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Streszczenie

Choroby poliglutaminowe (poliQ) sa grupa genetycznych choréb neurodegeneracyjnych,
ktoérych wspdlna cechg jest wystepowanie mutacji polegajacej na ekspansji powtorzen CAG
w okreslonych genach. Mutacja ta prowadzi do powstania toksycznego biatka z wydluzonym
ciggiem poliglutaminowym. Do grupy chorob poliQ zaliczamy chorobe Huntingtona (HD),
ataksje rdzeniowo-mozdzkowe typu 1, 2, 3, 6, 7 i 17 (SCAS), zanik zebatoczerwienny
pallidoniskowzgérzowy (DRPLA) oraz rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni (SBMA).
W zaleznosci od choroby, dochodzi do degeneracji neuronéow w réznych regionach mozgu, a co
za tym idzie do wystapienia réznorodnych objawow neurologicznych, jak 1 emocjonalnych,
ktore pojawiaja si¢ najczegsciej w czwartej dekadzie zycia. Na wystgpienie choroby wptywa
liczba powtdrzen CAG w okreslonym genie, ktdra r6zni si¢ w przypadku kazdej z chordb, np.
dla HD jest to >40 powtdrzen CAG, natomiast dla SCA3 >60. Niestety, mimo wielu lat badan
nad skuteczng terapia, choroby te sg w dalszym ciggu nieuleczalne, a tagodzone sa jedynie ich
objawy. Jedng zbardziej obiecujacych strategii terapeutycznych, majacych na celu
ograniczenie rozwoju choroby, jest technologia interferencji RNA (RNAIi). Wyniki licznych
eksperymentow in vitro, jak i in vivo, potwierdzity skuteczno$¢ stosowania narzedzi tej
technologii, takich jak siRNA (ang. small interfering RNA), shRNA (ang. short-hairpin RNA)
i amiRNA (ang. artificial miIRNA) w wyciszaniu ekspresji zmutowanych genow.

W zwiazku z tym, gtownym celem mojej pracy doktorskiej byt rozwoj strategii terapeutyczne;j,
polegajacej na selektywnym wyciszaniu ekspresji zmutowanych genéw, odpowiedzialnych za
rozwo6j chordb poliQ, przy pomocy wektorowych narzedzi technologii RNA1, celujacych
W powtorzenia CAG.

W pierwszym etapie badan zaprojektowatam seri¢ czasteczek typu shRNA ze wstawionymi

sekwencjami siRNA celujagcymi w powtorzenia CAG 1 posiadajgcymi niesparowania



w okreslonych pozycjach z sekwencjg docelowa, co umozliwito dziatanie allelo-selektywne na
drodze inhibicji translacji.

Ich efektywnos$¢ oraz allelo-selektywnos¢ sprawdzitam w komodrkowych modelach chorob
poliQ, takich jak HD, SCA3, SCA7 i DRPLA. Wykazatam, ze czasteczki te sg precyzyjnie
docinane w komorkach, powoduja specyficzne obnizenie poziomu zmutowanych biatek i nie
wywotujg istotnych efektow niespecyficznych w liniach komoérkowych. Ze wzgledu na to, ze
doniesienia literaturowe pokazuja, ze czasteczki sShRNA mogg by¢ toksyczne w zastosowaniu
in vivo, w kolejnych etapach prac podjetam si¢ zglebienia i analizy wiedzy dotyczacej
czasteczek amiRNA oraz zaprojektowania i przetestowania wiasnych czasteczek tego typu.
W pracy przegladowej, ktorej jestem gtdéwnym autorem, zebrana zostala najbardziej aktualna
wiedza dotyczaca biogenezy miRNA, cech strukturalnych i sekwencyjnych czasteczek pri-
mMiRNA wptywajacych na ich obrobke komorkowa, a takze zasady projektowania czgsteczek
amiRNA i wykorzystane tego typu narzgdzi w potencjalnych terapiach chorob
neurodegeneracyjnych, nowotworowych i wirusowych. Zdobyta wiedza pozwolita mi na
zaprojektowanie czasteczek amiRNA, majacych obniza¢ poziom zmutowanej HTT w linii
komorkowej fibroblastow HD. Czasteczka dziatajaca najbardziej efektywnie i selektywnie
posiadata t¢ sama wstawke siRNA, co dziatajacy najefektywniej shRNA, czyli posiadajacy
substytucj¢ A w 8 pozycji od konca 5’ czgsteczki. Wstawiona byta w kadtub pri-miR-136, ktory
wykazuje homogenng obrobke komdrkows. Obie czasteczki, sShRNA jak i amiRNA, zostaly
przeze mnie przetestowane w mysim modelu HD, YAC128. Wykazatam, Zze obie czasteczki
powoduja efektywne i allelo-selektywne obnizenie poziomu zmutowanej HTT. Potwierdzitam
rowniez, ze czasteczki ShRNA moga powodowac wystapienie efektow toksycznosci u myszy.
Dziatanie czasteczki amiRNA nie spowodowato wystgpienia tego typu efektow. Barwienia
immunofluorescencyjne skrawkow moézgu myszy nie wykazaty aktywacji mikrogleju
I astrocytow po iniekcji wektora AAVS niosagcego amiRNA. Ponadto czasteczka ta
spowodowata zmniejszenie ilosci agregatow HTT w prazkowiu myszy. Zaobserwowana
zostala takze cze$ciowa poprawa fenotypu u tych zwierzat.

Podsumowujac, zaprojektowane przeze mnie czasteczki shRNA 1 amiRNA, celujace
w powtdrzenia CAG, efektywnie 1 allelo-selektywnie obnizaja poziom zmutowanych biatek
poliQ. Ponadto dziatanie czasteczki amiRNA, w poréwnaniu do shRNA jest bezpieczne

W organizmie myszy i prowadzi do poprawy fenotypu chorych zwierzat.



