Charakterystyka molekularna transkryptéw HTT i ATXN3 w kontekscie ich roli
w patogenezie i uzycia jako cele w terapii choréb poliglutaminowych
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Choroby poliglutaminowe (poliQ) sg to choroby neurodegeneracyjne, w wiekszosci
autosomalne dominujgce. Sg spowodowane mutacjg, ktéra polega na wydtuzeniu ciggu
powtdrzen CAG w otwartych ramkach odczytu (ang. open reading frame, ORF) konkretnych
gendw, co skutkuje obecnoscig wielu reszt glutaminy w kodowanych biatkach. Pacjenci
zazwyczaj posiadajg dwa allele danego genu — allel normalny (WT) oraz allel zmutowany
(MUT). Dla wiekszosci chordb poliQ, allel normalny charakteryzuje sie liczbg powtérzen CAG z
zakresu 5-30, natomiast liczba powtérzern CAG w allelu zmutowanym dla wiekszosci choréb
zaczyna sie od ok. 39. Dwie najlepiej poznane i najszerzej opisane choroby poliQ to choroba
Huntingtona (ang. Huntington’s disease, HD) oraz ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu 3 (ang.
spinocerebellar ataxia type 3, SCA3). Mimo ciggle postepujacej wiedzy na temat tych chordb,
caty czas nie udato sie opracowad skutecznej terapii.

Wiekszos$¢ opracowan literaturowych dotyczgcych chordb poliQ porusza role zmutowanych
biatek, jako gtdwnych czynnikdw patogennych. W przypadku transkryptéw poliQ wykazano,
ze mogg stanowic dobry cel terapeutyczny dla potencjalnych strategii dgzacych do obnizenia
ekspresji zmutowanych gendéw. Jednakze, rola transkryptow w patogenezie chordb poliQ nie
zostata jeszcze dobrze zbadana. Stad tez gtdwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto
poznanie cech transkryptow zwigzanych z chorobami poliQ, ktdre majg znaczenie w
patogenezie oraz dla projektowania strategii terapeutycznych.

W pierwszej kolejnosci podjatem aspekt terapeutyczny, a konkretnie bratem udziat
w poznaniu mechanizmu prowadzacego do allelo-selektywnego wyciszania ekspres;ji
zmutowanych gendw poliQ, na przyktadzie oligonukleotydu A2 celujgcego w cigg powtdrzen
CAG w sekwencji mRNA huntingtyny (HTT). Wyniki badarn pozwolity wykazaé¢ udziat w
mechanizmie wyciszania takich procesdw jak inhibicja translacji czy deadenylacja transkryptu,
a takze pozwolity okreslic w nim role biatka AGO2. Nastepnie, poruszajac kontekst

zaangazowania zmutowanych transkryptéw w patogeneze choréb poliQ, przeanalizowatem



dostepne informacje i dane dotyczace poliadenylacji i alternatywnej poliadenylacji (ang.
alternative polyadenylation, APA) tych mRNA izaproponowatem dalsze potencjalne
perspektywy w tych badaniach. Kolejno, opracowatem podejscie eksperymentalne stuzace do
ilosciowej analizy endogennych transkryptéw ataksyny-3 (ATXN3) oraz HTT. Wykorzystuje ono
technike emulsyjnego PCR (ang. droplet digital PCR, ddPCR) oraz warianty SNP (ang. single
nucleotide polymorphism) pozwalajgce na rozrdznienie transkryptu WT od transkryptu MUT.
Nastepnie wykorzystatem w/w metode do precyzyjnego okreslenia stosunku procentowego
endogennych transkryptéw (WT/MUT) w réznych liniach komérkowych wyprowadzonych od
pacjentéw HD i SCA3 oraz w tkankach pobranych z modelu mysiego HD. Wykazatem, ze wraz
z réznicowaniem neuronalnym moze zmieniac sie stosunek procentowy alleli WT/MUT, a
takze ulega zmianie taczna liczba (WT+MUT) badanych transkryptéw przypadajgca na jedng
komodrke. Ponadto, opisane podejscie eksperymentalne zostato wykorzystane do oceny
efektywnosci allelo-selektywnej strategii terapeutycznej dla chordb poliQ, jak i do weryfikacji
czy metody inzynierii genetycznej wptywajg na ekspresje modyfikowanych alleli.

Podsumowujgc, moje badania wniosty wktad do lepszego poznania zmutowanych
transkryptow, zaréwno w kontekscie rozwoju choroby oraz jako celéw molekularnych

w strategiach terapeutycznych dla choréb poliQ.



