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Streszczenie

Ekspansje powtorzen CAG sa przyczyna wielu neurodegeneracyjnych, dziedzicznych i obecnie
nieuleczalnych choréb czlowieka (choroby poliQ). Jednym z takich schorzen, jest choroba
Huntingtona (HD). Nowatorskg strategig terapii dedykowanej tej chorobie jest kontrolowane
skracanie ciggu powtdrzen, za pomoca narzedzi inzynierii genetycznej, takich jak CRISPR-
Cas9. Indukcja dwuniciowych peknie¢ DNA (DSBS) w obrebie ciggow powtérzen CAG
prowadzi do ich niestabilnosci, zar6wno wydhuzania, jak i skracania ciagu, lecz mechanizmy
stojace za obserwowang niestabilnoscig nie sg do konca poznane. Wczesniejsze badania
sugerujg zaangazowanie w ten proces niektorych sciezek naprawy DNA. Brak jest jednak badan
dotyczacych mechanizméw naprawy DSBS w obrebie powtorzen CAG w endogennym locus

w ludzkim modelu komérkowym.

Celem niniejszej pracy byto doktadniejsze poznanie mechanizméw naprawy DSBS w regionach
powtdrzen CAG w endogennym locus w komorkach ludzkich. Wyniki niniejszej pracy ukazaty
ztozono$¢ naprawy DSBS w regionach z powtorzeniami CAG. Pozwolity na identyfikacje
czynnikbw 1 mechanizméw zaangazowanych w ten proces na roznych jego etapach
oraz przyczynity si¢ do stworzenia modeli naprawy DNA w regionach z powtdrzeniami CAG
u ludzi. W niniejszej pracy wykazano udziat resekcji koncow DNA w naprawie DSBS
w regionach z powtérzeniami CAG i przedstawiono przestanki sugerujace zaleznosc
intensywnosci resekcji a w konsekwencji wyboru mechanizmu naprawy DNA i jej efektow
od dtugosci ciggu. Stwierdzono silny wptyw umiejscowienia DSB wzgledem powtorzen CAG
oraz sekwencji flankujacych ciag na wybdr mechanizmu naprawy DNA. Wykazano,
ze naprawa DSB indukowanego na poczatku ciagu powtdérzen CAG angazuje mechanizm
NHEJ oraz polimeraz¢ DNA theta (POLO), prowadzac do wycigcia catego ciggu powtorzen.
Stwierdzono, ze indukcja DSB wewnatrz ciggu, skutkuje jego skracaniem z zachowaniem
ramki odczytu, co odbywa si¢ z udziatem mechanizmu NHEJ oraz wykorzystujacego dalekie

resekcje mechanizmu angazujacego biatka rekombinacji homologicznej takie jak RADS1.

W efekcie praca ta przyczynita si¢ do lepszego poznania zjawisk odpowiedzialnych
za niestabilnos$¢ ciggow powtorzen CAG. Poszerzenie wiedzy w tej dziedzinie moze przyczynic
sic¢ do opracowania skutecznej i bezpiecznej terapii choréb poliQ wykorzystujacych

technologie edycji genomu, takie jak CRISPR-Cas9.



Abstract

Expansions of CAG repeats are the cause of many neurodegenerative, hereditary, and currently
incurable human diseases (polyQ diseases). One such condition is Huntington’s disease (HD).
An innovative therapeutic strategy dedicated to this disease is the controlled shortening of the
repeat tract using genetic engineering tools such as CRISPR-Cas9. Induction of double-strand
breaks (DSBs) within CAG repeat tracts leads to their instability, resulting in both expansions
and contractions of the tract. However, the mechanisms underlying this observed instability are
not fully understood. Previous studies suggest the involvement of certain DNA repair pathways
in this process. Nevertheless, there is a lack of studies on DSBs repair mechanisms within CAG

repeats in an endogenous locus in a human cell model.

The aim of this study was to better understand the mechanisms of DSBs repair in CAG repeat
regions at an endogenous locus in human cells. The results of this work revealed the complexity
of DSBs repair in regions containing CAG repeats. They enabled the identification of factors
and mechanisms involved in this process at various stages and contributed to the development
of models of DNA repair in regions with CAG repeats in humans. This study demonstrated the
involvement of DNA end resection in DSBs repair within CAG repeat regions and presented
evidence suggesting a correlation between the extent of resection (and consequently, the choice
of DNA repair mechanism and its outcome) and the length of the repeat tract. A strong influence
of the DSB position relative to the CAG repeats and the flanking sequences on the choice of
DNA repair pathway was observed. It was shown that repair of a DSB induced at the beginning
of the CAG repeat tract involves the NHEJ mechanism and DNA polymerase theta (POL6),
which participates in the deletion of the entire repeat tract. It was found that induction of a DSB
within the repeat tract results in its contraction while preserving the reading frame, a process
involving the NHEJ pathway and a mechanism utilizing extensive resection and homologous

recombination proteins such as RAD51.

As a result, this work contributed to a better understanding of the phenomena responsible for
the instability of CAG repeat tracts. Expanding knowledge in this field may aid in the
development of effective and safe therapies for polyQ diseases using genome editing
technologies such as CRISPR-Cas9.
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Wykaz skrétow
alt-EJ (ang. alternative end joining)- alternatywne tgczenie koncow
CDK (ang. cyclin-dependent kinase)- kinaza zalezna od cyklin

CRISPR-Cas9 (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats- CRISPR
associated 9)

DM1 (ang. Myotonic dystrophy type 1)- dystrofia miotoniczna typu 1
DSB (ang. double strand break)- dwuniciowe peknigcie DNA
dsDNA (ang. double-stranded DNA)- dwuniciowy DNA

en-ChlP-MS (ang. engineered DNA-binding molecule-mediated chromatin
immunoprecipitation- mass spectrometry)

HD (ang. Huntington's disease)- choroba Huntingtona
HR (ang. homologous recombination)- rekombinacja homologiczna

MMEJ (ang. microhomology-mediated end joining)- taczenie koncoéw za posrednictwem
mikrohomologii

MSNs (ang. medium spiny neurons)- $rednie neurony kolczaste

NGS (ang. next generation sequencing)- sekwencjonowanie nastepnej generacji
NHEJ (ang. non-homologous end joining)-taczenie nichomologicznych koncow
ORF (ang. open reading frame)- otwarta ramka odczytu

PAM (ang. protospacer adjacent motif)

PCR (ang. polymerase chain reaction)- reakcja tancuchowa polimerazy

poliQ- poliglutaminowe (choroby)

RNP- rybonukleoproteina

SSA (ang. single strand annealing)- taczenie pojedynczej nici

sSDNA (ang. single-stranded DNA)- jednoniciowy DNA

STR (ang. short tandem repeats)- krotkie powtorzenia tandemowe

TALEN (ang. transcription activator-like effector nuclease)

TINS (ang. templeted insertions)

TMEJ (ang. DNA polymerase theta-mediated end joining)- taczenie koncow zalezne od
polimerazy theta

UTR (ang. Untranslated Rregion)- region nieulegajacy translacji

ZFN (ang. zinc finger nuclease)- nukleaza palca cynkowego
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1. Wstep
1.1 Sekwencje mikrosatelitarne w genomie czlowieka

Sekwencje mikrosatelitarne (STR, ang. Short Tandem Repeats- krotkie powtorzenia
tandemowe) to powtarzajace si¢ sekwencje skladajace si¢ z 2-6 par zasad, wystepujace
powszechnie w genomach eukariotycznych.! W ludzkim genomie wystepuje ponad 1,5 miliona
STR i stanowig one okoto 3% jego zawartoséci.’> Funkcje sekwencji mikrosatelitarnych przez
wiele lat pozostawaty niepoznane. Uznawano, ze nie odgrywajg one zadnej roli i nalezg do tzw.
$mieciowego DNA- junk DNA. Obecnie twierdzi si¢, ze umiejscowione w obszarach
pozagenowych mikrosatelity maja udzial w regulacji ekspresji genéw, poprzez wptywanie na
zmiane metylacji DNA, upakowanie chromatyny czy alternatywny splicing.t3*
W przypadku wystepowania STR w sekwencjach kodujacych ale réwniez w regionach 3’ 1 5’
niepodlegajacych translacji (UTR, ang. untranslated region), jak i regionach regulatorowych,
ekspansja powtorzen powyzej pewnej dtugosci, moze mie¢ negatywne skutki w postaci

rozwoju szeregu choréb.!

Sekwencje mikrosatelitarne to elementy wysoce polimorficzne. Szacuje si¢, ze na
pojedynczego cztowieka przypada okoto 75 mutacji de novo powstatych w obrebie STR.® Duza
zmiennos$¢ dlugosci sekwencji mikrosatelitarnych (liczby powtorzen) w populacjach wynika
z ich wysokiej niestabilnosci, za ktorg odpowiada zjawisko nieprawidtowego sparowania nici
DNA w regionach powtérzen, zachodzace podczas takich proceséw jak: replikacja DNA,
rekombinacja homologiczna czy tez naprawa DNA (rysunek 1.1).6 Zjawisko tak wysokiej
polimorficznosci tych sekwencji (zmienno$¢ 100-10000 razy wigksza od zmienno$ci
wynikajacej z mutacji punktowych) miedzy osobnikami jednego gatunku, pozwolito
wykorzysta¢ STR do badan populacyjnych, tworzenia map genetycznych’ opracowania testow

na ojcostwo czy identyfikacji sprawcow przestepstw.®

Zazwyczaj obserwuje si¢ niewielkie zmiany liczby krotkich tandemowych powtorzen, ktore
majg nikly lub Zaden wplyw na fenotyp danego osobnika. Natomiast duze ekspansje
mikrosatelit, szczeg6lnie tych umiejscowionych w regionach promotorowych, eksonach
i intronach gendw, jak rowniez 5’ i 3> UTR moga by¢ przyczyng ponad 50 r6znych chordb

u ludzi.?
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Rysunek 1.1 Procesy, w ktorych dochodzi do ekspansji lub skracania ciggéw powtorzen
mikrosatelitarnych. Powtdrzenia zaznaczono na z6tto. (na podstawie Verbiest i wsp. 2022°)

1.2 Choroby zwiazane z ekspansja sekwencji mikrosatelitarnych

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, ekspansje sekwencji mikrosatelitarnych moga by¢
przyczyng wielu chorob genetycznych, takich jak choroba Huntingtona (HD), dystrofia
miotoniczna typu 1 (DM1), zesp6t tamliwego chromosomu X (FXS) czy rozne typy ataks;ji®
(tabela 1.2). Mechanizmy patogenezy zaleza od lokalizacji STR w obrgbie genu oraz od
charakteru i funkcji tego genu. Mechanizmy te mozna podzieli¢ na: mechanizmy utraty funkcji
(LOF, ang. loss of function) lub nabycia funkcji (toksycznej) (GOF, ang. gain of function).
Mechanizmy LOF obejmuja hipermetylacje DNA lub histondw, czego efektem jest wyciszenie
genu, jak rowniez negatywny wplyw na proces transkrypcji danego genu prowadzacy do
degradacji mMRNA.1%1! Przykiadem ekspansji powtorzen prowadzacej do wyciszenia ekspresji
genu jest ekspansja powtorzen CGG powyzej 200 w regionie promotora genu FMRL1,
obserwowana w FXS. W przypadku tak duzej ekspansji dochodzi do oddziatywania mi¢dzy
powtorzeniami obecnymi w mRNA i komplementarnymi do nich powtoérzeniami w cze$ci 5°
UTR genu FMR1. Odzialywanie prowadzi do zmian epigenetycznych w postaci metylacji
promotora i w konsekwencji wyciszenia genu. Brak ekspresji biatka FMRP, produktu FMR1,
ktore jest kluczowe dla regulacji translacji w synapsach neuronow, skutkuje nieprawidtowym
funkcjonowaniem potaczen neuronalnych, czego efektem jest uposledzenie intelektualne osoby

obcigzonej tym schorzeniem 1213

Wigkszo$¢ znanych chorob zwigzanych z ekspansja powtorzen rozwija si¢ wedlug
mechanizmow GOF, ktore obejmuja: toksycznos¢ RNA, nieprawidtowy splicing, zwigzang
z powtoOrzeniami i niezalezng od kodonu start translacje (RAN-translacja, ang. Repeat

Associated Non-AUG translation), zwickszong aktywno$¢ promotora i agregacj¢ toksycznych

13



biatek. Co wigcej, mechanizmy te zwykle wystepuja razem, przyczyniajac si¢ do wywotania

poszczegolnych chordb.1°

Tabela 1.2 Zestawienie przyktadowych chorob zwigzanych z ekspansja powtorzen
mikrosatelitarnych (na podstawie Chintalaphani i wsp. 20211°)

(SCA36)

Nazwa choroby Rodzaj Umiejscowienie | Patologiczna

powtorzen | ciagu liczba
powtorzen powtorzen

Dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) CTG 3’ UTR DMPK | 50-10000

Dystrofia miotoniczna typu 2 (DM2) CCTG 1 intron ZNF9 49-93

Zanik jadra zebatego, jadra czerwiennego, | CAG 5 ekson ATN1 49-93

gatki bladej i jadra niskowzgorzowego

(DRPLA)

Niepelnosprawnos$¢ intelektualna CCG 5" UTR AFF2 >200

(FRAXE)

Otepienie czotowo-skroniowe (FTD) GGGGCC | 5’ UTR 24-4000

i stwardnienie zanikowe boczne (ALS) C9ORF72

Choroba Huntingtona (HD) CAG 1 ekson HTT 36-250

Rdzeniowo-opuszkowy  zanik  migs$ni | CAG 1 ekson AR 38-68

(SBMA)

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 1 | CAG 8 ekson ATXN1 | 39-91

(SCA1)

Ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 3 | CAG 10 ekson ATXN3 | 53-87

(SCA3)

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 7 | CAG 1 ekson ATXN7 | 34-460

(SCA7)

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 10 | ATTCT 9 intron ATXN10 | 280-4500

(SCA10)

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 36 | GGCCTG | 1intron NOP56 | 650-2500
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W przypadku stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) i otepienia czotowo-skroniowego
(FTD) za obydwie choroby odpowiada ekspansja powtérzen GGGGCC w genie COORF72,
ktora prowadzi do zaburzen zgodnie z mechanizmem GOF. Osoby chore zazwyczaj
charakteryzuje liczba powtérzen od 250 do 2000, cho¢ znane sa przypadki pojawienia si¢
symptomoéw chorobowych u 0séb z liczbg powtérzen wynoszacg okoto 20.2* W przypadku
ALS/FTD patogeneza odbywa si¢ na poziomie zarbwno RNA, jak i biatek. Toksyczne formy
RNA zawierajgce ciagi powtorzen GGGGCC tworzg W neuronach, astrocytach, mikrogleju
i oligodendrocytach tzw. skupienia RNA (RNA foci), ktore wigza biatka zaangazowane
w obrobke RNA, prowadzac do zaburzen w jego transporcie i translacji. RAN-translacja,
z kolei, prowadzi do powstawania toksycznych biatek DPR (ang. dipeptide repeat proteins),

ktore agregujag w komorkach nerwowych i prowadzg do ich degeneracji. >/

Kolejng chorobg wywolywana przez ekspansje powtdrzen mikrosatelitarnych jest DM1,
za ktorej rozwoj, odpowiada przekroczenie okreslonej liczby powtorzen CTG w rejonie 3° UTR
genu DMPK. Przebieg choroby jest zalezny od liczby powtdrzen. Osoby o stabych objawach
maja od 50 do 150 powtdrzen CTG, za$§ petna penetracja choroby pojawia si¢ u 0sob z liczba
powtdrzen mieszczacg si¢ w przedziale od 100 do 1000. W przypadku DM1 obserwowane jest
zjawisko antycypacji polegajgce na nasileniu objawoéw choroby i wcze$niejszym jej ujawnianiu
si¢ w kolejnych pokoleniach.'® Proces ten zostanie szerzej opisany w dalszej czgsci pracy.
Transkrypty genu DMPK zawierajace dtugie ciggi powtorzen CTG ulegajg akumulacji w jadrze
komoérkowym, wigzace ze sobg regulatory transkrypcji i splicingu, w tym m.in. biatka MBNL1
i 2, kluczowe w prawidtowym rozwoju migéni i uktadu nerwowego. Konsekwencjg tego sg
zmiany w splicingu setek gendw, obserwowane u chorych na DM1, ktérych jednym z efektow

jest ostabienie migéni.®

Szczegdlnym przypadkiem chorob wywolanych ekspansja powtdrzen mikrosatelitarnych sa
choroby zwigzane z powtorzeniami CAG, okreslane mianem chorob poliglutaminowych
(poliQ). Jest to zwigzane z faktem, ze w sekwencji kodujacej poszczegdlnych gendow
odpowiadajacych za dang chorobg, wystepuje ciag powtorzen CAG, a kazde takie powtorzenie
koduje jedng glutaming. Do najpowszechniej znanych chorob poliQ nalezg ataksje rdzeniowo-
moézdzkowe np. ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 3 (SCA3) wywolywana, ekspansjg
powtorzenh CAG w eksonie 10 genu ATXN3 czy HD, za ktorej rozwdj odpowiada ekspansja
powtorzen CAG w eksonie 1 genu HTT. Choroby poliQ sa chorobami neurodegeneracyjnymi,
majgcymi charakter postepujacy z wickiem, na ktore obecnie nie ma skutecznej terapii.

W przypadku wigkszosci chorob poliQ maksymalna niepatologiczna liczba powtorzen CAG
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miesci si¢ miedzy 30 a 40 powtdrzeniami. Poszczegolne choroby charakteryzujg si¢ roznym
poziomem niestabilnosci dlugosci ciggow, ktora dodatkowo jest r6zna w réznych tkankach
organizmu (niestabilno$¢ somatyczna). W przypadku wszystkich chorob poliQ obecno$é
dluzszego ciagu powtorzen skutkuje silniejszymi objawami i1 wczesniejszym ich

ujawnieniem.?°

W HD obecno$¢ wydtuzonego ciggu glutamin w zmutowanej huntingtynie (mHTT) powoduje
nieprawidtowe jej fatdowanie i tworzenie si¢ agregatdw w neuronach, ktérych nagromadzenie
powszechnie uwazane jest za jedng z przyczyn rozwoju choroby. Agregaty mHTT zaburzaja
transport mitochondriow w obrgbie neurondw, uniemozliwiajac ich dotarcie do miejsc o duzym
zapotrzebowaniu energetycznym. Jednocze$nie nagromadzenie mitochondriow w innych
cze$ciach komorki przyczynia si¢ do lokalnego wzrostu st¢zenia toksycznych reaktywnych
form tlenu w tych obszarach.?! Ponadto obecno$¢ agregatow mHTT moze indukowaé
odpowiedz immunologiczng wobec komorek nerwowych, przyspieszajac neurodegeneracje.??
Udzial w patogenezie majg rowniez krotkie, toksyczne formy huntingtyny zawierajace ekson 1
z wydluzonymi ciggami glutamin (HTTexonl). Powstajg one w wyniku translacji krotszego
transkryptu, bedacego efektem zaburzonego splicingu pre-mRNA, ktéry powstaje
z wykorzystaniem alternatywnego miejsca poliadenylacji znajdujgcego si¢ w intronie 1 genu
HTT.?2> Badania wykazaly, Zze zaburzenia splicingu moga wynika¢ z samej obecnos$ci
zmutowanego mRNA HTT, ktdre sekwestruje czynniki obrébki potranskrypcyjnej pre-mRNA
takie jak MBNL1.262" Duzy udzial w wytworzeniu, wspomnianych krétkich form huntingtyny
maja kaspazy, szczegdlnie kaspaza 6, ktéra ma swoj udzial w degeneracji neuronow w HD 282
Kolejnym produktem zmutowanego genu HTT sa biatka powstate w wyniku RAN-translacji,
rOwniez mogace tworzy¢é agregaty, nasilajac w ten sposdb stres komorkowy
i aktywujac szlak odpowiedzi na nieprawidtowe biatka (UPR, ang. unfolded protein response),
mogacy skutkowa¢ apoptoza neuronéw.° mHTT dziata rbwniez na poziomie epigenetycznym,
indukujgc zmiany w metylacji DNA, czy prowadzac do zaburzen w modyfikacji histonow.??
Wykazano, ze w neuronach HD dochodzi do zmniejszonej ekspresji gendéw zaangazowanych
w funkcje mitochondrialne, neuroprzewodnictwo i plastyczno$é synaptyczng.l. Ponadto
mHTT wydaje si¢ odpowiedzialne réwniez za deregulacj¢ autofagii w komorce, co moze
skutkowa¢ nagromadzeniem toksycznych biatek w cytoplazmie.3? Kolejnym zjawiskiem
wywotanym przez mHTT, przyczyniajacym si¢ do neurodegeneracji, jest zaburzenie
sygnalizacji wapniowej w srednich neuronach kolczastych (MSNs- ang. medium spiny neurons)

prazkowia, skutkujgce nadmiernym naptywem Ca?* do komorek, prowadzacym do utraty przez
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nie kolcow dendrytycznych.®® W opozycji do przytoczonych powyzej wynikoéw badan znajduje
si¢ hipoteza 0 protekcyjnej funkcji agregatbw mHTT. Odbywaé by si¢ to miato poprzez
zmniejszenie ilosci biologicznie dostepnych, rozpuszczalnych i toksycznych form tego biatka,
w sytuacji gdy tworzy ono agregaty.3* Hipoteze¢ t¢ wspieraja badania przeprowadzone na
mysich modelach HD, w ktérych nie obserwowano neurodegeneracji, pomimo obecnosci duzej
ilo$ci agregatow zmutowanej huntingtyny® lub stwierdzano neurodegeneracje, jeszcze zanim

agregaty zostaty wytworzone®,

Jak wynika z powyzszego, patogeneza chorob wywotlanych ekspansja powtorzen
mikrosatelitarnych, w tym chordb poliQ napedzana jest przez wiele zjawisk,

ktore w synergiczny sposob prowadzg do rozwoju opisywanych choréb (rysunek 1.2).

Agregaty . ’ Krétkie formy

zmuTowaneJ _ huntingtyny

huntingtyny ‘

‘ RAN-translacja
Deregulacja
ekspresji genow

Zaburzenia

splicingu
Zaburzone
neuroprzewodnictwo

Stan zapalny

Zaburzenia transportu
wewnatrzkomdrkowego

Stres
oksydacyjny

Modyfikacje

epigenetyczne
Zaburzona
autofagia

Aktywacja

Apoptoza odpowiedzi
immunologicznej

Rysunek 1.2 Czynniki wplywajace na patogeneze choroby Huntingtona (na podstawie Jiang
i wsp. 2023%2),
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1.3 Niestabilno$¢ powtorzen CAG a naprawa DNA

Zjawiskiem, ktore odroznia choroby wywotywane niestabilnoscig powtodrzen od innych choréb,
jest zjawisko antycypacji, polegajace na wzroscie liczby powtorzen i nasilaniu si¢ objawdéw
w kolejnych pokoleniach. Jest to zwigzane z niestabilno$cia germinalng, zachodzaca
w komorkach linii ptciowej- plemnikach i oocytach. Powtodrzenia, ktore ulegly ekspansji
w komorkach rozrodczych, beda dziedziczone przez potomstwo. Niektore sposrod tych chordb
wykazujg wyrazne réznice w niestabilnosci germinalnej w zaleznosci od plci. Na przyktad
w HD ekspansja powtorzen CAG jest bardziej prawdopodobna w linii ojcowskiej, natomiast
w zespole tamliwego chromosomu X niestabilno$¢ powtorzen CGG czgsciej wystepuje w linii
matczynej.®” Odziedziczona liczba powtdrzen, ktére dodatkowo moga ulec ekspansji w trakcie
rozwoju embrionalnego®®, nie jest jedyna przyczyng patogenezy opisywanych chorob.
W przypadku wielu z nich, oprdcz niestabilnosci germinalnej, obserwuje si¢ rOwniez
niestabilno$¢ somatyczng. Powoduje ona stopniowe zwigkszanie liczby powtorzen
w okreslonych tkankach organizmu, prowadzac do mozaicyzmu somatycznego, w ktorym
rozne komorki mogg zawierac r6zng liczbe powtorzen CAG. W przypadku HD tkanka, w ktorej
dochodzi do najsilniejszych ekspansji, jest prazkowie, obszar, ktory jednoczesnie ulega
najsilniejszej degeneracji. W modzgach 0s6b chorych, w MSNs prazkowia obserwowano
ekspansje wynoszace do tysigca powtorzen CAG.3":3%40 QObecnie zjawisko ekspansji
somatycznej w MSNs uwaza sie za kluczowe w patogenezie HD.*! Fakt, ze w przypadku chorob
neurodegeneracyjnych, takich jak HD dochodzi do bardzo duzych ekspansji powtorzen CAG
w neuronach- komoérkach niedzielacych si¢, w ktorych procesy replikacji DNA czy
rekombinacji s3 zahamowane, sugeruje, ze to mechanizmy naprawy DNA moga by¢ gltownie

zaangazowane w ekspansje tych powtdrzen w komorkach nerwowych.*

Zidentyfikowano kilka czynnikow majacych duzy wplyw na promowanie ekspansji
somatycznych, ktore sg intensywnie badane, rowniez pod wzgledem rozwoju potencjalnej
terapii chorob. Za mechanizm szczegolnie zaangazowany w ekspansje powtorzen CAG w HD
uwaza sic MMR (ang. mismatch repair)*®“6. Mechanizm ten odpowiedzialny jest za
korygowanie btedow, powstalych podczas replikacji DNA, takich jak niewtasciwie sparowane
zasady azotowe, krotkie insercje i delecje. W rozpoznaniu nieprawidlowo sparowanych
nukleotydow biorg udzial kompleksy MutSa (heterodimer MSH2-MSH6) i MutSp
(heterodimer MSH2-MSH3). Jeden z tych kompleksow razem z kompleksem MutLa
(sktadajacym si¢ z MLH1-PMS2) oraz PCNA tworzy kompleks inicjujacy naprawe. PCNA

aktywuje MutLa, ktory nastepnie nacina §wiezo zsyntetyzowang ni¢ DNA w pewnej odlegtosci
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po stronie 5’ od niesparowania. W kolejnym kroku EXO1 dokonuje degradacji nacigtej nici
w kierunku uszkodzenia. Nastgpnie na odcinku jednoniciowym POLS syntetyzuje ponownie
druga ni¢, wigzanie fosfodiestrowe za$ zostaje odtworzone przez Ligaze¢ DNA T (rysunek 1.3
A

Rolg mechanizméw naprawy DNA jest utrzymywanie stabilnosci genomu, jednakze
w przypadku obecnosci wydtuzonych ciaggow powtorzen CAG, ktore moga tworzy¢ struktury
drugorzedowe, takie jak petle czy struktury typu spinki (hairpin), MMR moze dziataé
nieprawidlowo, przyczyniajac si¢ do ekspansji somatycznych, a w konsekwencji patogenezy
chordb takich jak HD.*® Badania wykazaty, ze kompleks MutSB wykazuje duze powinowactwo
do struktur drugorzedowych tworzonych przez DNA, w przeciwienstwie do MutSa, ktore ma
wieksza tendencje do wigzania si¢ do niesparowan zasad lub niewielkich insercji i delecji.*"#°
Po zwigzaniu si¢ MutSB z wytworzong przez powtorzenia strukturg drugorzedowa,
zrekrutowany kompleks MutLo nacina ni¢ komplementarng do tej, na ktorej doszlo do

wypetlenia. Nastepnie ni¢ zawierajgca petle zostaje uzyta jako matryca przez polimeraze,

co skutkuje wydtuzeniem ciggu powtorzen (rysunek 1.3 B).#

A Niesparowanie B
plub Petla ciggu CAG
niewielki indel
Rozpoznanie Rozpoznanie .
uszkodzenia przez struktury Il-rzedowe;j
MutSa lub MutSp Ay przez MutSp
Indukcja pekniecia Indukcja peknigcia
na jednej nici na jednej nici
z udziatem MutLa  — N z udziatem MutLa
Degradacja nici Degradacja nici [\
(EXO1) . (EX01)
Synteza DNA Synteza DNA
(POLS) ., (POLS) —
Ligacja Ligacja
(LiG1) (LIG1)
Naprawa uszkodzenia Ekspansja powtorzen

Rysunek 1.3 A) Mechanizm naprawy DNA na drodze MMR. B) Udziat MMR w ekspansji
powtorzen CAG (na podstawie Lahue 2020%).
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W wielu badaniach z wykorzystaniem mysich modeli HD, jak rowniez DM1 wykazano wptyw
kompleksu MutSp na ekspansje powtorzen CAG/CTG. Za szczegolnie istotne w promowaniu
ekspansji somatycznych uznano biatko MSH3, begdace elementem kompleksu MutSp,
a konkretnie jego aktywno$¢ ATP-azowa.*®%9-%% Ponadto w dwodch niezaleznych badaniach
po$miertnych mézgdéw ludzi chorych na HD wykazano podwyzszong ekspresj¢ biatek MSH2
i MSH3 w MSNs, ktore posiadaty najwigksza liczbe powtdrzen CAG sposrod badanych

komorek nerwowych, a ktore to komorki sg najbardziej podatne na degeneracje w HD.%657

Obecnie obnizanie ekspresji MSH3 jest w centrum zainteresowania badaczy chcacych
zahamowaé rozwdj ekspansji somatycznych i rozwijajacych terapie HD%% W niedawno
opublikowanych pracach, stosujac interferencj¢ RNA, wykazano, ze obnizenie ekspresji MSH3
skutecznie zahamowato ekspansje powtorzen CAG w prazkowiu w mysich modelach HD.
W niektorych przypadkach zaobserwowano rowniez spadek ilosci agregatow zmutowanej
huntingtyny.5®6% Zastosowanie antysensownego oligonukleotydu (ASO) do wyciszania
ekspresji MSH3 w ludzkich neuronach, wytworzonych z komorek pobranych od pacjenta
posiadajgcego 125 powtorzen CAG w genie HTT, rOwniez przyniosto spektakularne rezultaty

w postaci zahamowania ekspansji powtorzen. %

Kolejnym czynnikiem bioragcym udzial w naprawie DNA, a ktorego wplyw na rozwoj HD
zostal potwierdzony licznymi badaniami, jest nukleaza FAN1. W przeciwienstwie do
mechanizmu MMR, skutkiem dziatania FANI1 jest stabilizacja dlugosci ciaggu powtorzen.
Badania in vitro wykazaty, ze FANI1 jest zdolna do wycinania wypetlonych powtorzen
CAG/CTG.%2 W badaniach na modelach mysich oraz w ludzkich liniach komérkowych
wykazano, ze FANI1 poprzez oddziatywanie z biatkiem MLHI, jednym ze sktadowych
kompleksu MutLa, dziala antagonistycznie wobec mechanizmu MMR promujacego ekspansje
powtérzen CAG. Stabilizujace dzialanie FAN1 opiera si¢ na dwoch mechanizmach: po
pierwsze poprzez blokowanie rekrutacji MLH1 przez MSH3, co zapobiega tworzeniu
funkcjonalnego kompleksu MMR sprzyjajacego ekspansjom. Po drugie FAN1 dziatajac jako
nukleaza, wycina niewielkie wypectlenia CAG/CTG stabilizujac w ten sposob ciagg

powtorzen, 5368

W chwili obecnej nadal poszukiwane sa kolejne czynniki mogace wplywaé na ekspansje
somatyczne powtorzen CAG, ktore pozwolityby opracowa¢ nowe  strategie

terapeutyczne.5868.69
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1.4 Mechanizmy naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA

1.4.1 Wprowadzenie

Dwuniciowe pgknigcia DNA (DSBS, ang. double strand breaks) stanowig jedno z najbardziej
toksycznych zjawisk zachodzacych w komorce, mogace skutkowa¢ powstaniem mutacji,
rearanzacjag chromosomoOw, utrata czesci materiatu  genetycznego lub transformacja
nowotworowg komarki.”” DSBs mogg by¢ wywotane czynnikami mutagennymi, takimi jak
oddziatywanie na DNA promieniowania jonizujacego lub reaktywnych form tlenu. Endogenne
dwuniciowe peknigcia nici DNA pojawiajg si¢ réwniez podczas naturalnych procesow
zachodzgcych w komorce, takich jak replikacja DNA, mejoza czy transkrypcja.”
Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ dwuniciowych peknieé, odpowiedz komorkowa na tego
typu uszkodzenie DNA jest natychmiastowa i angazuje szereg czynnikow, majacych uchronic¢
caty organizm przed negatywnymi skutkami tego zjawiska.’?> Wyrdznia si¢ dwie gtéwne Sciezki
naprawy DSBs w komorce eukariotycznej: taczenie nichomologicznych koncow (NHEJ, ang.
non-homologous end joining), ktére jest naprawa relatywnie szybka i odbywajaca si¢ bez
intensywnego procesowania koncow DNA oraz rekombinacje homologiczng (HR, ang.
homologous recombination), w ktorej konce DNA ulegaja znacznym resekcjom. Resekcja jest
procesem polegajagcym na degradacji jednej nici z dwuniciowych koncow DNA w celu
odstoniecia fragmentow wykazujacych homologie, sprzyjajaca taczeniu obydwu koncow.
Naprawa HR trwa dluzej niz NHEJ ale uznawana jest za naprawe wolng od bledow,
w przeciwienstwie do tej drugiej. Poza wymienionymi ,kanonicznymi” mechanizmami
naprawy DSBs wystepuja jeszcze dwie alternatywne $ciezki, obie wykorzystujace zjawisko
resekcji, cho¢ o réznym jej zasiegu i obie zwigzane z wysokim prawdopodobienstwem
mutagenezy. Poszczegélne Sciezki naprawy zostang szczegdlowo przedstawione ponizej

(rysunek 1.4.1.1).7>°75
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Dwuniciowe peknigecie DNA

NHEJ Ograniczone resekcje
MRN-CTIP
KU70-KUSBO EXO1 Daleki :
alekie resekcje
DNA-PKcs DNA2 L
POL A, p BLM
XLF RPA
XRCC4 ey -—
Artemis
LiG3 TMEJ SSA HR
RAD51
BRCA2-PALB2

PARP1 RADS52 BRCA1-BARD1

POL © LIG1? POL & -

LIG3/LIG1? ————

—_— _——
- ~ — —
wierna naprawa insercje i delecje duze delecje wierna naprawa
lub (mozliwa réwniez konwersja genu,
niewielkie insercje/delecje crossing over lub rearanzacje)

Rysunek 1.4.1.1 Sciezki naprawy dwuniciowych peknie¢é DNA. W ramkach przedstawiono
biatka uczestniczace w danym procesie, na czerwono zaznaczono regiony homologiczne DNA
(na podstawie Chang i wsp. 2017 oraz Scully i wsp. 20197374),

Na wybor sposobu naprawy DSBs kluczowy wptyw ma Kilka czynnikéw. Jednym z nich jest
faza cyklu, w ktorej znajduje si¢ komorka w momencie pojawienia si¢ uszkodzenia. NHEJ
uwazane jest za domyslny sposob naprawy DSBs w komodrce, a wykorzystanie tego
mechanizmu mozliwe jest w przeciggu catego cyklu jej zycia. HR ograniczona jest do faz S
i G2, w ktorych materiatl genetyczny jest zreplikowany, w zwigzku z czym, dostgpna jest,
konieczna w tym mechanizmie naprawy, matryca DNA w postaci chromatydy siostrzanej.
W fazie G1 biatko p53 wigze si¢ do histonow, w poblizu DSB, zabezpieczajac konce DNA
przed resekcja.’’® Ponadto niska aktywno$¢ kinaz zaleznych od cyklin (CDK) w tej fazie
cyklu komorkowego powoduje supresj¢ enzymoéw odpowiedzialnych za resekcje DNA. W fazie
S 1 G2 gdy aktywno$¢ CDK wzrasta, nastepuje aktywacja bialek punktu kontrolnego
odpowiedzi na uszkodzenia DNA: ATM i ATR jak rowniez bialka stymulujacego resekcje
CTIP. Aktywacja tych czynnikow pozwala na usunigcie p53 z histonow w poblizu koncow

DNA, umozliwiajac tym samym dostep do nich biatkom odpowiedzialnym za resekcje (rysunek
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1.4.1.2).77-82 Kolejnym czynnikiem wplywajacym na wybdr mechanizmu naprawy DSB przez
komorke jest rodzaj koncow DNA powstatych w wyniku pgknigcia. Konce tgpe lub z jedynie
niewielkimi wystajacymi jednoniciowymi nawisami (ang. overhang) sg tatwo wigzane przez
kluczowe biatka NHEJ jakimi sg KU70 i KU80, w przeciwienstwie do koncow z dhugimi
fragmentami jednoniciowymi. Obecnos$¢ tych ostatnich zwigksza prawdopodobienstwo
skierowania naprawy ku mechanizmom wykorzystujgcym resekcje DNA.748 Waznym
aspektem, o ktorym warto wspomnie¢ w kontekscie wyboru $ciezek naprawy DSBS, jest
kwestia stanu chromatyny w obszarze, w ktérym dochodzi do jej uszkodzenia. Badania
wskazuja na udzial potranslacyjnych modyfikacji histonow i ich posredniczenie w rekrutacji
biatek nalezacych do réznych $ciezek naprawy. Postulowana jest nawet koncepcja istnienia
kodu histonowego naprawy DNA.8-8" Biorgc pod uwage rézne czynniki mogace wptywaé na
wybor mechanizmu naprawy DSB, warto podkresli¢, ze fundamentalng kwestig pozostaje
wplyw cyklu komoérkowego. Biatka uczestniczace w  mechanizmach naprawy
wykorzystujacych resekcje w zdrowej komorce w fazie G1 pozostaja nieaktywne
lub przegrywaja konkurencje o dostgp do miejsca pgknigcia z biatkami promujacymi NHEJ,
niezaleznie od innych czynnikow.”#® W kolejnym rozdziale poszczegdlne $ciezki naprawy

dwuniciowych pgknie¢ DNA zostaty przedstawione w sposob bardziej szczegdtowy.

.
(A}
)
"
m’ % m
e

[Obecnoéé chromatydy siostrzanej) M
(Aktywne kinazy CDK) G2
(Aktywancja ATM i ATR |

[Niska aktywnos¢ kinaz CDKJ

(Aktywacja CTIP i BRCA1)

G1 (p53 Zwigzane z histonami)

(Odblokowanie resekcii ) Blokada resekcji

w N

NHEJ NHEJ

[Usuwanie p53 z histonéw )

Rysunek 1.4.1.2 Zalezno$¢ wyboru $ciezki naprawy dwuniciowego peknigcia DNA od fazy
cyklu komdrkowego (na podstawie Hustedt i Durocher 2017%2).
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1.4.2 L.aczenie niechomologicznych koncow (NHEJ)

Naprawa dwuniciowego pekniecia na drodze NHEJ polega na zblizeniu oraz ligacji dwoch
koncow DNA bez lub z minimalng resekcjg nici DNA. W przypadku tej $ciezki naprawy,
resekcja odbywa sie¢ w bardzo niewielkim zakresie i obejmuje do 4 nukleotydow.8188 NHEJ
rozpoczyna si¢ od zwigzania przez heterodimery KU70-KU80 obydwu koncow DNA
uwolnionych po powstaniu dwuniciowego pekniecia. Zabezpieczaja one owe konce przed
degradacja. Bialka KU-70-KU80 nastgpnie rekrutuja katalityczna podjednostke zaleznej od
DNA kinazy biatkowej (DNA-PKcs), ktdra stabilizuje i utrzymuje w bliskosci konce DNA,
jednoczesnie rekrutujac kolejne biatka naprawcze- kompleks ligazy 1V (L1G4) z XRCC4-XLF,
ktorego zadaniem jest ligacja obydwu koncow.”38 W sytuacji, gdy na koncach DNA obecne
sa wystajace jednoniciowe fragmenty 3’ lub 5’ mogace tworzy¢ bardziej ztozone struktury jak
struktura hairpin, zaangazowana zostaje nukleaza Artemis, aktywowana przez DNA-PKcs,
dysponujaca aktywnoscig 5°>3’ egzonukleazowa wobec jednoniciowego DNA (ssSDNA) oraz
(w kompleksie z DNA-PKcs) aktywnos$cig endonukleazowa, pozwalajaca na usuwanie struktur
typu hairpin lub overhang. Usunigcie struktur drugorzgdowych z koncow DNA oraz
ograniczone resekcje pozwalajg na ujawnienie fragmentéw mikrohomologicznych, ktore shuza
do parowania nici na zasadzie komplementarno$ci par zasad.83889091 Ewentualne brakujace
nukleotydy zostajg dotaczone do koncoéw 3” DNA przez polimerazy z rodziny X (A i p)
Odtworzenie wigzania fosfodiestrowego nastepuje dzigki aktywnosci kompleksu LIG 1V-
XRCC4-XLF.%2% NHEJ uwazana jest za naprawe obcigzong ryzykiem wprowadzania mutacji
w miejscach taczenia nici DN A. Charakterystycznymi dla tego mechanizmu naprawy zmianami
sg niewielkie insercje lub delecje (indels), dtugosci od jednego do kilku par zasad, mogace
prowadzi¢ do przesuni¢cia ramki odczytu (frame shift), jesli do peknigcia dosztoby w sekwencji

kodujacej genu.

1.4.3 Rekombinacja homologiczna (HR)

Drugg z kanonicznych $ciezek naprawy dwuniciowego pekniecia DNA jest HR. Jak zostalo to
juz wspomniane powyzej, jest to proces, ktory zachodzi tylko w specyficznych warunkach
panujacych w komorce, jedynie w obecno$ci zreplikowanego DNA, czyli w fazie cyklu
komorkowego S lub G2. Chromatyda siostrzana stanowi w tym mechanizmie matryce do

naprawy uszkodzonej nici DNA, w efekcie czego, jest to naprawa wierna.’ Po rozpoznaniu
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dwuniciowego peknigcia DNA przez kompleks MRN, na ktory sktadajg si¢ biatka MREI11,
RADS50 oraz NBS1, dochodzi do fosforylacji kinazy ATM, ktora w ten sposob ulega aktywacji
1 poprzez fosforylacje pobliskich histonow 1 innych biatek zaangazowanych
w  kontrole cyklu komoérkowego i naprawe DNA uruchamia caly proces.®
Z kompleksem MRN wspolpracuje kolejne biatko- CTIP, ktére stymuluje aktywnosé
endonukleazowag MRE11.%6 Kompleks MRN-CTIP inicjuje pekniecie nici DNA w pewnym
oddaleniu od dwuniciowego pekniecia, wynoszgcym do okoto 300 par zasad. Od tego miejsca
MRN-CTIP dokonuje degradacji nici DNA w kierunku 3’-5’ pozostawiajac dlugie
jednoniciowe fragmenty DNA z wolnymi 3’ koncami. Biatka KU70-KUS80, ktére moga w tym
momencie okupowa¢ ni¢ DNA sg usuwane przez kompleks MRN-CTIP.7497 Resekcje nici 5
sg nastepnie kontynuowane przez egzonukleazg 1 (EXO1) degradujacg ni¢ 5° oraz helikaze
zespotu Blooma (BLM) i endonukleaze DNA 2, ktore stymulowane przez CTIP odpowiadaja
za oddzielenie jednej nici DNA od drugiej, tworzac substrat dla EXO1 w postaci ssDNA z 5’°-
koncem.%®1% Qdstonigte w wyniku resekcji dlugie jednoniciowe fragmenty DNA (mogace
obejmowac tysigce nukleotydoéw) sa pokrywane kompleksami biatka RPA na ktore sktadajg
si¢z. RPA 1, 2 i 3, chronigcymi ni¢ ssDNA przed jej degradacja lub tworzeniem
nieprawidtowych struktur drugorzedowych.!%! Nastepnie kompleksy RPA z pomocg BRCA2
I PALB2 sg zastegpowane przez biatka RADS51, ktére tworzg dhugie spiralne filamenty na
jednoniciowym DNA. Jedna z takich nici z udziatem BRCA1-BARD1 poszukuje homologii
miedzy koncem 3’ jednoniciowego DNA a dwuniciowym DNA (dsDNA) chromatydy
siostrzanej. Nastepnie koniec 3’ dokonuje inwazji do dSDNA, tworzy petle D oraz stuzy jako

starter do syntezy DNA przez polimerazg §102-108

Naprawa DNA na drodze HR moze zosta¢ zakonczona na kilka réznych sposobow.
W przypadku gdy synteza nowej nici na matrycy drugiego konca DNA zostanie przerwana na
wczesnym etapie, wydtuzana ni¢ 3’ ktéra wspottworzyta petle D, paruje si¢ z nicig drugiego
konca DNA powstatego po peknieciu, ktory do tej pory pozostawal bierny, a synteza
dokanczana jest juz na wyjsciowym chromosomie. Nie dochodzi tu do konwersji genu,
a $ciezka ta nosi nazwe parowania nici zaleznego od syntezy (SDSA, ang. synthesis-dependent
strand annealing). Alternatywng $ciezka jest klasyczny HR zachodzacy z wytworzeniem
podwadjnej strukturu Hollidaya (dHJ), co moze prowadzi¢ do wymiany fragmentow materiatu
genetycznego miedzy chromatydami siostrzanymi, czyli crossing-over lub jesli struktura dHJ
zostanie przerwana, moze zakonczy¢ si¢ bez crossing-over. Trzecig opcja jest dlugodystansowa

konwersja genu (LTGC, ang. long-tract gene conversion) zachodzaca w przypadku
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nieprzerwanej syntezy DNA na matrycy chromatydy siostrzanej, ktéra moze zosta¢ zakonczona
naprawa indukowana peknieciem (BIR, ang. break induced replication). Skutkuje to
asymetryczng wymiang informacji genetycznej miedzy chromatydami, moze rowniez

prowadzi¢ do rearanzacji chromosomowych,0:/4109

1.4.4 Alternatywne Sciezki naprawy dwuniciowych pekni¢¢ DNA

Istniejg alternatywne dla dwoch powyzej opisanych $ciezki naprawy DSBS, obie
wykorzystujace zjawisko resekcji, cho¢ o réznym jej zasiegu. Sciezka o nazwie MMEJ (ang.
microhomology-mediated end joining- taczenie koncow za posrednictwem mikrohomologii)
inaczej nazywana alt-EJ (ang. alternative end joining- alternatywne taczenie koncow) wymaga
resekcji o niewielkim zasiegu, w ktorych uczestniczy kompleks MRN-CTIP. Z kolei $ciezka
SSA (ang. single strand annealing- taczenie pojedynczej nici) wymaga resekcji o duzym
zasiegu siegajacych nawet kilku tysiecy nukleotydow, w ktorych uczestnicza EXO1, DNA2
i BLM. Obie $ciezki wykorzystuja zjawisko taczenia si¢ nici DNA w miejscach wyst¢powania
homologii, ktorego skutkiem sg delecje fragmentdw DNA zawartych pomiedzy obszarami

homologicznymi.’3-7>110

W specyficznym rodzaju mechanizmu MMEJ zwanym TMEJ (ang. DNA polymerase theta-
mediated end joining) jednoniciowe 3’ konce DNA 1acza si¢ w obrebie regionow
mikrohomologicznych, ktore mogg obejmowac od 2 do 20 nukleotydéw.!! Chociaz TMEJ jest
poznany stabiej w poréwnaniu do poprzednio opisywanych S$ciezek naprawy,
to zidentyfikowano kilka biatek uczestniczacych w tym mechanizmie, jak i kKilka czynnikow
dziatajacych przeciwstawnie, inhibujacych TMEJ i promujacych inne mechanizmy.”>%2 Co do
znaczenia niektorych czynnikow istnieja sprzeczne doniesienia. Jest tak w przypadku
polimerazy PARP1 opisywanej z jednej strony jako biatko stabilizujace dwa konce DNA
1 umozliwiajace ich taczenie, konkurujace z biatkami KU70 i KU8S0O o wigzanie do koncow
DNA i sprzyjajace naprawie z udziatem polimerazy theta (POL0)!3114, W innej pracy z kolei
PARP1 jest opisywana jako czynnik odpowiadajacy za rekrutacj¢ bialek KU w miejsce
pekniecia DNA i hamujgcego resekcje!®. Z pewnoscig jednak PARP1 jest jednym z pierwszych
bialek, uczestniczacych w sygnalizacji uszkodzenia DNA i rekrutujacych inne biatka
naprawcze w miejsce peknigcia. Dokonuje ono tzw. PARYylacji, czyli przytaczenia zarowno do
siebie, jak i innych biatek czgsteczek poli ADP-rybozy (PAR) tworzacych szkielet, do ktorego
moga wigzac si¢ biatka naprawcze (zawierajace domeng wigzacg PAR) jednoczesnie ulegajace
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wowczas aktywacji. PARylacji ulegaja réwniez histony znajdujace si¢ w poblizu
dwuniciowego pekniecia. Skutkiem tej modyfikacji dochodzi do obszarowego rozluznienia

chromatyny, ktora staje si¢ bardziej podatna na dziatanie czynnikéw naprawczych.16-118,

Kluczowym biatkiem w TMEJ jest POLO, ktora odpowiada za taczenie jednoniciowych
fragmentow DNA w miejscach wystepowania mikrohomologii, jednocze$nie usuwajgc z nici
biatka RPA.1%122 Po polgczeniu dwoch koncow DNA w regionach mikrohomologicznych
POLO moze dokona¢ degradacji niewielkich fragmentoéw z 3° konca DNA 1 rozpocza¢ synteze
DNA na matrycy drugiej nici wydluzajac konce 3°.'1%* Ewentualne powstale w wyniku
poltaczenia jednoniciowych 3’koncow DNA fragmenty (znajdujace si¢ pomiedzy regionami
homologicznymi) tworzace struktury typu flap sg usuwane przez XPF-ERCC1 lub FEN1124-127,
W nastgpnym kroku ligaza DNA Il1 (LIG3) lub ligaza DNA | (LIG1) odtwarzaja wigzanie

fosfodiestrowe, taczac obie nici DNA.1%8,

Naprawa TMEJ charakteryzuje si¢ niskg wiernoscig i tendencjag do wprowadzania mutacji
w miejscu naprawy. Mutacje te wynikajg zaréwno z faktu usuwania fragmentéw DNA
znajdujacych si¢ miedzy regionami mikrohomologicznymi, co skutkuje delecjami, jak rowniez
mogg by¢ zwigzane z aktywnos$cig samej POL6, majacej tendencje do wprowadzania insercji.
Charakterystycznymi rezultatami naprawy TMEJ sg mate insercje powstate przy wykorzystaniu
pobliskiego DNA jako matrycy (TINS ang. templeted insertions). Moga by¢ one efektem
niskiej procesywnosci POLO, ktora przerywa elongacje nici DNA i oddysocjowuje od nici
matrycowej, aby za chwil¢ znow przylgczy¢ sie do niej w innym miejscu i rozpocza¢ kolejng
rund¢ wydtuzania. POLO moze rowniez uzywac tej samej nici zarébwno jako matrycy, jak i jako
nici wydluzanej, wprowadzajac tym samym insercje w orientacji odwrotnej (reverse
complement TINS)?122.129 - Co wiecej, POLO wykazuje réwniez aktywno$¢ terminalnej
transferazy, a wiec ma zdolnos¢ dobudowywania nukleotydéow do konca 3’ niezaleznie od
matrycy DNA, aby uzyska¢ homologi¢ pomigedzy dwiema ni¢mi, ktore majg zosta¢ potaczone,
co rowniez moze by¢ przyczyng insercji.'®® Ponadto TMEJ uwazane jest za jeden z procesow
prowadzacych do translokacji oraz innych rearanzacji chromosomowych.10313L132 W tym
miejscu warto rowniez nadmieni¢, ze POLO jest polimeraza nieobecng u drozdzy, ktore

niezwykle czesto wykorzystywane sg jako model do badania mechanizméw naprawy DNA.

Kolejna, alternatywna $ciezkg, ktora moze podazy¢ naprawa dwuniciowego peknigcia DNA,
jest wspomniane juz SSA. Sciezka ta, w przeciwienstwie do TMEJ, wymaga resekcji nici 5’

siggajacych nawet ponad 1000 nukleotyddw, powstatych przy wspotudziale EXO1, DNA2
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i BLM. Dlugie jednoniciowe fragmenty DNA z wolnymi 3’ koncami zostajg pokryte biatkami
RPA, ktore nastepnie ulegaja wymianie na biatka RADS2, te za$, odpowiadaja za poszukiwanie
regiondw homologicznych znacznie dtuzszych niz w przypadku TMEJ (>20 nt) i za parowanie
nici DNA w tych obszarach.”133-135 podobnie jak w przypadku TMEJ niesparowane 3’ konce
obejmujace obszary miedzy regionami homologicznymi sg usuwane przez XPF-ERCC1.13
Udziat polimeraz i ligaz, ktore uzupetiatyby brakujace nukleotydy i ostatecznie potagczyty obie

nici, nie jest do konca jasny.’*75135

Naprawa dwuniciowych peknig¢ DNA na drodze SSA jest wysoce mutagenna. Jednym
z mozliwych niekorzystnych efektdw jest utrata czesci materiatu genetycznego- fragmentu
DNA znajdujacego si¢ pomiedzy sekwencjami homologicznymi, ktére ulegly polaczeniu.
Kolejnym, jest mozliwo$¢ parowania jednoniciowego fragmentu DNA pokrytego RAD52
zregionami homologicznymi znajdujgcymi si¢ na innych chromosomach, czego skutkiem beda

rearanzacje genomowe. 37138

1.5 Skracanie ciagéw powtérzen CAG w efekcie naprawy DNA
1.5.1 Narzedzia inzynierii genetycznej do indukcji dwuniciowych pekni¢é¢ DNA

Rozwodj biologii molekularnej i wytworzenie nowych narzgdzi inzynierii genetycznej pozwolity
na poszukiwanie nowych rozwigzan walki z chorobami genetycznymi. Wséréd tych metod
pojawity sie rowniez takie, ktére umozliwiaja indukowanie dwuniciowych pekniec
w konkretnym miejscu genomu. Dzigki tym kierowanym nukleazom mozliwe jest
wprowadzanie zmian w sekwencjach odpowiedzialnych za wywotywanie chorob, co zostalo
juz wykorzystane w leczeniu anemii sierpowatej i talasemii beta.'3® W przypadku choréb
wywotanych ekspansjg powtorzen mikrosatelitarnych nadziej¢ na przyszlg terapie genowsa
moga budzi¢ obserwacje skracania ciggow powtorzen CAG w wyniku indukcji w ich obrebie
dwuniciowych peknieg¢ DNA.Y0 Ponizej przedstawiono dotychczas wykorzystywane
w badaniach nad skracaniem ciggéw powtorzen (gtownie CAG) narzedzia inzynierii

genetycznej.
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1.5.1.1 Nukleazy palca cynkowego (ZFN)

Jednym z narzedzi inzynierii genetycznej, stuzacych do indukcji DSBS sa nukleazy palca
cynkowego (ZFNs, ang. zinc finger nucleases). Na ZFN skladajg si¢ dwa elementy: palce
cynkowe, w liczbie kilku, ustawione szeregowo jeden obok drugiego oraz nukleaza Fokl. Palec
cynkowy sktada sie¢ z okoto 30 aminokwasow tworzacych strukture B- B -a, ktéra wigze jeden
jon cynku. Fragmenty palca cynkowego wchodza w bezposrednig interakcje z zasadami
azotowymi w tancuchu DNA, a kazdy taki palec zdolny jest do wigzania 3 par zasad. O tym
jakie to pary zasad, decyduje sekwencja aminokwaséw w oddziatujagcym z DNA obszarze
palca. Potaczenie kilku domen palca cynkowego pozwala rozpoznawaé dtuzsze sekwencje
(bedace wielokrotnoscig 3 nukleotydow) a poprzez odpowiednig kombinacje réznych palcow
cynkowych, mozna zaprojektowaé ZFN rozpoznajacy niemal dowolng sekwencje DNA. Drugi
element ZFN, nukleaza Fokl, jest zdolna do cigcia DNA jedynie, gdy znajduje si¢ w formie
dimeru. Dlatego stosuje si¢ dwie czasteczki ZFN, kazda ztozona z Kilku palcow cynkowych
I jednej domeny Fokl. Po rozpoznaniu odpowiedniej sekwencji DNA przez palce cynkowe
monomery Fokl znajduja si¢ blisko siebie, ulegaja dimeryzacji i hydrolizuja DNA

w oczekiwanym miejscu.4

1.5.1.2 System TALEN

Drugi z popularnych systeméw edycji genomu, TALEN (ang. transcription activator-like
effector nuclease), rowniez wykorzystuje nukleaz¢ FokI oraz fakt koniecznosci jej dimeryzacji
dla uaktywnienia jej funkcji nukleazowej (rysunek 1.5.1.2). Za rozpoznanie specyficznej
sekwencji DNA odpowiada w tym przypadku biatko TALE skladajace si¢ z centralnej domeny
rozpoznajacej sekwencje nukleotydow i wigzacej DN A oraz domeny aktywujacej transkrypcje
genu. Domena wigzaca DNA sklada si¢ z monomerow, z ktorych kazdy wigze jeden nukleotyd
w sekwencji docelowej. Monomery zbudowane sg z tandemowo powtdrzonych 34 reszt
aminokwasowych, z ktorych 12 i 13 sg wysoce zmienne (RVD- repeat variable diresidue)
1 odpowiadaja za specyficzno$¢ rozpoznawania nukleotydow. Cigcie DNA jak w przypadku
ZFN nastgpuje po rozpoznaniu docelowych sekwencji przez dwa elementy TALEN

i dimeryzacji Fokl.142
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Rysunek 1.5.1.2 Schemat dziatania systeméw ZFN i TALEN.

1.5.1.3 System CRISPR-Cas9

Najnowszym narz¢dziem inzynierii genetycznej, za pomoca ktorego dokonywaé mozna
indukcji dwuniciowych pgknig¢ DNA w konkretnym, zaplanowanym miejscu, jest system
CRISPR-Cas9 (ang. Clustered regularly interspaced short palindromic repeats- CRISPR
associated 9). Wywodzi si¢ on z systemu odpornosciowego bakterii, w ktorym obcy materiat
genetyczny jest ciety przez nukleaze Cas9 kierowang krotkim fragmentem CRISPR-RNA
(crRNA). Kluczowym dla aktywnosci nukleazy jest obecnos$¢ krotkiej sekwencji PAM (ang.
protospacer adjacent motif) w sekwencji kwasu nukleinowego, ktory ma by¢ ciety.
Wsrdd bakterii wystepuje duza roznorodnosé elementOw systemu CRISPR-Cas. Wyro6znia si¢
dwie Kklasy systemu. Do klasy pierwszej nalezg systemy, W ktorych za degradacje obcego
materialu genetycznego odpowiedzialny jest kompleks biatek, do klasy drugiej za$ takie,
w ktorych wykorzystywana jest pojedyncza nukleaza. Drugim podziatem, jest podziat na typy,
ktorych jest szes¢. Poszczegdlne typy rdznig si¢ miedzy sobg ze wzgledu na obrobke crRNA,
rozpoznawanie sekwencji docelowej, czy rodzaj kwasu nukleinowego, ktéry ma by¢ ciety przez
nukleaze (RNA lub DNA).'*? Do najczesciej wykorzystywanych w inzynierii genetycznej
systemow nalezy system CRISPR-Cas9, przedstawiciel typu 1l i Kklasy drugiej.
Najpowszechniej stosowane Cas9 pochodzgce ze Streptococcus pyogenes (SpCas9), postuzy

jako przyktad do opisu systemu, 144145

Biatko SpCas9 sktada si¢ z 1368 aminokwasow i jest biatkiem wielodomenowym. Zawiera
m.in. trzy domeny helikazowe oraz dwie domeny nukleazowe. Do specyficznego

rozpoznawania okreslonej sekwencji DNA wykorzystuje ono dwie czasteczki RNA: crRNA
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oraz tracr-RNA (ang. trans-activating CRISPR RNA) razem tworzace czasteczke gRNA (ang.
guide RNA). Cas9 dopiero w nastgpstwie zwigzania gRNA przechodzi zmiang konformacyjna,
dzieki ktorej zyskuje zdolnos¢ do skanowania dwuniciowego DN A w poszukiwaniu sekwencji
PAM. W przypadku SpCas9 PAM sktada si¢ z trzech nukleotydow utozonych w kolejnosci: 5'-
NGG-3', gdzie N oznacza dowolny nukleotyd. Rozpoznanie PAM skutkuje kolejng zmiang
konformacyjng Cas9, uruchamiajaca aktywno$¢ nukleazowa kompleksu. W nastgpstwie
rozpoznania PAM dochodzi do separacji nici DNA i poszukiwania komplementarnosci
pomiedzy sekwencja rozpoznajacg miejsce docelowe (ang. target recognition site) crRNA
a DNA.M6151 Wystepowanie komplementarno$ci par zasad na odcinku zaledwie 5
nukleotydow jest wystarczajagce do czasowego zwigzania kompleksu Cas9-gRNA z danym
miejscem w DNA, lecz nie jest wystarczajace do indukcji dwuniciowego pekniecia.*>? Dopiero
w sytuacji, gdy parowanie nici obejmie co najmniej 17 nukleotyddéw, domena HNH tnie ni¢
zawierajaca sekwencje komplementarng do sekwencji ctRNA. W wyniku czego, aktywacji

ulega domena RuvC, ktora nastepnie tnie drugg ni¢ DNA 153154

Sekwencja okoto 10-13 nukleotydow od strony 5’ sekwencji PAM, w przypadku ktorych
dochodzi do parowania miedzy DNA a crRNA, jest kluczowa dla efektywnego cigcia.
Obecno$¢ w tym regionie niesparowan latwo moze doprowadzi¢ do przerwania dalszego
parowania nici i dysocjacji kompleksu Cas9-gRNA od DNA. Niesparowania w dalszym
regionie sg lepiej tolerowane i mogg skutkowac indukcjag dwuniciowego peknigcia, nawet
pomimo niepetnej komplementarno$ci miedzy DNA a fragmentem crRNA. Takie cigcie okresla
sic mianem off-target.’>>160 Do§¢ powszechny jest poglad, ze Cas9 tnie, pozostawiajac tzw.
tepe konce DNA, za trzecim nukleotydem liczac od 5° konca PAM, czyli w pozycji -3. Wiele
prac jednak wskazuje na to, ze domena RuvC moze cia¢ ni¢ DNA réwniez w pozycji -4 od
PAM tworzac w ten sposob 1 nukleotydowy overhang na jednej nici (non-target).161-164 Moze
to wyjasnia¢ obecnos$¢ niewielkich insercji w miejscu naprawy DNA czesto obserwowanych
w przypadku edycji z uzyciem Cas9. Badania wykazaty, niebagatelny wplyw sekwencji DNA
znajdujacej si¢ w poblizu miejsca peknigcia, a szczegolnie nukleotydu w pozycji -4 na rezultat
naprawy takiej sekwencji. Obecnosé tyminy lub adeniny w pozycji -4 najczesciej skutkuje
insercjg odpowiednio tyminy lub adeniny w wyniku naprawy, podczas gdy obecnos¢ cytozyny
w tej pozycji czesciej generuje jej delecje. Obecnos¢ guaniny za$ nie generuje specyficznych
rezultatéw, w efekcie obserwuje sie réznego rodzaju delecje lub insercje.!%179 Schemat
dziatania kompleksu Cas9-gRNA oraz zalezno$§¢ wyniku naprawy DSB od nukleotydu

W pozycji -4 przedstawiono na rysunku 1.5.1.3.
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W kontekscie systemu CRISPR-Cas9 nalezy wspomnie¢ o pewnych modyfikacjach,
poszerzajacych mozliwosci tego narzgdzia inzynierii genetycznej. Do$¢ wczesnie po poznaniu
systemu CRISPR-Cas9 zastosowano zamiast dwoch czasteczek crRNA 1 tractrRNA pojedyncza
czasteczke sgRNA (ang. single-guide RNA), ktora umozliwita ekspresj¢ systemu w komorce,
bez konieczno$ci wczeSniejszej hybrydyzacji dwoch czgsteczek RNA.% Wiele prac
poswigcono modyfikacjom zaré6wno dlugosci, jak i struktury gRNA w celu poprawy
specyficznosci systemu, lecz czesto jej poprawa Skutkowata obnizeniem efektywnosci
edycji.t’>176 Kolejnym elementem systemu, ktory podlegal modyfikacjom jest biatko Cas9.
Dzigki mutacjom w odpowiednich lokalizacjach w sekwencji kodujacej biatko uzyskano
nukleazy o zmienionych wlasciwosciach. Jednym =z najwazniejszych jest czesto
wykorzystywane laboratoryjnie biatko nikaza Cas9 (nCas9), wystgpujace w dwoch wariantach.
W kazdym wariancie jedna domena nukleazowa jest inaktywowana, w zwigzku z czym nCas9
generuje ciecie tylko jednej nici dwuniciowego DNA.Y” Kolejng modyfikacijg jest dCas9 (ang.
deactivated Cas9), w ktorym obie domeny nukleazowe sg nicaktywne, zachowana jednak jest
zdolno$¢ do specyficznego rozpoznawania sekwencji DNA. dCas9 wykorzystywane jest do
roznych celow m.in. w potaczeniu z czynnikami transkrypcyjnymi do wptywania na ekspresje
gen6éw.1’® Podobnie jak w przypadku gRNA modyfikacje Cas9 mialy gtéwnie na celu uzyskacé
nukleaze bardziej specyficzng. W niektorych pracach starano sie poszerzy¢é zakres

rozpoznawanych przez nukleaze sekwencji PAM,170.179-181

Cas9

Domena HNH +

Domena RuvC Sekwencja PAM

P i i e e
‘ NHEJ ‘ NHEJ ‘ NHEJ ‘ NHEJ
EETTNNNCZZSSS EEAANNNCTESSE . CNNNEZT-- NN N -
insercja T insercja A delecja C rézne indele
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Rysunek 1.5.1.3 A) Schemat dzialania kompleksu Cas9-sgRNA. Czerwonymi strzatkami
zaznaczono potencjalne miejsce cigcia dwuniciowego DNA. B) Zalezno$¢ wyniku naprawy
od nukleotydu w pozycji -4 (na podstawie Sledzinski i wsp. 2024182),

1.5.2 Wykorzystanie systemu CRISPR-Cas9 do skracania ciagow powtorzen CAG

Obserwowana w komorkach drozdZzowych naturalna sklonno$¢ diugich ciggdw powtdrzen
tréjnukleotydowych do ich pgkania, skierowata uwage badaczy na wplyw, jaki mogg miec¢
DSBs na niestabilno$¢ powtorzen.'® W zwigzku z tym w wielu pracach koncentrowano sie
badaniu niestabilnosci ciagow CAG, wykorzystujac do indukcji DSBS, narzedzia inzynierii
genetycznej, opisywane w poprzednim rozdziale. Skracanie ciggu, badz jego calkowite
wyciecie, zaobserwowano w komoérkach drozdzy, modelach mysich, jak réwniez w komodrkach
ludzkich. W jednym z pierwszych badan indukowano DSBS w obrebie powtorzen CAG
w systemach reporterowych, w drozdzach analizujgc wybrane $ciezki naprawy DNA 184185
Wykazano w nich, ze dwuniciowe pgkniecia w obrgbie powtorzen CAG prowadza do ich
niestabilnosci, skutkujgc wydhuzeniami lub skréceniami ciggu. Zwrdcono uwage na obecnosé
resekcji oraz udziat biatek takich jak Mrel 1 czy Rad50 w naprawie tego typu uszkodzen DNA.
W kolejnej pracy, w ktorej wykorzystano model drozdZzowy 1 system TALEN zaobserwowano
bardzo wydajne skracanie ciggu powtorzen CAG w wyniku indukcji DSB w jego obrebie. '8
W kolejnych dwoch pracach, w ktorych szczegdlny nacisk potozono na badanie mechanizmow
naprawy, prowadzacych do skracania, bagdz wycinania catego ciggu CTG/ CAG w drozdzach,
wykorzystano zaréwno system TALEN, jak i CRISPR-Cas9.18718 W sekwencje genu SUP4
wprowadzono powtdrzenia CTG/CAG pochodzace od pacjenta chorego na DM1, a nastepnie
indukowano w ich obrgbie DSB. W pracach tych zaobserwowano dalekie resekcje DNA
zachodzace w czasie naprawy, siegajace od kilkuset do kilku tysiecy nukleotydow.
Stwierdzono, ze do efektywnych resekcji koncow DNA wymagane jest biatko Sae2 bedace
homologiem ludzkiego biatka CTIP, w modelu ludzkim réwniez stymulujacego resekcje.
Stwierdzono ponadto udzial w naprawie Rad50 elementu kompleksu MRX, odpowiednika
ludzkiego kompleksu MRN, takze zaangazowanego w resekcje koncow DNA. Kolejnym
biatkiem, ktorego udziat byt konieczny w naprawie dwuniciowego peknigcia w powtdrzeniach
CTG/CAG jest Rad52. Biatko to, kluczowe w mechanizmie naprawy SSA, dzialajac na
jednoniciowych odcinkach DNA, odstonietych w wyniku resekcji, odpowiedzialne jest za
faczenie koncow DN A w miejscach wystgpowania miedzy nimi homologii. Wykazano réwniez
pewne roznice w rezultatach naprawy DNA, zalezne od systemu uzytego do indukcji DSBs.

W wyniku uzycia systemu TALEN dochodzito gléwnie do skrocen powtorzen CTG/CAG,
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podczas gdy zastosowanie Cas9 skutkowato rozleglymi delecjami woko6t miejsca
indukowanego peknigcia. Ponadto dla naprawy DNA, w ktorej do indukcji peknigcia uzyto
Cas9, w niektorych przypadkach niezbedna okazata si¢ ligaza IV (DNL4), co wskazuje na
udziat NHEJ w naprawie. W kolejnym badaniu wykorzystujacym model drozdzowy badano
efektywnos¢ réznych nukleaz CRISPR-Cas (SpCas9, SaCas9, Casl2a, nCas9) w skracaniu
powtorzen trojnukleotydowych, nie koncentrowano si¢ jednak na mechanizmach naprawy

DNA.190

Jedng z pierwszych prac, w ktdrej autorzy analizowali efekty indukcji DSBs w obrebie
powtorzen CAG w komérkach ssaczych, jest praca Mittelmana i wsp. z 2009.1°* W pracy tej
wykorzystujac system ZFN, indukowano DSB w ciagu powtérzen CAG umieszczonym
w plazmidzie w komdrkach ludzkich i chomiczych. Zaobserwowano, ze dluzsze ciagi
powtdrzen CAG majg wiekszg tendencje do skracania sie podczas naprawy DNA w poréwnaniu
do ciggoéw krétszych. Ponadto badajgc udziat w naprawie biatka RAD51- jednego z kluczowych
biatek S$ciezki HR, stwierdzono spadek liczby skrocen ciggu w przypadku ekspres;ji
zmutowanego i niefunkcjonalnego RAD51 w komorkach chomiczych. W kolejnej pracy,
wykorzystujacej system reporterowy z GFP w ludzkich komérkach, stwierdzono skracanie

ciggu powtorzen CAG po indukcji jednoniciowego peknigcia DNA za pomocg nCas9.1%?

Warto podkresdli¢, iz w wymienionych wyzej pracach, zaréwno dotyczacych systemu
drozdzowego, jaki i modelu ludzkiego, nie uwzgledniono endogennego kontekstu, jako ze
stosowano systemy reporterowe, w ktorych ciggi CAG/CTG byty sztucznie wprowadzone
w sekwencje roznych genow lub umieszczone w plazmidach. Skracania ciagéw powtdrzen
tréjnukleotydowych w endogennym locus badano w pracy van Agtmaal i wsp. z 2017.2% W tej
pracy zaobserwowano zarowno skracanie, jak i wydtuzanie ciggu 2600 powtorzen CTG w genie
DMPK po indukcji DSBs przy uzyciu systemu CRISPR-Cas9 w komorkach ludzkich oraz
modelu mysim. Co ciekawe indukcja DSBs w regionach flankujacych powtorzenia CTG
skutkowata duzymi delecjami obejmujacymi caty region z powtérzeniami. W kolejnej pracy
zastosowano potencjalnie bezpieczniejszy pod wzgledem uzycia w terapii System nCas9
z dwiema roéznymi czgsteczkami SGQRNA, zaprojektowanymi w taki sposob by wprowadzone
pekniecia flankowaly cigg powtorzen CAG w genie HTT.'% Fragment pomiedzy
jednoniciowymi peknigciami ulegat wycieciu z wysoka efektywnoscig i precyzja. Jednocze$nie
potwierdzono wysoka specyficzno$¢ systemu, badajac poziom edycji w loci, ktore mogty

stanowi¢ potencjalne miejsca off-target dla uzytych sgRNA. W najnowszych pracach do
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indukowania skrocen ciggu CAG/CTG réwniez wykorzystano nCas9. W jednej z nich badacze,
wykorzystujac ludzki model komoérkowy, potwierdzili wycinanie ciaggu powtdrzen CAG/CTG
W genie reporterowym z uzyciem nCas9'% Wykazali, ze jest to proces zalezny od transkrypcji,
a nie od replikacji, co oznacza, ze moze zachodzi¢ w komorkach niedzielacych si¢. W kolejnej
pracy stwierdzono skrdocenia powtorzen CAG/CTG w uzyskanych od pacjentow z HD
oraz DM1 neuronach i astrocytach, jak rowniez w modelu mysim po dostarczeniu do prazkowia
nCas9 i sgRNA za pomocag wektora AAV (ang. adeno-associate virus).’®® W kolejnym
badaniu, o ktorym warto wspomnie¢, badacze z udziatem zmodyfikowanego SpCas9 (SpCas9-
NG) rozpoznajacego inny PAM (NGN zamiast NGG) doprowadzili do skrécen powtorzen
CAG w genie HTT w embrionalnych komoérkach mysich. Nastgpnie z edytowanych komorek,
wyprowadzono neurony, charakteryzujace si¢ prawidtowa morfologia i funkcjonalnos$cia.'®’
Wyniki tych prac stanowig wazny krok w rozwoju terapii chorob poliQ opartej na skracaniu

ciggdw powtorzen.

Pomimo duzej liczby przedstawionych powyzej prac, koncentrujacych si¢ na zagadnieniu
skracania ciggow powtorzen CAG, jedynie w czgsci z nich badacze skupiali si¢ na identyfikacji
zaangazowanych w ten proces mechanizméw naprawy DNA. Z kolei w innych
przedstawionych badaniach, nie analizowano udziatu poszczegolnych biatek, lecz indukowano
pekniecia DNA w endogennie wystepujacych powtorzeniach, co stanowi duza wartos$é
poznawczg. Istniejg rowniez prace, w ktorych nie dokonywano uszkodzen DNA, koncentrujac
si¢ na samoistnie powstajacych uszkodzeniach lub uszkodzeniach powstalych w wyniku
dziatania czynnikow chemicznych (zatem w warunkach niepozwalajacych na kontrolg miejsca
indukcji pgknigcia DNA). W pracach tych koncentrowano si¢ na niestabilno$ci powtorzen
I analizowano czynniki zaangazowane w ten proces, czgsto stosujac wyciszanie ekspresji
poszczegdlnych gendéw.511%-208 Znane s3 rowniez prace, w ktérych analizowano jedynie
eksperymenty in vitro z udzialem ciggdéw CAG oraz wybranych biatek, potwierdzajac udziat

niektorych z nich w naprawie DSBs indukowanych w obrebie ciggow.?0%211

Posrod tej duzej liczby prac, przedstawionej powyzej, brak jest takich, ktére koncentrowatyby
sic na badaniu mechanizmoéw naprawy dwuniciowych pegknig¢ DNA, indukowanych
w powtorzeniach CAG w endogennym locus w ludzkim modelu komdrkowym. Niniejsza praca

koncentruje si¢ wtasnie na tym brakujagcym aspekcie.
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2. Cel pracy

Ekspansje powtorzen mikrosatelitarnych sg przyczyng wielu nieuleczalnych chorob cztowieka.
Jednym z takich schorzen, jest choroba Huntingtona, za ktérg odpowiada ekspansja powtorzen
CAG w eksonie 1 genu HTT. Nowatorska strategig terapii dedykowanej tej chorobie jest
kontrolowane skracanie ciggu powtdrzen, za pomocg narzedzi inzynierii genetycznej. Indukcja
peknie¢ DNA w obrebie ciagow powtorzen CAG prowadzi do ich niestabilno$ci, zaréwno
wydhuzania, jak i skracania ciggu, lecz mechanizmy stojace za obserwowang niestabilnoscia
nie s3 do konca poznane. Wczesniejsze badania prowadzone na modelach drozdzowych,
ale takze w komodrkach Iudzkich, wykorzystujace systemy reporterowe, sugeruja
zaangazowanie W ten proces niektdrych $ciezek naprawy DNA. Brak jest jednak badan
dotyczacych mechanizméw naprawy DSBS w obrebie powtorzen CAG w endogennym locus

w ludzkim modelu komoérkowym.

W zwigzku z tym, celem ogdlnym tej pracy bylo doktadniejsze poznanie mechanizmow
naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA w regionach powtorzen CAG w endogennym locus
w komorkach ludzkich. Jako model wybrano zmodyfikowane komérki HEK293T z ekspansja
powtorzen CAG w locus HTT.

Powyzszy cel zostat osiagniety przez realizacje nastepujacych zadan szczegotowych:

1) scharakteryzowanie produktéw naprawy dwuniciowych pgkni¢¢ DNA w regionie powtorzen

CAG w genie HTT w komorkach ludzkich,

2) okreslenie udziatu i zasiegu resekcji koncow DNA w czasie naprawy dwuniciowych peknigé

DNA w regionach powtorzen CAG w komorkach ludzkich,

3) okreslenie wpltywu miejsca indukcji dwuniciowego peknigcia DNA wzgledem ciggu

powtdérzen CAG oraz sekwencji flankujacych cigg na przebieg i rezultat naprawy,

4) identyfikacje biatek zaangazowanych w skracanie ciggu powtorzen CAG.
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3. Materialy

3.1 Linie komdrkowe

W pracy wykorzystywano dwie linie komérkowe:

1) linia HEK293T posiadajaca 41 powtorzen CAG na obu allelach HTT

(HEK293T_41CAG).22

2) fibroblasty GM04208 pozyskane z Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA)

posiadajace 21 oraz 44 powtorzenia CAG w genie HTT.

3.2 Odczynniki do hodowli i transfekcji komorek

Tabela 3.2. Odczynniki uzywane w pracy do hodowli i transfekcji komorek.

Odczynnik Producent
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco
Minimum Essential Media (MEM) Gibco
Opti-MEM Gibco
Surowica krwi bydlecej (FBS) Eurx
DPBS Gibco
Trypsyna 0,5% (10X) Gibco
L-glutamina 200mM (100X) Gibco
Antybiotyk-antymykotyk (100X) Gibco

(PEI) 1 mg/ml

Polyethylenimine, Linear, MW 25000, Transfection Grade

Polysciences

Lipofectamine 2000

Thermo Fisher

Trypan Blue Solution 0,4%

Gibco

Cas9

VBCF Protein Technologies

Alt-R™ CRISPR-Cas9 crRNA

Integrated DNA Technologies

Alt-R™ CRISPR-Cas9 tracrRNA

Integrated DNA Technologies

Electrolytic Buffer E i E2

Invitrogen

Plazmid PX458 (#48138)

Addgene
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3.3 Oligonukleotydy

Wszystkie oligonukleotydy z wyjatkiem crRNA byly

syntetyzowane w Pracowni

Sekwencjonowania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN. Starter IG36 uzyty

do analizy skrécen ciggu CAG w elektroforezie kapilarnej wyznakowany na koncu 5’

fluoresceing byl syntetyzowany przez FutureSynthesis sp. z 0.0. Oligonukleotydy crRNA byty

syntetyzowane przez Integrated DNA Technologies.

Tabela 3.3 Zestawienie oligonukleotyddéw wykorzystywanych w pracy.

Nazwa
oligonukleotydu

Sekwencja w orientacji 5°-3’

Opis

EXO1_F ACTAAGCTACGCTGGGCAATATG Startery do amplifikacji cDNA
genu EXO1

EXO1 R ATGACTTCTTGAATGGGCAGG

POLQ F GCCTTGGTCGCTGCCTGAA Startery do amplifikacji cDNA
genu POLQ

POLQ_R AGGAAGTCCCCAGTTTGCCA

GAPDH_F GAAGGTGAAGGTCGGAGTC Startery do amplifikacji cDNA
genu GAPDH

GAPDH_R GAAGATGGTGATGGGATTTC

1G36 CCGCTCAGGTTCTGCTTTTA Startery do amplifikacji regionu
z powtdrzeniami CAG w genie HTT

1G37 GGCTGAGGCAGCAGCGGCTG

1G126 AGTTGTCAAAGTGCTACCCTTC Startery do amplifikacji regionu A

1G127 GGTGTGCTAACATTCCCATGTC (analiza resekcji)

1G124 AAGCTCCTTACCAGCGGTGC Startery do amplifikacji regionu B

1G125 CCCGTCTCATAGGATGGCTG (analiza resekc;ji)

1G50 GGGGTCACACTTGGGGTCCTCA Startery do amplifikacji regionu C

IG51 GCCAGAGCCATACTCACCCGGA (analiza resekcji)

1G68 CACACACAGCTTCGCCTCAC Startery do amplifikacji regionu D

1G69 GTTCTGCCTCACACAGCAAGG (analiza resekcji)

1G46 CTGCACCGACCGTGAGTTTGGG Startery do amplifikacji regionu E

1G47 TGGGTCACTCTGTCTCTGCGGG (analiza resekcji)

1G48 CCAACACGTTGCTGATGGGGAGG Startery do amplifikacji regionu F

1G49 GGCACATCTGAGATGCCCACGG (analiza resekc;ji)

1G128 CAGTAGCTTGCGTTATCAGGTT Startery do amplifikacji regionu G

1G129 TGTCTTCTGATAAGCTCTTGCTTG (analiza resekcji)

1G130 CAGCCATTGGTGAACTCGTGC Startery do amplifikacji regionu H

1G131 GTTATACTCCATGTTGCGGGC (analiza resekc;ji)
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1G94 GTTCTCCGGATGAGTCCTGC Startery do amplifikacji regionu C’

1G95 ACCCTGGTCCTCGTTGTTTC (analiza resekcji)

1G104 GGGTTCTGGAGGAAAGCTCT Startery do amplifikacji regionu D’

1G105 TCCCTCTCCCCACCTCTGA (analiza resekcji)

1G110 GTTGCCACTGGACAGTTGAT Startery do amplifikacji regionu E’

IG111 GCCTCCAAGTCCACTTGCC (analiza resekcji)

1G100 CCCTGGTCTGCAGAAACTGA Startery do amplifikacji regionu F’

1G101 GACAGAAGAAGCTTCAAGCCC (analiza resekc;ji)

IGI112 GCTCGCCTGATGGATTGACT Startery do amplifikacji locus off-target dla

IGI113 CGCCACAAGAGCATTAGCAA gRNAL

1G52 AGGGCTGTCAATCATGCTGG Startery do amplifikacji regionu d1

1G53 AAAAGCAGAACCTGAGCGGC (analiza resekcji)

1G64 CCGCAGGCTAGGGCTGTCAA Startery do amplifikacji regionu d2

1G65 CAGCTTTTCCAGGGTCGCCAT (analiza resekc;ji)

1G66 TCGCCTCACCCCATTACAGTC Startery do amplifikacji regionu d3

1G67 TTGACAGCCCTAGCCTGCGG (analiza resekcji)

1G96 AGAGGAGGGACGCGGAG Startery do amplifikacji regionu d’1

1G97 GCCCTCGCGGGTGAAC (analiza resekcji)

1G114 AAAGGTTGCTTCGCAGGCTG Startery do amplifikacji regionu d’2

1G115 CCCTCTCCCCACCTCTGA (analiza resekcji)

1G108 CGGTGTTTGTCCCTGGTCT Startery do amplifikacji regionu f*1

1G109 TTCAAACCCAATTCTCGTGC (analiza resekcji)

crRNA1 CUGCUGCUGCUGCUGCUGGA crRNA do wytworzenia gRNAL

crRNA2 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAG crRNA do wytworzenia gRNA2

crRNA4 GCUUCCUCAGCCGCCGCCGC crRNA do wytworzenia gRNA4

SgRNA1_S CACCGCTGCTGCTGCTGCTGCTGGA Oligonukleotydy wykorzystane do

sgRNA1_A AAACTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGC S\t,vpv,f;fﬁij‘;f; nstrukin kodujacego sgRNAL

SgRNA2_S CACCGAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG Oligonukleotydy wykorzystane do
stworzenia konstruktu kodujacego sgRNA2

SgRNA2_A AAACCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTC w plazmidzie
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3.4 Przeciwciala

Tabela 3.4. Przeciwciala pierwszo i drugorzgdowe wykorzystane w pracy.

Nazwa przeciwciala

Producent

Krolicze poliklonalne przeciwciato anti-MRE11 (NB100-142)

Nowus Biologicals

Krélicze monoklonalne przeciwciato anti-Artemis (D708V)

Cell Signaling Technology

Krolicze monoklonalne przeciwciato anti-RAD51 (D4B10)

Cell Signaling Technology

Krolicze poliklonalne przeciwciato anti-g-actin (#4967)

Cell Signaling Technology

O$le przeciwciato anti-Mouse 1gG (715-035-150)

Jackson ImmunoResearch

Osle przeciwciato anti-Rabbit IgG (711-035-152)

Jackson ImmunoResearch

3.5 Chemiczne inhibitory bialek oraz siRNA

Tabela 3.5.1. Inhibitory biatek naprawy DNA wykorzystane w pracy.

Bialko naprawcze Inhibitor Uzyte stezenie  |Producent

CTIP Triapine (3AP) 0.8 uM Sigma Aldrich
KU70/80 STL127705 (Compound L) 7 UM MedChemExpress
MRE11 Mirin 25 pM Sigma Aldrich
POLO Nowvobiocin (NVB) 25 pM Selleck Chemicals
Tabela 3.5.2. sSiRNA wykorzystane w pracy.

Gen SIRNA ID Uzyte stezenie  [Producent
DCLREIC (Artemis) 5532106 100 nM Life Technologies
EXO1 517502 100 nM Life Technologies
MRE11 58959 50 nM Life Technologies
POLQ 122556 100 nM Life Technologies
RAD51 5531928 100 nM Life Technologies
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3.6 Enzymy restrykcyjne

Tabela 3.6. Enzymy restrykcyjne wykorzystane w pracy.

Nazwa enzymu Producent

Alul New England Biolabs
Avall New England Biolabs
BstNI New England Biolabs
Bsu36l New England Biolabs
Bpml (Gsul) Thermofisher Scientific
CviKl-1 New England Biolabs
Eco0109I Thermofisher Scientific
Esp3l Thermofisher Scientific
Haelll New England Biolabs
Hindlll Thermofisher Scientific
HpyAV New England Biolabs
HpyCH4V New England Biolabs
Miul Thermofisher Scientific
Mnll New England Biolabs
MspALll New England Biolabs
Nlal New England Biolabs
Pstl New England Biolabs
Rsal New England Biolabs
Sfcl New England Biolabs
Smal Thermofisher Scientific
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3.7 Sktady buforow i zeli do elektroforezy

-Bufor TBE do elektroforezy kwasow nukleinowych

Skilad na 1000 ml (X10):

-Tris base 108 g
-Kwas borowy 559
-EDTA 0,5 M (pH 8.0) 40 ml
-H20 do 1000 ml

-Bufor RIPA 0,2% SDS do lizy komorek

Sklad na 50 mi:
-TrisHCI 1 M (pH 8) 2,5 ml
-NaCl 0,438 ¢

-EDTApH80,5M 200,75 pl
-Deoksycholan sodu 0,25 g

-Triton X-100 0,5ml
-SDS 20% 0,5 mi
-H20 do 50 ml

-Obciazacz do elektroforezy bialek

Skiad na 10 ml (X4):

-SDS 089

-B-merkaptoetanol 0,6 pl
-Glicerol 3,8 ml
-Tris 0,5M (6,8 pH) 4,8 ml

-Biekit bromofenolowy 10 ng
-H.0 do 10 ml



-Bufor Tris-Glycine SDS do elektroforezy bialek
Skiad na 1000ml (X10):
-Tris base 30,3¢
-Glicyna 1440¢g
-SDS 10,09
-H20 do 1000 ml

-Bufor do transferu bialek

Skiad na 1000 ml:

-Towbin (X10) 100 ml
-Metanol 200 ml
-SDS roztwor 10% 1 ml

-H20 do 1000 ml

-Bufor Towbin
Skiad na 1000 ml (X10):
-Tris base (0,25 M) 30,28 g
-Glicyna (1,92 M) 144¢g
-uzupetni¢ woda do 1000 ml

-Bufor PBS
Sklad na 1000 ml (X10):
-NaCl 804¢g
-KCl 29
-Na;HPO4*7 H,O  115¢g
-KH2PO4 199
-H20 do 1000 ml
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-Bufor TBS
Skitad na 500 ml (X10):
-Tris base 12,114 ¢
-NaCl 43,83 ¢
-H20 do 500 ml

-Zel poliakrylamidowy 12% do elektroforezy bialek:

Sklad zelu rozdzielajacego (12%, 5 ml):

-H,O 1,6 ml
-Akrylamid/bis-akrylamid (29:1) 30% 2ml
-Tris 8,8pH (1,5 M) 1,3 mi
-SDS 10% 50 pl
-APS 10% 50 ul
-TEMED 2 ul
Sklad zelu zageszczajacego (5%, 2 ml):

-H.0 1,4 mi
-Akrylamid/bis-akrylamid (29:1) 30% 330 pl
-Tris 6,8pH (1 M) 250 pl
-SDS 10% 20
-APS 10% 20 pl
-TEMED 2l

-Zel agarozowy 1,5% do rozdzialu kwaséw nukleinowych

Skiad na 100ml
-Bufor TBE (X10) 10 ml
-Agaroza 15¢9

-Bromek etydyny 5ul
-H20 do 100 ml



Tabela 3.7 Sktadniki buforéw i zeli do elektroforezy wykorzystywanych w pracy.

Odzynnik Producent

Agaroza Eurx
Akrylamid/bis-akrylamid (29:1) 30% Bioshop

APS Bioshop

BSA Cell Signaling Technology
EDTA 0,5 M (pH 8.0) Bioshop

SDS Bioshop

TEMED Bioshop

Tween-20 Bioshop

Bromek etydyny 10 mg/10 mi Sigma-Aldrich

3.8. Pozostale odczynniki i zestawy odczynnikow

-Marker wielko$ci do rozdziatu biatek:

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher)

-Marker wielkos$ci do rozdziatu kwasow nukleinowych:

Perfect 100-1000 bp DNA Ladder (EURX)

-Nitrocelulozowa membrana do transferu biatek:

Amersham Protran 0,45 um (Cytiva)

-Substrat chemiluminescencyjny do western blot:

Westar Supernova (Cyangen)

-Mieszanina trojfosforandéw deoksyrybonukleotydow:

10 mM Ultrapure dNTPs mix (EURX)

-Endonukleaza faga T7:
T7 Endonuclease | (New England Biolabs)

Startery heksamerowe:

Random Primers (Promega)

-BLOCK:-it Fluorescent Oligo (Thermo Fisher)
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Polimerazy:

-Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
-Herculase 11 Fusion DNA Polymerase (Agilent)

-GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega)
-SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (BioRad)

Tabela 3.8. Zestawy odczynnikdw wykorzystywane w pracy.

Zestaw Producent

Zestaw do izolacji DNA Genomic DNA Isolation Kit (Norgen, Biotek Corp.)
Zestaw do izolacji DNA QuickExtract DNA Extraction Solution (Lucigen)
Zestaw do izolacji RNA Direct-zol RNA Microprep (Zymo Research)

Zestaw do odwrotnej transkrypcji SuperScript 11l Reverse Transcriptase (Thermo Fisher)
Zestaw do oczyszczania produktu PCR Gene JET PCR Purification Kit (Thermo Fisher)

3.9 Sprzet

-Automatyczny licznik komorek TC20 (Biorad)
-Elektroporator Neon Transfection System (Invitrogen)
-Spektrofotometr DS-11 (DeNovix)

-Termocykler T100 Thermal Cycler (BioRad) oraz (do gPCR) CFX Connect Real Time
System (BioRad)

-Aparat do wizualizacji zeli i membran G-BOX (Syngene)

3.10 Wykorzystywane oprogramowanie

Do analizy wynikow rozdziatow produktow PCR w elektroforezie kapilarnej wykorzystano
Peak Scanner Software V1.0 (Applied Biosystems).

Analizy statystyczne wykonano w programie GraphPad Prism 8.
Rysunki wykonano w programie Biorender.
Do analizy ekspresji gendw wykorzystano CFX Maestro (Biorad).

Do analizy rozdziatu DNA w zelach agarozowych wykorzystywano Gel-Pro Analyzer.
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4. Metody

4.1 Hodowle komdrkowe

Komorki hodowano w inkubatorze, w stalej temperaturze 37 °C w atmosferze z 5% zawartos$cia
CO,. Do hodowli komérek HEK293T stosowano medium DMEM z 10% FBS, 1%
antybiotyku-antymykotyku oraz 1% L-glutaminy. Do hodowli fibroblastow stosowano medium

MEM z 10% FBS oraz 1% antybiotyku-antymykotyku oraz 1% L-glutaminy.

4.2 System CRISPR-Cas9

W  poszczegolnych eksperymentach korzystano z jednego z dwdch  systemow:
rybonukleoproteiny (RNP) sktadajgcej si¢ z biatka Cas9 w kompleksie z odpowiednim gRNA
(QRNA1, gRNA2 lub gRNA4) lub plazmidu z sekwencja kodujacg Cas9, biatko zielonej
fluorescencji (GFP) oraz wklonowang sekwencja kodujaca odpowiedni sgRNA (sgRNAL,
SgRNAZ2 lub sgRNA4). Rysunek 4.2 przedstawia sekwencje i miejsca rozpoznawane przez

poszczegblne gRNA w locus HTT.

gen HTT H——HHHHE—HE—HH—HH-HHHHH

2 4
v
1ekson HTT ------ —Jl [ cacxa | -
A
1 Sekwencja rozpoznajgca
miejsce docelowe PAM

gRNA1: 5" -CTGCTGCTGCTGCTGCTGGAAGG-3"
gRNA2: 5 -AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG-3"
gRNA4: 5" -GCTTCCTCAGCCGCCGCCGCAGG-3"

Rysunek 4.2 Schemat przedstawiajacy ludzki gen HTT oraz miejsca rozpoznawane przez
poszczegolne gRNA wykorzystane w pracy. Potencjalne miejsca cigcia dla kazdego gRNA
zaznaczono czerwonymi tréjkatami (na podstawie Sledzinski i in 2024182),

4.2.1 Kompleksy RNP

Kompleksy RNP wytworzono w nastepujacy sposob: odpowiedni crRNA 1 tracrRNA
zmieszano w ilo$ciach rownomolowych do uzyskania koncowego stezenia dupleksu 44 uM.
Mieszaning denaturowano przez 5 min w 95 °C a nastgpnie schtadzano do temperatury

pokojowej przez 20 min. Nast¢pnie do uzyskanego gRNA dodawano Cas9 w proporcji 22 pmol
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do 18 pmol i inkubowano 20 min w temperaturze pokojowej przez 20 min. Tak wytworzony

kompleks RNP wprowadzano do komoérek metoda elektroporacii.

4.2.2 Ekspresja systemu CRISPR-Cas9 z plazmidu

W eksperymentach w ktoérych wyciszano ekspresje genéw kodujacych biatka naprawcze za
pomocag siRNA oraz w ktorych stosowano inhibitory chemiczne biatek naprawczych
wykorzystywano plazmid PX458 (Addgene #48138) kodujacy Cas9 wraz z wyklonowanymi
odpowiednim sgRNA wykorzystywany w poprzednich pracach®*2'3, Transfekcje komorek

plazmidem wykonywano przy uzyciu polietylenoiminy (PEI).

4.3 Transfekcja komorek metoda elektroporacji

W celu wprowadzenia do komoérek kompleksow RNP stosowano Neon Transfection System.
Komorki zawieszone w PBS, wraz z wytworzonymi kompleksami RNP wprowadzano
do odpowiedniej koncowki Neon Tip i poddawano elektroporacji, po czym wysiewano na
szalke z wlasciwym dla danych komoérek medium. Do analizy produktow naprawy metoda NGS
elektroporacji poddawano milion komoérek w przypadku kazdej probki. W przypadku analizy
resekcji koncow DNA oraz analizy dynamiki skrocen w punktach czasowych elektroporacji
poddawano po 200 tysiecy komoérek na kazdg probke. Szczegotowe warunki elektroporacii dla

réznych typow i liczby komorek przedstawiono w tabeli 4.3

Tabela 4.3. Szczegdtowe warunki elektroporacji dla réznych typow i liczby komdrek

Typ komdrek Liczba komorek | Wykorzystane elementy | Warunki elektroporacji
jednorazowo zestawu Neon
poddawanych Transfection System

elektroporacji

HEK?293T_41CAG | 200 tysiecy Neon Tip 10 pl, bufor E 1150 V, 20 ms, 2 impulsy

HEK293T_41CAG | 1 milion Neon Tip 100 pl, 1150 V, 20 ms, 2 impulsy
bufor E2

Fibroblasty 1 milion Neon Tip 100 pl, 1350 V, 30 ms, 1 impuls

GM04208 bufor E2
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4.4. Transfekcja komorek siRNA za pomoca lipofektaminy

W  celu wprowadzenia do komorek siRNA stosowano odwrdcong transfekcje.
Do pustego dotka ptytki 6-dotkowej dodano 500 pl Opti-MEM oraz odpowiednie SiRNA
w ilo$ci wlasciwej do uzyskania koncowego st¢zenia 50 lub 100 nM (tabela 3.5.2).
W kolejnym kroku dodano 5 pl lipofektaminy i inkubowano przez 20 min w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji, do dotka dodawano 200 tys. komoérek zawieszonych w 2 ml DMEM

bez antybiotyku. Medium zmieniono po 24 h.

4.5 Uzycie inhibitorow chemicznych bialek naprawczych

Dzief przed podaniem inhibitora komorki byly wysiewane w liczbie 300 tysiecy na dotek ptytki
6-dotkowej. Po 24 h od pasazu w kazdym dotku wymieniano medium na nowe, zawierajace
inhibitor w odpowiednim st¢zeniu (tabela 3.5.1). Po 24 h komérki transfekowano plazmidem
kodujgcym Cas9 i odpowiednie sgRNA (rozdziat 4.6). Nastepnie, 4 h od transfekcji plazmidem

medium ponownie wymieniano na nowe zawierajgce inhibitor w stezeniu jak uprzednio.

4.6. Transfekcja komorek plazmidem za pomoca polietylenoiminy

Komorki, byty poddawane transfekcji plazmidem po 72 h od transfekcji sSiRNA lub po 24 h od
momentu podania inhibitora. Dla kazdego dotka, w ktorym znajdowaty si¢ komorki, majace
by¢ poddane transfekcji, wytwarzano dwie mieszaniny: A oraz B. Mieszanina A sktadata si¢ ze
125 ul DMEM oraz 2,5 pg plazmidu. Mieszanina B ze 125 pl DMEM oraz 7,5 pul PEI o stg¢zeniu
1 mg/ml. Mieszaniny A i B mieszano razem i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20
minut. Nastgpnie w kazdym dotku wymieniono medium na 500 ul DMEM
a nastepnie wkroplono mieszaning A+B. Medium zmieniono po 24 h. Procedur¢ przedstawiono

na rysunku 4.6.
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A transfekcja plazmidem

N Cas9-sgRNA
+ inhibitor + inhibitor
24h 48h 72h
B transfekcja plazmidem
pu—— Cas9-sgRNA
transfekcja
SIRNA 24h 48h 72h 96h

Rysunek 4.6 Schemat procedury uzycia inhibitor6w chemicznych (A) lub siRNA (B)
oraz transfekcji komorek HEK293T_41CAG plazmidem kodujacym Cas9 i sgRNA.

4.7 Analiza produktow naprawy DNA w locus HTT z wykorzystaniem metody NGS

Komorki HEK293T _41CAG zostaty zebrane w celu izolacji genomowego DNA 24 h po
elektroporacji kompleksami RNP z gRNA1, gRNA2, gRNA4 lub tacznie gRNA1 1 gRNA4.
Izolacja DNA odbywala si¢ przy uzyciu zestawu Genomic DNA Isolation Kit zgodnie
z zaleceniami producenta. Stezenie DNA zostato zmierzone spektrofotometrem. Ze wzgledu na
ograniczenia dlugosci produktow PCR, ktore mogly by¢ sekwencjonowane metoda NGS
[llumina NovaSeq 6000 do 250 par zasad, konieczne byto wykonanie dwdch reakcji PCR, gdzie
matrycg w drugiej reakcji byt produkt PCR z pierwszej (nested PCR). W obu reakcjach uzyto
Herculase Il Fusion DNA Polymerase. W pierwszej reakcji wykorzystano startery 1G36 i 1G37
a dlugos¢ produktu nieedytowanego wynosita 377 pz. Produkty PCR z pierwszej reakcji zostaly
oczyszczone przy uzyciu zestawu GeneJET PCR Purification Kit, zgodnie z zaleceniami
producenta. Produkty po dziesigciokrotnym rozcienczeniu zostaty poddane drugiej amplifikacji
ze starterami 1G30 1 IG31. Dlugos$¢ nieskréconego produktu wynosita 242 pz. Przygotowanie
biblioteki oraz sekwencjonowanie zostalo wykonane przez Novogene z wykorzystaniem
zestawu NEBNext Ultra Il DNA Library Prep Kit for lHlumina. Analiza bioinformatyczna
zostata wykonana przez ideas4biology sp. z 0. 0. Dalsza analiza i opracowanie wynikow zostato
wykonane wspoélnie ze wspotpracownikiem z Zaktadu Inzynierii Genomowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN Pawlem Sledzinskim. W eksperymencie, w ktorym analizowano wyniki
NGS prob z wyciszeniem genu POLQ oraz bez jego wyciszenia, transfekcje siRNA
przeprowadzono tak jak to opisano w rozdziale 4.4. Zbi6r komoérek do izolacji DNA
przeprowadzono po 96 godzinach od transfekcji SiRNA i 24h od transfekcji plazmidem
(rysunek 4.6 B)
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4.8 Analiza dynamiki skracania ciggu powtorzen CAG w punktach czasowych

Komorki HEK293T_41CAG poddane elektorporacji kompleksem RNP zawierajagcym gRNA1
lub gRNA2 zebrano w celu izolacji genomowego DNA w czasie 1 h, 4 h oraz 24 h od
transfekcji. Do izolacji DNA uzyto zestawu Genomic DNA Isolation Kit zgodnie z zaleceniami
producenta. Stezenie DNA zostalo zmierzone spektrofotometrem. Uzyskany DNA poddano
amplifikacji z uzyciem Q5 High-Fidelity DNA Polymerase oraz starterow 1G36
(wyznakowanym na koncu 5’ fluoresceing) i1 IG37. Produkty PCR byly nastepnie oczyszczane
przy uzyciu zestawu Gene JET PCR Purification Kit, zgodnie z instrukcja dostarczong przez
producenta. Elektroforeza kapilarna zostala wykonywana w Laboratorium Technik Biologii
Molekularnej, Uniwersytetu Adama Mickiewicza na urzadzeniu ABI Prism 3130xl (Applied
Biosystems) z wykorzystaniem polimera POP-7 i filtra G5. W przypadku kazdej probki
objetos¢ 1 mikrolitra byta rozcienczana w 9 pl Hi-Di formamidu (Applied Biosystems)
zawierajagcego 0,25 pl standardu GeneScan 600 LIZ. Przed rozdzialem probki byty
denaturowane w 95 °C przez 5 min a nast¢pnie schtadzane do 10 °C. Wyniki byty analizowane

przy uzyciu programu Peak Scanner Software V1.0.

4.9 Analiza resekcji koncow DNA

Metoda pozwalajaca na okreslenie zasiggu i intensywnosci resekcji koncow DNA zostala
wezesniej wykorzystana w pracach dotyczacych naprawy DNA w komoérkach drozdzy. 87214
W niniejszej pracy zostata ona zaadoptowana do badania resekcji w komorkach ludzkich.
Metoda ta wykorzystuje fakt trawienia przez enzymy restrykcyjne dwuniciowego DNA i ich
nieaktywnos$ci wobec jednoniciowego DNA. Degradacja dwuniciowego DNA, bedaca efektem
trawienia enzymami restrykcyjnymi skutkuje obecnos$cig niewielkiej liczby matryc podczas
amplifikacji w qPCR, co wigze si¢ z wysoka warto$cig parametru Ct. Obecno$¢ jednoniciowego
DNA w regionie, ktory nastgpnie podlega amplifikacji, a zostal uprzednio traktowany
odpowiednim enzymem restrykcyjnym, skutkuje zachowaniem duzej liczby matryc w qPCR
i niskg wartoscig Ct. Dla kazdego regionu, w ktorym badano intensywnos¢ resekcji podzielono
materiat DNA uzyskany po edycji na dwie probki: pierwsza, inkubowang z enzymem oraz
druga, inkubowang bez enzymu. Jezeli region pozostatby dwuniciowy, enzym dokonatby
degradacji DNA, a roznica w wartosci Ct dla proby z enzymem i bez enzymu (ACt) bylaby

wysoka, co po podstawieniu do wzoru:
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warto$¢ resekcji = 2/(1+24¢Y)

ACt = Ctenzym-Ctbez enzymu

datoby niskg wartos¢ resekcji. Jesli za$, dany region podlegatby resekcji, SSDNA nie ulegtby
degradacji, w zwiazku z czym amplifikacja zasztaby efektywnie i warto§¢ ACt bytaby niska,

o po podstawieniu do wzoru datoby wyzszg warto$¢ resekcji.

Kluczowe w tym eksperymencie jest zweryfikowanie efektywnosci trawienia DNA w kazdym
badanym regionie przez dany enzym restrykcyjny, tak by unikngé¢ wynikow falszywie
pozytywnych. W zwigzku z tym, przed eksperymentem, w ktorym okreslano intensywnos$¢
i zakres resekcji DNA w komorkach po indukcji dwuniciowych peknieé, wezesniej dokonano
okreslenia efektywnosci poszczegdlnych enzymoéw w danych regionach wykorzystujac DNA
izolowany z komorek nie poddanych edycji. Doktadniej proces ten zostat zaprezentowany na
rysunku 4.9. Tabela 4.9 przedstawia enzymy restrykcyjne, ktore byly testowane dla

poszczegblnych regiondw.

Enzym A Enzym B
+ enzym kontrola +enzym kontrola
efektywne brak trawienia nieefektywne brak trawienia
l trawienie l l trawienie
nieliczne matryce = wysoki Ct liczne matryce = niski Ct liczne matryce = niski Ct liczne matryce = niski Ct
Q ‘ wartos¢ resekji = 2/(1+25%) é
ACt =6 cykli ACt = 1cykl
wartosc resekeji = 0,3% wartosc resekcji = 67%
Enzym A jest efektywny w danym regionie Enzym B jest nieefektywny w danym regionie
i nadaje sie do eksperymentu i nie nadaje sie do eksperymentu

Rysunek 4.9 Schemat selekcji enzymow restrykcyjnych na podstawie ich efektywnosci
trawienia DNA. Wzor do obliczania wartosci resekcji zaczerpnigty z pracy Zierhut i Diffey

2008.2%5
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Docelowy eksperyment zostat wykonany w nast¢pujacy sposob. Komoérki HEK293T_41CAG
lub fibroblasty GM04208 poddane elektroporacji z kompleksem RNP zawierajacym gRNA1
lub gRNA2 zebrano w celu izolacji genomowego DNA w czasie: 1 h, 6 h, 24 h oraz 48 h od
transfekcji. Do izolacji DNA uzyto zestawu Genomic DNA Isolation Kit zgodnie z zaleceniami
producenta. Stgzenie DNA zostalo zmierzone spektrofotometrem. Kazda probka zostata
podzielona na cz¢$¢ inkubowang z enzymami restrykcyjnymi oraz cze¢s¢ inkubowang bez
enzymoOw przez 16 h w odpowiedniej dla kazdego enzymu temperaturze. Po inkubacji DNA
zostal poddany amplifikacji w qPCR przy uzyciu SsoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix ze starterami odpowiednimi dla kazdego badanego regionu. Kazda probka
amplifikowana byla w trzech powtorzeniach technicznych. Wartosci parametru Ct dla
amplifikacji kazdego regionu w probie traktowanej enzymem i nietraktowanej zostaty
wykorzystane do obliczenia wartos$ci resekcji w danym regionie za pomoca Wwyzej
przedstawionego wzoru. Eksperyment zostal wykonany w trzech powtorzeniach biologicznych.
Istotnos$¢ statystyczna wynikow zostata okreslona za pomoca jednoczynnikowej analizy

wariancji (one-way ANOVA).

Tabela 4.9 Enzymy restrykcyjne testowane w poszczegélnych regionach.

HEK?293T_41CAG

Region Testowane enzymy

Regiony a Nlal, CviKI-1

Regiony b Bsu36l, HpyCH4V

Regiony ¢ Avall

Regiony d Avall, Alul, BstNlI, Haelll
Regiony e Avall

Regiony f Avall, Rsal

Regiony g Esp3l, HpyCH4V

Regiony h MspAl, CviKI-1

Regiony ¢’ Mnll, Sfcl

Regiony d’ Pstl, Bpml, Eco0109I, Pstl, Sfcl
Regiony e’ Mlul

Regiony f’ Alul, Pstl, Hindlll, BstNI Sfcl

53



Fibroblasty GM04208

Region Testowane enzymy

Regiony a CviKI-1

Regiony b HpyCH4V

Regiony ¢ Avall

Regiony d Haelll, Smal, MspAll, HpyAV
Regiony e Avall

Regiony f Rsal

Regiony g HpyCH4V

Regiony h CviKl-1

4.10 Analiza udzialu bialek naprawy DNA w skracaniu ciggu powtorzen CAG

Komorki HEK293T_41CAG poddane transfekcji z plazmidem kodujagcym Cas9, sgRNAL lub
SgRNA2 oraz GFP zebrano 24 h po transfekcji w celu wysortowania 100 tysigcy komorek
z ekspresja GFP. Jako kontrole do ustawienia bramkowania uzyto komoérek HEK293T_41CAG
niepoddanych transfekcji plazmidem. Sortowanie komoérek wykonano na urzadzeniu
FACSAria w Pracowni Analiz Pojedynczych Komérek w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN. Z wysortowanych komoérek z ekspresja GFP wyizolowano DNA przy uzyciu
QuickExtract DN A Extraction Solution, zgodnie z zaleceniami producenta. Nast¢gpnie DNA byt
amplifikowany przy uzyciu Q5 High-Fidelity DNA Polymerase i starteréw 1G36
(wyznakowanym na koncu 5’ fluoresceing) oraz 1G37. Produkty PCR byly nastepnie
oczyszczane przy uzyciu zestawu Gene JET PCR Purification Kit, zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta. Elektroforeza kapilarna zostala wykonana tak, jak to opisano

w rozdziale 4.8.

Wyniki rozdziatu elektroforetycznego byty analizowane przy uzyciu programu Peak Scanner
Software V1.0. Elektroforegram kazdej probki przedstawia piki odpowiadajgce produktom
PCR o okreslonej wielkosci (liczbie par zasad). Kazdy pik okreslany jest takimi parametrami
jak: rozmiar (size), wysokos$¢ (height) i pole powierzchni pod pikiem (area in BP). W celu
ograniczenia wptywu tla, wszystkie piki, ktorych wysoko$¢ byta nizsza od 5% wysokosci
najwyzszego piku dla danej probki zostaly pominicte w analizie. Wartosci area in BP zostaly
nastepnie zsumowane dla kazdej probki, podobnie wartosci area in BP pikow odpowiadajacych
produktom PCR zawierajacym skrocenia ciggu CAG. Dla kazdej probki traktowanej
inhibitorem lub siRNA wyliczono stosunek produktow PCR skroconych do puli produktow

wyjsciowych (obserwowanych w rozdziale produktéw amplifikacji tego locus bez edycji)
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i odniesiono do takiego samego stosunku uzyskanego w prdbie kontrolnej, nietraktowanej
inhibitorem lub siRNA (rysunek 4.10). Eksperyment zostat wykonany w trzech powtdrzeniach
biologicznych dla kazdego siRNA oraz inhibitora. Istotnos$¢ statystyczna wynikow zostala

okreslona za pomocg testu t-Studenta dla prob niezaleznych.

A B
gRNA kontrola Préba nieedytowana
[RFU] [RFU]
HM |\ | “\
ﬁ'”l“‘ﬂ HU [ R N S J\Ill ;'lm | _ W L
200 300 400 [Pl 200 300 ol 400 [P2]
Skrécenia Pula produktow

produktéw

jéciowych
wyjsciowych wylselowy

Siontron = Skrocenia/wyijsciowe* 100%

gRNA siRNA
[RFU]
|
o i
YT
200 300 400 [P?]
Skrécenia Pula
produktéow
wyjsciowych

S .rua = skrocenia/wyjsciowe*100%

Redukcja skrécer = 100 - S gana * 100% / S kontrols

Rysunek 4.10 A) Schemat przedstawiajgcy sposob obliczania redukcji skrocen uzyskanych po
edycji zudziatem sgRNA w probach po zastosowaniu siRNA wzgledem kontroli. W identyczny
sposob wyliczano redukcje skrocen dla prob traktowanych inhibitorami chemicznymi.
Czerwone linie oznaczaja punkt odcigcia (5% wysoko$ci najwyzszego piku dla danej probki).
Pomaranczowe linie wyznaczajg granice, w ktorych zawierajg si¢ piki reprezentujace skrocenia
ciggu CAG oraz produkty wyjsciowe, obserwowane w rozdziale produktéw amplifikacji tego
locus bez edycji (B).
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4.11. Amplifikacja DNA

4.11.1. Zagniezdzony PCR (nested) do analizy NGS

Do analizy NGS amplifikowano fragment zawierajacy ciagg CAG w genie HTT przy uzyciu

Herculase 11 Fusion DNA Polymerase oraz starterow: do pierwszej reakcji 1G36 i 1G37,

do drugiej reakcji IG30 1 IG31. Programy i sktady reakcji przedstawiono ponize;.

| reakcja

Program:

98 °C
98 °C

61,1°C20s x35

72 °C
72 °C

3 min
20s

20s

3 min

Il reakcja

Program:

98 °C
98 °C
56 °C
72 °C
72°C

3 min
20s

20s x30
12s

3 min

I reakcja

Sklad reakcji:

H.0

5x Herculase 11 Reaction Buffer
Starter 1G36

Starter 1G37

dNTP

Herculase 11 Fusion DNA Polymerase
gDNA(100 ng)

Il reakcja

Sklad reakcji:

H>O

5% Herculase Il Reaction Buffer
Starter 1G30

Starter 1G31

dNTP

Herculase Il Fusion DNA Polymerase

6,3 ul
2 ul
0,25 ul
0,25 pl
0,1 pl
0,1 ul
1l

6,3 ul
2 ul
0,25 pl
0,25 pl
0,1 pl
0,1 pl

Produkt PCR z I reakcji rozcienczony 1 pl

dziesieciokrotnie
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4.11.2. PCR do amplifikacji locus HTT

Do analiz, w ktorych produkty PCR rozdzielano w elektroforezie kapilarnej wykorzystywano
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase oraz starter IG36 wyznakowany na 5’ koncu fluoresceing
i starter 1G37. W innych przypadkach amplifikowano ten region z uzyciem starterow

niewyznakowanych. Program i sktad reakcji przedstawiono ponize;j.

Program: Sklad reakcji:

98 °C 3 min H20 4,7 ul

98 °C 10s 5X Q5 Reaction Buffer 2 ul

68 °C 30s x35 High GC enhancer 1l

72 °C 5s Starter 1G36 0,5 ul

72 °C 2 min Starter 1G37 0,5 ul
dNTP 0,2 ul
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0,1 pl
gDNA (50 ng) 1l

4.11.3 PCR do analiz resekcji koncow DNA

Do amplifikacji poszczegdlnych regionow, ktore mialy by¢ badane pod wzgledem obecnosci
resekcji DNA wykorzystywano SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix. Ze wzgledu
na pojemno$¢ plytki 96-dotkowej, wykorzystywanej] w eksperymencie, jednorazowo,
na pojedynczej plytce przeprowadzano analiz¢ czterech regionow dla czterech czasow.
Ze wzgledu na rézne optymalne temperatury topnienia starterow (Tm) wykorzystywanych do
amplifikacji réznych miejsc restrykcyjnych, wykorzystywano trzy programy z rdéznymi,
optymalnymi Tm dla danych starterow. Dla kazdego regionu kontrolg stanowity reakcje
(3 powtodrzenia biologiczne) na matrycy nieedytowanego DNA, ktore zachodzity w tych
samych warunkach co reakcje z DNA izolowanym z komorek poddanych edycji. Sktad reakcji

byt w kazdym przypadku taki sam. Programy i sklady reakcji przedstawiono ponizej.
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Program PCR dla regionow A, B, G, H: Sklad reakcji:

98 °C 3min H20 1,5l

95°C 15s SsoAdvanced Universal SYBR 5yl

67,7°C 30s x45 Green Supermix

72°C 30s Starter F 0,5 ul
Starter R 0,5 ul

Program PCR dla regionéw C, D, E, F: gDNA (50 ng) 2,5 ul

98 °C 3min

95°C 15s

66,2°C 30s x45

72°C 30s

Program PCR dla regionow C’, D’, E’, F’:
98 °C 3min

95°C 15s

67,5°C 30s x45

72°C 30s

4.11.4 Amplifikacja cDNA do analizy ekspresji genéw

Do amplifikacji cDNA przy analizie ekspresji gendw stosowano SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix z odpowiednimi starterami przedstawionymi w tabeli 3.3. Program

1 sktad reakcji przedstawiono ponize;j.

Program: Sklad reakcji:
95°C 30s H.0 do 10 pl
95°C 155 SsoAdvanced Universal SYBR 5l
60°C 20s x4 Green Supermix
Starter F 0,5 ul
Starter R 0,5 ul
cDNA 100 ng
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4.11.5 PCR do amplifikacji locus off-target dla gRNA1

Do amplifikacji locus off-target dla gRNA1 stosowano GoTagq G2 Flexi DNA Polymerase,

ze starterami IG112 oraz IG113. Program i sktad reakcji przedstawiono ponize;.

Program:
95°C 3 min
95°C 30s
61°C 30s
72°C 20s
72 °C 5min

x 35

Sklad reakcji:

H>O

5X GoTaq Flexi Buffer

MgCl.

Starter 1G112

Starter 1G113

dNTP

GoTaqg G2 Flexi DNA Polymerase
gDNA (100 ng)

4.11.6 PCR z gradientem temperatury przylaczania starterow

53 ul
2 ul

0,6 ul
0,4 ul
0,4 ul
0,2 ul
0,1 pl
1 ul

PCR z gradientem temperatury przytaczania starterow wykonywany byt przy uzyciu GoTaq G2

Flexi DNA Polymerase. Program i sktad reakcji przedstawiono ponize;j.

Program:
95°C
95°C
gradient °C
72°C
72°C

3 min
30s
30s
30s

5 min

x 30

Sklad reakcji:

H>O

5X GoTaq Flexi Buffer

MgCl;

Starter F

Starter R

dNTP

GoTaqg G2 Flexi DNA Polymerase
gDNA (100 ng)

53 ul
2 ul

0,6 pl
0,4 ul
0,4 ul
0,2 ul
0,1 ul
1ul
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4.12. Odwrotna transkrypcja i analiza ekspresji genéw

Aby potwierdzi¢ obnizenie ekspresji genow kodujacych biatka naprawcze w komorkach po
transfekcji sSiRNA wykonano analize ekspresji tych genow, stosujac jako gen referencyjny
GAPDH. Jako kontrole stosowano komorki transfekowane BLOCK-it zamiast SiRNA.
Komérki HEK293T_41CAG w liczbie 500 tysiecy zebrano 96 h po transfekcji siRNA do
izolacji RNA. Izolacje wykonano z uzyciem zestawu Direct-zol RNA Microprep, zgodnie
z zaleceniami producenta. St¢zenie RNA zostatlo zmierzone spektrofotometrem a nastgpnie
wykonano odwrotng transkrypcj¢ (RT) z uzyciem zestawu SuperScript III w nastgpujacych
krokach:

Zmieszano:
RNA 500 ng
dNTP 1l
Heksamer Primers 1pl
H20 do 13 pl

Nastepnie mieszaning inkubowano przez 5 minut w 65 °C 1 wstawiono na 16d na 1 minute.

Po inkubacji do mieszaniny dodano:

First Strand Buffer 4 pl

DTT 1l
RNase OUT 1l
SuperScript I 1l

Nastepnie mieszaning wstawiono do reakcji odwrotnej transkrypcji przedstawionej ponizej.
Program RT:

25 °C 5min
55 °C 60min
70 °C 15min

Stezenie cDNA zmierzono a nastepnie wykorzystano do reakcji opisanej w rozdziale 4.11.4.

Analizg ekspresji gendw wykonano w trzech powtodrzeniach biologicznych dla kazdego
badanego genu w programie CFX Maestro. Istotno$¢ statystyczna wynikow zostala okreslona

za pomoca testu t-Studenta.

60



4.13 Elektroforetyczny rozdzial produktéw PCR w zelu agarozowym

Produkty PCR rozdzielano w 1,5 % zelu agarozowym pod napigciem 120V przez czas od 30

do 60 minut.

4.14. Analiza efektywnosci edycji metoda T7E1

W celu potwierdzenia edycji locus off-target dla gRNA1 w komorkach HEK293T_41CAG,
w ktorych analizowano resekcje koncow DNA wykonano analize efektywnosci edycji tego
locus metodg wykorzystujacag endonukleaze faga T7.

Z komorek poddanych transfekcji kompleksem RNP wyizolowano DNA 24 h po transfekcji
przy uzyciu zestawu Genomic DNA Isolation Kit zgodnie z zaleceniami producenta. DNA
postuzyt jako matryca do amplifikacji badanego locus. Po amplifikacji opisanej w rozdziale
4.11.5 produkty PCR oczyszczono przy uzyciu zestawu Gene JET PCR Purification Kit.
W kolejnym kroku, do oczyszczonego produktu PCR w ilosci 200 ng dodano 2 pl NEBuffer
oraz uzupetniono wodg do 19 ul. Nastepnie przeprowadzono annealing produktow PCR wedlug

programu opisanego ponize;j:

Program annealingu produktéw PCR:

95 °C 5 min

95°C -85°C obnizanie temperatury o 2 °C na sekunde
85°C - 25°C obnizanie temperatury o 0,1 °C na sekund¢
4°C

Po annealingu dodano 1 pl endonukleazy T7 i inkubowano probke przez 30 minut w 37 °C.
Po inkubacji, do probki dodano 0,35 pl EDTA 0,5 M. Produkt reakcji rozdzielono w zelu
agarozowym, a nastepnie analizowano w programie Gel-Pro Analyzer uzyskujac liczbowa
wartos¢ intensywnosci prazkow. Efektywnos$¢ edycji obliczono, dzielgc wartos$¢ intensywnosci
prazkow powstatych po inkubacji z T7E1 przez warto$¢ intensywnosci wszystkich prazkow

1 wyrazono w procentach.
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4.15 Elektroforetyczny rozdzial bialek w zelu poliakrylamidowym i analizie western blot

Komorki HEK293T_41CAG zebrano 96 h po transfekcji siRNA do lizy w buforze RIPA 0,2%
SDS. Jako kontroli uzyto takich samych komorek nietransfekowanych siRNA. Stezenie biatka
zostalo zmierzone spektrofotometrem. Do kazdej kieszonki zelu 12% natozono probke
zawierajaca 30 g biatka i 5 pl obcigzacza do biatek. W razie potrzeby uzupetniono probke
buforem RIPA do 20 pl. Przed natozeniem na zel probki denaturowano przez 5 min w 95 °C .

Rozdziat byt prowadzony w buforze x1 Tris-Glycine SDS Running Buffer w warunkach:
-20 min 60V

-90 min 125V

Nastgpnie wykonano transfer biatek na membrane¢ nitrocelulozowa w buforze do transferu
przez 90 minut pod napigciem 25 V w 4 °C. Membran¢ blokowano w 3-5% roztworze BSA
w buforze PBS lub TBS z 0,1% Tween-20. Inkubacje z przeciwcialami pierwszorzedowymi
prowadzono przez noc w 4 °C. Inkubacje z przeciwciatami II-rzegdowymi prowadzono przez

1 h w temperaturze pokojowej. Do wizualizacji biatek wykorzystano urzadzenie G-BOX.
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5. Wyniki

W celu identyfikacji procesow zaangazowanych w skracanie ciggdw powtorzen CAG
w wyniku indukcji DSBs, przeprowadzono szereg eksperymentow, w ktérych wykorzystano
ludzki model komoérkowy HD. Byty to komérki HEK293T z 41 powtérzeniami CAG na obu
allelach genu HTT (HEK293T_41CAG)?*?. Aby zbada¢ wpltyw miejsca indukcji DSB oraz
sekwencji go flankujacych na napraw¢ DNA do eksperymentdw uzyto trzech gRNA
indukujacych DSBs w roznych miejscach wzgledem ciggu powtorzeh CAG w genie HTT.
Wykorzystano: gRNAL indukujacy DSB na poczatku ciggu powtorzen, gRNA2 tngcy DNA
W obrgbie ciggu powtorzen, oraz gRNA4 indukujacy DSB ponizej ciggu powtorzen (rysunek
4.2).

5.1 Skracanie ciggéw powtorzen CAG w wyniku indukcji DSB w genie HTT

W celu scharakteryzowania produktow naprawy DSBs indukowanych w regionach
z powtorzeniami CAG, wykorzystujac model HD (komoérki HEK293T 41CAG) wykonano
sekwencjonowanie nastgpnej generacji (NGS, targeted sequencing) produktow PCR,
powstatych po amplifikacji regionu z powtdérzeniami CAG w genie HTT, edytowanego
z udziatem roznych gRNA. Wyniki efektow naprawy roznity si¢ w zaleznosci od uzytego
gRNA (rysunek 5.1 A-C) W wynikach NGS z nieedytowanej préby kontrolnej zaobserwowano
wysoka czestos¢ wystepowania wariantow z liczbg powtdrzen CAG roznigcg si¢ w niewielkim
stopniu od wyjsciowych 41 powtorzen, co jest prawdopodobnie wynikiem bledow polimerazy
powstatych w czasie amplifikacji ciggu powtorzen (rysunek 5.1 B i D). Warianty
zaobserwowane w prébach po edycji systemem CRISPR-Cas9 zostaty przyporzadkowane do
sze$ciu kategorii: ,,41 CAG” oznacza odczyty identyczne z sekwencja wyjsciows; ,,Ins CAG”
oraz ,,Del CAG” oznaczaja warianty, w ktorych doszto do odpowiednio zwigkszenia badz
zmniejszenia liczby powtorzen CAG, bez zmian w postaci innych insercji badz delecji
w sekwencjach flankujacych edytowane miejsce; kategorie ,,Ins” i ,Del” oznaczaja
odpowiednio insercje badz delecje, ktorych skutkiem byto przesunigcie otwartej ramki odczytu
(ORF); w kategorii ,,Indel” zawierajg si¢ inne ztozone zmiany, ktorych efektem réwniez byto

przesunigcie ORF.

63



v @
G s
A TS B c
S § § 90 % ]
Kategoria :
. . - W acse o
- = Jicac 5 Wnscae 20 Zmiany we flankach
- . - ocac B W oelcac 3§ =  NE
SRR s
! e a
. . Indel ':
T o~ Ny B o o~ Oy
S I ¥ X S ¥ I
LTS LS X 3
S F FF S F F
¥ & 5 o L S S
D Kontrola
60
55
g2
o 90
i
o
W2
o2
o]

) O TN TN D 00 OO *= 04 0 T (0 P 00 0) O *= 04 (0 T L) W01 D DD = 04 ) T

Rysunek 5.1. Efekty naprawy DSB w regionie z powtorzeniami CAG w genie HTT
w komorkach HEK293T_41CAG. A) Obraz zelu agarozowego z rozdzielonymi produktami
amplifikacji regionu powtérzen CAG edytowanego kompleksami RNP z poszczeg6lnymi
gRNA oraz nieedytowanego (kontrola). B) Udzial poszczegolnych kategorii wynikow naprawy
DNA po edycji z udzialem poszczegdlnych gRNA. C) Udzial zmian w sekwencjach
flankujacych ciag CAG po edycji z udziatem gRNA1 oraz gRNA2. D) Czestos¢ wystepowania
wariantow z okreslong liczbg powtorzen CAG w probie kontrolnej (nieedytowanej). Rysunek
na podstawie Sledzinski i wsp. 2024182,

5.1.1 Przebieg skracania ciagu powtéorzen CAG w wyniku indukcji DSB z udzialem
gRNA1

W wyniku indukcji DSB przy uzyciu gRNAL (ktére rozpoznaje miejsce na poczatku ciagu
powtorzen CAG, indukujac DSB za pierwszg cytozyng pierwszego powtorzenia w ciggu) locus
HTT zostalo edytowane z wysoka wydajnoscia, co potwierdzaja wyniki NGS, wskazujace,
ze niezmieniona liczba powtérzen CAG byta obecna jedynie w przypadku 4,9% wszystkich
odczytow (rysunek 5.1 B). W przypadku 79% odczytow, stwierdzono przesuni¢cia ORF.
Roznych rozmiarow delecje zostaly zaobserwowane w 66% odczytéw: w przypadku 49%
doszto do przesuniecia ORF, w pozostalych przypadkach stanowiacych 17% wszystkich
odczytdw, doszto do delecji, w ktorych ORF zostata zachowana. W 65% przypadkow doszto
do zmian w sekwencjach flankujacych cigg powtorzen CAG (rysunek 5.1 C), za$ wycigcie
catego ciggu zostato zaobserwowane w przypadku 61% odczytéw. W wigkszosci przypadkoéw
dochodzito do wycigcia nie tylko samego ciggu, ale rowniez sekwencji flankujacych z obu stron

ciggu. Najczesciej wystepujacym wariantem (10,3% odczytéw) byta insercja pojedynczej
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adeniny wystepujaca w miejscu indukcji dwuniciowego pekniecia (rysunek 5.1.1.1). Ponadto,
w wynikach sekwencjonowania ujawniono charakterystyczne dla naprawy z udziatem POLS
male insercje, powstate przy wykorzystaniu pobliskiego DNA jako matrycy (TINS).
Ich przyktady przedstawiono na rysunku 5.1.1.2. Ponadto, zaobserwowano, ze znaczna cz¢$¢
wariantdw charakteryzowala si¢ obecnoscia krotkich sekwencji mikrohomologicznych (MH)
w miejscu ligacji koncéw DNA (rysunek 5.1.1.3). Wykorzystanie takich regionow do tgczenia

koncow DNA moze by¢ wykorzystywane przez POL6.

gRNA1

Czestos¢ [%]

5 T T SES! |Il_
39

R TN LR NE SR L LR R R RS TR
Liczba powtdrzen CAG Zmiana ramki odczytu

W NEE

I TAK

Czestos¢ [%]

CAAGTCCTTCC | -AGCAGCAGCAGCAG  CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCC
10.31  CAAGTCCTTCC | AAGCAGCAGCAGCAG CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCC

CAAGTCCTTCC | AGCAGCAGCAGCAGC CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCC
CAAGTCCTTCC |A- -AGCAGCAGCAGC ~  CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCC

3.90 CAAGTCCTTCC|AGCAGCAGCAGCAGC CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCC
CAAGTCCTT - —-mmmmmm s oo e e ecmcmcmmmmmmmcmmmmm oo CCGCC

Rysunek 5.1.1.1 Czesto$¢ wystepowania wariantow z okreslong liczbg powtorzen CAG
w probie edytowanej z udzialem gRNAI1. Ponizej trzy wystepujace z najwigksza czestoscia
warianty. Na czerwono zaznaczono regiony mikrohomologiczne majace udzial w delecjach
ciggu powtorzen.
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GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAG(CAG)HCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG
GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTC————————————— (—) ———— = TCAAGCCGCCGCCGCCG

GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAG(CAG)%CAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG
GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCC ———————— (—) ———— = GACTCGCGGCGCCGCCG

GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAG(CAG)%CAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG
GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCT——————————— (——=) ————-— CAAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGLLGLCG

GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAG(CAG)%CAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG
GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAACT—————————————— (——) — - === CGAGGCCGCCGLCGCCG

GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAGCAG(CAG)%CAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG
GCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAG——————————————— (———) ———--GAGAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCG

Rysunek 5.1.1.2 Przyktady TINS zidentyfikowanych w wynikach sekwencjonowania regionu
z powtorzeniami CAG w genie HTT po edycji z udziatem gRNAL. Insercje oraz sekwencje
stuzace POLO za matryce do ich wprowadzenia zaznaczono kolorem biekitnym.

TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTCCCTCAAGTCCTT——————— (b0 ) CCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT

TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTCCCTCAAGT——————————— (...)————————————————————- CCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT

TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCARCAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCLCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTCCCTCAAGTCCTT——————— (...)—— CCGGCGCCGCCTCCTCAGCTT

TTCGAGTCCCTCARGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCECCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTC————=———=——=——————— B B e e L e CCTCAGCTT

TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTCCCTCAAGTCCTT——————— (...)——————————————= CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT

TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTCCCTCAAGTCCTT——————— (o)== CCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT

TTCGAGTCCCTCAAGTCCTTCCAGCAG (CAG) 33CAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT
TTCGAGTCCCTCAAGT——————————— (..o.)————————————= CCACCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTT

Rysunek 5.1.1.3 Przyktady sekwencji mikrohomologicznych (zaznaczone na Czerwono)
zidentyfikowanych w wynikach sekwencjonowania regionu z powtérzeniami CAG w genie
HTT po edycji z udziatem gRNAI1, wykorzystane do taczenia koncow DNA w czasie naprawy
DSB. Gorne linie przedstawiajg sekwencje referencyjna, dolne sekwencje z odczytu.
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5.1.2 Przebieg skracania ciagu powtérzen CAG w wyniku indukcji DSB z udzialem
gRNA2

gRNA2 ma sekwencj¢ komplementarng do powtérzen CTG 1 jako PAM wykorzystuje
niekanoniczng sekwencje NAG. W zwigzku z powyzszym, do ciggu 41 powtoérzen CAG moze
potencjalnie przytaczy¢ sie kilka kompleksow Cas9-gRNA2 jeden za drugim, indukujac kilka
peknig¢ w jego obrebie.

W przypadku uzycia gRNA2 edycja roOwniez zaszta z wysokg wydajno$cig, jako ze pelnej
dlugo$ci cigg zostal zaobserwowany w 7% odczytow (rysunek 5.1 B). Wycigcie ciggu
powtdrzen z zachowaniem ORF byto w przypadku edycji z udziatem gRNA2 bardzo czgstym
zjawiskiem i pojawito si¢ w 89% odczytow. W tej liczbie zawieraja si¢ zarOwno warianty,
w ktorych doszto do skrocenia badz wyciecia jednie ciggu powtorzen CAG, jak i te, w ktérych
delecji ulegty réwniez sekwencje flankujace. Delecje, ktore spowodowaty przesunigcie ORF
stanowily tylko 3% wariantdw. Wyciecie catego ciggu powtdrzen zostalo zaobserwowane
w przypadku 13% odczytdw, a w tej liczbie zawiera si¢ najczesciej wystepujacy wariant (10,1%
odczytow) (rysunek 5.1.2). Zmiany w sekwencjach flankujacych cigg pojawity sie jedynie
w przypadku 18% odczytow (rysunek 5.1 C). W pozostatych 82% przypadk Ow skracanie ciggu
powtdrzen odbyto si¢ bez naruszania sekwencji flankujacych. Dominowaty tu warianty z liczba
powtdrzen CAG wynoszacg od 4 do 10 (rysunek 5.1.2).
gRNA2
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1886 CANGTCCTTCCA------- R 60C6

CAAGTCCTTCCAGCAGCAG CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGLCG
CAAGTCCTTC--------- " ---CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGLCG

10.04

7.74 CAAGTCCTTCCAGCAGCAG CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGLCGLCGLCG
CAAGTCCTTC--------- B CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGLCECCGCCG

Rysunek 5.1.2 Czgstos¢ wystepowania wariantow z okreslong liczba powtorzen CAG w probie
edytowanej z udziatem gRNAZ2. Ponizej trzy wystepujace z najwicksza czestoscig warianty.
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Na czerwono zaznaczono regiony mikrohomologiczne majace udziat w delecjach ciggu
powtorzen.

5.1.3 Przebieg skracania ciagu powtéorzen CAG w wyniku indukcji DSB z udzialem
gRNA4

Miejsce rozpoznawane przez gRNA4 znajduje si¢ 58 par zasad ponizej ciggu powtorzen CAG.
Efektywnosc¢ skracania ciggu powtorzen CAG, oceniana na podstawie czestosci wystgpowania
odczytow z ciggiem o niezmienionej liczbie powtorzen, byla najnizsza sposrod uzytych gRNA,
jako ze odczyty z takg dhugos$cia ciggu stanowit okoto 18% wszystkich odczytow. (rysunek 5.1
B). Posérdéd nich znajdowat si¢ rowniez najczesciej wystepujacy wariant (11,6%), identyczny
z sekwencjg referencyjng, czyli zawierajacy 41 powtorzen CAG i pozbawiony wszelkich
innych zmian (rysunek 5.1.3). Edycja locus HTT z wykorzystaniem gRNA4 skutkowata
wycieciem lub skroceniem ciggu CAG z zachowaniem ORF, co stanowito 60% odczytow.
Czestym zjawiskiem bylo niewielkie skrocenie ciggu powtdrzen. Wariant z delecja jednego
powtdrzenia CAG stanowil drugi najczgsciej obserwowany wariant. Wyciecie catego ciggu
zostato zaobserwowane w 12% odczytow. Delecje zmieniajace ORF wystgpowaty w 18%
odczytow. Interesujacym wynikiem edycji z udziatem gRNA4 byto wyciecie catego ciggu od
wystepujacej w pierwszym powtoérzeniu CAG guaniny do miejsca indukcji dwuniciowego
peknigcia przez gRNA4, co zostalo zaobserwowane w 3,4% odczytow. Ogolna frakcja
odczytdw z przesunigtg ORF stanowita 26%.

gRNA4

Czestosc [%)]

Liczba powtdrzen CAG

Zmiana ramki odczytu

I NEE

B TAK

Czestosc [%]

CAAGTCCTTCCAGCAGCAG — GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGC |CGCAGGCAC
11.58 CAAGTCCTTCCAGCAGCAG GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGE | CGCAGGCAC
11.23 CAAGTCCTTCCAGCAGCAG GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC
: CAAGTCCTTC---CAGCAG ™ GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC
6.91 CAAGTCCTTCCAGCAGCAG GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGE | CGCAGGCAC
CAAGTCCTTCCAGCA---- ~ ---GCCGCCGCCGCCGCCGCCTCCTCAGCTTCCTCAGCCGCCGE | CGCAGGCAC
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Rysunek 5.1.3 Czg¢stos¢ wystepowania wariantow z okreslong liczbg powtorzen CAG w probie
edytowanej z udzialem gRNA4. Ponizej trzy wystepujace z najwigkszg czestoscig warianty.
Na czerwono zaznaczono regiony mikrohomologiczne majace udziat w delecjach ciggu
powtorzen.

5.1.4 Wyciecie ciagu powtérzen CAG w wyniku indukcji DSBS z udzialem gRNAI1
oraz gRNA4

W przypadku indukcji dwoch dwuniciowych pgknie¢ DNA flankujacych ciag powtdrzen
wyciecie catego ciggu zostato zaobserwowane w przypadku 51% odczytow (rysunek 5.1 B).
Najczestszym wariantem byto wycigcie regionu dokladnie pomiedzy dwoma miejscami
indukcji DSBs z zachowang adening znajdujaca si¢ w pozycji -4 od PAM (27,2%) (rysunek
5.1.4), co jest charakterystyczne dla naprawy DSB indukowanego z udzialem gRNAI1
(poréwnaj rozdziat 5.1.1). Przesunigcie ramki odczytu wystapito w przypadku 60% odczytow.

gRNA1 + gRNA4

25 B
20 il

Czestos$é [%]
8&
e

15 M I
10 §
O = P - a— - . . N —
OramTLENEe2TNOTRONR2RINRNRENERBSABIBEEBBITISTE
Liczba powtorzen CAG tinlanaaniiialexdin
B NIE
| TAK
Czestosé [%) /?9 29
CAAGTCCTTCC | AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC CAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC,
27:18  “CARGTCETTCC A< ccevcssmssmessuns B meecammamoenemaa | CGCAGGCAC.
15.71  CAAGTCCTTCC|AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC CAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC,
CAAGTCCTTCC | AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC, CAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC,
9.75 CAAGTCCTTCC | AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC, CAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC,
CAAGTCCTTC- | - -CAGCAGCAGCAGCAGCAGC, CAGCTTCCTCAGCCGCCGC | CGCAGGCAC,

Rysunek 5.1.4 Czestos¢ wystepowania wariantow z okreslong liczba powtorzen CAG w probie
edytowanej jednoczesnie z udzialem gRNA1 i gRNA4. Ponizej trzy wystepujace z najwieksza
czgsto$cig warianty.
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5.2 Analiza dynamiki procesu skracania ciagu powtorzen CAG w wyniku indukcji DSB
w genie HTT

W celu lepszego poznania dynamiki naprawy DSBs powstalych w obrebie powtorzen CAG
dokonano analizy produktow PCR po amplifikacji regionu z powt6rzeniami w genie HTT
w komorkach HEK293T_41CAG, z ktérych izolowano DNA w punktach czasowych (1 h, 4 h,
24 h) po transfekcji RNP. Produkty PCR zostaty rozdzielone w elektroforezie kapilarnej

dostarczajac informacji o przebiegu naprawy w czasie.

W przypadku edycji z udzialem gRNAI1 krotsze produkty PCR mogace odpowiadaé
skroceniom ciggu CAG zostaly zaobserwowane dopiero po 24 h od transfekcji (rysunek 5.2.1
A), podczas gdy po edycji z udziatem gRNA2 tego typu produkty PCR zostaty zaobserwowane
juz po 4 godzinach od transfekcji (rysunek 5.2.1 B). Co wiecej, skrocone przy uzyciu gRNA2
produkty naprawy obserwowane po 4h ulegaty dalszym skroceniom, co zostato zaobserwowane
po 24 godzinach od transfekcji. Zauwazalny jest zanik w czasie produktow o dtugosci migdzy
270 a 330 par zasad oraz silny wzrost udziatu produktéw o dlugosci miedzy 250 a 260 par
zasad, jak rowniez pojawienie si¢ nicobecnych w probie 4 h produktow o dtugosci miedzy 190
a 250 par zasad. Porownujgc wyniki po edycji z udziatem gRNA2 po 4 hi 24 h od transfekcji
RNP, widoczny jest rowniez spadek wysokosci pikéw odpowiadajacych produktom
wyjsciowym W czasie, co wskazuje na ich dalsze procesowanie przez mechanizmy naprawy

migdzy 4 a 24 godzing po transfekcji.

A B
gRNAL 0 CAG 41 CAG gRNA2 0 CAG 41 CAG
1h ° | ' ‘ ‘ " 1h ¢ : ’ : : : :
\
\f.“"‘. ‘.“|J|
ah -
| |
| ” I I
- R R - -G‘n‘uw. L k.‘-‘.-‘..“l,-'..‘,-‘n|,|,“s |.w|‘;‘:lJIkI‘JI‘:IA‘I‘J“e'v“,J--‘J‘ A J‘l‘”\‘vﬂ N
2an” . _ ; . : ; e g T
- | “
\ |' ,_ ol
S ,'A.\L J..{.w.‘r"‘.«l.'l.\‘.\l.“.. S | ‘| - ek R ‘,,‘L.L\ A I “"|a-:'v‘l‘.sll.‘l‘l,\‘l‘l“.”'"'f-:-u-, b ﬁ“\“
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Rysunek 5.2.1 Rozdziat produktow PCR uzyskanych po amplifikacji regionu z powtorzeniami
CAG w genie HTT na matrycy DNA izolowanego w opisanych punktach czasowych z komérek
HEK293T_41CAG po transfekcji RNP z gRNA1 (A) lub gRNA2 (B). Czerwonag linig
zaznaczono wielkos$¢ produktu PCR z 41 powtorzeniami CAG oraz bez powtdrzen.

Kolejnym zjawiskiem wykrytym w tej analizie byla insercja pojedynczego nukleotydu,

zaobserwowana w wynikach po edycji z udzialem gRNA1 i nieobserwowana w wynikach po

edycji z udziatem gRNA2 (rysunek 5.2.2). Odpowiada to wystepujacym z duzg czestoscia

w wynikach z NGS wariantom z insercja pojedynczej adeniny po edycji z udziatem gRNAI.

1h

24h

gRNA1

WARA
o A JUYUY

dtugos¢ 361,62 pz
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Rysunek 5.2.2 Jednonukleotydowa insercja obserwowana po edycji z udziatem gRNA1 po 24
godzinach od transfekcji komdrek.
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5.3 Optymalizacja metody okreSlania zasiegu i intensywnosci resekcji koncow DNA

w komoarkach ludzkich

W celu okreslenia uzytecznosci poszczegdlnych enzymow restrykeyjnych w analizie resekcji
koncow DNA w komdrkach ludzkich, przetestowano poszczegoélne enzymy inkubujac z nimi
nieedytowany DNA izolowany z komoérek HEK293T_41CAG i fibroblastéw. Proces selekcji
enzymoOw restrykcyjnych na podstawie ich efektywnosci w danych regionach DNA zostat

przedstawiony na rysunku 4.9.

Zaprojektowano po kilka par starterow do amplifikacji regionow znajdujacych si¢ w pewnych
odlegtosciach od miejsca, ktore miato podlega¢ edycji. Byly to region powtorzen CAG
w genie HTT oraz miejsce off-target dla gRNA1 (chrl5:47717511+47717530; hg38). Dla ciagu
powtorzen w genie HTT byly to miejsca znajdujace si¢ okoto 10000 pz (regiony a), okoto 5000
pz (regiony b), okoto 1000 pz (regiony c) oraz okoto 200 pz (regiony d) powyzej oraz ponizej
(odpowiednio regiony: h, g, f oraz €) tego locus. Dla miejsca off-target gRNA1 byly to miejsca
znajdujace si¢ okoto 1000 pz (regiony c¢’) i okoto 300 pz (regiony d’) powyzej oraz ponizej
(odpowiednio regiony: f* i ¢’) tego locus. (rysunek 5.3.1). Dla kazdej pary starterow wykonano
PCR z gradientem temperatury przylagczania starterow (Tm) (rozdziat 4.11.6) i na podstawie
oceny produktow PCR po rozdziale elektroforetycznym w zZelu agarozowym dobrano

optymalne warunki reakcji.

10000 pz 5000pz 1000 pz 200 pz 200 pz 1000 pz 5000pz 10000 pz
A B Cc D E F G H
al bl cl  d4d3d2d1 e f1 g h1
o o o T 471 CAG o o o o
1000 pz 300 pz 300 pz 1000 pz
Cl Dl El Fl
¢l d3d2d1 el f1f2

Off-target gRNAT1

Rysunek 5.3.1 Schematyczne przedstawienie lokalizacji starteréw wzgledem edytowanych
loci: regionu z powtérzeniami CAG w genie HTT oraz locus off-target dla gRNAL,
ktére zawiera sze$¢ powtdrzen CAG. Matymi literami oznaczono regiony definiowane przez
poszczegllne startery (tabela 5.3). Oznaczenie wielkimi literami nadano regionom,
ktore ostatecznie zostaly wybrane do eksperymentu (podkres$lone tam gdzie testowano wigcej
niz jedng pare starteroOw).
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Po wyborze par starteréw, efektywnie amplifikujacych dany region i wykorzystujgcych te sama
Tm, za pomocg programu NEBcutter2.0 wybrano enzymy restrykcyjne rozpoznajace
sekwencje zawierajace si¢ pomiedzy miejscami wigzania starteréw, majacych stuzy¢ do
amplifikacji okreslonego regionu. Enzymy restrykcyjne, ktore byly testowane dla

poszczegolnych regiondw przedstawiono w tabeli 4.9.

Przetestowano efektywnos$¢ trawienia poszczegolnych enzymow restrykcyjnych w okreslonych
regionach genomu, poprzez poréwnanie parametrow Ct uzyskanych po amplifikacji DNA
izolowanego z komdrek nieedytowanych, inkubowanego z danym enzymem i proby
nietraktowanej enzymem. Schemat wyboru enzymu efektywnego w danym regionie
I przydatnego do analizy przedstawiono na rysunku 4.9. Tabela 5.3 zawiera zestawienie
wartosci ACt i poziomu resekcji uzyskanych podczas testowania poszczegolnych enzymow
w okres$lonych regionach. Przyjeto, ze w przypadku nieedytowanego DNA warto$¢ resekcji
moze wynosi¢ maksymalnie 10% co odpowiada réznicy ACt wynoszacej okoto 4 cykle.
Regiony, ktére =zostaly ostatecznie wybrane do dalszych eksperymentow, opisano
odpowiednimi wielkimi literami (rysunek 5.3.1). Rysunek 5.3.2 przedstawia wybrane do
eksperymentu miejsca flankujace region z powtorzeniami CAG w genie HTT oraz miejsce off-
target dla gRNAL1 wraz z zastosowanymi enzymami restrykcyjnymi i odlegtosciami miejsca

cigcia enzymu od odpowiedniego miejsca edycji.

Tabela 5.3. Zestawienie wartosci ACt i poziomu resekcji uzyskanych podczas testowania
poszczegolnych enzyméw w  okreslonych regionach w komorkach HEK293T_41CAG
i w fibroblastach.

HEK293T_41CAG

Region Enzym Uzyte startery ACt Poziom resekcji
Region al (A) Nlal IG126, IG 127 4,4 9%

Region al (A) CviKI-1 1G126, 1G 127 6,7 0,2%

Region b1 (B) Bsn3 IG124, 1G125 133 | 5794

Region b1 (B) HpyCH4V 1G124, 1G125 53 506

Region c1 (C) Ava Il IG50, 1G51 5,26 51%

Region d1 Ava ll 1G52, 1G53 0,85 71,4%

Region d2 Ava Il 1G64, 1G65 2,82 24,8%

Region d1 Alul I1G52, 1G53 2,46 30,8%
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Region d2

Alul

1G64, 1G65

0,71

75,9%
Region d1 BstNI IG52, 1G53 1,61 49.4%
Region d2 BstNI 1G64, 1G65 572 3.7%
Region d3 BstNI 1G66, 1667 3,35 17,9%
Region d4 (D) Haelll 1G68, 1G69 5,02 6,0%
Region el (E) Ava Il 1G46, 1G47 5,55 4.2%
Region f1 (F) Rsal 1G48, 1G49 4,67 7.6%
Region g1 (G) Esp3l 1G128, 1G129 0,25 91%
Region g1 (G) HpyCH4V 1G128, 1G129 59 3,3%
Region hl (H) MspAl IG130, 1G131 -0,08 1,03
Region h1 (H) CviKI-1 IG130, 1G131 4,42 8.9%
Region ¢’1 (C*) Mnll 1G94, 1G95 519 5,3%
Region ¢’1 (C’) Sfcl 1G94, 1G95 4,19 10,4%
Region d’3 (D) Pstl 1G104, 1G105 3,18 19,9%
Region d’3 (D”) Bpml IG104, IG105 3,56 15,6%
Region d’1 Bpmi 1G96, 1G97 2,99 22,4%
Region d’1 Eco01091 1G96, 1G97 4,40 9,0%
Region d’2 Pstl IG114, 1G115 2,55 29%
Region d’3 (D’) Sfcl 1G104, 1G105 5,59 4,1%
Regione’l (E’) Mlul 1G110, 1G111 5,33 4,9%
Region f°1 Alul 1G108, 1G109 3,63 14,9%
Region 1 Pstl 1G108, 1G109 0,94 68,5%
Region {1 Hind 111 1G108, 1G109 3,02 21.9%
Region 2 (F") BstNI IG100, 1G101 3,28 18.7%
Region 2 (F) Pstl IG100, IG101 3,99 11,8%
Region f°2 (F) Alul 1G100, 1G101 0,74 74,9%
Region f°2 (F’) Hindlll 1G100, 1G101 3,53 15,9%
Region 2 (F°) Sfcl IG100, 1G101 47 7.4%
Fibroblasty
GMO04208
Region Enzym Uzyte startery dct Warto$¢ resekcji
Region A CviKI-1 126,127 7.9 0,8%
Region B HpyCH4V 124,125 4,75 7.2%
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Region C Avall IG50, 1G51 4,31 9,6%

Region D Haelll 1G68, 1G69 6,59 204

Region D Smal 1G68, 1G69 4,86 6,7%

Region D MspALll 1G68, 1G69 0,14 95%

Region D HpyAV 1G68, 1G69 6,52 2,2%

Region E Avall 1G46, 1G47 4,55 8,2%

Region F Rsal 1G48, 1G49 4,8 6,9%

Region G HpyCH4V 1G128, 1G129 5,74 3,7%

Region H CviKI-1 1G130, 1G131 6,59 2,1%
CviKI-1 HpyCH4V Avall Haelll Avall Rsal HpyCH4V CviKI-1
10 185pz 5219pz 1130pz 369pz  192pz 1077pz 5048pz 11 825pz
o O B _C-_x_i}_ R O R

A B C D41cAG E F G H
Mnll  Sfcl Miul  Sfcl

1157pz 374pz 438pz 1397pz
R _O_Y_O_ o
cl Dl E‘ Fl

Off-target dla gRNA1

Rysunek 5.3.2 Przedstawienie miejsc flankujacych region z powtoérzeniami CAG w genie HTT
oraz miejsce off-target dla gRNA1 wraz z uzytymi enzymami restrykcyjnymi i odleglo$ciami
miejsca cigcia enzymu od odpowiedniego miejsca edycji (w przypadku locus HTT jest to
odlegtos¢ od miejsca cigcia enzymu do poczatku lub konca ciaggu CAG, odpowiednio dla
regiondw znajdujacych si¢ powyzej oraz ponizej edytowanego miejsca). W regionie D
w przypadku fibroblastow zastosowano enzym HpyAV zamiast Haelll. Wyjasnienie w tekscie.

Ze wzgledu na to, ze wyniki resekcji w fibroblastach w regionie D po zastosowaniu enzymu
Haelll wskazywaty na brak resekcji w tym regionie (wartosci resekcji z trzech powtorzen
biologicznych: 3,1%; 0,1%; 2%) pomimo, ze w regionach sasiednich resekcje zostaty wykryte,
postanowiono przetestowac inny enzym, majacy miejsce restrykcyjne w tym samym regionie.

Zastosowanie HpyAV ujawnito obecno$¢ resekcji w regionie D w fibroblastach.
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Wynik uzyskany przy uzyciu enzymu Haelll wynikal z wysokiej wartosci Ct w probie
traktowanej enzymem, co $wiadczytoby o obecnosci dwuniciowego DNA w regionie D,
ktory zostat efektywnie strawiony przez enzym. Obecno$¢ dwuniciowego odcinka w tym
miejscu mogla wynika¢ z utworzenia struktury drugorzedowej przez ni¢ DNA, ktora ulegla
resekcji. Nastepnie dwuniciowy fragment zawierajacy miejsce restrykcyjne Haelll zostat

rozpoznany przez ten enzym i ulegl przecieciu.

5.4 Analiza resekcji koncow DNA w czasie naprawy DSBs w regionach powtorzen CAG

w réoznych modelach komorkowych

Aby odpowiedzie¢ na pytanie czy podczas naprawy DSB w regionach mikrosatelitarnych
w komorkach ludzkich dochodzi do resekcji, przeprowadzono eksperymenty na modelu
HEK293T_41CAG oraz fibroblastach posiadajacych 21 oraz 44 powtorzenia CAG w genie
HTT. Aby okresli¢ wptyw dlugosci ciggu powtdrzen na intensywnos¢ i zasieg resekceji, wyniki
dla locus HTT porownano z wynikami dla locus off-target dla gRN A1, zawierajacego jedynie

6 powtorzen CAG.

5.4.1 Analiza resekcji koncow DNA w czasie naprawy DSB po edycji z udzialem gRNA1
w linii komorkowej HEK293T_41CAG

Badanie resekcji koncow DNA zachodzacych w czasie naprawy DSB po edycji regionu
z powtorzeniami CAG w genie HTT z udziatem gRNA1 w komodrkach HEK293T_41CAG
ujawnito, ze do resekcji dochodzi w regionach bliskich edytowanemu miejscu (rysunek 5.4.1
A). Maksymalny wykryty zasigg resekcji w tym przypadku siggat 1000 nukleotydow powyzej
1 ponize] miejsca cigcia (regiony C i1 F). Jednak z najwigksza intensywnoscig resekcje
zachodzity w obszarach najblizszych, edytowanemu miejscu (regiony D i E) i1 osiggaly tu
wartos¢ okoto 35% po 6 h od transfekcji RNP. Dla wigkszos$ci regionéw (poza regionem E)
wartos¢ resekcji nie byla istotnie r6zna od wartos$ci dla nieedytowanej kontroli juz po 24 h od
transfekcji, co moze $wiadczy¢ o zakonczeniu procesu naprawy DNA w przeciggu tego czasu.
Jest to zbiezne z wynikami analizy dynamiki naprawy DNA dla gRNA1 (rysunek 5.2.1 A).
Uzyskane wyniki poziomu resekcji koncow DNA w réznych punktach czasowych i regionach

flankujacych cigg powtdrzen CAG zostaty przedstawione w tabeli 5.4.1.1.
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W przypadku badania resekcji w locus off-target dla gRNAI, ktére zawiera sze$¢ powtorzen
CAG, resekcje nie zostaly wykryte w zadnym czasie od transfekcji komoérek, pomimo
stwierdzenia efektywnej edycji tego miejsca (rysunek 5.4.1 B i C). Wyniki poziomu resekcji
w roznych punktach czasowych i regionach flankujacych region off-target dla gRNAL zostaty

przedstawione w tabeli 5.4.1.2.

A
. BRNA1
X a5 Punkt czasowy
— 40 *hkk
T s i *T* e
30
% 25° Fkk .1h
E 20 T _[ * = .6h
15° =3 A
Q2 10 I -. ot h . i B 24h
4 . £ ]I = - B |_| | I g I
S5 i hio Bl | ﬂl L L Fﬂ 1 48h
0
A B C D E F G H
Region
B
__ gRNA1 C
X a5
= 4 T7EL -+
% 30. Kontrola gRNA1
E iz — — — niecigty
£ 1s. — edytowany
S 10 L-[ F L - (45,6%)
N | L g - B
Sy Ll L idle
C'l D| 'El Fl
Region

Rysunek 5.4.1 Poziom i zasigg resekcji koncéw DNA w czasie po edycji z udziatem gRNA1
w locus HTT (A) oraz w miejscu off-target dla gRNAL (B) w komérkach HEK293T_41CAG.
C) Potwierdzenie edycji locus off-target dla gRNA1 metodg T7El. Wyniki przedstawiaja
srednig z trzech powtorzen biologicznych wraz z odchyleniem standardowym. Istotnos¢
statystyczna wynikow zostala okreslona za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (one-
way ANOVA) *p <0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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Tabela 5.4.1.1 Wyniki poziomu resekcji w roznych punktach czasowych od transfekcji RNP
z gRNAI oraz kontroli (nietransfekowanej RNP) w regionach flankujacych region

z powtdrzeniami CAG w genie HTT w komoérkach HEK293T_41CAG dla trzech powtorzen
biologicznych eksperymentu wraz z warto$cia $rednig. Wyniki postuzyty do sporzadzenia
wykresu z rysunku 5.4.1.A.

Region A 1 2 3| Srednia
1h 0,2% 0,1% 0,3% 0,2%
6h 0,2% 0,4% 1,5% 0,7%
24 h 0,4% 3,1% 3,4% 2,3%
48 h 0,2% 0,4% 1,8% 0,8%
Kontrola 0,2% 0,2% 0,0% 0,1%
Region B 1 2 3| Srednia
1h 1,7% 2,3% 1,8% 1,9%
6h 3,2% 1,2% 2,8% 2,4%
24 h 2.2% 2,6% 2,5% 2,4%
48 h 0,9% 1,1% 6,6% 2,8%
Kontrola 5,0% 8,1% 2,8% 5,3%
Region C 1 2 3| Srednia
1h 3,3% 4.5% 2,9% 3,6%
6h 13,7% 13,4% 12,4% 13,2%
24 h 8,0% 5,8% 11,6% 8,5%
48 h 4,2% 9,5% 4,3% 6,0%
Kontrola 7.4% 5,3% 5,6% 6,1%
Region D 1 2 3| Srednia
1h 21,5% 15.0% 21,1% 19,2%
6h 37,8%| 381%| 34,9%| 36,9%
24 h 10,8% 6,9% 8,3% 8,7%
48 h 2,0% 6,0% 5,6% 4.5%
Kontrola 6,0% 5,1% 6,5% 5,9%
Region E 1 2 3| Srednia
1h 12,6%| 10,3%| 11,0%| 11,3%
6h 352%| 27,7%| 325%| 31,8%
24h 10,0%| 12,7%| 17,3%| 13,3%
48 h 4,6% 8,4% 5,4% 6,1%
Kontrola 7.5% 4,2% 6,0% 5,9%
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Region F 1 2 3| Srednia
1h 3,6% 1,9% 3,0% 2,8%
6h 6,5% 16,8% 15,8% 13,0%
24 h 7,9% 11,0% 14,1% 11,0%
48 h 5,1% 6,5% 5,8% 5,8%
Kontrola 5,9% 6,9% 5,4% 6,1%
Region G 1 2 3| Srednia
1h 3,1% 4,2% 2,8% 3,4%
6h 7,4% 4,9% 2,9% 5,1%
24 h 2,8% 2,8% 3,0% 2,9%
48 h 1,0% 3,7% 4,3% 3,0%
Kontrola 3,3% 3,1% 8,7% 5,0%
Region H 1 2 3| Srednia
1h 0,2% 2,7% 1,0% 1,3%
6h 0,1% 0,2% 5,3% 1,8%
24 h 1,1% 16,4% 13,5% 10,3%
48 h 2,5% 8,9% 3,7% 5,0%
Kontrola 8,3% 4,9% 10,4% 7,9%

Tabela 5.4.1.2 Wyniki poziomu resekcji w réznych punktach czasowych od transfekcji RNP
z gRNAL1 oraz kontroli (nietransfekowanej RNP) w regionach flankujacych locus off-target dla
gRNA1 w komdrkach HEK293T_41CAG dla trzech powtorzen biologicznych eksperymentu

wraz z warto$cig $rednig. Wyniki postuzyty do sporzadzenia wykresu z rysunku 5.4.1.B.

Region C' 1 2 3| Srednia
1h 2,1% 2,4% 1,6% 2,1%
6h 2,2% 1,7% 6,0% 3,3%
24 h 2,1% 7,4% 5,6% 5,0%
48 h 2,1% 8,3% 5,8% 5.4%
Kontrola 9,1% 12,8% 5,3% 9,1%
Region D' 1 2 3| Srednia
1h 1,6% 1.0% 2,3% 1,6%
6h 1,1% 1,0% 1,4% 1,1%
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24 h 4,5% 4,0% 2,9% 3,8%
48 h 1,6% 3.0% 3,1% 2,6%
Kontrola 2,7% 4,0% 9,5% 5,4%
Region E' 1 2 3| Srednia
1h 3,0% 3,0% 2,0% 2,7%
6h 4,0% 4,0% 7,7% 5,2%
24h 9,0% 9,0%| 125%|  10.2%
48 h 5,0% 5,0% 4,1% 4,1%
Kontrola 5,3% 4,8% 7,2% 5,8%
Region F' 1 2 3| Srednia
1h 6,0% 1,7% 2,3% 3.4%
6h 6,8% 3,9% 2,5% 4,4%
24 h 5,0% 3,1% 8,7% 5 6%
48 h 6,7% 7,1% 6,7% 6,8%
Kontrola 7.4% 6,9% 14,1% 9,5%

5.4.2 Analiza resekcji koncow DNA w czasie naprawy DSB po edycji z udzialem gRNA2
w linii komoérkowej HEK293T _41CAG

Analiza resekcji w komorkach HEK293T_41CAG w locus HTT po edycji z udziatem gRNA2
ujawnita znacznie dalszy zasigg resekcji (rysunek 5.4.2). Regiony jednoniciowego DNA
zostaly w tym przypadku wykryte w odlegtosci 5000 pz od edytowanego miejsca (regiony B
I G). Nie zostaly za$ wykryte w regionach dystalnych, oddalonych o ok. 10000 pz od ciagu
powtdrzen CAG (regiony A i H). Najwigksza intensywnos$¢ resekcji zostata wykryta 24 h po
transfekcji i osiggneta warto$¢ ok. 35% w regionie C oddalonym o ok. 1000 pz od edytowanego
locus. Wyniki wskazujg na inng dynamike naprawy w pordéwnaniu do naprawy po edycji
z udziatem gRNAL jako, ze po edycji z udziatem gRNA2 najintensywniej resekcje zachodzity
24 h po transfekcji i byty wykrywane nawet po 48 h. Swiadczy to tym, ze naprawa nie zostata
jeszcze ukonczona w tym czasie. Dtuzszy czas naprawy DNA po edycji z udzialem gRNA2
w poréwnaniu do gRNA1 moze wynika¢ z nast¢pujacych po pierwotnym cigciu DNA
kolejnych cig¢ indukowanych przez kompleks RNP, zachodzacych az do skrocenia ciggu CAG
do dhugosci, ktora nie bedzie wystarczajaca do zwigzania ponownie kompleksu Cas9-gRNA2
lub do momentu degradacji kompleksu w komorce. Wynik ten jest zgodny z analizag dynamiki

naprawy DNA po edycji z udziatem gRNA2 (rysunek 5.2.1 B). Uzyskane wyniki poziomu
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resekcji koncow DNA w réznych punktach czasowych i regionach flankujacych cigg powtorzen

CAG w genie HTT zostaly przedstawione w tabeli 5.4.2.

gRNA2
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Rysunek 5.4.2 Poziom i zasigg resekcji koncow DNA w czasie po edycji z udziatem gRNA2
w locus HTT w komorkach HEK293T_41CAG. Wyniki przedstawiaja $rednig z trzech
powtorzen biologicznych wraz z odchyleniem standardowym. Istotno$¢ statystyczna wynikow
zostata okreslona za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) *p <

0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

Tabela 5.4.2 Wyniki poziomu resekcji w réznych punktach czasowych od transfekcji RNP
z gRNA2 oraz kontroli (nietransfekowanej RNP) w regionach flankujacych region
z powtorzeniami CAG w genie HTT w komodrkach HEK293T_41CAG dla trzech powtorzen
biologicznych eksperymentu wraz z warto$cig $rednig. Wyniki postuzyly do sporzadzenia

wykresu z rysunku 5.4.2.

Region A 1 2 3| Srednia
1h 0,1% 0,1% 0,0% 0,1%
6h 0.1% 0,0% 0,1% 0,1%
24 h 0,3% 0.2% 1,1% 0,5%
48h 0,7% 0,4% 0,3% 0.5%
Kontrola 0,2% 0,2% 0,0% 0,1%
Region B 1 2 3| Srednia
lh 13,1% 3,7% 3,8% 6,9%
6h 56%|  19.2% 8,0%|  10,9%
24h 16,8%| 240%| 11,1%| 17,3%
48h 288%| 283%| 12,6%|  23.2%
Kontrola 5.0% 8,1% 2.8% 5,3%
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Region C 1 2 3| Srednia
1h 5.1% 5.4% 4.4% 9%
6h 228%| 193%]| 17.5% 0%
24 h 337%| 321%]| 40,7% 36%
48 h 120%| 12,0%| 10.2% 11%
Kontrola 7,4% 5,3% 5,6% 6%
Region D 1 2 3| Srednia
1h 10,7%| 12,8%| 11,8% 19%
6h 148%| 394%| 20,8% 250
24 h 285%| 22,0%| 29,5% 7%
48h 8.2% 8.5% 9.1% 9%
Kontrola 6,0% 5,1% 6,5% 6%
Region E 1 2 3| Srednia
1h 9,6% 6,8% 7.9% 8%
6h 280%| 181%]|  26,9% 4%
24 h 304%| 247%]|  26.2% 7%
48h 112%|  16.2% 9.5% 1%
Kontrola 7,5% 4,2% 6,0% 6%
Region F 1 2 3| Srednia
1h 2.7% 4.4% 3,5% 1%
6h 13.7%| 145%| 21.2% 16%
24 h 218%| 312%| 34.8% 29%
48 h 209%| 201%]|  159% 19%
Kontrola 5,9% 6,9% 5,4% 6%
Region G 1 2 3| Srednia
1h 47%|  12,9% 4.5% 7%
6h 100%| 19.7% 9.1% 13%
24h 129%| 268%| 12,5% 17%
48h 328%| 32,6%| 14.3% 27%
Kontrola 3.3% 3,1% 8,7% 5%
Region H 1 2 3| Srednia
lh 0,1% 0,4% 0,6% 0%
6h 0,3% 0.7% 0,1% 0%
24h 0,7% 1,4% 1,0% 1%
48h 0,1% 0,8% 0,7% 1%
Kontrola 8,3% 49%|  10.4% 8%
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5.4.3 Analiza resekcji koncow DNA w czasie naprawy DSB po edycji z udzialem gRNA2

w linii komorkowej fibroblastow HD

Analiza resekcji zostata wykonana rowniez w fibroblastach posiadajacych 21 oraz 44
powtorzenia CAG w genie HTT. Aby okresli¢ poziom resekcji uzyto kompleksu RNP
z gRNA2. W przypadku edycji fibroblastow intensywno$¢ resekcji osiggata poziom o okoto
potowe nizszy w poréwnaniu do resekcji w komorkach HEK293T_41CAG tj. okoto 15%
w regionie znajdujacym si¢ w odlegtosci ok. 350 pz od migjsca cigcia (region D) (rysunek 5.4.3
A) Relatywnie wysoki poziom resekcji zostat zaobserwowany w tym regionie rowniez po 48 h
od transfekcji podobnie jak w komérkach HEK293T_41CAG, jednak nie odpowiadat mu
rownie wysoki poziom resekcji w symetrycznie oddalonym od edytowanego miejsca regionie
E. W bardziej oddalonych od edytowanego locus regionach nie wykryto istotnych statystycznie
réznic w poziomach resekcji pomiedzy probami po edycji i nieedytowanymi. Nizszy zakres
resekcji moze wynika¢ z faktu heterozygotycznosci uzytej linii komorkowej posiadajacej
rowniez allel z krotkim ciggiem powtorzen, ktorego edycja mogla zachodzi¢ z niskg
efektywnoscia (rysunek 5.4.3 B). Uzyskane wyniki poziomu resekcji koncow DNA w roznych
punktach czasowych i regionach flankujacych ciagg powtorzen CAG w genie HTT

w fibroblastach zostaty przedstawione w tabeli 5.4.3.
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Rysunek 5.4.3 Poziom i zasieg resekcji koncow DNA w czasie po edycji z udzialem gRNA2
w regionie z powtérzeniami CAG w genie HTT w fibroblastach (A). B) Produkty PCR powstate
po amplifikacji locus HTT na matrycy DNA z fibroblastow nieedytowanych (kontrola)
I edytowanych z udziatem gRNA2. Wyniki przedstawiaja $rednig z trzech powtorzen
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biologicznych wraz z odchyleniem standardowym. Istotno$¢ statystyczna wynikéw zostata
okreslona za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) *p < 0,05.

Tabela 5.4.3 Wyniki poziomu resekcji w réznych punktach czasowych od transfekcji RNP
z gRNA2 oraz kontroli (nietransfekowanej RNP) w regionach flankujacych region
z powtorzeniami CAG w genie HTT w fibroblastach dla trzech powtorzen biologicznych
eksperymentu wraz z wartoscig $rednig. Wyniki postuzyty do sporzadzenia wykresu z rysunku
54.3.

Region A 1 2 3| Srednia

1h 3,6% 2,2% 1,6% 2,5%
6h 1,4% 9,5% 7,1% 6,0%
24 h 0,5% 2,0% 3,1% 1,8%
48 h 1,2% 0,5% 2,7% 1,5%
Kontrola 0,8% 0,1% 0,5% 0,5%
Region B 1 2 3| Srednia

1h 4,4% 7,2% 2,2% 4,6%
6h 4,1% 7,1% 3,7% 4,9%
24 h 2,8% 4,2% 3,1% 3,4%
48 h 3,2% 3,4% 2,6% 3,1%
Kontrola 7,2% 6,9% 5,2% 6,4%
Region C 1 2 3| Srednia

1h 3,9% 3,8% 2,5% 3,4%
6h 11,3% 10,5% 5,5% 9,1%
24 h 9,1% 7,9% 4,2% 7,1%
48 h 5,5% 5,6% 4,4% 5,2%
Kontrola 9,6% 7,3% 7,6% 8,2%
Region D 1 2 3| Srednia

1h 5,6% 2,4% 4,3% 4,1%
6h 7,5% 3,7% 11,5% 7,6%
24 h 23,2% 8,1% 10,9% 14,0%
48 h 17,3% 13,2% 10,3% 13,6%
Kontrola 0,3% 2,6% 2,3% 1,7%
Region E 1 2 3| Srednia

1h 5,5% 6,7% 3,0% 5,1%
6h 13,3% 15,0% 9,2% 12,5%
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24 h 13,7% 12,7% 6,1% 10,8%
48 h 4,9% 6,4% 3,0% 4,8%
Kontrola 4,8% 7,0% 8,2% 6,7%
Region F 1 2 3| Srednia

1h 4,1% 5,5% 4,3% 4,6%
6h 7,1% 8,6% 6,5% 7.4%
24 h 4,4% 5,1% 5,2% 4,9%
48 h 3,7% 4,7% 5,8% 4.7%
Kontrola 5,1% 6,9% 5,9% 6,0%
Region G 1 2 3| Srednia

1h 2,4% 2,6% 1,5% 2,2%
6 h 4,4% 2,0% 1,7% 2, 7%
24 h 2,1% 2,8% 2,1% 2,3%
48 h 2,6% 3,0% 2,4% 2,6%
Kontrola 3,7% 3,1% 2,7% 3,2%
Region H Srednia

1h 0,7% 2,3% 1,5% 1,5%
6 h 0,6% 0,5% 0,5% 0,5%
24 h 0,5% 0,9% 0,6% 0,7%
48 h 2,8% 0,7% 0,9% 1,5%
Kontrola 2,1% 2,1% 1,0% 1,7%

W  wyniku analizy resekcji koncow DNA w czasie naprawy DSBs w regionach

z powtorzeniami CAG ujawniono roznice w ich zasiegu i intensywnosci, jak rowniez przebiegu

w czasie wynikajgce z réznicy w miejscu indukcji DSB. Wigksze zakresy resekcji oraz wyzsza

jej intensywnos$¢ stwierdzono w komoérkach HEK293T_41CAG w poréwnaniu do linii

fibroblastow. Ponadto stwierdzono wptyw dhlugosci ciggu powtorzenh CAG na intensywnos¢

resekcji, wskazujace,

wykorzystujace resekcje koncéw DNA.

ze dluzsze ciagi

powtérzen promuja mechanizmy naprawy
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5.5 Analiza udzialu bialek naprawczych w skracaniu ciagu powtorzen CAG w genie HTT

W celu zbadania udzialu poszczegdlnych bialek przypisanych do réznych Sciezek naprawy
DNA, w skracaniu ciggu powtorzen CAG w genie HTT przeprowadzono eksperymenty
wykorzystujace inhibitory chemiczne wybranych bialek oraz wyciszanie ekspres;ji
poszczegbélnych gendéw kodujacych biatka naprawcze za pomoca interferencji RNA
w komorkach HEK293T_41CAG. Wyboru biatek dokonano na podstawie literatury,
w ktorej sugerowano ich udzial w skracaniu ciggow powtdrzen CAG/CTG w komorkach
drozdzy lub ludzkich®":191214 oraz na podstawie wilasnych badafi, w ktérych potwierdzono
zaangazowanie w naprawe regionow z powtorzeniami CAG mechanizmow wykorzystujacych
resekcje koncow DNA (rozdzial 5.4). Biatka, ktorych udziat w skracaniu ciggu CAG w genie
HTT byt badany przedstawiono w tabeli 5.5. Produkty PCR uzyskane po amplifikacji
edytowanego locus byly rozdzielane w elektroforezie kapilarnej, co pozwolito na iloSciowa
analiz¢ skrocen ciggu powtorzen (rysunek 5.5). Metoda obliczania redukcji udziatu produktow

skroconych wzgledem kontroli zostata przedstawiona w rozdziale 4.10.

Tabela 5.5 Biatka naprawy DNA, dla ktorych wykonano badanie ich udzialu w skracaniu ciggu
powtdrzen CAG w genie HTT.

Nazwa bialka Mechanizm
MRE11 Resekcje
CTIP Resekcje
KU70/KU80 NHEJ
Artemis NHEJ

POL6 TMEJ
EXO1 Resekcje
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Rysunek 5.5 Elektroforegram przedstawiajacy rozdziat produktow PCR po amplifikacji locus
HTT w komoérkach HEK293T_41CAG nieedytowanego oraz po edycji z udzialem sgRNA1
i SgRNA2.

5.5.1 Analiza udzialu bialek naprawczych w skracaniu ciagu powtorzen CAG po indukcji

DSB przy uzyciu gRNA1

W przypadku edycji z udziatem gRNA1 zaréwno inhibicja chemiczna POL6- kluczowego
biatka w naprawie TMEJ, jak i wyciszenie kodujgcego to biatko genu POLQ do poziomu
ok. 45% (rysunek 5.5.1.1 A) spowodowaty spadek udziatu produktow skroconych w catej puli
produktéw PCR w poréwnaniu do kontroli o ok. 30% (rysunek 5.5.1.8). Podobny wynik zostat
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uzyskany w przypadku wyciszenia do poziomu ok. 39% genu kodujacego nukleaze EXOL,
bioraca udziat w resekcjach koncow DNA. Po zastosowania inhibitora biatek KU70 1 KU80
(biatka zaangazowane w NHEJ) uzyskano spadek udzialu produktéw skroconych wzgledem
proby kontrolnej wynoszacy 18%. W przypadku pozostatych biatek nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic miedzy kontrolg a probg traktowana, pomimo efektywnego wyciszenia
poszczegodlnych gendw (rysunek 5.5.1.1 B). Elektroforegramy dla poszczegdlnych powtorzen
biologicznych eksperymentu z udzialem sgRNAI1, wraz z procentowym udziatem produktéw
skréconych i wyjsciowych przedstawiono na ponizszych rysunkach (5.5.1.2-5.5.1.7). Wykresy
podsumowujace, wraz z obliczonym procentowym obnizeniem udziatu produktéw skréconych

wzgledem odpowiedniej kontroli przedstawiono na rysunku 5.5.1.8.

siRNA Kontrola

MRE11
B-actin

100+

RAD51

50 B-actin

Artemis

Wzgledna ekspresja genu [%]

“l .‘I

B-actin

Rysunek 5.5.1.1 Efekt wyciszenia genow kodujacych poszczegdlne biatka naprawy DNA przy
uzyciu siRNA okreslony na poziomie mRNA (A) lub biatka (B). Wyciszenie genu na poziomie
mRNA zostalo wykonane ze wzgledu na brak specyficznych przeciwciat pozwalajacych na
detekcje biatek EXOL i POLO metodg western blot. Wyniki wzglednej ekspresji genow sg
srednig z trzech powtorzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna wynikow zostata okreslona za
pomocg testu t-Studenta, ****p <0,0001.
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Rysunek 5.5.1.2 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktéw PCR po amplifikacji
regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT w komoérkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udziatem sgRNAI, traktowanych inhibitorem CTIP oraz bez udziatu inhibitora (kontrola).
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Rysunek 5.5.1.3 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtdrzeniami CAG w genie HTT, w komérkach HEK293T_41CAG edytowanych

zudziatem sgRNAI, traktowanych poszczego6lnymi inhibitorami oraz bez udzialu inhibitorow
(kontrola).
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Rysunek 5.5.1.4 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktéw PCR po amplifikacji
regionu z powtérzeniami CAG w genie HTT, w komorkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udziatem sgRNAI, traktowanych inhibitorem POLO oraz bez udziatu inhibitora (kontrola).
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Rysunek 5.5.1.5 Elektroforegramy przedstawiajace rozdziat produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT, w komoérkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udzialem sgRNAI, traktowanych SIRNA oraz bez udziatu SiRNA (kontrola).
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Rysunek 5.5.1.6 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtdérzeniami CAG w genie HTT, w komérkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udziatem sgRNAI, traktowanych siRNA oraz bez udziatu siRNA (kontrola).
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Rysunek 5.5.1.7 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktéw PCR po amplifikacji
regionu z powtdérzeniami CAG w genie HTT, w komorkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udzialem sgRNAI, traktowanych siRNA oraz bez udziatu siRNA (kontrola).
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Rysunek 5.5.1.8 Udzial produktow zawierajacych skrocone ciagi powtorzen CAG w puli
produktéw po amplifikacji regionu powtorzen w genie HTT, w komdrkach HEK293T_41CAG
po edycji z udzialem sgRNAI. A) Srednie wyniki procentowego udziatu produktow PCR ze
skroceniami ciggu powtorzen oraz produktow wyjsciowych w prébach traktowanych
inhibitorem lub siRNA oraz w probach kontrolnych. B) Redukcja skrécen ciggu CAG po
zastosowaniu inhibitora lub siRNA po odniesieniu do kontroli, wyliczona ze statystycznie
istotnych wynikow przedstawionych na wykresie powyzej. Wyniki przedstawiaja $rednig
z trzech powtorzen biologicznych z odchyleniem standardowym. Istotno$¢ statystyczna
wynikow zostata okre§lona za pomoca testu t-Studenta, *p < 0.05.

5.5.2 Analiza udzialu bialek naprawczych w skracaniu ciagu powtorzen CAG po indukcji

DSB przy uzyciu gRNA2

Po edycji z udziatem sgRNAZ2, podobnie jak w przypadku edycji z udzialem sgRNAI,
zidentyfikowano udzial w skrdceniach ciggu CAG biatek KU70 i KUS80. Spadek udziatu
produktow skroconych wzgledem kontroli po inhibicji KU70/KU80 wyniost 19% (rysunek
5.5.2.7). Ponadto stwierdzono, ze relatywnie duzy wptyw na skrocenia ma biatko MRE11 (23%
redukcja skrocen wzgledem kontroli w przypadku siRNA 1 6% w przypadku uzycia inhibitora).

Chemiczna inhibicja, badz wyciszenie ekspresji genu za pomocag siRNA, wykazaly udziat
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w skracaniu ciggu powtdrzen biatka CTIP, wspotdziatajacego z MRE11 (redukcja skrocen
0 11%) oraz biorgcego udziat w HR biatka RADS51 (redukcja skrocen o 10%). Elektroforegramy
dla poszczegOlnych powtdrzen biologicznych eksperymentu z udzialem sgRNA2,
wraz z procentowym udzialem produktow skréconych i wyjsciowych przedstawiono na
ponizszych rysunkach (5.5.2.1-5.5.2.6). Wykresy podsumowujace, wraz z obliczonym
procentowym obnizeniem udzialu produktéw skréconych wzglegdem odpowiedniej kontroli

przedstawiono na rysunku 5.5.2.7.
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Rysunek 5.5.2.1 Elektroforegramy przedstawiajgce rozdzial produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT, w komoérkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udziatem sgRNA2, traktowanych poszczegdlnymi inhibitorami oraz bez udziatu inhibitoréw
(kontrola).
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Rysunek 5.5.2.2 Elektroforegramy przedstawiajace rozdziat produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtdrzeniami CAG w genie HTT, w komorkach HEK293T_41CAG edytowanych
zudzialem sgRNAZ2, traktowanych inhibitorem bialek KU70 i KU80 oraz bez udziatu inhibitora

(kontrola).
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Rysunek 5.5.2.3 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktéw PCR po amplifikacji
regionu z powtdrzeniami CAG w genie HTT, w komorkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udzialem sgRNAZ2, traktowanych inhibitorem POLO oraz bez udziatu inhibitora (kontrola).
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Rysunek 5.5.2.4 Elektroforegramy przedstawiajgce rozdzial produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT, w komoérkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udzialem sgRNA2, traktowanych siRNA oraz bez udziatu siRNA (kontrola).
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Rysunek 5.5.2.5 Elektroforegramy przedstawiajgce rozdzial produktow PCR po amplifikacji
regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT, w komoérkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udzialem sgRNA2, traktowanych siRNA oraz bez udziatu siRNA (kontrola).
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Rysunek 5.5.2.6 Elektroforegramy przedstawiajace rozdzial produktéw PCR po amplifikacji
regionu z powtdérzeniami CAG w genie HTT, w komorkach HEK293T_41CAG edytowanych
z udzialem sgRNAZ2, traktowanych siRNA oraz bez udziatu siRNA (kontrola).
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Rysunek 5.5.2.7 Udzial produktow zawierajacych skrocone ciggi powtorzen CAG w puli
produktéw po amplifikacji regionu powtorzen w genie HTT w komorkach HEK293T_41CAG
po edycji z udzialem sgRNA2. A) Srednie wyniki procentowego udziatu produktéow PCR ze
skroceniami ciggu powtorzen oraz produktow wyjsciowych w prébach traktowanych
inhibitorem lub siRNA oraz w probach kontrolnych. B) Redukcja skrocen ciggu CAG po
zastosowaniu inhibitora lub siRNA po odniesieniu do kontroli, wyliczona ze statystycznie
istotnych wynikdw przedstawionych na wykresie powyzej. Wyniki przedstawiaja $rednia
z trzech powtdérzen biologicznych z odchyleniem standardowym. Istotno$¢ statystyczna
wynikow zostata okreslona za pomocg testu t-Studenta, *p <0.05; **p <0,01.

Zarowno po edycji z udziatem sgRNAT, jak 1 sgRNA2 w przypadku inhibicji niektorych biatek
lub wyciszenia gendéw je kodujacych nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic
w udziale produktéw skroconych i wyjsciowych pomiedzy probami traktowanymi a kontrolg.
Warto tu podkresli¢, ze uzyta w tym eksperymencie metoda stluzy do analizy iloSciowej
powstatych produktow. Okreslana jest w niej ich dlugos$¢ a nie sekwencja, w zwigzku z tym
jakosciowe zmiany, widoczne gdy dokona¢ pordéwnania wizualnego poszczegdlnych
elektroforegramoéw, nie mialty wpltywu na ostateczny wynik eksperymentu. Przyktad réznic
w rozktadzie i liczbie pikow w elektroforegramach dla proby traktowanej inhibitorem biatka
MREZ11 i kontroli, dla ktorych analiza ilo$ciowa nie wykazata istotnych réznic, przedstawiono

na rysunku 5.5.2.8
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Rysunek 5.5.2.8 Poroéwnanie rozktadu pikow na elektroforegramach z rozdziatem produktéw
PCR po amplifikacji regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT dla prob edytowanych

sgRNAL: kontrolnej i traktowanej inhibitorem MRE11.
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5.6 Wplyw POLO na wyniki naprawy DSBs w regionie z powtdrzeniami CAG
w genie HTT

Aby okresli¢ precyzyjniej wptyw POLO na wyniki naprawy DSBs indukowanych w obrebie
powtorzen CAG w genie HTT przeprowadzono eksperyment, w ktorym dokonano poréwnania
wynikéw sekwencjonowania (NGS) produktéw PCR powstatych w wyniku amplifikacji
edytowanego z udziatem gRNA1 regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT w komorkach

HEK293T_41CAG po wyciszeniu genu POLQ oraz bez jego wyciszenia.

We wszystkich probach po edycji z udziatem gRNA1 zaobserwowano wycigcia oraz skrocenia
ciaggu powtorzen analogicznie do wynikoéw prezentowanych w rozdziale 5.1.2. W probach
kontrolnych warianty catkowicie pozbawione ciggu CAG stanowily ok. 39%,
za$s w probach traktowanych siRNA ok. 31% (rysunek 5.6.1 A). Najczesciej wystepujacym
wariantem zaréwno w prdébach kontrolnych, jak i traktowanych siRNA byla sekwencja
z ciggiem 41 powtorzen CAG 1 insercja adeniny znajdujaca si¢ bezposrednio za cytozyng
z pierwszego powtorzenia CAG, czyli w miejscu indukcji DSB. Czesto$¢ tego wariantu
w probach kontrolnych byta nizsza w poréwnaniu do prob traktowanych siRNA i wynosita
ok. 5% odczytéw, podczas gdy w probach traktowanych siRNA byto to ok. 11,5% odczytow.
Laczna liczba odczytow z insercjami adeniny bez uwzglednienia innych zmian byta rowniez
nizsza w kontrolach i wynosita ok. 9,5% odczytow, podczas gdy dla prob traktowanych sSiRNA
bylo to ok. 15% odczytéw (rysunek 5.6.2). Wickszy udziat wariantéw z insercjg adeniny
w pozycji -4 od PAM, charakterystyczna dla naprawy z udzialem NHEJ, w warunkach
wyciszenia ekspresji POLQ, moze $wiadczyé 0 wickszym udziale tej $ciezki naprawy

w przypadku zablokowania Sciezki alternatywnej, jaka jest TMEJ.
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Rysunek 5.6.1 A) Rozklad czgstosci wystgpowania wariantow z okreslong liczbg powtorzen
CAG w produktach PCR po amplifikacji regionu z powtdrzeniami CAG w genie HTT
w komorkach HEK293T_41CAG edytowanych z udziatem gRNA1 z wyciszeniem ekspresji
POLQ oraz bez wyciszenia (kontrola). Wyniki przedstawiajg $rednig z dwoch powtdrzen
biologicznych. B) Wzgledna ekspresja genu POLQ po zastosowaniu siRNA. Wynik
przedstawiaja $rednia z trzech powtérzen biologicznych oraz odchylenie standardowe.
Istotnos¢ statystyczna wynikow zostata okreslona za pomoca testu t-Studenta, ****p < 0,0001.

Poniewaz POLO odpowiedzialna jest za wprowadzanie charakterystycznych insercji,
dla ktorych matryca jest DNA, znajdujacy si¢ w poblizu miejsca, w ktérym doszio do DSB
(TINS), szczegotowo przeanalizowano wyniki naprawy pod wzgledem wprowadzonych
insercji o dlugosci od 3 do 30 par zasad, znajdujacych si¢ w odlegtosci do 50 par zasad od
miejsca cigcia, gdyz tak najczeSciej definiowane sg TINS!?, Nie stwierdzono jednak
wyraznych roznic w liczbie odczytéw zawierajacych TINS pomiedzy probami traktowanymi
siRNA a probami kontrolnymi (rysunek 5.6.2). W przypadku wariantow z delecja catego ciagu
powtorzen CAG TINS wystepowaty w probach kontrolnych w ok. 1,5% wszystkich odczytow.
W przypadku prob traktowanych siRNA wystepowaty w 2,7% odczytow. W przypadku
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wariantow, w ktorych doszto do skrocenia ale nie wyciecia catego ciggu powtorzen, TINS
zaobserwowano w probach kontrolnych w 1,4% odczytdéw, a w prébach traktowanych siRNA
w przypadku 0,6% odczytow. W wariantach z wyjsciowa liczbg powtdrzen CAG lub wigksza
TINS zidentyfikowano tylko w jednej z prob kontrolnych i stanowily one 2,7% wszystkich
odczytow. Sumujac wszystkie TINS zidentyfikowane w analizowanych probach okreslono ich

czestos¢ na 4,25% w prébach kontrolnych oraz 3,25% w probach traktowanych siRNA.
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Rysunek 5.6.2 Procentowy udzial poszczegblnych typow insercji w wynikach
sekwencjonowania regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT w komorkach
HEK293T_41CAG po edycji z udziatem gRNA1 z wyciszeniem ekspresji POLQ oraz bez
wyciszenia (kontrola). Wynik przedstawia s$rednig z dwoch powtdrzen biologicznych
z odchyleniem standardowym.

107



6. Dyskusja

Choroby poliQ takie jak HD stanowig grupe dziedzicznych, neurodegeneracyjnych schorzen
o wspolnym mechanizmie molekularnym, zwigzanym z ekspansja powtdrzeh CAG w obrgbie
poszczegoblnych gendw. Dotychczas opracowywane terapie HD, znajdujace si¢ na etapie badan
klinicznych, koncentruja si¢ na obnizeniu ekspresji zmutowanego transkryptu HTT,
nie wplywajac na pierwotng przyczyne choroby, jaka sa wspomniane ekspansje powtorzen
w DNA pacjentéw?'627 Rozwoj narzedzi inzynierii genetycznej takich jak technologia
CRISPR-Cas9 przynidst nadziej¢ na opracowanie skutecznych terapii chordb, 0 jasno
zdefiniowanym podtozu genetycznym, takich jak HD. Jedna z nowatorskich strategii terapii
chorob poliQ jest skracanie ciggu powtdrzen w wyniku indukcji w jego obrebie peknig¢ DNA.
Liczne badania koncentrujgce sie na naprawie DSBS w regionach z powtérzeniami CAG/CTG
miaty na celu udzielenie odpowiedzi na pytanie, jakie czynniki i mechanizmy s3
odpowiedzialne za to zjawisko. Wigkszos$¢ z tych badan wykorzystywata modele drozdzowe,
niebg¢dace idealnym modelem, w konteks$cie potencjalnej przysziej terapii ludzkich chorob.
Warto tu cho¢by wspomnie¢ o braku u drozdzy genu POLQ kodujacego wazne biatko zwigzane
znaprawg DNA POLB. Gen ten wystepuje za$ u ludzi i jak wykazano w niniejszej pracy, POLO
ma swoj udziat w skracaniu ciggu powtérzen CAG w genie HTT w procesie naprawy DNA.
Liczne prace badajace skracanie ciggow powtdrzen CAG/CTG w komorkach ludzkich
wykorzystywatly systemy reporterowe, sztucznie wprowadzone do ludzkiego genomu,
badz plazmidy zawierajgce ciggi powtorzen, bedace catkiem odrebng czgsteczkg DNA. Badania
te pomimo swych ograniczen i braku uwzglednienia endogennego kontekstu przyniosty jednak
wiele interesujacych odkry¢ i pozwolity na sformutowanie hipotez, ktére nastgpnie moga
podlega¢ weryfikacji w ludzkich modelach w endogennych loci z ekspansja powtorzen.
Niniejsza praca miata na celu identyfikacj¢ czynnikéw 1 procesOw zaangazowanych
w skracanie ciggu powtorzen CAG w genie HTT w komorkach ludzkich, ktérych poznanie jest
kluczowe do potencjalnego przysztego wykorzystania tego zjawiska w terapii HD i innych
chorob poliQ. Praca ta jest cze$cig wigkszego projektu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki noszacego tytut ,,Badanie mechanizmow naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA
w regionach mikrosatelitarnych z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9”. Wyniki uzyskane
w ramach tego projektu przyczynilty si¢ do powstania pracy ,CRISPR/Cas9-induced double-
strand breaks inthe huntingtin locus lead to CAG repeat contraction through DNA end
resection and homology-mediated repair” opublikowanej w 2024 roku w czasopismie BMC
Biology. Wyniki zawarte we wspomnianej publikacji bedg réwniez dyskutowane w niniejszym
rozdziale.
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W wyniku indukcji dwuniciowych peknie¢ w obrebie powtéorzen CAG w genie HTT
zaobserwowano znaczne roéznice w wynikach naprawy, zalezne od miejsca peknigcia. Roznice
dotyczyty nie tylko koncowego efektu naprawy DNA, ale rowniez przebiegu naprawy w czasie
oraz zaangazowania poszczegolnych procesow i czynnikdéw. Naprawa DSB indukowanego na
poczatku ciggu powtdrzen (edycja z udziatem gRNA1) skutkowala w wigkszos$ci przypadkoéw
przesunieciem ramki odczytu i jednonukleotydowymi insercjami, wprowadzonymi zgodnie
z ,regulg -47.161-164 Zoodnie z tg reguly nukleotyd znajdujacy sic w pozycji -4 od sekwencji
PAM ma kluczowe znaczenie na wynik naprawy, a obecnos¢ w tym miejscy adeniny skutkuje
zwykle jej duplikacja, co zostalo zaobserwowane w wynikach z NGS (rysunek 5.1.1.1)
i rozdziale produktow PCR w elektroforezie kapilarnej (rysunek 5.2.2 B). W przypadku
naprawy DSB po edycji z udzialem gRNA1 dominujagcym zdarzeniem byto wycigcie calego
ciggu powtorzen CAG, zwykle razem z sekwencjami flankujacymi cigg. Znane modele
naprawy DSBS sugeruja, ze duze delecje bedace skutkami naprawy DNA zachodzg z udziatem
resekcji koncow DNA, ktorych nastepstwem jest tgczenie sie jego jednoniciowych fragmentow
w miejscach wystepowania mi¢dzy nimi homologii. W ten sposob fragment znajdujacy sie
pomigdzy homologicznymi regionami ulega delecji. Zaobserwowano, ze w czasie naprawy
DSB indukowanych z udziatem gRNA1 w komorkach HEK293T_41CAG dochodzito do
resekcji koncow DNA w ograniczonym zakresie (rysunek 5.4.1 A). Wykryte regiony
jednoniciowe wynosity okoto 1100 nukleotydow po obu stronach od DSB, a najwi¢kszy ich
udzial obserwowany byl w rejonach oddalonych o ok. 200 par zasad od DSB po 6 godzinach
od wprowadzenia kompleksu Cas9-gRNAL do komorek. Po 24h od transfekcji poziom resekcji
byt zblizony do warto$ci wyjsciowej we wszystkich regionach, co moze $wiadczy¢
o zakonczeniu naprawy w tym czasie. Jest to zbiezne z wynikami uzyskanymi
z elektroforetycznego rozdziatu produktow PCR po amplifikacji regionu z powtorzeniami CAG
w genie HTT po edycji z udziatem gRNAI, ktore ujawnily obecno$¢ skrocen ciggu powtodrzen
CAG po 24 godzinach od transfekcji komorek kompleksem RNP (zadne wyrazne skrocenia nie
zostaly zaobserwowane po 4 h od transfekcji; rysunek 5.2.1 A) Wyniki z eksperymentu ChlP-
gPCR (immunoprecypitacji chromatyny przy uzyciu specyficznych dla danego biatka
przeciwcial, po ktorej nastepuje amplifikacja badanego locus) prezentowane we wspomnianej
wczesnie] publikacji potwierdzaja obecnosc¢ biatka inicjujacego resekcje koncow DNA MRE11
w regionach po stronie 3’ i 5’ od edytowanego miejsca w czasie od 12 do 48 godzin po
transfekcji plazmidem kodujagcym Cas9 i sgRNA1.%82 Eksperyment, w ktérym analizowano
wplyw poszczegdlnych biatek naprawczych na udziat produktow skréconych po edycji

z udzialem sgRNAI, nie potwierdzit zaangazowania MRE11 w skracanie ciggu powtorzen
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w tym przypadku (rysunek 5.5.1.8). Pomimo, ze zaobserwowano pewne zmiany jakoSciowe
w obrazie pikow, porownujac elektroforegramy przedstawiajace rozdziat produktow PCR
amplifikowanych po edycji regionu z powtorzeniami CAG w genie HTT z udziatem sgRNAI
w probach po wyciszeniu lub inhibicji MRE11 i kontrolach, to efekt ten nie byt zauwazalny
w analizie ilosciowej (rysunek 5.5.2.8). Wyniki z tego eksperymentu pozwolity jednak okresli¢
udzial innych biatek w skracaniu ciggu powtérzen CAG w badanym locus. Jednym z nich byta
zaangazowana w resekcje DNA nukleaza EXO1 (rysunek 5.5.1.8). Wyniki z ChIP-gPCR*#
ujawnily réwniez wzbogacenie w sekwencji znajdujacej si¢ w poblizu edytowanego ciggu
powtorzen CAG w genie HTT biatka FEN1, nukleazy odpowiedzialnej za usuwanie struktur
typu 5’flap oraz utworzonych przez 5’ ssDNA struktur drugorzedowych. Dwukrotne wzrost
wzbogacenia FEN1 zostat zaobserwowany po 12 i 24 godzinach od transfekcji komorek
HEK293T_41CAG plazmidem kodujacym sgRNALI i Cas9. Co wigcej, ten sam eksperyment
wykonany na modelu HEK293T, w ktérym na obu allelach HTT obecne byty 83 powtdrzenia
CAG, ujawnit czterokrotne wzbogacenie FEN1 w sekwencjach flankujacych cigg powtorzen.
Sugeruje to wzrost liczby tworzonych struktur rozpoznawanych przez FEN1 podczas naprawy
DSBs indukowanych w dtuzszych ciggach powtorzen CAG. Laczenie dwoch fragmentow
DNA, ktore ulegly resekcji moze nastgpic¢ z udziatem mechanizmu, w ktory zaangazowana jest
POLO (TME)). Jej udzial w skracaniu ciggu powtorzen CAG po edycji z udziatem sgRNALI
zostal potwierdzony zar6wno po uzyciu inhibitora POLO, jak i SiRNA skierowanego na gen
POLQ (rysunek 5.5.1.8). Wptyw POLO na efekt naprawy DSB indukowanego na poczatku
ciggu powtorzen CAG starano si¢ okresli¢ precyzyjniej w eksperymencie, w ktorym poréwnano
sekwencje DNA po naprawie DSB w warunkach wyciszenia genu POLQ z sekwencjami
uzyskanymi z préb, w ktérych gen POLQ nie =zostat wyciszony (rozdziat 5.6)
Charakterystyczne dla udziatu POLO w naprawie DNA insercje (TINS) stwierdzono zaréwno
w probach kontrolnych, jak i traktowanych siRNA, a ich udziat nie byt znaczgco roézny (rysunek
5.6.2). Mogto by¢ to spowodowane niewystarczajacym dla uzyskania spodziewanego efektu
wyciszeniem POLQ (rysunek 5.6.1 B) lub udziatem innych czynnikéw. Jednakze, w owym
eksperymencie zaobserwowano obecnos¢ wigkszej liczby wariantow z insercjg A w warunkach
wyciszenia POLQ (produktem naprawy DNA charakterystycznym dla NHEJ), w poréwnaniu
do prob bez wyciszenia POLQ. Moze to $wiadczy¢ o wzroscie udziatu NHEJ w naprawie DNA
w przypadku braku POL6O i zablokowaniu naprawy na drodze TMEJ. Pomimo braku
potwierdzenia zalezno$ci tworzenia TINS od obecnosci POLO, nalezy zauwazy¢, ze wyniki
z tego eksperymentu w zakresie dotyczacym spadku procentowego udzialu skrocen ciggu

powtorzen CAG w warunkach wyciszenia POLQ s3 zbiezne z wynikami z analizy
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przeprowadzonej po rozdziale produktow PCR w kapilarze, gdzie udziat produktow
skréconych w przypadku edycji po sgRNA1 wynosit srednio dla préb traktowanych siRNA
30% a dla kontroli 41% (rysunek 5.5.1.8). Chociaz udziat POL® w naprawie DSBS
indukowanych przez Cas9 w komoérkach ludzkich jest zjawiskiem znanym?121° a ostatnio
potwierdzono wzrost ekspresji genu POLQ w neuronach, do ktérych dostarczono kompleks
RNP (Cas9-sgRNA)??, to w niniejszej pracy po raz pierwszy zaprezentowano udzial tej
polimerazy w skracaniu ciggu powtorzen CAG w trakcie naprawy DNA. Jednakze,
aby jednoznacznie okresli¢ udzial tej polimerazy w tworzeniu zidentyfikowanych insercji,
nalezatoby w kolejnym eksperymencie uzy¢ linii komorkowej bez ekspresji POLQ oraz
wykona¢ eksperyment na wigkszej liczbie prob. Biatkami, ktorych udziat w skracaniu ciggu
powtorzen CAG po edycji z udziatem sgRNAI1 zostal zaobserwowany w niniejszej pracy,
sg biatka KU70 i KU8O0 dziatajace w $ciezce naprawy NHEJ (rysunek 5.5.1.8). Znanym efektem
naprawy DNA w skutek NHEJ sa niewielkie delecje lub insercje obserwowane w miejscu,
w ktorym doszto do DSBs. Wspomniane juz wyniki z NGS oraz z rozdzialu
elektroforetycznego produktow PCR w kapilarze, uwidaczniajgce insercje adeniny w miejscu
indukcji dwuniciowego peknigcia DNA, potwierdzaja udzial mechanizmu NHEJ w tym
przypadku. Intrygujacym pozostaje zaobserwowany wptyw inhibicji biatek KU70 i KU80 na
spadek udziatu produktow skroconych po edycji z udzialem SgRNAI, jako Ze duze delecje nie
naleza do wynikéw charakterystycznych dla naprawy DNA zudziatem NHEJ. Udziat nukleazy
Artemis, dziatajacej po zwigzaniu koncow DNA przez KU70/80, ktora potencjalnie moglaby
generowac niewielkie resekcje lub usuwac struktury drugorzedowe i odpowiada¢ za delecje
ciggu powtorzen nie zostal tu potwierdzony, pomimo efektywnego wyciszenia ekspresji genu
kodujacego t¢ nukleaze (rysunek 5.5.1.1 B 15.5.1.8). Hipoteza moggca wyjasni¢ udziat KU70
i KU8B0 w skracaniu ciggu powtorzen po edycji sgRNAL jest proponowany w niektorych
pracach udziat KU70/80 w rekrutacji do koncéw dwuniciowego pekniecia biatka PARP1, ktére

nastepnie angazuje w naprawe odpowiadajaca za delecje POL0.°

W przeciwienstwie do edycji z udziatem gRNA1 indukcja DSB w obrebie ciggu powtorzen
CAG w genie HTT (z udziatem gRNA2) skutkowata gldwnie skroceniami ciggu z zachowaniem
ramki odczytu (rysunek 5.1.2). Jak zostato juz wcze$niej wspomniane, sekwencja fragmentu
gRNA2 rozpoznajacego miejsce docelowe, pozwala na wigzanie si¢ kompleksu RNP do
sekwencji komplementarnej do powtdrzen CAG. Ze wzgledu na dlugo$¢ ciggu wynoszaca 41
powtorzen CAG w genie HTT, czyli 123 pary zasad, teoretycznie do ciggu moglo przytaczyé
si¢ maksymalnie 6 komplekséw Cas9-gRNA2, z ktorych kazdy mogt indukowaé¢ DSB.
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Wyniki z rozdziatu produktéw PCR w elektroforezie kapilarnej uwidocznity pojawienie si¢
pierwszych skrocen juz po 4 godzinach od transfekcji komorek kompleksem RNP (rysunek
5.2.1 B). Zaobserwowane produkty réznity si¢ od siebie trzema lub wielokrotnoscia trzech par
zasad, co sugeruje, ze konce DNA faczyty si¢, w regionach homologicznych, ktore stanowity
same powtorzenia CAG. Ze wzgledu na to, ze skrécony cigg poworzen CAG nadal mogt by¢
rozpoznawany przez kompleks RNP zawierajacy gRNA2, cigg ten mogt podlega¢ ponownej
edycji, az do skrocenia, do dlugosci niebedacej juz rozpoznawang przez kompleks. Dalsze
skracanie sekwencji potwierdza poréwnanie elektroforegraméw prezentujace rozdziat
produktéw PCR po edycji z udziatem gRNA2, uzyskanych po amplifikacji DNA izolowanego
z komérek zebranych po 4 i 24 godzinach od transfekcji (rysunek 5.2.1 B) Tempo naprawy
wynoszace 4 godziny od wprowadzenia kompleksu Cas9-gRNA2 sugeruje zaangazowanie
szybkiego mechanizmu naprawy DNA, za jaki uchodzi NHEJ. Jego udziatl w skracaniu ciggu
powtdrzen CAG po edycji z udziatem sgRNA2 zostal potwierdzony w eksperymencie,
w ktorym badano wptyw inhibicji biatek KU70 i KU80 na skracanie ciggu powtorzen (rysunek
5.5.2.7). Wyniki z analizy resekcji po edycji regionu z ciggiem powtorzen CAG w genie HTT
z udziatem gRNA2 sugeruja, ze NHEJ nie jest jedynym mechanizmem naprawy
zaangazowanym w tym przypadku. Po edycji z udzialem gRNA2 zaobserwowano rozlegte
resekcje koncow DNA obejmujace nawet 5000 nukleotydow (rysunek 5.4.2). Z najwyzsza
intensywnoscia resekcje wystgpowaty w regionach oddalonych o okoto 1100 par zasad od
miejsca indukcji DSB, szczegdlnie po stronie 5° od ciggu powtdrzen. W przeciwienstwie do
edycji z udzialem gRNAI, po edycji z udziatem gRNA2 maksymalna intensywnos¢ resekcji
zostala zaobserwowana po 24 godzinach od transfekcji komorek i pozostawata relatywnie
wysoka po 48 godzinach szczegélnie w regionach oddalonych o okoto 5000 par zasad.
Wskazuje to na udziat mechanizmu naprawy wykorzystujacego duze resekcje koncow DNA
1 trwajacego znacznie dluzej od naprawy NHEJ. Podobnie jak w przypadku analizy po edycji
komorek z udziatem sgRNAI, réwniez po edycji z udzialem sgRNA2 stwierdzono
wzbogacenie MRE11 w sekwencjach flankujacych cigg powtérzen CAG miedzy 12 a 48
godzing od transfekcji komoérek plazmidem.'®? Udzial bialka MRE11 w skracaniu ciggu
powtorzen CAG po edycji z udzialem sgRNA2, jak rowniez wspdtdziatajacego z nim biatka
CTIP zostat potwierdzony w eksperymencie wykorzystujacym inhibitory i siRNA (rysunek
5.5.2.7). Dodatkowo wyniki z ChIP-qPCR ujawnity wzbogacenie FEN1 w edytowanym locus
z ciggiem powtorzen CAG, lecz w pdzniejszych punktach czasowych, w poréwnaniu do edycji
z udziatem sgRNA182, Okolo trzykrotne wzbogacenie FEN1 stwierdzono po 24 i 48 godzinach
po transfekcji plazmidem w komorkach HEK293T_41CAG. Podobnie jak w przypadku edycji

112



z udziatem sgRNAI1, w przypadku edycji z udziatem gRNA2 zaobserwowano silniejsze,
bo nawet pigciokrotne wzbogacenie sekwencji flankujacej cigg powtérzen w biatko FENI
w komorkach o dluzszym ciggu powtorzen CAG (w tym przypadku wykryto wzbogacenie
nawet w punkcie czasowym 72 h). Kolejnym biatkiem zaangazowanym w mechanizm naprawy
DNA wykorzystujacy resekcje, jest uczestniczace w HR biatko RADSI1. Stwierdzono,
ze wyciszenie genu kodujacego to biatko znaczaco obnizyto udziat produktéw skrdéconych po
edycji z udziatem sgRNA2 (rysunek 5.5.2.7). Udziat HR w naprawie DSB indukowanego przy
uzyciu gRNA2 wspieraja rowniez wyniki z en-ChIP-MS (ang. engineered DNA-binding
molecule-mediated chromatin immunoprecipitation- mass spectrometry) prezentowane we
wspomnianej publikacji*®?. Zaobserwowano w nich wigksze wzbogacenie w biatka PCNA
i SMCL1A regionu z powtdrzeniami CAG w genie HTT w komoérkach HEK293T_41CAG
w probkach edytowanych z udzialem sgRN A2, w porownaniu do prob edytowanych z udziatem
sgRNAL1 (odpowiednio 0 60% i 250%)82. PCNA bierze udziat w HR i zwigksza procesywno$é
polimerazy DNA §, rowniez uczestniczacej w tej $ciezce naprawy??!, SMACIA jest za$

elementem kompleksu rekombinacyjnego i wspotdziata z BRCA1.%22

Omowione powyze] wyniki poszczegolnych eksperymentdw pozwolily na identyfikacje biatek
uczestniczagcych w skracaniu powtéorzen CAG w wyniku indukcji w ich obrgbie DSBS
w komorkach ludzkich oraz na stworzenie modeli przedstawiajacych procesy prowadzace do
tych skrdcen i zaleznos¢ wyboru mechanizmu naprawy DNA od miejsca indukcji DSB. Modele

te zostaty przedstawione na rysunkach 6.1 i 6.2
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Rysunek 6.1 Model naprawy DSB indukowanego na poczatku ciggu powtorzen CAG
w komorkach ludzkich. Kolorem czerwonym oznaczono cigg powtdrzen CAG, zielonym
komplementarny do niego cigg powtdrzen GTC, a pomaranczowym sekwencj¢ PAM.
Czarne trojkaty oznaczaja miejsce indukcji peknigcia nici DNA. Trojkat szary oznacza miejsce
mozliwej indukcji peknigcia na jednej z nici dsDNA przez Cas9, skutkujacego insercja adeniny.
Kolorem fioletowym zaznaczono miejsca wystgpowania mikrohomologii (MH). Strzatki
poziome wskazujg kierunek resekcji konhcow DNA. (Na podstawie Sledzinski i wsp. 202418?)

Efekt naprawy DSB w regionie znajdujacym si¢ w pewnym oddaleniu, ponizej ciggu powtorzen
CAG w genie HTT (edycja z udziatem gRNA4) rowniez skutkowal skracaniem ciggu
powtorzen lub jego catkowitym wycigciem, co jest bardzo ciekawym zjawiskiem,
wymagajacym wyjasnienia (rysunek 5.1.3). Ze wzgledu na najnizsza efektywnos¢ gRNA4
w poréwnaniu do pozostatych uzytych gRNA, aspekt ten nie byt rozwijany w niniejszej pracy.
Jednoczesne wykorzystanie gRNA1 1 gRNA4 do wycigcia calego ciggu powtdrzen CAG

w genie HTT, w sposob spodziewany doprowadzito do delecji catego fragmentu znajdujgcego
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si¢ pomigdzy dwuniciowymi peknigciami (rysunek 5.1.4). Ze wzgledu na bardziej interesujace
zjawiska skracania ciggu powtorzen CAG w wyniku indukcji tylko jednego DSB, réwniez ten

aspekt nie byl dalej rozwijany.

Jak przedstawiono powyzej, miejsce indukcji DSB ma kluczowe znaczenie w wyborze
mechanizmu naprawy 1 drastycznie wpltywa na jej koncowy efekt. Wyniki uzyskane
W niniejszej pracy pozwalaja na wysunigcie wnioskow dotyczacych wptywu dlugoscei ciagu
powtdrzen CAG i sekwencji go flankujgcej na wybor mechanizmu naprawy. Wyniki z analizy
resekcji w locus bedacym off-targetem dla gRNA1 wykazaly, ze indukcja DSB w miegjscu
wystepowania jedynie szeSciu powtorzen CAG nie prowadzi do uruchomienia Sciezek naprawy
DNA wykorzystujacych resekcje (rysunek 5.4.1 B). Nie sposob tu odpowiedzie¢ na pytanie, W
jakim zakresie wplyw na ten wynik ma sama dlugos¢ ciggu, a w jakim sekwencje flankujace
ten krotki cigg. Nie bez znaczenia moze by¢ w tym przypadku stan chromatyny, ktory rowniez

ma udziat w wyborze Sciezek naprawy DNA.

Rozstrzygnigcie powyzszych watpliwosci wymagatoby przeprowadzenia dalszych badan,
w ktorych jedyna zmienng bytaby dtugos¢ ciagu powtdrzen CAG, badaniu za$§ poddane by bylo
jedno locus, tak, by zniwelowaé ewentualny wptyw sekwencji flankujacych i stanu chromatyny
na wynik eksperymentu. W przypadku analizy resekcji w innym modelu komorkowym-
fibroblastach z liczbg powtorzen CAG w genie HTT wynoszaca 21 i 44 powtlrzenia
stwierdzono wystepowanie resekcji jedynie w regionach najblizszych edytowanemu miejscu
(okoto 350 par zasad od DSB) po edycji z udzialem gRNA2, ktéry w komorkach
HEK293T 41CAG indukowat resekcje o bardzo duzym zasiegu (rysunek 5.4.3 A).
Nizszy o okoto 50% poziom resekcji w przypadku fibroblastow w pordwnaniu do
HEK293T 41CAG, moze tlumaczy¢ nieefektywna edycja allelu zawierajacego krétszy ciag
powtorzen (rysunek 5.4.3 B), jednak nie thumaczy to tak drastycznej réznicy w zasiggu resekcji.
Zdaje si¢ by¢ to zjawiskiem komorkowo specyficznym. Niemniej udzial resekcji koncow DNA,
cho¢ o niewielkim zakresie, w czasie naprawy DSB indukowanego w obrgbie ciggu powtorzen

CAG o patologicznej dlugosci w ludzkich fibroblastach zostat potwierdzony.
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Rysunek 6.2 Model naprawy DSB indukowanego wewnatrz ciggu powtorzen CAG
w komérkach ludzkich. Kolorem czerwonym oznaczono cigg powtorzeh CAG, zielonym
komplementarny do niego cigg powtdrzen GTC, a pomaranczowym sekwencje PAM.
Czarne trojkaty oznaczajg miejsce indukcji pekniecia nici DNA. Trojkat szary oznacza miejsce
mozliwej indukcji peknigcia na jednej z nici dSDNA przez Cas9. Strzalki poziome wskazuja
kierunek resekcji koncow DNA. (Na podstawie Sledzinski i wsp. 2024182)
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Konfrontujac wyniki uzyskane w niniejszej pracy z rezultatami innych publikacji,
koncentrujacych si¢ na badaniu naprawy DSBS w obrebie powtorzen CAG/CTG, zaréwno
w komorkach ludzkich, jak i drozdzowych, zauwazalne sg pewne zbieznosci, ale rowniez
I roznice. Przedstawione tutaj wyniki eksperymentéw, podobnie jak rezultaty badan
w modelach drozdzowych, potwierdzaja zaangazowanie w naprawe¢ DSBS, indukowanych
w obrgbie ciggu powtdrzen CAG/CTG, biatek uczestniczacych w mechanizmach naprawy
wykorzystujacych resekcje koncow DNA. W badaniach, w ktorych do indukcji DSB
wykorzystano system TALEN, wykazano zalezno$¢ delecji ciggu powtorzen CTG/CAG
od Mrell i Rad50, sktadnikéw kompleksu MRX, bedacego homologiem ludzkiego kompleksu
MRN oraz bialka Sae2 homologa ludzkiego CTIP.¥” W pracy, w ktérej indukcje DSB
przeprowadzono z wykorzystaniem systemu CRISPR-Cas9, réwniez potwierdzono udziat Sae2
w duzych delecjach obejmujacych cigg powtdrzen, a ponadto zaobserwowano zaleznos¢
mniejszych delecji od obecnosci drozdzowej ligazy 1V, wystepujacej takze w komorkach
ludzkich, charakterystycznej dla NHEJ.?** W tej samej pracy stwierdzono zalezno$¢ duzych
delecji od Rad52, ktére to bialtko, w komodrkach drozdzy uczestniczy w rekombinacji
homologicznej 1 wspomaga wigzanie Rad51 do jednoniciowych koncéw DNA, cho¢ udziat
samego Rad51 w indukowaniu delecji ciggu nie zostal potwierdzony w komorkach drozdzy. 8’
Zaangazowanie RADS51 w wycinanie ciggu powtorzen CAG, w efekcie naprawy DSB
indukowanego w jego obrebie, zaobserwowane zostato za§ w pracy, w Ktorej wykorzystano
system reporterowy zawierajacy wspomniany cigg powtorzen w komorkach ludzkich, co jest
zbiezne z wynikami prezentowanymi w niniejszej pracy.!®® Ciekawym aspektem
prezentowanym w powyzszych publikacjach dotyczacych badan resekcji koncow DNA
w komorkach drozdzy, jest asymetria resekcji wystepujaca w warunkach braku w komorce
Sae2 i Rad50. Resekcje po stronie obejmujacej wigksza cz¢s¢ ciagu CTG/CAG (78 powtdrzen)
byly silnie zahamowane w przypadku braku Sae2 i Rad50, podczas gdy drugi koniec DNA
zawierajacy jedynie dwa powtorzenia ulegat w tych warunkach resekcji, chociaz z mniejsza
intensywnoscig.?'* Jest to kolejna przestanka sugerujgca niebagatelny wpltyw umiejscowienia

DSB wzgledem ciagu powtdrzeh CAG/CTG na przebieg naprawy DNA.

Rozwazajac, czy stosowane w niniejszej pracy gRNA, celujace w ciag powtorzen CAG,
moglyby by¢ uzyteczne w terapii HD, nalezy wziag¢ pod uwage kilka kwestii, takich jak
efektywnos$¢ indukcji DSB przez uzyta czasteczke gRNA, jej specyficzno$¢ oraz uzyskany
efekt naprawy, ktory ma decydujacy wplyw na terapeutyczng  skutecznos$é

i bezpieczenstwo jej uzycia. Zwazywszy na te czynniki, wykorzystana w niniejszej pracy
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czasteczka gRNA2 zdaje si¢ by¢ najlepszym kandydatem do wykorzystania w ewentualnej
przysziej terapii, jako ze indukuje DSB w obrebie ciggu powtorzen CAG z duzg wydajnoscia,
prowadzac w wiekszos$ci do skracania ciggu z zachowaniem ramki odczytu. Nalezy zauwazyc¢,
ze cechg edycji genomu z wykorzystaniem technologii CRISPR-Cas9 jest tendencja do indukcji
DSBs rowniez w miejscach innych niz docelowe (off-target), co moze skutkowaé
wprowadzaniem niepozadanych zmian  genetycznych, lacznie =z rearanzacjami
chromosomowymi. Jest to szczegolnie prawdopodobne w przypadku stosowania gRNAZ2,
ktory rozpoznaje wszelkie ciggi CAG obecne w genomie. Niemniej jak wykazano
w eksperymencie na fibroblastach, krotsze ciagi powtérzen CAG sa edytowane ze znacznie
nizsza efektywnoscia w porownaniu do ciggdw z ekspansja powtérzen. Kluczowe w tym
aspekcie wydaje sie by¢ doktadniejsze przeanalizowanie skutkdéw edycji w potencjalnych
miejscach off-target dla czasteczki gRNA2. W koncu, aby okresli¢ realng, terapeutyczng
uzyteczno$¢ tej czasteczki wymagane byloby przeprowadzenie dalszych eksperymentow na

komarkach neuronalnych, ktorych terapia miataby dotyczy¢.

Podsumowujgc, w niniejszej pracy dokonano identyfikacji czynnikbw 1 procesow
odpowiedzialnych za skracanie ciggu powtorzeh CAG w endogennym locus w ludzkich
komorkach. Uzyskane wyniki przyczynity si¢ do stworzenia modeli naprawy DNA w regionach
z powtorzeniami CAG u ludzi. Zebrane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze naprawa DNA
w regionach powtérzen CAG jest ztozona i angazuje kilka mechanizméw na réznych jej
etapach. Wykazano udzial resekcji koncow DNA w naprawic DSBS w regionach
z powtdrzeniami CAG i przedstawiono przestanki sugerujgce zalezno$¢ jej intensywnosci
a w konsekwencji wyboru mechanizmu naprawy DNA i jej efektow od dtugosci ciggu, cho¢
potwierdzenie tej zaleznoSci wymaga przeprowadzenia dalszych badan. Stwierdzono silny
wptyw umiejscowienia DSB wzgledem powtorzen CAG oraz sekwencji flankujacych cigg na
wybor mechanizmu naprawy DNA. Wykazano, ze naprawa DSB indukowanego na poczatku
ciggu powtdrzen angazuje mechanizm NHEJ, co potwierdza obecnos$¢ insercji adeniny
w naprawione]j sekwencji, w miejscu indukcji cigcia. Jednoczesnie naprawa DSB ulokowanego
w tym miejscu moze skutkowaé wycigciem catego ciggu, W co zaangazowana jest POLS.
Z Kkolei indukcja DSB wewnatrz ciggu, skutkuje jego skracaniem z zachowaniem ramki
odczytu, co dobywa si¢ z udziatem mechanizmu NHEJ oraz wykorzystujacego dalekie resekcje
mechanizmu angazujacego biatka rekombinacji homologicznej takie jak RADS51. W efekcie
praca ta przyczynita si¢ do lepszego poznania zjawisk odpowiedzialnych za niestabilno$¢

ciaggow powtdrzen CAG, ktoéra jest przyczyna wielu nieuleczalnych chorob. Poszerzenie
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wiedzy w tej dziedzinie moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skutecznej i bezpiecznej terapii
chorob poliQ wykorzystujacych technologie edycji genomu takie jak CRISPR-Cas9. Nalezy
tez zaznaczy¢, ze badania podjete w niniejszej pracy wymagajg poglebienia I rozszerzenia.
Roznice zaobserwowane w naprawie DNA w komorkach HEK293T_41CAG i fibroblastach
wskazuja, ze pogtebienia wymagaja kwestie zwiazane z komorkowo specyficzng odpowiedzia
na indukcje DSBS w obrebie ciggow powtorzen CAG. Przeprowadzenie eksperymentéw na
komorkach neuronalnych, w ktérych mechanizmy naprawy DNA oparte o rekombinacje¢
homologiczng sa ograniczone, ze wzgledu na to, ze sg to komorki nieulegajace podziatom,
a ktore przede wszystkim ulegaja degeneracji zwiazanej z chorobami poliQ, jest kluczowe dla
realistycznej oceny skutecznos$ci i bezpieczenstwa strategii terapeutycznych opartych
na indukcji DSBS w obrgbie powtorzen CAG. Tylko w tym kontek$cie komorkowym mozliwe
jest wierne odwzorowanie naturalnych warunkéw patologicznych oraz odpowiedzi neuronow

na modyfikacje genomowe.
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7. Whioski

1) Naprawa DSBs w regionach powtorzen CAG w komodrkach ludzkich jest procesem

ztozonym, angazujacym rozne bialka i mechanizmy naprawy DNA.

2) Naprawa DSBs zlokalizowanych w powtorzeniach CAG odbywa si¢ przy zaangazowaniu

mechanizmow wykorzystujacych resekcje koncéw DNA.

3) Lokalizacja DSB wzgledem ciagu powtérzen CAG oraz sekwencje flankujace ciag silnie

wplywaja na wybdr mechanizmu naprawy DNA.

4) Indukcja DSB na poczatku ciggu powtérzen CAG skutkuje wycieciem calego ciagu,
angazujac mechanizm naprawy zalezny od POLO (TMEJ).

5) Indukcja DSB wewnatrz ciggu powtorzen CAG skutkuje skracaniem ciggu z zachowaniem
ramki odczytu, wykorzystujac mechanizm NHEJ, jak rowniez zalezng od duzych resekcji
koncow DNA naprawe z udzialem biatek charakterystycznych dla rekombinacji

homologicznej.
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