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Badanie mechanizméw naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA w regionach mikrosatelitarnych
z wykorzystaniem systemu CRISPR/Cas9

Krotkie powtdrzenia tandemowe (ang. short tandem repeats, STR), znane réwniez jako mikrosatelity
sktadaja si¢ z motywu sekwencji od 1 do 6 nukleotydow, powtdrzonego tandemowo od 10 do 50 razy. Sa
one niestabilne podczas podziatow komorki i wykazuja si¢ zmienng dhugoscia w obrebie populacji jak
rowniez heterogennoscig somatyczng. Cecha ta jest wykorzystywana m.in. w genetyce populacyjnej,
kryminalistyce czy diagnostyce nowotworéw. W niektorych przypadkach dlugos¢ ciagu STR przekracza
granice normy i staje si¢ gldéwng przyczyna wielu chordb genetycznych cztowieka. Ekspansja motywu
(CAG)n w regionach kodujacych roéznych gendow ma zwiagzek z wystegpowaniem nieuleczalnych jak dotad,
choréb neurodegeneracyjnych, z ktorych najbardziej znane sa choroba Huntingtona (HD) i ataksja
rdzeniowo-mozdzkowa typu 3 (SCA3).

Ostatnie lata przyniosty ogromny postep w technologii edycji genomdéw, a nowe narzedzia umozliwiaja
tworzenie lepszych modeli choréb czy opracowywanie nowych podejs¢ terapeutycznych. Geny zawierajace
patologicznie wydtuzone ciagi powtorzen CAG/CTG byly réwniez edytowane przy pomocy nukleaz z
motywem palca cynkowego (ang. Zinc finger nucleases, ZFN), TALEN (ang. Transcription activator-like
effector nucleases) oraz CRISPR/Cas9 (ang. Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic
Repeats/Cas9). Pierwsze wyniki tych badan ujawnily wiele ciekawych i niewyjasnionych zjawisk $cisle
zwigzanych z wlasciwosciami sekwencji STR. Aktywacja mechanizméw naprawy DNA w wyniku dziatania
narzedzi edycji genomoéw w regionach STR prowadzita do niestabilnosci ciagu powtérzen. Co ciekawe,
niektore z nukleaz indukowaty preferencyjne skracanie powtorzen, inne ich wydtuzanie i skracanie. Wcigz
jednak nie wiadomo jak kontrolowa¢ te zjawiska, w jaki sposob peknigcia DNA w regionach
oskrzydlajacych powtorzenia mogg je destabilizowac, jaki jest wptyw lokalizacji pekniecia DNA, dhugosci
ciagu powtdrzen czy sekwencji nukleotydowej regionu oskrzydlajacego STR na mechanizm naprawy DNA.

Obecnos¢ dhugich ciggéw STR w DNA ma wptyw na budowe chromatyny, jej stabilno$¢ oraz wigzanie si¢
roznych czynnikow, w tym biatek systemu naprawy DNA. Dodatkowo obecno$¢ regionow homologii
sekwencji angazuje niekanoniczne mechanizmy naprawy DNA, ktére sa stabo poznane. Nowa wiedza na
temat mechanizmoéw zaangazowanych w naprawe¢ DNA w regionach STR pozwoli na opracowanie bardziej
skutecznych i specyficznych narzedzi edycji genomu wykorzystywanych m.in. w eksperymentalnej terapii
choréb zwigzanych z ekspansja STR. Pomoze rowniez w przewidywaniu potencjalnych efektow ich
dziatania.

W zwigzku z tym w ramach tego projektu: (i) scharakteryzujemy mutacje generowane w wyniku edycji i
naprawy genu HTT w regionie powtdrzen CAG, (ii) okreslimy czynniki wptywajace na wycinanie/skracanie
powtorzen CAG w wyniku naprawy DNA, (iii) zbadamy wplyw lokalizacji powtorzen CAG na ich
niestabilno$¢ oraz (iv) zbadamy udziat biatek zaangazowanych w rézne mechanizmy naprawy DNA w
procesie niestabilnosci STR. W odréznieniu od wczesniejszych badan niestabilnosci STR, wykorzystujacych
glownie model drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) w ramach tego projektu wykorzystamy ludzkie linie
komorkowe traktowane nukleazami typu CRISPR/Cas9, celujagcymi w region STR genu HTT.



