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Wprowadzenie

Retikulum endoplazmatyczne (ER, ang. endoplasmic reticulum) jest centralnym
organellum do syntezy, zwijania oraz potranslacyjnych modyfikacji bialek btonowych i
sekrecyjnych. Zaburzenie funkcji ER prowadzace do akumulacji niepoprawnie zwinigtych
biatek, inhibicji degradacji bialek w ER lub zaburzenia dystrybucji biatlek w oraz z ER,
okresla si¢ terminem stresu ER. W odpowiedzi na nagromadzenie niepoprawnie zwinig¢tych
biatek, w ER, komorki aktywuja odpowiedz na niepoprawnie zwinigte biatka (UPR, ang.
unfolded protein response) [1]. Gléwnym zadaniem UPR jest przywrdcenie homeostazy
komorek poprzez intensyfikacje¢ proceséw zwijania i degradacji bialek w ER (ERAD, ang. ER
associated degradation) [2], zahamowanie syntezy biatek oraz zwigkszenie pojemnos$ci tego
organellum [1, 3]. UPR ma drugg funkcj¢, rownie wazng, ktorg jest indukcja apoptozy
komorek, gdy stan rdwnowagi w ER, nie moze zostaé przywrdcony [1, 4-6]. Zard6wno
adaptacja komorek do warunkoéw stresu, jak i wystanie sygnatow prowadzacych do ich

apoptozy podlegaja Scistej kontroli na poziomie transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym.

U ssakow UPR to wielofunkeyjny komorkowy szlak sygnalizacyjny o zdefiniowanych
receptorach oraz biatkach efektorowych, ktore reguluja ekspresje genow. Zadaniem UPR jest
zwigkszenie wydajnosci zwijania biatek w ER oraz redukcja transportu biatek do ER (m.in.
poprzez inhibicje¢ ekspresji genéw) [1]. Za inicjacj¢ UPR u sakow odpowiadajg trzy gtowne
przezbtonowe receptory (Rysunek 1): ATF6 (ang. activating transcription factor 6), IRE1
(ang. inositol-requiring and ER-to-nucleus signaling protein) i PERK (ang. protein kinase-
like endoplasmic reticulum kinase) [4]. W warunkach homeostazy receptory te sg zwigzane, W
$wietle ER, z biatkiem opiekunczym BiP (ang. immunoglobulin heavy chain-binding protein

znanym tez jako GRP78, ang. glucose-regulated protein, 78 kDa) [1].



Adaptacja

ERAD, intensyfikacja zwijania biatek, transport ER ..
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Rysunek 1. Skladowe UPR: adaptacyjna (panel zielony) i apoptotyczna (panel bialy).
Aktywacja PERK, ATF6 oraz IRE1 w ER chroni komorke przed stresem poprzez inhibicje
translacji (elF2a) i degradacje mRNA (IRE1). Aktywacja tych gldéwnych receptoréw stresu ER
prowadzi rowniez do transkrypcyjnej indukcji genow pozwalajacych na adaptacje do stresu (za
posrednictwem czynnikéw transkrypcyjnych ATF4, ATF6a i sXBPIl). Gdy przywrocenie
rownowagi w ER okaze si¢ niemozliwe, te same receptory inicjuja apoptoze komorki. miRNA biorg
udziat zar6wno w adaptacji, jak i apoptozie (kolorem czerwonym zaznaczono miRNA indukowane,
a niebieskim redukowane - podczas UPR). P: grupa fosforanowa; C-2 i C-4 : odpowiednio kaspaza -
2 i kaspaza - 4; ,,—”: pozytywna regulacja, ,,-—-I ”: wpltyw negatywny. Na podstawie [22].




W warunkach stresu ER czynnik transkrypcyjny ATF6 jest transportowany do aparatu
Golgiego, gdzie ulega aktywacji proteolitycznej [7]. Aktywny ATF6 (ATF6a) jest nastepnie
przekazywany do jadra komérkowego, a tam reguluje transkrypcje genéw zwigzanych z UPR
[7].

Pozostate receptory IRE1 i PERK majg zalezne od stresu ER, domeny odpowiedzialne
za ich oligomeryzacje [8]. IRE1 pod wplywem stresu ER ulega oligomeryzacji i
autofosforylacji. Ufosforylowana forma IREla ma wlasciwosci endorybonukleazy i
odpowiada m.in. za sktadanie mRNA genu XBP1 (ang. X-box binding protein 1), tworzac
aktywna transkrypcyjnie, forme tego biatka (sXBP1) [9]. Aktywne formy ATF6a i SXBP1 s3
odpowiedzialne za zwigkszenie ekspresji biatlek opiekunczych oraz innych biatek
wspomagajacych proces faldowania (foldaz), a takze skladowych blony retikulum
endoplazmatycznego, przyczyniajacych si¢ do zwigkszenia jego rozmiaru i pojemnosci [10,
11]. IRE1 niezaleznie od XBP1 moze rowniez degradowaé wybrane mRNA, zlokalizowane w
sgsiedztwie ER [12, 13].

Natomiast aktywne w skutek dimeryzacji i autofosfrylacji biatko PERK fosforyluje
elF-2a (ang. eukaryotic initiation factor 2 alpha), ktory odpowiada za aktywacje ATF4 (ang.
activating transcription factor 4) oraz inhibicj¢ translacji i tym samym zmniejszenie ilo$ci
bialek w ER [1]. ATF4 reguluje m.in. transkrypcj¢ genow odpowiedzialnych za metabolizm
aminokwasow 1 homeostaze redoks komorek [14-16].

UPR redukuje wigc ilos¢ biatlek w ER na wielu ptaszczyznach, wptywajac na procesy
transkrypcji, translacji oraz degradacji biatek. Tworzenie kompleksoéw represorowych z ATF6
oraz hypermetylacja regiondéw promotorowych wielu genéw prowadza do inhibicji
transkrypcji [17]. Natomiast indukowana przez PERK fosforylacja elF2a hamuje synteze
biatek [18, 19]. Ponadto ilo$¢ biatek w ER jest obnizana na skutek aktywnosci IRE1 i
mechanizmu ERAD [9, 12, 13, 20].

Redukcja ilosci mRNA podczas stresu ER moze by¢ skutkiem nie tylko inhibicji
transkrypcji [17, 21], lecz takze obnizenia stabilnosci mRNA. Wzmozona degradacja mRNA
moze by¢ spowodowana aktywnos$cig IRE1 lub przez krotkie niekodujgce RNA - mikroRNA
(miRNA, ang. microRNA) [22].

Jesli opisane powyzej aktywnosci majgce na celu przywrocenie rownowagi w ER
okaza si¢ niewystarczajace, UPR niezwlocznie inicjuje apoptoz¢ komorek [23]. Zaréwno

IRE1, jak i PERK biorg udziat w aktywacji proapotycznej kinazy JNK (ang. c-JunNH2-
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terminal kinase) [24, 25], zas ATF4 i ATF6 odpowiadajg za aktywacje proapoptycznego
czynnika transkrypcyjnego CHOP (ang. C/EBP-homologous protein, znanego tez jako
GADD153, ang. growth arrest and DNA-damage-inducible protein 153) [26, 27]. W
komorkach ludzkich stres ER odpowiada rowniez za aktywacje kaspazy 4 (C-4) [28].
Chroniczny stres ER prowadzi do aktywacji kaspazy 2 (C-2) i w konsekwencji indukcji
mitochondrialnego szlaku apoptozy [29]. Inne biatkowe komponenty zwigzanej z UPR
apoptozy to: PUMA (ang. p53 upregulated modulator of apoptosis), biatko p53 i NOXA

(wyraz noxa w jezyku tacinskim oznacza ,,uszkodzenie) [30, 31].

MikroRNA, bedace nowg klasg krotkich niekodujacych RNA, odpowiadaja za
selektywna regulacj¢ szlakow komorkowych, w tym UPR, na poziomie potranskrypcyjnym.
Obecnie sa postulowane dwa glowne mechanizmy wplywu miRNA na ekspresje biatek:
inhibicja translacji i degradacja mRNA [32-34]. Podczas UPR, transkrypcja nielicznych
genow ulega inhibicji, mimo ze mozna oczekiwaé generalnego obnizenia poziomu mRNA
oraz bialek w komorce (celem obnizenia ilosci bialek w ER) [35]. Uznanie, ze mikroRNA
odpowiadaja jedynie za degradacje mRNA podczas UPR, wydaje si¢ wiec niewlasciwe [22,
35]. Wyniki ostatnich badan pokazaty, ze miRNA regulujg nie tylko poziom kluczowych dla
UPR czynnikéw transkrypcyjnych, lecz takze same podlegaja Scistej kontroli transkrypcyjnej
podczas tego procesu (Rysunek 1) [22].

Zaburzenia dziatania UPR i zwigzanej z nig apoptozy sg czgscig patomechanizmu
wielu ludzkich schorzen jak m.in.: niektorych nowotwordéw, cukrzycy typu pierwszego,
przewlektych stanow zapalnych, chordb neurodegeneracyjnych (np. choroby Alzheimera,
choroby Parkinsona), choréb autoimmunologicznych [36]. Aktywacja UPR towarzyszy
rowniez Wielu schorzeniom uktadu oddechowego, takim jak mukowiscydoza czy przewlekta
obturacyjna choroby ptuc, znaczaco determinujgc ich przebieg [37, 38]. Trudno przecenié
znaczenie spoteczne, jakie ma opracowanie nowych, skutecznych terapii dla wspomnianych
schorzen. Ponadto odkrycie mikroRNA stworzyto nowe mozliwosci kontroli proceséw
biologicznych i tym samym nowych strategii terapeutycznych opartych na wykorzystaniu
miRNA 1lub ich antagonistow. Jednak mechanizmy, regulujace dziatanie tej klasy
niekodujgcych RNA s3 jeszcze stabo poznane. Identyfikacja nowych, obiecujacych celi

terapeutycznych wymaga wigc doglebnego zrozumienia zarowno mechanizmu UPR, jak i



znaczenia jej regulacji przez miRNA. Dlatego tez prezentowane ponizej badania

mechanizmow transkrypcyjnej regulacji UPR koncentrowaty si¢ na dwoch aspektach:
- mechanizmie indukowanej przez UPR transkrypcyjnej represji ludzkiego biatka CFTR (ang.
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator): redukcja ilosci tego biatka i/lub jego

aktywnosci biologicznej prowadzi do mukowiscydozy (prace 4.1-4.4);

- znaczeniu MiRNA dla regulacji UPR - nowym opartym na miRNA mechanizmie kontroli

importu peptydéw do ER, kierowanym przez aktywng forme czynnika SXBP1 (prace 4.5-4.6).

Czy stres ER i zwigzana z nim UPR regulujq poziom ludzkiego CFTR?

(praca 4.3)

Biatko CFTR, to kanat chlorkowy i kluczowy regulator funkcji nabtonka. Mutacje w
genie CFTR prowadza do zmniejszenia ilosci lub powstania dysfunkcyjnego biatka CFTR,
czego efektem jest mukowiscydoza (CF, ang. cystic fibrosis). CF jest najpowszechniejsza,
Smiertelng chorobg genetyczna populacji kaukaskiej. CF powoduje ogdlng egzokrynopatig,
wplywajaca na wiele narzadéw. Jednak, zachorowalnos$¢ i $miertelnos$¢ sa zwigzane gldwnie z
chorobg ptuc. Najczestsza forma CF, jest wywolana delecja fenyloalaniny w pozycji 508
(AF508) genu CFTR. AF508CFTR jest mutacja konformacyjng, ktéora powoduje
nieprawidtowe zwijanie biatka CFTR, co prowadzi do jego przedwczesnej degradacji
proteasomalnej [39, 40]. Chociaz mutacja AF508CFTR jest obecna na jednym lub na obu
allelach, u okoto 90% chorych na CF, zidentyfikowano prawie 2000 innych mutacji, ktore
prowadza do tego schorzenia [39]. Mimo braku mutacji w obrebie genu CFTR podobne do
mukowiscydozy symptomy w phlucach (akumulacja §luzu, chroniczne zakazenia) maja
réwniez inne schorzenia, takie jak przewlekta obturacyjna choroba ptuc (COPD, ang. chronic
obstructive pulmonary disease), astma oraz zapalenie oskrzeli [41]. Gléwne czynniki ryzyka
dla tych schorzen wigza si¢ ze stresem Srodowiskowym, zanieczyszczeniami, infekcjami
prowadzacymi do niedotlenienia, dymem tytoniowym i reaktywnymi formami tlenu [42, 43].
Wymienione czynniki prowadza do obnizenia aktywnosci kanatu CFTR i jednoczes$nie stresu
ER [44].



Postanowiono wigc zbadaé, czy istnieje korelacja migdzy stresem ER a poziomem ludzkiego
CFTR. Mianowicie, czy stres ER obniza poziom CFTR za posrednictwem mechanizmow
UPR.

Wykazano, ze r6zne mechanizmy indukcji UPR (np. blokada aktywno$ci proteasomu,
blokada glikozylacji biatek w ER) powoduja spadek ilosci zarowno transkryptu, jak i biatka
CFTR. Aktywacj¢ UPR monitorowano mierzac poziom transkryptow: sSXBP1 oraz BiP.
Zwiazang z UPR redukcje ilosci MRNA genu CFTR zaobserwowano we wszystkich uzytych
ludzkich liniach komoérkowych (zaré6wno w ludzkich nowotworowych komorkach nablonka
phuc, jak 1 w ludzkich nowotworowych komodrkach nabtonka okre¢znicy). Prezentowane tu
badania wykazalty rowniez, ze UPR zaburza dojrzewanie biatka CFTR, obnizajgc wydajnosé¢
powstawania jego catkowicie zwinigtej formy (z 90% do 40%), co sugeruje udziat
mechanizmu ERAD (Rysunek 2).

Aby ustali¢, czy ta obserwowana redukcja ilosci MRNA genu CFTR jest skutkiem
inhibicji transkrypcji, wykorzystano egzogenny konstrukt ekspresyjny zawierajacy cCDNA
genu CFTR pozbawionego 5'i 3' fragmentow nieulegajacych translacji (5' UTR i 3'UTR, ang.
untranslated regions). Wykonane pomiary wykazaty, ze poziom mRNA egzogennego genu
CFTR nie podlegat regulacji przez UPR. Sugeruje to zwigzang z UPR inhibicj¢ transkrypcji
genu CFTR, poniewaz brak sekwencji 5' UTR eliminuje oddziatywanie z czynnikami
transkrypcyjnymi mogacymi modulowa¢ ekspresje tego genu. Alternatywnym mechanizmem
redukcji iloSci mRNA endogennego CFTR mogla by¢ jego degradacja. Jednak
przeprowadzone badania wplywu aktywnosci RNAz cytozolowych podczas UPR nie
wykazaly zmian w iloéci transkryptu endogennego CFTR, co czeSciowo wykluczyto
mozliwo$¢ zwigzanej z UPR degradacji mRNA tego genu.

Prezentowana praca wykazata wplyw UPR na ekspresje¢ genu CFTR (zaréwno na poziomie
transkrypcyjnym, jak i potranskrypcyjnym) oraz przyczynita si¢ do wyjasnienia przyczyn

spadku aktywnosci tego kanatu obserwowanego podczas stresu ER.

Jaki jest mechanizm transkrypcyjny represji CEFTR podczas UPR?
(praca 4.1)

W kolejnej pracy zdefiniowano mechanizmy transkrypcyjne odpowiedzialne za

zahamowanie ekspresji CFTR podczas UPR. Wykorzystujac konstrukty reporterowe



zawierajace roznej dtugosci fragmenty obszaru 5 UTR cDNA genu CFTR, okreslono region
sekwencji odpowiedzialny za transkrypcyjng inhibicje tego genu podczas stresu ER.
Odpowiada on sekwencji zdefiniowanej jako minimalna sekwencja promotorowa genu CFTR
[45].

Po analizie tego obszaru pod katem sekwencji oddzialujacych z czynnikami
transkrypcyjnymi, zidentyfikowano w jego obrgbie, miejsce wigzania czynnika ATF6.
Bezposrednie wigzanie ATF6 do badanej sekwencji w warunkach aktywnej UPR,
potwierdzono metodg immunoprecypitacji chromatyny  (ChIP, ang. chromatin
immunoprecipitation assay). Jednoczesnie, wykluczono oddzialywanie minimalnej sekwencji
promotorowej genu CFTR z czynnikiem sXBP1.

Jak juz wspomniano, biatko ATF6 podczas stresu ER ulega obrobece proteolitycznej,

za posrednictwem proteazy serynowej. Powstala rozpuszczalna forma biatka ATF6o jest
uwalniana z aparatu Golgiego do jadra komorkowego, gdzie reguluje ekspresje genéw. Aby
oceni¢ funkcjonalny wptyw ATF6 na ekspresje CFTR, zablokowano aktywacje ATFO,
wykorzystujac specyficzny inhibitor protez serynowych, co z kolei uniemozliwito uwolnienie
ATF6a z aparatu Golgiego. Przy braku ATF6a poziom mRNA genu CFTR nie ulegat redukc;ji
na skutek UPR.
Wyniki powyziszych badan wykazaly, ze oddzialywanie minimalnej sekwencji promotorowej
genu CFTR z biatkiem ATF6a reguluje poziom mRNA genu CFTR podczas UPR.
Potwierdzono tym samym, Ze ekspresja genu CFTR jest regulowana przez UPR na poziomie
transkrypcyjnym.

W obrebie minimalnej sekwencji promotorowej genu CFTR zidentyfikowano rowniez
trzy regiony bogate w dinukleotydowe sekwencje CpG oraz miejsce wigzania dla czynnika
transkrypcyjnego MAZ (ang. Myc-associated zinc finger protein binding). Wymienione
motywy transkrypcyjne zlokalizowano w bliskim sasiedztwie potwierdzonej sekwencji
wigzania czynnika ATF6. Obecno$¢ tych regiondw w obrgbie analizowanej sekwencji
sugerowala, ze metylacja DNA i/lub acetylacja biatek histonowych moga przyczynia¢ si¢ do
obserwowanej podczas UPR redukcji mRNA genu CFTR.

Celem potwierdzenia tej hipotezy sprawdzono czy stres ER, zmienit profil metylacji,
regionu promotorowego genu CFTR, wykorzystujac metode analizy metylacji genow oparta
na reakcji PCR (MSP, ang. metylation specific PCR). Wykazano, ze stres ER spowodowat
metylacje specyficznych dinukleotydow CpG w sgsiedztwie regionu wigzania czynnika MAZ.
Nastepnie sprawdzono, czy obserwowana podczas stresu ER zmiana profilu metylacji jest

zwigzana z acetylacja bialek histonowych. W tym celu badano wptyw indukcji UPR na
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poziom MRNA genu CFTR w obecnosci specyficznych inhibitorow metylacji oraz
aktywnosci deacetylazy histonowej. Zaden z uzytych inhibitorow sam nie znosil
transkrypcyjnej represji CFTR podczas UPR. Jednakze obecno$¢ obu wykorzystanych
inhibitorow nie tylko znosita wywotlang przez UPR represj¢ transkrypcji genu CFTR, lecz
takze prowadzita do zwigkszenia poziomu transkryptu tego genu. Opisane rezultaty pozwalajg
wnioskowac, ze obserwowana podczas stresu ER transkrypcyjna represja genu CFTR jest
efektem zwigzanej z metylacja acetylacji histonow.

Warto wspomnieé¢, ze analogiczne badania przeprowadzono dla egzogennego genu
CFTR (pozbawionego sekwencji 5' i 3' UTR). Ani inhibicja funkcji ATF6, ani zablokowanie
metylacji lub/i acetylacji histonéw nie miaty wptywu na poziom mRNA egozgennego genu
CFTR.

Ponadto w dyskutowanej pracy wyznaczono czas potowicznego rozpadu dla mRNA
genu CFTR w warunkach aktywnej lub nieaktywnej UPR. Uzyskane wartosci okazaty si¢
bardzo zblizone (odpowiednio 5,5 i 5,8 godziny). Pozwala to ostatecznie odrzuci¢ hipoteze
postulujaca, ze obserwowany podczas stresu ER spadek ilosci transkryptu endogennego

CFTR moze by¢ spowodowany jego degradacja (wywolang przez UPR).

Podsumowujgc, wykazano, Ze indukcja UPR prowadzi do inhibicji funkcji CFTR.

Zdefiniowano rowniez mechanizm transkrypcyjny odpowiedzialny za to zjawisko.

Ustalony w omawianych pracach (prace 4.1 i 4.3) wptyw aktywacji UPR na poziom
ludzkiego biatka CFTR przedstawiono na Rysunku 2.
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Czy nieprawidlowo zwinieta forma biatka CFTR (AF508CFETR) moze by¢ przyczyng
indukcji UPR?
(praca 4.2)

Jak juz wspomniano, najbardziej rozpowszechniona forma CF jest spowodowana
delecja fenyloalaniny w pozycji 508 (AF508) genu CFTR. Obecno$¢ tej mutacji skutkuje
powstaniem niepoprawnie zwinig¢tego biatka AFS08CFTR, ktore ulega wczesnej degradacji
proteasomalnej. Wiele strategii terapeutycznych koncentruje si¢ na zwigkszeniu ilosci
funkcjonalnego biatka AF508CFTR, m.in. poprzez chemiczng korekcj¢ defektu jego zwijania,

zwickszenie wydajnosci jego dojrzewania w ER lub zablokowanie jego przedwczesnej
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degradacji. Wiedzac, ze poziom endogennego biatka CFTR jest obnizany przy aktywnej UPR
postanowiono sprawdzi¢, czy zwigkszenie ekspresji nieprawidlowo zwinigtego biatka
AF508CFTR moze prowadzi¢ do indukcji UPR. W $wietle wspomnianych strategii
terapeutycznych konieczne jest bowiem okreslenie mozliwosci zwickszenia ilo$ci
nieprawidlowo zwinietego biatka CFTR bez jednoczesnej aktywacji UPR.

Aby rozstrzygna¢ ten problem, wykorzystano nowotworowe linie komoérkowe
ludzkiego nabtonka ptuc, ktore poza ekspresja endogennego CFTR (WT CFTR) wytwarzaty
rozne iloSci egzogennego (rekombinowanego) AF508CFTR. Analiza poziomu mRNA genow
zwigzanych z aktywacjg UPR (SXBP1, BiP) wykazata indukcje tego szlaku w komorkach o
najwyzszym poziomie egzogennego AFS08CFTR. Aktywacji UPR w komorkach o
najwyzszej ekspresji egzogennego AF508CFTR towarzyszyt spadek poziomu transkryptu i
biatka endogennego WT CFTR.

Celem weryfikacji hipotezy postulujacej, ze podniesienie poziomu nieprawidtowo
zwinigtego biatka AFS08CFTR moze prowadzi¢ do obnizenia endogennego poziomu biatka
CFTR w komorkach o niskiej ekspresji AF508CFTR (gdzie nie zaobserwowano aktywacji
UPR), chemicznie indukowano ekspresj¢ AF508CFTR. W efekcie, zaobserwowano zaréwno
aktywacj¢ UPR, jak i1 spadek catkowitej ilosci biatka CFTR, co potwierdzilo postulowang
hipoteze.

Warto nadmienié, ze podczas realizacji tego projektu konieczny byt doktadny pomiar
ilosci mRNA dla genu CFTR, w komorkach w ktorych dochodzito do jego jednoczesnej
ekspresji endogennie (WT CFTR) i egzogennie (AF508CFTR). Dostepne komercyjnie sondy
hydrolityczne do pomiarow metodg PCR z analizg ilosci produktow w czasie rzeczywistym
(gPCR, ang. quantitative PCR lub inaczej RT-PCR, ang. real time PCR) pozwalaly jedynie na
detekcje catkowitego mRNA dla genu CFTR. Zaprojektowano wigc specjalnie na potrzeby
tych badan zestaw sond hydrolitycznych pozwalajacych na specyficzng detekcje MRNA genu
WT CFTR w obecnosci mMRNA genu AF508CFTR metoda gPCR. Zaprojektowana sonda
wykrywa specyficznie obecnos$¢ kodonu fenyloalaniny w pozycji 508 ludzkiego genu CFTR.
W komorkach, w ktorych dochodzito do jednoczesnej ekspresji WT CFTR jak i AF508CFTR,
oznaczenie ilosci mRNA genu CFTR za pomoca zaprojektowanej sondy i porownanie z
iloscig transkryptu tego genu, oznaczong za pomoca sondy komercyjnej, umozliwia
obliczenie ilosci mMRNA dla genu AF508CFTR. Dodatkowo sonda nie jest ograniczona do
dyskryminacji miedzy endo- a egzogennym MRNA. Zaletg opracowanej sondy jest jej
specyficznos¢ wzgledem braku mutacji AF508, co umozliwia ilosciowe pomiary mRNA w
probach od pacjentow heterozygotycznych (WT/AF508 CFTR).
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W omawianej pracy wykazano, e nadmierna ekspresja AF508 CFTR moze indukowad
UPR, prowadzgc do obnizenia ilosci aktywnego biatka CFTR, ograniczajgc tym samym
wykorzystanie niektorych strategii terapeutycznych.

Opracowane metody analizy wptywu UPR na ekspresje i aktywno$¢ ludzkiego CFTR zostaty

zebrane i przedstawione w pracy przegladowej (praca 4.4).

Dotychczas omowione badania mechanizmu represji ludzkiego CFTR podczas UPR sq
wazne zarowno z medycznego punktu widzenia (mukowiscydoza i przewlekla obturacyjna
choroba ptuc), jak i ze wzgledu na to, Ze opisujq szlaki regulacji ekspresji biatek blonowych,
podczas UPR i stresu ER.

Podczas UPR, sXBP1 kontroluje import bialek do ER - rola miR-346.
(praca 4.5)

Kolejnym aspektem omawianych badan bylo ustalenie znaczenia miRNA dla regulacji
szlaku UPR. W nowotworowych liniach komorkowych ludzkiego nabtonka ptuc po aktywacji
UPR identyfikowano zmiany w profilu ekspresji miRNA (analiza catogenomowych macierzy
zmian poziomu miRNA). Zwigzang z UPR i niezalezng od mechanizmu aktywacji tego szlaku
komorkowego indukcj¢ zaobserwowano tylko dla dwoch miRNA: miR-346 oraz miR -885-
3p.

Analiza bioinformatyczna otoczenia sekwencji miR-346 wykazata, ze lokalizuje si¢
tam miejsce wigzania dla biatka SXBP1 bedacego jednym z gtownych regulatorow UPR.
Ponadto miR-346 byt znacznie mocniej indukowany przez UPR niz miR-885-3p. Dlatego tez
badania koncentrowano na roli interakcji migdzy SXBP1 a miR-346.

Sekwencja dla miR-346 lokalizuje si¢ w obrebie intronu 2 ludzkiego genu GRID1 (gen
kodujacy podjednostke delta-1 receptora glutaminowego) na chromosomie 10. Jednak
zarowno pomiary ekspresji genu GRID1 metoda qPCR, jak i analizy catogenomowych
macierzy zmian poziomu mMRNA nie wykazaly zmian ilosci transkryptu tego genu podczas
UPR. Jednocze$nie ustalono, ze, miR-346 byt indukowany w odpowiedzi na UPR w réznych
ludzkich liniach komoérkowych (nowotworowych i pierwotnych) niezaleznie od mechanizmu
aktywacji UPR.
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Zatem zwigzany z UPR wzrost poziomu miR-346 mogt by¢ spowodowany
transkrypcyjng aktywno$cia sXBP1. Szczegélnie, ze profil ekspresji tego miRNA podczas
UPR korelowat z ekspresja SXBP1. Aby zweryfikowac tg hipoteze, sprawdzono czy obecnos¢,
aktywnego transkrypcyjnie czynnika sXBP1 spowoduje indukcje miR-346 przy nieaktywnym
szlaku UPR. W efekcie zaobserwowano, ze obecnos¢ aktywnego transkrypcyjnie czynnika
sXBP1 wystarczy do indukcji badanego miRNA. Potwierdzily to dalsze badania z
wykorzystaniem embrionalnych mysich fibroblastow: pozbawionych genu XBP1 oraz typu
dzikiego (z aktywnym genem XBP1). Aktywacja szlaku UPR prowadzita do indukcji miR-
346 jedynie w komorkach z aktywnym genem XBP1.

Nastepnie ustalono funkcjonalne znaczenie opisanej interakcji migdzy miR-346 a
sXBP1. W oparciu o catogenomowe profile zmian poziomu mRNA podczas UPR oraz analize
bioinformatyczng docelowych sekwencji wigzania dla miR-346 zidentyfikowano mRNA
ludzkiego genu TAP1 (ang. ER antigen peptide transporter 1) jako potencjalng czgsteczke
docelowa dla miR-346. Wywotang przez miR-346 specyficzng represje genu TAP1 zaréwno
na poziomie mRNA, jak i biatka potwierdzono za pomocg sztucznego analogu miR-346 oraz
jego inhibitora. W nowotworowych komorkach ludzkich podniesienie poziomu miR-346
(analog) prowadzito do spadku ilosci mRNA i biatka TAP1. Zablokowanie aktywno$ci miR-
346 (inhibitor) prowadzito do akumulacji transkryptu i biatka TAP1.

Wykazano rowniez, ze aktywacja UPR powoduje obnizenie poziomu mRNA jedynie
dla ludzkiego genu TAP1. Sekwencja 3'UTR mysiego genu tapl nie zawiera miejsca wigzania
dla miR-346, za$ indukcja UPR nie wptywa na ekspresje genu tapl. Interakcje miedzy
sXBP1, miR-346 oraz TAP1 podsumowano na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Model regulacji ilosci mRNA genu TAP1 podczas UPR. RISC - ztozony kompleks
biatkowy o aktywnosci helikazy, endo- oraz egzonukleazy (ang. RNA-induced silencing complex). Na
podstawie [35].

Biatko TAP1 transportuje zdegradowane peptydy cytozolowe do ER, przez co bierze udziat w
dojrzewaniu glownych kompleksow zgodnosci tkankowej klasy I (MHC 1, ang. major
histocompatibility complex) [46]. Podczas stresu ER redukcja ilo$ci aktywnego biatka TAPI
ogranicza wigc import peptydow do ER i dojrzewanie kompleksow MHC 1. Moze to

prowadzi¢ w konsekwencji do ograniczenia prezentacji antygenow zwigzanych z MHC |

(Rysunek 4).
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Rysunek 4. Wplyw stresu ER na dojrzewanie kompleksow MHC 1. Na podstawie [35].

Prezentowany mechanizm moze stanowi¢ wyjasnienie dla wczes$niejszych raportow o

zaburzeniach w prezentacji antygenow i peptydow wirusowych wywotanych przez stres ER

[47-49].

MiRNA jako wazny element regulacji UPR.

(praca 4.6)

W ostatniej z prezentowanych prac podsumowano obecny stan wiedzy na temat roli
miIRNA w regulacji szlaku odpowiedzi na nieprawidlowo zwinigte biatka. Ponadto
wykorzystujgc dostepne narzedzia bioinformatyczne do analizy sekwencji 3'UTR mRNA
kluczowych biatkowych regulatorow UPR, zaproponowano nieopisane dotychczas miRNA,

ktére moga mie¢ wplyw na ten szlak komorkowy.
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Podsumowanie

Zaburzenia dziatania UPR i zwigzanej z nig apoptozy, spowodowane przez mutacje
genetyczne, procesy starzenia badz czynniki srodowiskowe, stanowig czg$¢ patomechanizmu
wielu ludzkich schorzen. Trwate zaburzenie homeostazy ER jest jedng z przyczyn
wystepowania niektorych nowotworow, cukrzycy typu pierwszego, przewleklych stanow
zapalnych, chorob neurodegeneracyjnych (np. choroby Alzheimera, choroby Parkinsona),
chorob autoimmunologicznych. UPR towarzyszy rowniez wielu schorzeniom uktadu
oddechowego, takich jak mukowiscydoza czy przewlekla obturacyjna choroby ptuc, znaczaco
wplywajac na ich przebieg. Trudno przeceni¢ znaczenie spoleczne, jakie ma opracowanie
nowych, skutecznych terapii dla wspomnianych schorzen. Opracowanie nowych celow
terapeutycznych oraz nowych lekéw wymaga jednak doglebnego zrozumienia mechanizmu
UPR i okre$lenia kluczowych elementéw jego kontroli.

Najwazniejsze rezultaty i wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzacych w
sklad osiggniecia:

1. Po raz pierwszy wykazano, ze UPR reguluje ekspresje genu CFTR (zar6wno
transkrypcyjnie jak i potranskrypcyjnie), co prowadzi do spadku aktywnosci tego kanatu
obserwowanego podczas stresu ER (praca 4.3).

2. Zlokalizowano w obrebie sekwencji 5'UTR genu CFTR region odpowiedzialny za inhibicje
transkrypcyjng podczas UPR (praca 4.1).

3. Zdefiniowano mechanizm zwiazanej z UPR transkrypcyjnej represji CFTR (udziat biatka
ATF6 oraz rola modyfikacji DNA) (praca 4.1).

4. Opracowano nowa specyficzng sonde hydrolityczng, umozliwiajaca oznaczenie ilo$ci
MRNA genu CFTR w obecnos$ci mRNA jego zmutowanej formy 4F508CFTR metoda qPCR
(praca 4.2 i praca 4.4)

5. Wykazano, ze nadmierna ekspresja nieoprawnie zwijanej formy biatka CFTR
(AF508CFTR) moze indukowa¢ UPR, prowadzac do obnizenia iloSci aktywnego biatka
CFTR i ograniczajac tym samym wykorzystanie niektorych strategii terapeutycznych (praca
4.2)

6. Zidentyfikowano, nieznany dotychczas mechanizm kontroli importu peptydow do ER
podczas UPR oparty na wywotanej przez sSXBP1 indukcji miR-346 (praca 4.5).

7. Zaproponowano nieopisane dotychczas miRNA, mogace bra¢ udziat w regulacji UPR
(praca 4.6).
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Przebieg kariery zawodowej

Studia ukonczylem w 2001 roku w Instytucie Biochemii i Biologii Molekularnej,
Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Wroctawskiego. Prac¢ magisterskg wykonatem
w Zakladzie Biofizyki, jej promotorem byt prof. dr hab. Andrzej Szczepaniak. Nast¢pnie
kontynuowatem prace na studiach doktoranckich pod kierownictwem prof. dr hab. Andrzej
Szczepaniaka w Zakladzie Biofizyki. W trakcie studiow realizowalem zadania badawcze
majace na celu charakterystyke wtasciwosci kinetycznych pochodzacego z termofilnej sinicy
kluczowego enzymu fazy ciemnej karboksylazy - oksygenazy rybulozo 1,5 bisfosforanu
(rubisko). Badania stanowily dorobek doktoratu, ktory obronitem w grudniu 2005 roku, pod
kierunkiem prof. dr hab. Andrzej Szczepaniaka [50]. Czg¢$¢ prezentowanych w pracy
doktorskiej wynikow uzyskalem przy wspotpracy z profesorem Gunterem Wildnerem
podczas poétrocznego pobytu w Ruhr-Universitit Bochum, Niemcy (wyjazd w ramach
programu SOKRATES).

Nastepnie od lutego 2006 roku do wrzesnia 2011 roku kontynuowatem mojg prace
naukowag na Department of Cell Biology, University of Alabama at Birmingham, w USA
(UAB). Najpierw w ramach stazu podoktorskiego, a potem jako pracownik naukowy (ang.
research associate) w laboratorium profesor Zsuzsy Bebok i profesora Jamesa Collawna.
Moje zadania badawcze koncentrowaty sie nie tylko na przedstawionych mechanizmach
regulacji UPR, lecz takze dotyczyly szeroko pojetej patogenezy mukowiscydozy.

Nasze badania w ludzkich komorkach nabtonka ptuc wykazaty, ze sama chemiczna
stabilizacja nieprawidtowo zwinigtego biatka AF508CFTR (bedaca celem niektorych strategii
terapeutycznych) jest niewystarczajgca dla uzyskania optymalnej funkcjonalnosci tego kanatu
[53]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze skuteczna terapeutycznie modulacja aktywnosci
AF508CFTR winna opiera¢ si¢ na zar6wno korekcji zwijania tego biatka, jak i zwigkszeniu
jego aktywnosci i stabilnosci w btonie komorkowej [53].

Ponadto podczas moich badan nad dojrzewaniem i funkcja nicoprawnie zwinigtego
biatka AF508CFTR, zauwazytem, ze wywotujaca ten defekt delecja fenyloalaniny w pozycji
508 skutkuje jednoczesnie mutacja synonimiczng w sasiednim kodonie izoleucyny 507.
Wykazatem, ze ta zmiana kodonu izoleucyny 507 zmienita strukture drugorzedowa mRNA
AF508 CFTR, prowadzac do zaburzenia translacji tego biatka [54]. Zwijanie biatka CFTR jest
procesem kotranslacyjnym [39], dlatego tez zmiany kinetyki translacji przyczyniaty si¢ do
niepoprawnego zwijania tego biatka [54]. Zidentyfikowalem wiec nieznang dotychczas

sktadowa patomechanizmu mukowiscydozy. Byla to jednoczesnie jedna z pierwszych prac
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postulujacych wplyw struktury drugorzedowej mRNA w obrebie sekwencji ulegajacej
translacji na przebieg translacji i zwijania biatka. Wspominania praca podkresla znaczenie
mutacji synonimicznych dla schorzen czlowieka. Nasze dalsze badania funkcji kanatu
AF508CFTR pozbawionego opisanej mutacji synonimicznej 11507 potwierdzity poprawno$é¢
tej hipotezy [55].

Podczas pracy na UAB podjatem m.in. wspolprace z grupg profesora Dale'a Benosa,
co zaowocowalo identyfikacja w komorkach glejaka wielopostaciowego, hybrydowych
kanatéw jonowych tworzonych przez podjednostki nablonkowego kanatu sodowego (ENaC,
ang. epithelial sodium channel) i kanatu ASIC1 (ang. acid-sensing ion channel 1) [51]. Nasze
dalsze badania wykazaty, ze obecno$¢ tych hybrydowych kanatoéw (ENaC/ASIC) stanowi
warunek niezbedny dla utrzymania fenotypu komorek glejaka wielopostaciowego [51, 52].

Od grudnia 2011 roku jestem zatrudniony jako adiunkt na Wydziale
Farmaceutycznym z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (Katedra i Zaktad Biologii i Botaniki Farmaceutycznej), gdzie realizuj¢ projekt
Narodowego Centrum Nauki ,,Badania udziatlu miR-200b, miR-429 i miR-200c w regulacji
angiogenezy wywolanej przez hipoksje”. Moje obecne cele badawcze koncentruja si¢ na
zrozumieniu roli miRNA w kontroli komoérkowych mechanizméw odpowiedzi na stres
(wywotana hipoksjag angiogeneneza [56] oraz odpowiedz na nieprawidtowo zwinigte bialka).

Pelny opis dorobku znajduje si¢ w zalaczniku nr 4.

Zestawienie sumaryczne dorobku naukowego

Liczba prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego 6

Sumaryczny impact factor i punkty MNiSW 22,9951 142
zgodnie z rokiem opublikowania dla prac wchodzacych w
sktad osiggnigcia naukowego

Liczba prac po doktoracie (razem ze stanowigcymi osiggniecie naukowe) 15
Sumaryczny impact factor i punkty MNiSW 63,6351 416
zgodnie z rokiem opublikowania dla wszystkich prac po

doktoracie

Liczba cytowan publikacji (bez autocytowan) 290

wedtug bazy Web of Science

Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science 9
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