Streszczenie

Biatka MBNL (Muscleblind-like) naleza do czynnikéw regulatorowych wigzacych sie z
RNA oraz zaangazowanych W posttranskrypcyjna regulacje ekspresji setek genow. Rodzine
bialek MBNL stanowig trzy paralogi, ktorych poziom ekspresji rozni si¢ znaczaco na etapach
embrionalnego i postnatalnego rozwoju organizmu. MBNL1 ulega gtéwnie ekspresji
w dojrzatych komorkach mi¢sniowych, MBNL2 w mdzgu oraz moze kompensowa¢ niedobor
MBNL1 w innych tkankach, natomiast MBNL3 jest waznym czynnikiem regulatorowym na
wczesnych etapach rozwoju embrionalnego oraz podczas regeneracji mieséni. Bialka te sg
zaangazowane w wiele procesow zwigzanych z metabolizmem RNA, w tym regulacje
alternatywnego splicingu i alternatywnej poliadenylacji prekursorowych mRNA. Profil
splicingowy transkryptow zaleznych od MBNL jest §cisle zwiazany z miejscem ich wigzania si¢
w pre-mRNA.

Kazdy z paralogbw MBNL reprezentowany jest przez kilka izoform splicingowych.
Roznig si¢ one sekwencjami kodowanymi przez eksony alternatywne decydujace m.in.
o lokalizacji komoérkowej, aktywnosci splicingowej, czy tez zdolnosci do dimeryzacji. Biatka
MBNL posiadaja domene wiazaca RNA, sktadajaca sie z czterech palcéw cynkowych utozonych
w dwa podobne do siebie tandemy polgczone ze sobg elastyczng sekwencjg linkerowa.
Minimalnym motywem w sekwencji RNA rozpoznawanym przez MBNL jest
5’-YGCY-3’ (gdzie Y oznacza U lub C). Wigzanie MBNLI do RNA jest rowniez
uwarunkowane strukturg ll-rzgdowa RNA, w ktora zaangazowany jest rozpoznawany przez
biatko motyw sekwencyjny, z preferencja do regionéow charakteryzujacych si¢ nieznaczng
stabilnoscig termodynamiczng. Determinanty lezace u podstaw réznic miedzy paralogami
w np. powinowactwie do RNA, aktywno$ci splicingowej, funkcji komorkowej czy tez
specyficznosci wzgledem docelowych czasteczek RNA sa obecnie przedmiotem badan wielu
grup badawczych.

Biatka MBNL =zastluguja na szczegélng uwage, gdyz ich funkcjonalny niedobor
w komorce skutkuje ekspresja ptodowych izoform biatkowych, wynikajaca z zaburzen
alternatywnego splicingu. Takie nieprawidlowosci stwierdzane sa u pacjentow cierpiacych na
dystrofi¢ miotoniczng (DM), bedaca genetyczng chorobg manifestujgca sie¢ wielonarzgdowymi
dysfunkcjami np. ostabieniem i zanikiem migéni szkieletowych i migénia sercowego czy tez
wystepowaniem zaémy. W patomechanizmie DM typu 1 (DM1) dochodzi do sekwestracji biatek
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MBNL przez nadmiernie wydtuzone trojnukleotydowe powtdrzenia CUG ((CUG)™", ang.
expanded) zlokalizowane w regionie 3’ niepodlegajacym translacji (3’UTR) w mRNA genu

kinazy biatkowej - DMPK (ang. Dystrophia Myotonica Protein Kinase). W DM typu 2 (DM2)



dochodzi do ekspansji powtorzen CCUG zlokalizowanych
w intronie 1 w mRNA genu biatka komérkowego wigzacego kwasy nukleinowe - CNBP (ang.
Cellular Nucleic acids-Binding Protein). Region patogennie wydtuzonych powtérzen CUG
tworzy stabilng strukture typu spinki do wloséw 1 po zwigzaniu licznych biatek, w tym MBNL,
tworzy jadrowe skupiska zwane inkluzjami. Wéréd testowanych eksperymentalnych strategii
terapeutycznych w DM wyrdzni¢ mozna miedzy innymi: degradacje zmutowanej czasteczki,
neutralizacj¢ jej patologicznego dziatania w komorce lub uzupetianie niedoboru funkcjonalnego
MBNL.

Celem badan opisanych w rozprawie doktorskiej bylo zarowno okreslenie
strukturalnych podstaw oddzialywania bialek MBNL z docelowymi fragmentami RNA jak
i poszukiwanie inhibitoréw tworzenia patogennych komplekséw MBNL/(CUG)*® oraz

zbadanie funkcjonalnych nastepstw ich dzialania w modelowych komérkach DM1.

Aby osiggna¢ pierwszy cel pracy dotyczacy strukturalnych podstaw oddzialywania
MBNL z docelowymi transkryptami, w swoich badaniach zastosowatam szereg testow
biochemicznych. Stosujac antysensowne oligonukleotydy blokujace regiony RNA zawierajace
konsensusowe motywy sekwencyjne rozpoznawane przez MBNL, zidentyfikowatam nowe,
funkcjonalne oddziatywania MBNL z docelowymi fragmentami pre-mRNA, w tym z wlasnym
transkryptem genu Mbnl1l. Wykazatam rowniez, ze dla efektywnego wigzania MBNL wymagane
jest wystepowanie w RNA wielu motywow YGCY zlokalizowanych w regionie struktury typu
spinki do wlosOw o nieznacznej stabilno$ci termodynamicznej. Moje badania pokazaty rowniez
ze wszystkie paralogi MBNL wigzg si¢ do tych samych fragmentéw transkryptow i na kilku
przyktadach udowodnitam, ze oddziatuja z tymi samymi motywami sekwencyjnymi. Sposrod
trzech paralogow MBNL3 wykazuje najnizsze powinowactwo do analizowanych RNA. Ponadto,
udowodnitam, ze MBNL1, MBNL2 i MBNL3 wykazujg zblizone powinowactwo do struktur
RNA utworzonych przez powtorzenia CUG oraz CCUG zwigzanych z rozwojem DM.

W celu odpowiedzenia na drugie pytanie dotyczace inhibicji toksycznych kompleksow
MBNL/(CUG)®® tworzacych jadrowe inkluzje u pacjentéw z DMI, przetestowatam dwa typy
zwigzkow chemicznych: oligonukleotydy antysensowne oraz niskoczasteczkowe zwigzki
stosowane powszechnie w innych podejsciach terapeutycznych.

Moje badania wykazaty, ze erytromycyna (EM) - antybiotyk z grupy makrolidow
wlasciwych, bezposrednio wigze si¢ do powtorzen CUG 1 efektywnie inhibuje tworzenie
kompleksow MBNL1/(CUG)®®. Stosujac model komérkowy DM1 pokazalam, ze EM wplywa
na zmniejszenie si¢ ilosci oraz wielkosci jadrowych inkluzji zawierajacych kompleksy

MBNL1/(CUG)®® oraz korekte alternatywnego splicingu eksonéw regulowanych przez MBNL.



Badania te wykazaty terapeutyczny efekt EM oraz przyblizyly mechanizm aktywnos$ci tego
zwigzku w modelach DM1.

Z kolei inne moje badania ukazaty wptyw dlugosci antysensownych oligonukleotydow o
sekwencji komplementarnej do powtdrzen CUG oraz typu zastosowanej modyfikacji chemiczne;j
na ich wigzanie sie do RNA - (CUG)®®. Testowane oligonukleotydy okazaly si¢ skutecznym
inhibitorem sekwestracji biatek MBNL, co sugeruje mozliwo$¢ ich wykorzystania jako

potencjalnego narzedzia terapeutycznego w DM.





