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Streszczenie

Choroby kegu Charcot-Marie-Tooth (CMT) stanayvhiejednorodn grup; schorzé
obwodowego uktadu nerwowego. Najedo nich polineuropatie uwarunkowane genetycznie
charakteryzujce s¢ postpujacym zanikiem mgsni odsiebnych kaczyn dolnych i niekiedy
takze kaiczyn goérnych oraz zaburzeniami czucia.e€a@&¢ wystpowania chorob CMT
szacuje sina 1 : 2500, co czyni je nagstszymi chorobami obwodowego uktadu nerwowego
o charakterze wrodzonym. Ze wegdli na charakter patologii choroby CMT dziel¢ sia
przypadki o przewsjagcym charakterze demielinizacyjnym (CMT1) oraz fornay ktérych
przewaa uszkodzenie aksondéw nerwéw obwodowych (CMT2frdd¥ form aksonalnych
choroby CMT do najestszych naley choroba CMT2A zwjzana z mutacjami w genie
mitochondrialnego biatka, mitofuzyny 2 (Mfn2). Ponu rosmcej wiedzy na temat CMT2A
diagnostyka chorych wgi stanowi dae wyzwanie. Wobec wygbowania licznych odmian
polimorficznych genu Mfn2 oraz szerokiejzrorodndci fenotypowej wréd chorych,
diagnostyka oparta na badaniach neurologicznych enetycznych nie zawsze jest
wystarczajca do postawienia petnej diagnozy.

Dlatego te, w niniejszym projekcie, wychode na przeciw potrzebom lekarzy, jak i
samych chorych, poelo préle znalezienia parametru, ktéry w sposéb jednoznaczny
wskazywaltby na patogenny charakter badanej mwaoju Mfn2.

W tym celu zaplanowano (1) wytypowanie parametru sovorzenia testu
patogennéci mutacji na podstawie analizy porownawczej trzegiow komorek: z delegj
genu Mfn2, z delegjgendéw Mfnl i Mfn2 oraz w komdrkach typu dzikiege,ktorych ma
miejsce ekspresja obu gendéw mitofuzyny, (2) wybgut komérek do badania skutkow
mutacji na podstawie weryfikacji hipotezy o niskéspresji Mfnl w obwodowym ukiadzie
nerwowym, wedlug ktorej k& Mfnl w nerwach obwodowych jest zbyt mata, by
kompensowa skutki mutacji Mfn2 oraz (3) poréwnanie zmian wgbego parametru w
komdérkach, w ktorych prowadzonadzie nadekspresja prawidtowego genu Mfn2 oraz genu
Mfn2 z mutacy sprawcz CMT2A.

Badania zaplanowano w oparciu o zaloie, ze nadekspresja prawidtowego genu
Mfn2 przywréci warté¢ wybranego parametru do wadtd obserwowanej w komorkach
kontrolnych MEFwt. Natomiast nadekspresja genu Min@utacy nie kedzie wpltywa& na
wybrany parametr lub wptynie w niewielkim stopniu.

Mitofuzyna 2 jest biatkiem o aktywkoi GTPazy, kodowanym przez genogarowy,
ale zlokalizowanym w zewgtrznej btonie mitochondrialnej, gdzie, wraz z Mfnizestniczy



w procesie fuzji mitochondribw. Mfn2 wygiuje take na powierzchni siateczki
srédplazmatycznej (ER), unatiwiajac tworzenie pajczer pomiedzy ER a mitochondriami,
przez co wplywa na szereg procesow gzanych z uwalnianiem lub pobieraniem jonow
wapnia. Dotychczasowe badania wykazal/zahamowaniu ekspresji genu Mfn2 towarzysz
zaburzenia morfologii i metabolizmu mitochondridwbjawiapce s&é m.in. obnkeniem
aktywndci tancucha oddechowego oraz nagromadzeniem mutacji achondrialnym DNA
(MtDNA).

Bioragc pod uwag funkcje i lokalizacg Mfn2 w komérce badano naliwosci i
sposoby tworzenia zgzkoéw wysokoenergetycznych, a takparametry zvgzane z ilgcia i
jakoscig mitochondriéw. Poréwnanie trzech linii komérkowyahysich embrionalnych
fibroblastéw, typu dzikiego, z delecgenu Mfn2 oraz Mfnl i Mfn2 wykazato zaburzenia
struktury sieci mitochondrialnej oraz zméanharakteru metabolizmu w kierunku glikolizy
beztlenowej zaréwno w komoérkach MEE” jak i MEF™/MM2" " Te zmiany byly

zdecydowanie bardziej wyrae w komoérkach MEW™ M2+

, 0 czymséwiadczyt znaczny
wzrost s¢zenia mleczanu oraz znace obnienie syntezy ATP w obecfd inhibitora
glikolizy beztlenowej, jodooctanu sodu.

Dodatkowo, brak Mfn2 w komdérkach MEF powodowat wstreempa ich podziatu,
ktoremu towarzyszyto nasilenie oddychania komoérkgoye zwikszenie ildci
zmagazynowanego glikogenu orazsdowybranych biatek mitochondrialnych. Natomiast na
skutek braku obu mitofuzyn w komérkach MEF obserapw zmniejszaon szybkdcia
oddychania komdrkowego, olione tempem podziatdbw komorkowych, jak réwnie
obnizeniem parametréw mitochondrialnych, m.in. masy ofitmdrialnej, stosunku ioi
mitochondrialnego i gdrowego DNA (mtDNA/nDNA) oraz iléci kompleksow
oddechowych.

Na podstawie przeprowadzonej analizy porownawcesgch typow komoérek MEF
zadecydowanoze ocena stosunku #oi mtDNA/nDNA zostanie wykorzystana do dalszych
bada nad patogenrsgia mutacji Mfn2. Decyzj oparto o spostrzenie, ze stosunek
mtDNA/NDNA byt znacznie obubny w komérkach MER™ MM\ odniesieniu do
MEFwt, a nadekspresja prawidiowego genu Mfn2 potmosstotnie warté¢ stosunku
MtDNA/nDNA. Jednoczaie wykorzystanie mtDNA do oceny patogebciomutacji Mfn2
bylo podyktowane prabwyboru parametru, ktéry moa przedstawi w bezwzgédnych
wartasciach liczbowych, nieobarczonych subiektywtern badacza.

W zwigzku z pozytywrn weryfikacg hipotezy o stosunkowo niskiej ekspresji Mfnl w

nerwach obwodowych stosuneksitdo mtDNA/NDNA oceniano w komorkach, w ktorych nie



dochodzi do ekspresji genu Mfnl, mianowicie MEE™M"2" " zaréwno analiza ikzi
MRNA, jak i immunoreaktywriei biatka Mfnl i Mfn2 w wybranych naggdach myszy
wykazaty, ze stosunek Mfn1l/Mfn2 byt najiszy w zwojach czuciowych, reprezentych
obwodowy uktad nerwowy w stosunku do pozostatyctiangch struktur uktadu nerwowego
(kora moézgu, madzek, rdzé kregowy), jak i narzgdow (serce, wtroba, nerka, mgsien
szkieletowy, skora).

Stosunek iléci mtDNA/nDNA oceniano po nadekspresji prawidtowegmu Mfn2, jak i
Z mutacjami rozpoznanymi u polskich chorych z CMTBadano wplyw trzech mutaciji:
€.281G>A (Arg94GiIn, R94Q), c.748C>T (Arg250Trp, R¥B) oraz ¢.1198C>T (Arg400X,
R400X). Pierwsza z nich wygtuje najczsciej wsrdéd niespokrewnionych chorych z CMT2A
i prowadzi do rozwirgcia objawow CMT2A. Skutkiem mutacji R94Q jest zanda
aminokwasu znajdggego s¢ na skraju domeny GTPazowe] Mfn2. W wyniku mutacji
R250W dochodzi do zamiany argininy w pozycji 250, rejonie tworacym domer
GTPazowg na tryptofan. Natomiast w przypadku mutacji R40@Xmiejscu argininy w
pozycji 400 powstaje kodon stop. Produkt genu zacjutR400X najprawdopodobniej nie
zawiera domen przezbtonowych, ktére kotwiddfn2 w btonie mitochondrialnej oraz na
powierzchni siateczkisrédplazmatycznej. Pacjent, u ktorego stwierdzonage aimutacje
R400X/R250W w konfiguracji trans rozwghobjawy choroby CMT2A.

Nadekspresja genu Mfn2 w komérkach MEE™MM2" Zyickszata stosunek
mtDNA/NDNA z 0,43 + 0,11 do 0,74 + 0,04, podczay gadekspresja Mfii2°* Mfn2R94Q
oraz Mfin2***" zmieniaty stosunek mtDNA/NnDNA odpowiednio do wado 0,48 +0,13,
0,64 + 0,11 oraz 0,65 + 0,24.

Poniewa nadekspresja genu Mfn2 z mutagj komérkach MEE™ M2 nie zmienita
stosunku MtDNA/NDNA (Mfn2*°®Y lub nie powodowata tak istotnej zmiany stosunku
mtDNA/NDNA jak nadekspresja prawidlowego genu Mf@fn2R%Q  Mfn2R250%W)
wnioskuje s¢, ze ocena stosunku mtDNA/NDNA @ by wykorzystana pomocniczo do
oceny patogenrci mutacji w genie Mfn2, a dalsze badania nad tegiatogenngci mutacii

w oparciu o zmiany il&ci mtDNA s3 uzasadnione i potrzebne.



Abstract

Charcot Marie Tooth diseases (CMT) are heterogenegroup of inherited
neuropathies characterized by progressive muscikvess and atrophy affecting especially
lower limbs and distal parts of the body. CMT neathies occur with the prevalence of 1 in
2500 patients, which makes them the most commoeriteld neurological disorders. In
majority CMT neuropathies are caused by nerve dénagen (CMT1), however there is
also a large group of polineuropathies caused bypaxdegeneration (CMT2). Among axonal
types of CMT, the most common form, CMT2A, is calibg mutations in mitofusin 2 gene
(Mfn2). Although there are over a hundred knowrhpgenic mutation in mitofusin 2 gene,
genetic examination may not be sufficient for psecdiagnosis. Mfn2 gene variants with
unrecognized pathogenic effect are still inderdifi®ifferent time of CMT2A onset and
highly polymorphic character of Mfn2 gene compleatiagnosis based on genetic and
neurological examination. Therefore, finding a hiemical method to estimate potential
pathogenic effect of Mfn2 mutations seems cru@alGMT2A diagnosis and prognosis.

To achieve this aim the following steps were plahn@l) selection of potential
parameter for Mfn2 mutation testing on the basisamhparative characteristic of three Mouse
Embryonic Fibroblasts types: wild type MEFs (WtMEFRSTCC-CRL-2991), Mfn2-null
MEFs (ATCC-CRL-2993) and Mfn1/Mfn2-null MEFs (ATCCRL-2994); (2) selection of
cell type for Mfn2 mutation testing after compavatiMfnl/Mfn2 expression studies in
particular mouse tissues and organs and (3) evaduatf chosen parameter after over-
expression of wild type Mfn2 and Mfn2 with CMT2A mations, according to the assumption
that over-expression of wild type Mfn2 (wtMfn2) Wilestore chosen parameter while re-
expression of mutated Mfn2 gene will not influerice parameter as significantly as wtMfn2.

Mfn2 is nuclear-encoded GTPase, located mainly itochondria and together with
its analogue, Mfn1, promotes fusion of the outetoohondrial membrane. It was shown that
the disturbances in Mfn2 expression cause fragrtientaof the mitochondrial network,
mitochondria aggregation, as well as metabolic ghan Mfn2 is also present on the
endoplasmic reticulum (ER) surface, participatimgniitochondria-ER tethering, calcium
release/accumulation in the ER and influencing*@apendent processes. Further studies
shown Mfn2 participation in mitochondrial traffieclg and cell cycle.

Considering Mfn2 function and localization in thellccellular bioenergetics as well
as mitochondrial features were investigated. It alaserved that both, Mfn2 and Mfn1/2 gene

knockout in MEFs causes metabolic switch from otii@a phosphorylation to glycolysis.



However, this phenomenon was much more significafn1/2-null MEFs, which seem to
synthesize ATP almost exclusively by glycolysis.isTltonclusion was based on the
observation of the elevated lactate synthesis andfisant ATP decrease in the presence of
glycolysis inhibitor, sodium iodoacetate. Moreowdmn1/2 gene knockout inhibited MEFs
proliferation and decreased cellular respiratiditochondrial content and the expression of
characteristic mitochondrial proteins in Mfn1/2d{nMEFs were also reduced, as well as
MtDNA/nDNA ratio. On the other hand, Mfn2 knockoatone resulted in increased
proliferation MEFs rate, which was inhibited byewpression of wild type Mfn2. Increased
Mfn2-null MEFs proliferation was accompanied byreased cellular respiration. Elevated
level of particular proteins: Tom20, Tfam and stddcproteins of OXPHOS complexes
indicated increased mitochondrial mass and actimithis cells.

As mtDNA/nDNA ratio was significantly reduced in Mif/2-null MEFs in
comparison to wild type MEFs and restored by ovgression of wtMfn2 up to 75% of its
value in MEFwt, mtDNA/nDNA ratio was chosen for thuer studies on Mfn2 gene mutation
character. Moreover, a method for mtDNA/nDNA ratieeasurement is well-established,
guantitative and reproducible.

The mtDNA/nDNA ratio was measured in Mfn1/2-null & in the absence of Mfn1,
due to positive verification of the hypothesis caming low Mfnl gene expression in
peripheral nerves. Mfn1/Mfn2 ratio was measuredoanticular mouse organs. Peripheral
nervous system was represented by dorsal root iga@RG). Both, mMRNA comparative
analysis as well as protein immunoreactivity canéd that Mfn1/Mfn2 ratio was the lowest
in DRGs in comparison to other nervous system sesnflirain cortex, cerebellum, spinal
cord) and organs (heart, liver, kidney, skeletalsahei and skin). Low Mfn1/Mfn2 ratio
observed for DRG supports the assumption, thactsffef Mfn2 gene mutation are more
severe in absence of Mfnl and seems to suppotthtees that peripheral nerves are more
sensitive to Mfn2 mutation due to the lack of Mtdmpensatory effect.

The mtDNA/nDNA ratio was investigated in MEFs aftewver-expression of
wt-Mfn2 gene and Mfn2 with mutations recognized Rwolish families with CMT2A:
€.281G>A (Arg94GIn, R94Q), ¢.748C>T (Arg250Trp, R¥B) and ¢.1198C>T (Arg400X,
R400X). R94Q is one of the most common Mfn2 gendatians observed in unrelated
CMT2A patients. R94Q and R250W are point mutatioeated close to the GTPase domain
of Mfn2 and within, respectively. The R400X mutatis also a point mutation, however it
results in premature stop-codon. Therefore NMffi% lacks transmembrane motifs as well as

HR2 domain, which participates in mitofusins tethgrduring mitochondrial fusion. Polish



patient carrying both mutation R250W/R400X devetbg@MT2A symptoms, while his
parents and sibling, who carry only one mutati@vehno clinical symptoms so far.

Over-expression of wtMfn2 in Mfn1/2-null MEFs resgd mtDNA/nDNA ratio from
0.43 £ 0.11 to 0.74 £ 0.04 and this result seemsotdirm presumed connexion between
Mfn2 and mtDNA in the cell. While over-expressiohMfn27%*? and MfnZ?**V increased
mtDNA/nDNA ratio to 0.64 + 0.11 and 0.65 + 0.24 pestively, MinZ*®° did not changed
MtDNA/nDNA ratio in Mfn1/2-null MEFs.

As over-expression of mutated Mfn2 gene in Mfinll@-MEFs did not influenced
mtDNA/NDNA ratio (MinZ**°%) or not as significantly as wtMfn2 (MfR2*? Mfn2%250%),
MtDNA/NnDNA ratio seems to be a potential suppleragntparameter for Mfn2 mutation
pathogenicity testing and further studies on diagjoadest based on mtDNA measurements

seem reasonable.



