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STRESZCZENIE

Choroby poliglutaminowe (poliQ) sg neurodegeneracyjnymi chorobami genetycznymi spowodowanymi
mutacjg, ktéra polega na zwiekszeniu liczby powtdérzen tréjki nukleotydédw CAG w genach odpowiedzialnych
za te choroby. Choroba Huntingtona (HD) wystepuje najczesciej ze wszystkich zaburzen poliQ. Pomimo, ze gen
HTT odpowiedzialny za te chorobe zostat dobrze scharakteryzowany, nadal nie sg znane wszystkie aspekty jej
patogenezy, co utrudnia stworzenie potencjalnej terapii.

Technologia CRISPR-Cas9 stwarza ogromne mozliwosci, zaréwno na polu tworzenia lepszych modeli
badawczych, jak réwniez opracowania nowych podejsé terapeutycznych. Wykorzystanie systemu CRISPR-Cas9
do badania sekwencji powtarzajgcych sie stanowi jednak duze wyzwanie technologiczne. Wydtuzona
sekwencja CAG tworzy drugorzedowe struktury RNA i DNA oraz przyczynia sie do poslizgéw polimerazy
podczas amplifikacji, co stanowi utrudnienie dla wiekszosci metod stosowanych w biologii molekularne;j.
Celem ogdlnym niniejszej pracy byta optymalizacja technologii CRISPR-Cas9 w kontekscie celowania w regiony
sekwencji powtarzajacej sie. W swoich badaniach uzywatam systemu CRISPR-Cas9 oraz jego modyfikacji do
indukowania peknie¢ nici DNA w regionie sekwencji CAG w genie HTT. Te badania przyczynity sie do
opracowania nowej strategii terapeutycznej, ktéra skutkowata , bezszwowym” wycieciem sekwencji CAG. W
celu dokfadnego poznania efektdw edycji w obrebie sekwencji powtarzajacej sie stworzyliSmy nowag metode
o nazwie gEva-CRISPR. Ta metoda jest dedykowana do wykrywania specyficznych i niespecyficznych cie¢ oraz
rozrdzniania zdarzen wynikajacych z réznych mechanizméw naprawy DNA. Ponadto praca doktorska obejmuje
zagadnienia zwigzane z tworzeniem nowych modeli komérkowych HD za pomoca technologii CRISPR-Cas9. W
niniejszej pracy uzyskane linie komdrkowe postuzyty do testowania czgsteczek terapeutycznych oraz zbadania
niektérych aspektéw patogenezy HD.

Wyniki uzyskane w ramach tej rozprawy doktorskiej przyczynity sie do usprawnienia technologii CRISPR-Cas9
w kontekscie jej aktywnosci w regionach sekwencji powtarzajgcej sie oraz do zwiekszenia efektywnosci i
specyficznosci modyfikacji DNA w tym regionie. Ponadto badanie efektow edycji w obrebie sekwencji CAG
zrodzito pytania o to jakie mechanizmy sg zaangazowane w jej naprawe oraz jak nimi sterowac¢? Stworzona w
ramach doktoratu metoda gqEva-CRISPR moze stuzy¢ do okreslania specyficznosci ciecia zaprojektowanych
komponentdéw systemu CRISPR-Cas9, wtgczajac w to testowanie nowych biatek nalezgcych do rodziny CRISPR.
Ponadto nowe modele komdrkowe umozliwia wykrycie bezposredniego efektu ekspansji powtdrzen na

fenotyp i funkcje komérki oraz pozwolg zbada¢ rézne aspekty patogenezy HD.



