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Celem pracy doktorskiej jest wykorzystanie systemu CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/ Cas) jako potencjalnego narzedzia terapeutycznego do usuwania lub
skracania sekwencji powtorzen CAG w komoérkach od pacjentéow z chorobami poliglutaminowymi
(poliQ). Choroby poliQ sa neurodegeneracyjnymi chorobami genetycznymi spowodowanymi mutacja, ktora
polega na zwigkszeniu liczby powtdrzen trojki nukleotydow CAG w genach. Do chordb tych zaliczamy
migdzy innymi chorobe Huntingtona, szereg ataksji rdzeniowo- mozdzkowych oraz zanik czerwienno-zg¢baty.
Objawy chorobowe zwigzane sa glownie z uposledzeniem funkcjonowania uktadu nerwowego na skutek
akumulacji zmutowanego biatka w komorkach neuronalnych. Pomimo dtugoletnich badan, choroby poliQ sg
jak dotad chorobami nieuleczalnymi, mozna jedynie w ograniczony sposob niwelowac ich objawy.

W eksperymentalnej terapii chordb poliQ wykorzystuje si¢ rézne strategie terapeutyczne. Celem jest
degradacja toksycznego transkryptu i biatka oraz eliminacja mutacji na poziomie DNA. Z perspektywy terapii
korzystne jest usuwanie lub naprawianie mutacji, ktora przyczynia sie¢ do powstania zmutowanego biatka.
Wigze si¢ to z trwalszym efektem, ktory jest przekazywany komorkom potomnym. Dlatego coraz czgsciej
siega si¢ po nowe narzedzie do edycji genomu, jakim jest technologia CRISPR/Cas.

CRISPR jest systemem odporno$ciowym, migdzy innymi bakterii, ktory chroni je przed wirusami poprzez
cigcie obcego materiatu genetycznego. Naturalne wlasciwosci systemu do niszczenia konkretnej sekwencji
DNA zostaty wykorzystane w technologii edycji genoméw innych gatunkéw. CRISPR/Cas jest narzedziem
szeroko rozpowszechnionym w r6znych dziedzinach badan o czym moze $wiadczy¢ duza ilos¢ publikacji
wydanych w ostatnich latach. Jest on wykorzystywany, migdzy innymi, do modyfikacji genow w komorkach
ludzkich.

W moich badaniach wykorzystuje technologiec CRISPR/Cas do indukowania pgknigé nici DNA w regionie
sekwencji powtdrzen CAG, ktorych mutacja prowadzi do chordb poliQ. Ponadto stworzytam nowa metode o
nazwie gEva-CRISPR, ktora jest dedykowana do wykrywania zmian wprowadzonych przez system
CRISPR/Cas9 w réznych obszarach w genomie, wiaczajac w to sekwencje powtarzajace si¢. Z moich badan
wynika, ze naprawa peknig¢ DNA w obszarze sekwencji powtorzen CAG prowadzi do ich usunigcia lub
skrocenia. Ponadto wykazalam, Ze regiony otaczajace zmutowang sekwencje CAG majg wplyw na jej
stabilnos¢. Jednak dalej nie wiadomo jak wydajnie skroci¢ sekwencje powtarzajaca si¢ do niepatologicznej
dlugosci i jakie mechanizmy naprawy DNA sg za to odpowiedzialne. Dlatego postaram si¢ doktadniej zgltebic
te zagadnienia podczas stazu na Politechnice Federalnej w Zurychu, w zaktadzie prof. Jacoba Corn'a. Wnioski
wyciagniete z badan, ktore sa prowadzone w ramach doktoratu pozwola efektywnie modulowaé dlugosé
sekwencji ciagu CAG przy uzyciu technologii CRISPR/Cas, co moze stanowi¢ jedno z potencjalnych podej$¢
terapeutycznych w leczeniu choréb poliQ.



