Kompleksowa analiza dziatania oligonukleotyddéw jako potencjalnych terapeutykéw w chorobach poliglutaminowych

Celem projektu jest dogtebna charakterystyka potencjalnych korzysci oraz mozliwych ograniczen obiecujacej strategii
terapeutycznej opracowywanej dla grupy choréb neurodegeneracyjnych. Przedmiotem badan sg choroby wywolywane przez
nietypowe mutacje, jak i testowane sg dla nich nietypowe narzedzia terapeutyczne.

Grupa choréb neurodegeneracyjnych cztowieka jest wywolywana mutacjg polegajaca na wydluzaniu ciagu powtorzen
tréjnukleotydowych CAG w okreslonych genach. Sa to nieuleczalne jak dotad choroby poliglutaminowe (poliQ), znajdujemy
wsrdd nich chorobe Huntingtona (HD, ang. Huntington’s disease) i ataksje rdzeniowo-mézdzkowe, m.in. typu 3 (SCA3, ang.
Spino-cerebellar ataxia type 3). Patogeneza choréb poliQ dotyczy gtéwnie centralnego uktadu nerwowego i specyficznych
regiondbw mézgu, w ktdérych pojawia sie neurodegeneracja. Patogeneza jest Scisle zwigzana z obecnoscig w komorkach produktow
ekspresji zmutowanego genu: biatka zawierajacego wydtuzony ciag poliQ (kodowany przez powtérzenia CAG) oraz transkryptu
zawierajgcego ciag powtdrzen CAG. Choroby poliQ prowadza do $mierci pacjenta zwykle w 4-5 dekadzie zycia. Nie znaleziono
dotad skutecznej metody zwalczania tych choréb i obecnie fagodzone sg jedynie ich objawy. Podejmowane sg préby usuwania lub
inaktywacji mutacji na poziomie DNA i blokowania patogennych oddziatywan zmutowanego biatka. Duze sukcesy osiggane sg w
strategii zmierzajacej do degradacji lub funkcjonalnej inaktywacji zmutowanego transkryptu z zastosowaniem krétkich
oligonukleotydéw zaprojektowanych w technologii antysensu lub interferencji RNA (RNAI). Uzycie tych nowoczesnych narzedzi
pozwala na eliminacje z komdrki bezposredniej przyczyny choroby, czyli produktéw ekspresji zmutowanego genu. Kierownik
projektu jest zaangazowany od kilku juz lat w badania podstawowe zorientowane na opracowywanie oryginalnych podejs¢
terapeutycznych dla choréb poliQ.

Niezwykle obiecujacym podejsciem jest celowanie z uzyciem syntetycznych oligonukleotydéw bezposrednio w miejsce mutaciji,
tj. wydtuzony ciag powtorzenn CAG. Specyficznie zaprojektowane oligonukleotydy preferencyjnie dziataja na zmutowany gen
odpowiedzialny za HD i SCA3. Pomimo zaawansowanych prac nad testowaniem tego typu strategii, pozostaje wiele watpliwosci
dotyczacych faktycznych efektéw terapeutycznych w komoérkach neuronalnych i mozliwych efektéw niepozadanych.
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W ramach tego projektu zostanie przeprowadzona kompleksowa analiza dziatania oligonukleotydéw, gtéwnie nacelowanych na
region powtérzen CAG, w liniach komorkowych typu neuronalnego. Zostang takze wykonane wstepne testy wybranych
oligonukleotydéw w modelu mysim. W badaniach beda wykorzystane modele choréb HD oraz SCA3, wywotywanych ekspansjg
powtdrzeA CAG odpowiednio w genie HTT i ATXN3. Szeroko zakrojone analizy (m.in. wysoko przepustowe) pozwola na
poréwnanie efektdw dziatania r6znego typu oligonukleotyddw i w rdznych modelach.

Cele projektu beda realizowane przez wykonanie nastepujacych zadar:

1. Testowanie efektywnosci wyciszania ekspresji zmutowanego genu przez oligonukleotydy w neuronalnych liniach
komorkowych

2. Analize globalnych zmian w transkryptomie i poziomie miRNA po podaniu oligonukleotyd6w

3. Szczegbtowg analize $ciezek molekularnych zmienionych po podaniu oligonukleotydéw

4. Testowanie wybranych oligonukleotydéw w mysim modelu SCA3

Realizacja projektu pozwoli na znaczace zaawansowanie prac nad strategig terapeutyczna celowania w region powtorzeh CAG z
uzyciem syntetycznych oligonukleotyddw. Badania przeprowadzone w liniach komérkowych i modelu mysim dostarcza nowych
informacji na temat korzysci i ograniczen potencjalnie terapeutycznych czasteczek. Ta wiedza bedzie uzyteczna do projektowania
dalszych badan przedklinicznych z uzyciem modeli mysich, jak i w planowaniu testow klinicznych.



