2, TDP1, NARS2,

FGD4, MYH14, TFG, TARS,

FIG4, NAGLU, TRIMZ2, PMP2,
FLVCR1, NDRGI, TRPVA4, HETX,

GALC, NEFL, TUBBS, NOTCH3

GAN, NGFB, VABP,

GARS, NTRK1, VCP,

Tabela S5. ,,Geny CMT” analizowane w badaniu.
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