PRACA DOKTORSKA

Badania procesu interferencji RNA
sekwencji powtorzonych CAG 1 CUG
w kontekscie terapii choroby Huntingtona

1 niektorych ataksji rdzeniowo-médzdzkowych

Agnieszka Fiszer

Praca wykonana pod kierunkiem

Prof. dr hab. Wtodzimierza J. Krzyzosiaka

Pracownia Biomedycyny Molekularnej

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN

Poznan 2012



Dziekuje Panu Profesorowi Wilodzimierzowi Krzyzosiakowi
za przekazanq wiedze, ukierunkowanie zainteresowan naukowych,
cenne dyskusje w trakcie prowadzenia badan

oraz uwagi w trakcie przygotowania niniejszej rozprawy.

Serdecznie dziekuje Kolezankom i Kolegom z Pracowni

za pomoc, wsparcie oraz pozytywnq i motywujqcq atmosfere w pracy.

Gorqco dziekuje Rodzinie i Najblizszym, w szczegolnosci Remigiuszowi

za nieustajqce wsparcie.



SPIS TRESCI

I. WSTEP 6-34
1. Wprowadzenie 6
2. Endogenne mechanizmy i wybrane strategie wyciszania ekspresji genow w komorkach
ssaczych 7
2.1 REGULACJA EKSPRESJI GENOW PRZEZ MIRNA 8
2.1.1 Biogeneza miRNA 8
2.2.1 Mechanizm dziatania miRNA 8
2.2 INTERFERENCJA RNA /CHARAKTERYSTYKA I DZIALANIE SIRNA 10
2.2.1 Mechanizm dziatania siRNA 10
2.2.2 Budowa i dziatanie RISC 12
2.2.3 Zasady projektowania siRNA nacelowanych na regiony SNP 17
2.3 CHARAKTERYSTYKA | DZIALANIE OLIGONUKLEOTYDOW ANTYSENSOWYCH 18
2.4 CHARAKTERYSTYKA | DZIALANIE AGRNA 19
3. Charakterystyka choréb wywolywanych ekspansja powtérzen tréjnukleotydowych 21
3.1 CHARAKTERYSTYKA POWTORZEN TROINUKLEOTYDOWYCH | WYBRANYCH
CHOROB POLIQ 21
3.2 CHOROBA HUNTINGTONA 24
3.3 ATAKSJA RDZENIOWO-MOZDZKOWA TYPU 3 25
3.4 ATAKSJA RDZENIOWO-MOZDZKOWA TYPU 1 26
4. Strategie wyciszania ekspresji genéw TREDs 27
4.1 PODEJSCIA TERAPEUTYCZNE Z WYKORZYSTANIEM OLIGONUKLEOTYDOW DLA
TREDS 27
4.2 STRATEGIA CELOWANIA W REGION SNP DLA HD, SCA3 | SCA7 28
4.3 STRATEGIA CELOWANIA W REGION POWTORZEN DLA WYBRANYCH TREDS 30

4.4 STRATEGIE TERAPEUTYCZNE DLA CHOROB POLIGLUTAMINOWYCH TESTOWANE

NA MODELACH ZWIERZECYCH 32
II. CEL BADAN 35
1. WYNIKI 36-80
1. Wprowadzenie 36
2.  Wyciszanie nie-allelo-selektywne 37
3. Strategia celowania w region SNP 39



3.1 WYBOR WARIANTOW SNP DO TESTOWANIA STRATEGII
3.2 CELOWANIE W SNP DLA SCA3
3.2.1 Wybor SNP i projektowanie reagentéw
3.2.2 Aktywno$¢ siRNA w komorkach SCA3
3.3 CELOWANIE W SNP DLA HD
3.3.1 Wybor SNP i projektowanie reagentéw
3.3.2 Aktywnos¢ siRNA w komorkach HD
3.4 CELOWANIE W SNP DLA SCA1
3.4.1 Wybor SNP i projektowanie reagentéw
3.4.2 Aktywnos¢ siRNA w komorkach SCA1
3.5 PODSUMOWANIE WYNIKOW CELOWANIA W SNP
4. Strategia celowania w region powtorzen tréjnukleotydowych

4.1 WYKORZYSTANIE TYPOWYCH REAGENTOW INTERFERENCJI RNA

4.1.1 Charakterystyka dziatania siRNA zlozonego z sekwencji powtdérzonych CAG/CUG
4.1.2 Porownanie efektywnosci siRNA dziatajacych na sekwencje specyficzne lub powtorzone

genu HTT

4.1.3 Wykrywanie wprowadzanych do komorek RNA ztozonych z sekwencji powtorzone;j

4.1.4 Badanie mechanizmu dziatania siRNA na sekwencje powtdrzone CAG/CUG
4.2 MODYFIKACJE SEKWENCJI REAGENTOW ZEOZONYCH Z POWTORZEN

4.2.1 Projektowanie modyfikowanych regentow

4.2.2 Testowanie reagentow w liniach HD

4.2.2.1 Analiza efektow dziatania reagentow przeprowadzona dla RNA i biatka

4.2.2.2 Testowanie reagentow ze skroconq niciq sensowq

4.2.2.3 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka huntingtyny w zaleznosci od czasu

4.2.3 Testowanie reagentow w linii SCA3

4.2.3.1 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka ATXN3

4.2.3.2 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka ATXN3 w zaleznosci od czasu

4.2.3.3 Identyfikacja miejsc ciecia transkryptu przez RISC

4.2.4 Badania toksyczno$ci reagentow

4.3 SAMODUPLEKSUJACE REAGENTY ZLOZONE Z SEKWENCJI POWTORZONE]

4.3.1 Projektowanie i charakterystyka reagentow
4.3.2 Testowanie reagentow w liniach HD

4.3.2.1 Wstepne testowanie 31 sd-miRNA

4.3.2.2 Zaleznosci stezeniowe dla 15 sd-miRNA
4.3.2.3 Aktywnosé sd-miRNA w innych liniach HD

4.3.2.4 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka HTT w zaleznosci od czasu

39
40
40
41
42
42
43
44
44
45
46
47
47
47

49

52
54
54
55
55
59
60
61
61
62
64
65
66
66
71
71
72
74
75



4.3.2.5 Analiza wptywu wybranych sd-miRNA na ekspresje gendéw zawierajqcych normalne ciqgi

powtorzen CAG lub CTG 77

4.3.2.6 Badania toksycznosci sd-miRNA 78

4.4 MODYFIKACJE CHEMICZNE REAGENTOW ZLOZONYCH Z POWTORZEN 78
4.4.1 Projektowanie reagentow 78
4.4.2 Testowanie reagentow w linii HD 79

V. DYSKUSJA 81-91

1. Poréwnanie strategii wyciszania ekspresji genow odpowiedzialnych za choroby

poliglutaminowe 81
2. Interferencja sekwencji powtéorzonych CAG/CUG 84
3. Mechanizm dzialania ré6znych reagentéw zlozonych z powtérzen trojnukleotydowych 86
4. Perspektywy 91
V. STRESZCZENIE 92-93
VI. MATERIALY I METODY 94-113
VIl. WYKAZ WYBRANYCH SKROTOW 114-115
VIII. BIBLIOGRAFIA 116-128
IX. WYKAZ PUBLIKACJI BEDACYCH WYNIKIEM PRACY DOKTORSKIEJ 129
X. ZRODEA FINANSOWANIA BADAN 130




Wstep — Wprowadzenie

|. WSTEP

1. Wprowadzenie

Niektore choroby czlowieka sa wywolywane przez mutacje w pojedynczym genie,
co prowadzi do utraty funkcji genu lub nabycia przez niego szkodliwych dla komorki
wlasciwosci. W przypadku nabycia toksycznych cech ekspresja zmutowanego genu
uruchamia kaskade zdarzen prowadzacych do wystapienia objawdéw choroby. Roézne
podejscia terapeutyczne moga miec na celu zatrzymanie na okreSlonym etapie tej kaskady lub

tagodzenie objawow przez znoszenie toksycznego efektu zmutowanego genu.

Roéznego rodzaju strategie terapeutyczne z wykorzystaniem kwaséw nukleinowych
byly rozwijane na przestrzeni ostatnich 30 lat (Ryc. 1) (Rayburn i Zhang 2008; Burnett i
Rossi 2012; Watts i Corey 2012). Bardzo atrakcyjne wydaje si¢ podejscie prowadzace do
wyeliminowania bezposredniej przyczyny choroby, czyli ekspresji zmutowanego genu. To
podejscie moze by¢ realizowane na rdzne sposoby, m.in. przez zahamowanie transkrypcji
genu, indukcje degradacji transkryptu czy blokade translacji biatka. Induktorami tych
procesow sa wprowadzane do komorek kwasy nukleinowe, z reguty w postaci krotkich
oligonukleotydow. Takie reagenty oddzialuja z sekwencjami komplementarnymi 1 moga

aktywowac specyficzna maszynerig biatkowa.

_ Rycina 1. Gtéwne typy terapeutycznych kwasow
nukleinowych wykorzystywane obecnie

. _ rybozymy w badaniach biomedycznych majacych na celu
wektory terapii genowej zwalczanie chordb cztowieka.
aptamery
oligonukleotydy antysensowe
reagenty RNAI mikroRNA

Podejscia terapeutyczne wykorzystujace wprowadzane do komorek oligonukleotydy
sa rozwijane m.in. dla grupy choréb wywolywanych ekspansja powtdrzen
trojnukleotydowych. W przypadku tych schorzen mutacja wystepujaca w jednym allelu genu
prowadzi do indukcji patogenezy w okreslonych tkankach. Proponowane strategie hamujace

ekspresjg zmutowanego genu moga stanowi¢ skuteczna metodg leczenia.
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2. Endogenne mechanizmy i wybrane strategie wyciszania ekspresji

genow w komorkach ssaczych

Istnieje szerokie spektrum swoistych komdrkowych procesow aktywowanych przez
krotkie dwuniciowe RNA (dsRNA, ang. double-stranded RNA). Wiedza o nich moze by¢
wykorzystana do projektowania narzedzi terapeutycznych. Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze
dziatanie krétkich dSRNA moze powodowaé nie tylko obnizanie poziomu ekspresji genu, ale

niekiedy rowniez podwyzszanie poziomu transkryptu i/lub biatka (Ryc. 2).

‘ spadek poziomu
krotki dsRNA

m f wzrost poziomu
siRNA - krotki interferujacy RNA

zmiana poziomu transkryptu ’ f zmiana poziomu biatka agRNA - antygenowy RNA
/ \' / \ MIRNA - mikroRNA
degradacja transkryptu l aktywacja transkrypcji . .. . . ; i
i inhibicja translacji aktywacja translacji
(GRNA (agRNA) (miRNA{ : (MIRNA)

inhibicja transkrypgji
(agRNA)

Rycina 2. Glowne szlaki dziatania krotkich dwuniciowych RNA w komorce oraz znane induktory
tych szlakow.

Regulacja ekspresji genu moze by¢ osiagana na etapie jego transkrypcji (TGS, ang.
transcriptional gene silencing) i potranskrypcyjnie (PTGS, ang. posttranscriptional gene
silencing). W transkrypcyjnej regulacji biora udziat agRNA (antygenowe RNA, ang. antigene
RNA) oddziatujace w regionach promotorowych. Najlepiej poznane mechanizmy wyciszania
potranskrypcyjnego sa zwiazane z czasteczkami SIRNA (ang. short interfering RNA) oraz
mMIiRNA (mikroRNA). Te krotkie, okoto 22-nt, dwuniciowe RNA wykorzystuja w komorce
podobna maszyneri¢ biatkowa w oddziatywaniu z sekwencjami komplementarnymi. Dla
rozrozniania krotkich dsRNA jako miRNA lub siRNA, stosuje si¢ kryterium pochodzenia
i funkcjonalno$ci tych czasteczek, natomiast samo ich dzialanie, na zasadzie inhibicji
translacji lub degradacji transkryptu, jest zamienne, tyle ze czgSciej opisywane dla miRNA
lub siRNA. Dziatanie miRNA to powszechny w komorkach ro$linnych i zwierzgcych
mechanizm regulacji ekspresji gendw, natomiast komorkowe siRNA powstaja zwykle
w wyniku infekcji wirusem oraz dwukierunkowej transkrypcji, i sa tez powszechnym

narzgdziem wprowadzanym do komodrek w celu wyciszania ekspresji genow.

Induktorem mechanizméw prowadzacych do regulacji ekspresji genu moga by¢ takze

jednoniciowe oligonukleotydy, takie jak: oligonukleotydy antysensowe, katalityczne kwasy
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nukleinowe (np. rybozymy), czy aptamery (w odréznieniu od poprzednich nie oddziatujace

z transkryptami, ale bezposrednio biatkami i modulujace ich aktywnos¢).
2.1 Regulacja ekspresji genow przez miRNA

2.1.1 Biogeneza miRNA

U czlowieka, jak si¢ szacuje, okoto 1500 réznych miRNA reguluje ekspresje
wigkszosci genéw kodujacych biatka. Ekspresja genow kodujacych miRNA jest zalezna od
rodzaju tkanki, stadium rozwoju, jak réwniez zmienna w przypadku réznych chorob (Ambros

2004; Bartel 2004).

Za transkrypcje genow miRNA odpowiedzialna jest gtdownie Polimeraza RNA I,
Pierwszy etap obrobki pierwotnego prekursora pri-miRNA zachodzi w jadrze gdzie ulega on
przycigciu do pre-miRNA z udzialem kompleksu Mikroprocesora (caly szlak biogenezy
przedstawiony skrotowo na Ryc. 3). Trzon tego kompleksu tworza rybonukleaza Drosha
i biatko DGCRS (ang. DiGeorge syndrome critical region gene 8) (Gregory i wsp. 2004).
Cecha charakterystyczna pre-miRNA jest jego struktura typu spinki (ang. hairpin), sktadajaca
si¢ z kilkunukleotydowej petli oraz trzonu zawierajacego niesparowania oraz wybrzuszenia
nukleotydéow. Pre-miRNA z udziatem Eksportyny-5 zostaje przetransportowany do
cytoplazmy gdzie jest rozpoznawany przez rybonukleaze Dicer, ktora dziatajac w kompleksie
z biatlkowymi partnerami TRBP (ang. TAR RNA binding protein) i AGO wycina z pre-
miRNA dupleks zawierajacy miRNA (Hutvagner i wsp. 2001; Liu i wsp. 2004; Chendrimada
i wsp. 2005). Dicer, podobnie jak Drosha, nalezy do rybonukleaz typu III, sktada si¢ m.in. z 2
domen o aktywnosci RNazy, domeny wiazacej dsRNA, domeny PAZ i helikazowej (Zhang i
wsp. 2004). Charakterystyczne dla reakcji katalizowanych przez Drosha i Dicer jest

pozostawianie 2-nt niesparowanych koncoéw 3' po przecigciu dsRNA.

2.2.1 Mechanizm dzialania miRNA

Dupleks miRNA funkcjonuje w kompleksie biatkowym miRISC (ang. miRNA-induced
silencing complex), ktory po zaprogramowaniu przez jedna z nici miRNA poszukuje
sekwencji  komplementarnych w  czasteczkach mRNA, przytlacza si¢ do nich
I potranskrypcyjnie wplywa na ekspresje genu (Martinez i wsp. 2002; Gregory i wsp. 2005).
U roélin zwykle miRNA wykazuja prawie pelna komplementarnos¢ do sekwencji

zlokalizowanych w regionach kodujacych lub 3'UTR transkryptu, co skutkuje degradacja
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mRNA. Taki mechanizm jest typowo zwiazany z dzialaniem siRNA w komorkach

zwierzecych i zostanie opisany w nastgpnym rozdziale.
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Rycina 3. Gtéwny szlak biogenezy i dominujacy mechanizm dziatania miRNA w komoérkach
zwierze¢cych. Opis w tekscie.

W komorkach zwierzecych, sekwencje docelowe dla miRNA sa zlokalizowane
glownie w regionie 3'UTR transryptu. Dla aktywno$ci miRNA wymagane jest zwykle
oddziatywanie tylko 6-8 nt z sekwencja w transkrypcie, przy czym kluczowe jest wigzanie
nukleotydéw zlokalizowanych na koncu 5' nici miRNA, tworzacy tzw. region seed. Aby
proces wyciszania ekspresji genu zachodzit efektywnie wymagana jest zwykle obecno$¢ kilku
miejsc wigzania miRNA w 3'UTR danego mRNA. Ponadto, dla efektywnego oddziatywania

miRNA z sekwencja komplementarng lub czg¢sciowo komplementarng istotne sa rozne

9
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czynniki, m.in. pelne oddziatywanie sekwencji seed miRNA z sekwencja docelowa (Lewis i
wsp. 2003; Doench i Sharp 2004) oraz dostgpnosc tej sekwencji (Kertesz i wsp. 2007).
MiRNA funkcjonuje w kompleksie rybonukleoproteinowym RISC. Najwazniejszym
sktadnikiem kompleksu RISC jest biatko z grupy Argonaute (AGO). W komorkach ssaczych
zidentyfikowano 4 bialka AGO: AGO1, AGO2, AGO3 i AGO4, z ktorych tylko AGO2
posiada zdolno$¢ katalityczna przecinania mRNA. Poszczegolne biatka AGO rbéznia sig
migdzy soba poziomem ekspresji w réznych komoérkach. Wszystkie z biatek AGO moga
uczestniczy¢ w zaleznej od miRNA inhibicji translacji (Su i wsp. 2009). miRNA moga takze
indukowa¢ degradacj¢ transkryptu w sposob niezalezny od AGO2. Proces deadenylacji

mRNA moze by¢ zaangazowany w ten mechanizm (Wu i wsp. 2006).

Do niedawna uwazano, ze mechanizm dzialania miRNA w komorkach ssaczych
polega gtéwnie na inhibicji translacji. Translacja moze by¢ hamowana z udziatem miRISC
zarbwno na etapie inicjacji tego procesu, jak 1 na pozniejszych etapach. Oddysocjowanie
rybosomu moze prowadzi¢ do przekazania mRNA do ciatek-P, gdzie sa one przechowywane
lub ulegaja degradacji (Liu i wsp. 2005). Badania wskazuja jednak, ze w okoto 80%
przypadkéw dziatania miRNA w komorkach ssaczych mamy do czynienia z obnizeniem
poziomu mRNA regulowanego genu 1 dzieje si¢ tak glownie w wyniku indukcji procesu
deadenylacji (Guo i wsp. 2010). miRISC moze rekrutowaé biatka GW182, PABCI
i kompleks CAF1-CCR-NOT1, ktory przeprowadza usunigcie ogona poliA, po czym
nastgpuje usunigcie struktury cap z konca 5' i egzonukleolityczna degradacja transkryptu
(Fabian i wsp. 2010).

2.2 Interferencja RNA / Charakterystyka i dzialanie siRNA

2.2.1 Mechanizm dzialania siRNA

Interferencja RNA (RNAI) jest procesem, w ktorym dwuniciowy RNA indukuje
zalezne od homologii sekwencji wyciszanie ekspresji genu, co zostalo po raz pierwszy
opisane dla Caenorhabditis elegans (Fire i wsp. 1998). Wykazano wyciszenie kilku genéw
C.elegans po iniekcjach réoznymi dsRNA ztozonymi z kilkuset par zasad, zar6wno
u osobnika, do ktérego podawano oligonuleotydy, jak i u jego potomstwa. Co istotne proces
ten wymagal podania mieszaniny nici sensowej 1 antysensowej, jako ze iniekcja jednej z nich
nie skutkowala wyciszaniem ekspresji gendéw. Wystgpowanie mechanizmu RNAi
potwierdzono szybko u innych zwierzat, jak 1 powiazano z zaobserwowanymi wczesniej

zjawiskami u roslin — ang. cosupression (Vaucheret i wsp. 1998; Waterhouse i wsp. 1998)

10
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i u grzybow — ang. quelling (Cogoni i wsp. 1996). Niedtugo potem wykazano, analizujac
proces RNAI in vitro w ekstrakcie z komorek Drosophila melanogaster, ze wtasciwymi
efektorami RNAI sg krotkie, ztozone z okoto 22 par zasad siRNA (Elbashir i wsp. 2001b),
powstajace w wyniku dziatania RNazy Dicer na dlugie dsRNA (Bernstein i wsp. 2001),
a kluczowym sktadnikiem kompleksu wyciszajacego jest biatko AGO2 (Hammond i wsp.
2001).

T Rycina 4. Szlak dziafania

diugie dwuniciowe RNA reagentow RNAi w komorce
zZwierzecej.
M) o
shRNA SIRNA jednoniciowe
RNA
obrébka
przez Dicer

Tworzenie komplesu RISC

Dicer

! Ago2

Przecinanie nici pasazerskiej,
wiaczanie nici przewodniej
do dojrzatego kompleksu

Dicer

‘ Ago2

Rozpoznawanie sekwencji l

komplementarnej

m7G

Przecinanie mRNA
Uwolnienie produktow

Dicer

‘ Ago2
r IH\OH AAAAA

Zjawisko RNAi moze odgrywac istotng role w ochronie genomu przed akumulacja
sekwencji transpozonowych (Tabara i wsp. 1999), czy tez mie¢ duze znaczenie przy
infekcjach wirusowych (Ratcliff i wsp. 1999). U roslin, owadow czy C.elegans powszechne

jest wystepowanie endogennych siRNA, co jest zwigzane z aktywnos$cia polimerazy RNA

11
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zaleznej od RNA (RdRP, ang. RNA dependent RNA Polymerase). Jesli chodzi o komorki
ssacze, prowadzone w ostatnich latach badania wykazaly obecnos¢ endogennych siRNA
w mysich oocytach i macierzystych komoérkach embrionalnych (Babiarz i wsp. 2008; Tam i
wsp. 2008; Watanabe i wsp. 2008). Natomiast by¢ moze ich wystepowanie jest bardziej

powszechne i zwigzane np. z obecnoscia transkryptéw antysensowych.

Co jednak istotne, z tatwoscia technologia RNAI moze by¢ szeroko wykorzystywana
do wyciszania ekspresji dowolnego genu w celu poznania jego funkcji, a w przypadku
wadliwie dzialajacego genu do obnizenia poziomu jego produktu i uzyskania pozadanego
efektu terapeutycznego. Aby osiagna¢ ten cel do komoérek wprowadzane sa reagenty RNAi
o réznej budowie: siRNA, shRNA (krotkie RNA tworzace strukturg typu spinki, ang. short
hairpin  RNA), shmiR (shRNA zaprojektowane na podstawie sekwencji, np. petli
pre-miRNA) ktore wchodza na szlak komérkowy miRNA na roznych jego etapach
i wyciszaja ekspresj¢ wybranych genow (Elbashir i wsp. 2001a; McManus i wsp. 2002;
Paddison i wsp. 2002; Shin i wsp. 2006). Kompleks efektorowy RISC po zaprogramowaniu
przez jedna z nici siRNA poszukuje transkryptow zawierajacych sekwencje komplementarne,

przytacza si¢ do nich i powoduje przecinanie mRNA.

2.2.2 Budowa i dzialanie RISC

Zakres dhugosci efektorowych RNA dla kompleksu RISC to 18-30 nt. Tworzacy si¢
RISC wiaze dupleksy RNA, natomiast na etapach dojrzewania kompleksu jedna z nici jest
usuwana (ni¢ pasazerska, ang. passenger strand), a druga (ni¢ wiodaca, ang. guide strand)
jest nicia funkcjonalna. O tym, ktéra ni¢ zostanie w kompleksie decyduja wlasciwosci
termodynamiczne dupleksu, tj. wybierana jest ta ni¢, ktorej koniec 5' jest mniej stabilnie
zwigzany w dupleksie (Khvorova i wsp. 2003; Schwarz 1 wsp. 2003; Krol i wsp. 2004;
Tomari i wsp. 2004). Po zatadowaniu jedna z nici, kompleks w sposob cykliczny wykonuje
wiagzanie do czasteczek docelowego MRNA i ich przecinanie w miejscu wiazania
fosfodiestrowego miedzy 10 i 11 nukleotydem nici siRNA, liczac od konca 5' (Elbashir i wsp.
2001c; Martinez i wsp. 2002).

Dojrzaty RISC, o zdolno$ci przecinania transkryptéw, posiada mas¢ okoto 500 kDa.
Najwazniejsze sktadniki kompleksu to biatka: AGO2 (92 kDa), Dicer (225 kDa) i TRBP (45
kDa, ang. TAR RNA binding protein) (Chendrimada i wsp. 2005; Gregory i wsp. 2005;
MacRae i wsp. 2008). Samo biatko AGO2 wraz z pojedyncza nicia siRNA stanowi tzw.

minimalny RISC i jest w stanie przeprowadzac cigcie katalityczne in vitro, ale nie ,,taduje” si¢
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dupleksem (Martinez i wsp. 2002). Biatko AGO?2 sktada si¢ z domen: PIWI - posiadajacej
aktywnos¢ RNazy, PAZ - rozpoznajacej niesparowany koniec 3' nici SIRNA, MID — wiazacej
koniec 5' nici siRNA oraz domeny N, o nieznanej dotad funkcji (Ryc. 5) (Liu i wsp. 2004; Ma
i wsp. 2004; Parker i wsp. 2005). Domena PIWI wykazuje podobienstwo do RNazy H.
Centrum katalityczne domeny PIWI jest ztozone z aminokwasow Asp-Asp-His.

Asp...Asp...His
NI PAZ MID PIWI  C
L J L J L ']
wigzanie wigzanie katalityczne
konca 3' nici RNA konca 5' nici RNA ciecie mRNA,

oddziatywanie z Dicer

PIWI

5|

MID

Rycina 5. Schemat budowy domenowej biatka AGO2 ze zwiazana nicia antysensowa siRNA, w(Q
(Frank i wsp. 2010).

Badania krystalograficzne prowadzone dla biatka Ago z bakterii Pyrococcus furiosus
i Thermus thermophilus, czy domeny PIWI z Archaeoglobus fulgidus, dostarczaja bardziej
szczegotowych informacji na temat wigzania czasteczki kwasu nukleinowego przez
poszczegodlne domeny tego biatka (Song i wsp. 2004; Parker i wsp. 2005; Wang i wsp. 2008;
Wang i wsp. 2009). Kieszen wiazaca koniec 5' oligonukleotydu jest utworzona przez domeng
MID, natomiast nukleotydy regionu seed sa wyeksponowane i moga oddziatywac
z komplementarna sekwencja w mRNA. Dla ludzkiego AGO2 przeanalizowano dotychczas
struktur¢ domeny MID, wiazacej koniec 5' RNA (Frank i wsp. 2010). Istotna dla efektywnego
wigzania przez t¢ domeng jest struktura konca 5' nici siRNA, gdzie niezbgdne jest
wystepowanie grupy fosforanowej i istnieje takze silna preferencja dla nukleotydow A i U.
Domena PAZ podlega najwigkszym przemieszczeniom, co warunkuje tworzenie Kieszeni
wiazacej RNA. Wykazano, ze bezposrednie oddziatywanie biatka AGO2 z Dicer odbywa sig
przez domeng PIWI AGO?2 i jedna z domen RNazowych Dicer (Tahbaz i wsp. 2004).

W S$wietle aktualnej wiedzy jest bardzo prawdopodobne, ze kompleks biatkowy
RNazy Dicer jak rowniez kompleks RLC (ang. RISC-loading complex) tworza te same biatka.
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Poszczegblne sktadniki tego kompleksu moga odgrywac pierwszoplanowa rolg¢ na réznych
etapach szlaku RNAI. Dicer generuje wiasciwe induktory RNAi z dlugich dsRNA i petni
istotna role na dalszych etapach szlaku (Doi i wsp. 2003), ale nie jest czynnikiem niezb¢dnym
w komorce do indukowania AGOZ2-zaleznego przecinania transkryptéw po podaniu siRNA
(Martinez i wsp. 2002; Murchison i wsp. 2005). Udziat biatek Dicer i TRBP w kompleksie
RISC prawdopodobnie polega na wstgpnym rozpoznawaniu duplekséw siRNA o pozadanych
wlasciwosciach, wyborze nici wiodacej] na podstawie termodynamicznych witasciwosci
i utatwianiu jej ,,zaladowania” do AGO2 (Chendrimada i wsp. 2005; Sakurai i wsp. 2010;
Noland i wsp. 2011). Ostatnio pojawily si¢ jednak sprzeczne doniesienia, sugerujace brak
udziatu Dicer w wyborze jednej z nici dupleksu (Betancur i Tomari 2012). Zidentyfikowano
dodatkowe czynniki biatkowe, ktore sa zasocjowane z kompleksem RISC w komorkach
zwierzecych, m.in. PACT (Lee i wsp. 2006), RNA helikaze¢ A (RHA) (Robb i Rana 2007);
RNA helikazg MOV10, biatka TNRC6 i PRMT3 (Meister i wsp. 2005); czy tez biatko
czaperonowe HSP90 (Johnston i wsp. 2010). Moga one uczestniczy¢ w tworzeniu RISC,
peti¢ funkcj¢ pomocnicza dla Dicer i TRBP, lub utatwia¢ oddysocjowanie kompleksu od
MRNA po wykonaniu katalitycznego cigcia. Ostatnio zidentyfikowano dodatkowe czynniki:
autoantygen La (Liu i wsp. 2011) i endonukleazg C3PO (Ye i wsp. 2011), ktore moga
odgrywac kluczowa role w aktywacji RISC i zwigksza¢ jego liczbg obrotow. Wykazano, ze
w warunkach in vitro AGO2 z C3PO, po zatadowaniu dupleksem SiRNA, jest w stanie
przeprowadzi¢ katalityczne cigcie mRNA (bez obecnos$ci Dicer i TRBP). Postuluje sig
kluczowy udziat C3PO w wylaczaniu jednej z nici SIRNA z kompleksu RISC (Ye i wsp.
2011).

Reakcja katalityczna przeprowadzana przez AGO2 jest warunkowana obecno$cia
jonow magnezu, ale niezalezna od ATP (Haley i Zamore 2004; Rivas i wsp. 2005). Fakt ten
potwierdza brak w strukturze Ago2 z T.thermophilus potencjalnych miejsc wiazania ATP.
Jednakze funkcjonowanie RISC jest zalezne ATP, prawdopodobnie dziatanie innych
sktadnikow kompleksu, na etapie ,,tadowania” dupleksu, czy uwalniania z wiazania z mRNA,

jest zalezne od ATP (Yoda i wsp. 2010).

Waznym etapem jest przecinanie nici pasazerskiej, w celu usunigcia jej z kompleksu
(Matranga i wsp. 2005). Po przecigciu mRNA prawdopodobnie nastgpuje rearanzacja
struktury RISC, ktora umozliwia jego uwolnienie od mRNA 1 przeprowadzenie kolejnego

cyklu katalitycznego procesu.
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Stwierdzono, ze reagenty ktdre musza by¢ wstepnie przycigte przez Dicer sa bardziej
aktywne w procesie wyciszania niz krotkie dupleksy siRNA (Kim i wsp. 2005; Siolas i wsp.
2005), a dupleksy SiRNA sa bardziej aktywne niz pojedyncze nici siRNA (Martinez i wsp.
2002; Holen i wsp. 2003). Stwierdzono rowniez, ze efektywno$¢ dziatania RISC zalezy od
stopnia zaangazowania sekwencji docelowej] mRNA w tworzenie struktury (Kretschmer-
Kazemi Far i Sczakiel 2003; Luo i Chang 2004; Kertesz i wsp. 2007). Silnie sparowane
sekwencje docelowe tworzace struktury spinki sa odporne na dziatanie RISC (Brown i wsp.
2005; Schubert i wsp. 2005; Shao i wsp. 2007; Westerhout i Berkhout 2007).

Biatka z rodziny AGO sa zlokalizowane gléwnie w cytoplazmie, ale wykazano, ze Sa
one takze aktywne na terenie jadra komorkowego (Robb i wsp. 2005; Guang i wsp. 2008).
Dotychczas, nie poznano czynnikow determinujacych odmienng aktywnos¢ AGO2 od innych
AGO (np. AGO3 posiada identyczne centrum katalityczne, a nie przeprowadza cigcia
transkryptu). Nie jest takze dokladnie poznany mechanizm poszukiwania sekwencji
komplementarnej przez RISC. Dwa gtéwne modele zaktadaja skanowanie transkryptow przez
RISC 1lub asocjacje kompleksu z mRNA w okreslonych miejscach. Powiazanie maszynerii
RISC z maszyneria przeprowadzajaca translacj¢ mogloby wskazywaé¢ na mechanizm
skanowania, ale nie znaleziono takiego Scistego zwiazku (Gu i Rossi 2005). Wykazano
natomiast, ze RISC oddzialuje, niezaleznie od sekwencji, z regionami jednoniciowymi
w mRNA, przy czym do jego aktywacji dochodzi tylko w przypadku odpowiedniej
komplementarnosci nici siRNA z fragmentem mRNA (Brown i wsp. 2005; Ameres i wsp.
2007).

2.2.3 Zasady projektowania SiRNA

Celem zastosowan technologii RNAI jest specyficzne obnizenie poziomu wybranego
transkryptu w komoérce. W praktyce nie uzyskuje si¢ petnej specyficznos$ci, a jedynie wigksza
lub mniejsza preferencj¢ wyciszania genu. Wynika to migdzy innymi z samego mechanizmu
rozpoznawania sekwencji docelowej w mRNA przez RISC, w ktérym jedynie fragment nici
siRNA wstepnie rozpoznaje mRNA (Ameres i wsp. 2007). Powszechnym zjawiskiem jest
niezamierzone wyciszanie rowniez innych transkryptow zawierajacych podobna sekwencje
docelowa (efekt off-target) (Jackson i wsp. 2003; Jackson i wsp. 2006). W projektowaniu
dupleksu siRNA planuje si¢ ni¢ wiodaca jako antysensowa, tj. komplementarna do sekwencji

docelowe;j, natomiast ni¢ pasazerska to tzw. ni¢ sensowa.

Opracowano rézne zasady projektowania efektywnie dzialajacych reagentdéw RNAi
(Reynolds i wsp. 2004; Patrick Walton i wsp. 2010). Obejmuja one zalecenia co do:
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- zawartosci procentowej par C/G w zakresie 36-52%
- sekwencji 3'-koncowych niesparowanych nukleotydoéw, preferowane UU lub TT
- temperatury topnienia pojedynczej nici SiRNA ponizej 20°C

Wykazano takze, ze efektywno$¢ dziatania siRNA moze zaleze¢ od stopnia
ustrukturalizowania fragmentu mRNA, z ktorym ma oddziatywaé¢ siRNA, a wigc od
dostepnosci sekwencji docelowej (Ameres 1 wsp. 2007; Westerhout i Berkhout 2007; Tafer i
wsp. 2008).

Tabela 1. Zestawienie glownych zagadnien dotyczacych niepozadanych efektéw wywotywanych
przez reagenty RNAI w komorce i mozliwe rozwiazania poszczegdlnych probleméw. *sisiRNA — ang.
small internally segmented interfering RNA (Bramsen i wsp. 2007)

Zgadnienia istotne dla wykorzystania RNAI Proponowane modyfikacje reagentow

efekty ,off-target” zwigzane 2z dzialaniem nici - uzycie puli siRNA na r6zne regiony tego samego
antysensowej i sensowej na transkrypty zawierajace nie.  mRNA (ang. ,,pooled siRNA”)
w petni komplementarna sekwencje

- zwigkszenie preferencji  wlaczania  nici
antysensowej do RISC przez wprowadzenie
asymetrii termodynamicznej w dupleksie SiRNA

- inaktywacja nici sensowej przez jej skrocenie,

chemiczne modyfikacje lub konstrukcj¢ sisiRNA*

aktywacja odpowiedzi niespecyficznej - unikanie motywow sekwencji o charakterze
immunostymulujacym

- zachowanie niesparowanych koncow 3'
w strukturze sSiRNA

wysycenie endogennych szlakow wyciszania - konstrukcja shRNA koniugowanych z tRNA
transportowanych przez eksportyng-t

zapewnienie wigkszej trwalosci efektu wyciszania - konstrukcja ShRNA

- chemiczne modyfikacje siRNA, zwiekszajace
stabilnos¢ w komorce

zapewnienie efektywnego dostarczenie reagentow - uzycie odpowiednich odczynnikow
do komorek i specyficznych tkanek transfekcyjnych

- uzycie tkankowo-specyficznych promotoréw dla
shRNA

Proponowane sa rézne podej$cia do modyfikowania struktury oraz sekwencji SIRNA
1 shRNA, majace na celu przezwycigzanie réznych probleméw zwiazanych z uzyciem tego
typu reagentdw, co zostalo skrotowo opisane w Tabeli 1. Gléwne problemy dotycza

zaburzania endogennych szlakéw komorkowych poprzez dziatanie siRNA na niepozadane
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sekwencje (Aleman i wsp. 2007) lub wykorzystywanie przez reagenty interferencji
maszynerii biatkowe;j, ktora uczestniczy w innych procesach (Khan i wsp. 2009). Inne aspekty
dotycza wymagan jakie sa stawiane reagentom RNAi ze wzgledu na ich terapeutyczny
potencjal, tj. efektywne dostarczenie do komoérek i zapewnienie wigkszej trwatosci efektu
wyciszania. Modyfikacje siRNA polegaja na zmianie struktury dupleksu (Sun i wsp. 2008;
Grimm 2009) lub wprowadzaniu chemicznych modyfikacji (Watts i wsp. 2008; Shukla i wsp.
2010).

2.2.3 Zasady projektowania siRNA nacelowanych na regiony SNP

Celowanie siRNA w regiony sekwencji zawierajacej rézne warianty SNP
(polimorfizmu pojedynczego nukleotydu, ang. single nucleotide polymorphism) dla dwoch
alleli, umozliwia selektywne dziatanie reagentéw na tylko jeden allel, co moze by¢ pozadane
w przypadku okreslonych chorob. Dla projektowania siRNA nacelowanych na sekwencje
transkryptu zawierajace warianty SNP lub mutacje punktowe najbardziej istotna jest pozycja
oddziatywania siRNA z docelowym mRNA. To oddzialywanie polega na tworzeniu petnego
sparowania (oddziatywan typu Watson-Crick) z sekwencja zawierajaca jeden wariant SNP
i powstawaniu niesparowania (ang. mismatch, oddziatywanie par zasad inne niz Watson-
Crick) w miejscu wystgpowania drugiego wariantu SNP, co powinno skutkowa¢ obnizeniem

aktywnosci RISC wzgledem jednego z alleli.

Zasady projektowania tego typu SiRNA zostaly opracowane na podstawie wiedzy
odnos$nie dziatania RISC oraz na wnioskach z badan bezpo$rednio analizujacych wplyw
roznych pozycji 1 rodzaju niesparowan siRNA:mRNA na efektywno$¢ dziatania maszynerii
interferencji RNA. Celujac w region wybranego genu, zawierajacy mutacj¢ punktowa, czesto
testowano szerokie spektrum reagentéw, uwzgledniajac wszystkie mozliwe pozycje
niesparowan siRNA z allelem nie zawierajacym mutacji. Takie badania wykonano m.in. dla
mutacji punktowej w genie SOD1, ktoéra jest przyczyna stwardnienia zanikowo-bocznego
(Schwarz i wsp. 2006). Specyfika danej sekwencji nie pozwala jednak na wyciagnigcie daleko
idacych wnioskow odno$nie projektowania tego typu reagentéw. Opisano takze wyniki
szeroko zakrojonych analiz badania aktywno$ci reagentow o roznej sekwencji i przy
uwzglednieniu réznego typu wprowadzanego niesparowania (Du i wsp. 2005; Huang i wsp.
2009). Opracowane zasady projektowania siRNA nacelowanych na regiony SNP dotycza
glownie lokalizacji niesparowania (wskazanie na pozycje centralne) i typu wprowadzanego

niesparowania (preferowane puryna:puryna).
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2.3 Charakterystyka i dzialanie oligonukleotydéw antysensowych

Oligonukleotydy antysensowe (ASO, ang. antisense oligonucleotides) to najczgsciej
okoto 20-nukleotydowe DNA lub RNA, zawierajace zwykle modyfikacje chemiczne, ktore
przez oddziatywanie z sekwencja komplementarna moga hamowac¢ ekspresj¢ genu. Gtowny
mechanizm dziatania ASO to aktywacja RNazy H i w konsekwencji degradacja transkryptu.
RNaza H jest powszechnie wystgpujacym enzymem przecinajacym RNA w dupleksie
DNA/RNA (oligonukleotyd DNA i odcinek mRNA). Minimalna dlugos¢ oligonukleotydu
DNA, komplementarnego do RNA, potrzebna do aktywacji enzymu to 5-7 nt (Wu i wsp.
1999).

Oligonukleotydy antysensowe moga takze dziata¢ na zasadzie tworzenia sterycznej blokady
translacji, jak i sa wykorzystywane do ukierunkowanej naprawy splicingu (Sazani i Kole

2003) czy hamowania aktywnosci miRNA (Elmen i wsp. 2008).

Modyfikacje chemiczne ASO maja na celu podniesienie stabilnosci oligonukleotydow po
wprowadzeniu do komorek oraz zwigkszaja site ich wiazania z sekwencja komplementarna.
Testowane modyfikacje obejmuja wprowadzanie zmian w wiazaniu fosforodiestrowym:
podstawienie atomu tlenu atomem siarki (PS, fosforotionian) lub catkowita modyfikacje
tancucha oligomeru: PNA (ang. peptide nucleic acid), morfolino; jak i zmiany w czeSci
cukrowej, m.in. LNA (ang. locked nucleic acid), 2'-O-Metylo (2'OMe), 2'-O-Metoksyetylo
(2MOE), 2'-Fluoro (2'F) (Ryc. 6) (Dias i Stein 2002; Kurreck 2003). Wigkszo$¢ z tych
modyfikacji jest takze wprowadzana do sekwencji siRNA (Corey 2007; Bramsen i wsp. 2009;
Bramsen i Kjems 2011).

W toku sa liczne testy kliniczne z uzyciem ASO, wykorzystujacych gléwnie aktywacje
RNazy H (Crooke 2004; Monteleone i wsp. 2012; Watts i Corey 2012). Istotne problemy
z uzyciem tego rodzaju potencjalnych terapeutykow moga byé zwiazane z efektami
cytotoksycznymi, wywolywanych przez produkty degradacji ASO (Koziotkiewicz i wsp.
2001).

Technologia oligonukleotydow antysensowych w aspekcie terapeutycznym jest juz rozwijana
od dawna 1 wydawato sig, ze ustapi technologii RNAi. Jednakze, wykorzystanie ASO oferuje
wiele mozliwosci zastosowania i zoptymalizowane reagenty wykazuja si¢ duza efektywnos$cia
dziatania (Vickers i wsp. 2003). Jak dotad jedyny wprowadzony do uzycia lek, to
oligonukleotyd antysensowy zawierajacy modyfikacje PS, fomivirsen, stosowany u pacjentow

z AIDS przy zapaleniu siatkoéwki wywotanej infekcja wirusa cytomegalii (Orr 2001).
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Rycina 6. Wybrane modyfikacje chemiczne oligonukleotydow antysensowych, wg (Juliano i wsp.
2005).

2.4 Charakterystyka i dzialanie agRNA

Chociaz gtownym nurtem procesu RNAi jest wyciszanie potranskrypcyjne,
w ostatnich latach opisano szereg przypadkow transkrypcyjnego wyciszania ekspresji gendw
(TGS) w ludzkich komorkach. Efekty te osiagane sa z udzialem krotkich dupleksow RNA
nazwanych agRNA (antygenowy RNA), wycelowanych w regiony promotorowe genow lub
sekwencje ponizej 3'UTR (Janowski i wsp. 2005; Morris 2005; Han i wsp. 2007). Badajac
mechanizm transkrypcyjnego wyciszania rozwazano historycznie kilka mozliwosci:
indukowana przez agRNA metylacj¢ DNA, modyfikacje histonéw lub fizyczna blokadg
promotora bez udziatu modyfikacji DNA 1 histonow. W niektorych przypadkach stwierdzono,
ze agRNA powoduja transkrypcyjna aktywacje (RNAa) niektorych genow (Li i wsp. 2006;
Janowski i wsp. 2007; Chen i wsp. 2008; Morris i wsp. 2008).

Stwierdzono, ze w réznych szlakach dziatania agRNA istotng role odgrywa oddzialywanie
z niekodujacymi transkryptami danego genu (Morris i wsp. 2008; Schwartz i wsp. 2008).
Obecnie przyjmuje sig, ze ponad 50% ludzkich genéw posiada transkrypty niekodujace, ktore
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dotycza rowniez sekwencji promotora i ponizej regionu 3'UTR (He i wsp. 2008). Transkrypty
te pochodza zaréwno z nici sensowej, jak i antysensowej. Transkrypty niekodujace moga
regulowaé poziom ekspresji mRNA na rézne sposoby, m.in. przez blokade¢ transkrypcji
wynikajaca z obecnosci kompleksu polimerazy RNA II na przeciwnych niciach, rekrutacje
czynnikow modyfikujacych chromatyng, oraz przez tworzenie dwuniciowego RNA z nicia
komplementarng i indukcj¢ szlakow zaleznych od dsRNA (Lapidot i Pilpel 2006). Zaburzenie
tych procesow przez wprowadzane do komoérek agRNA moze w rdzny sposoéb wptywac na
poziom mRNA. Mechanizmy dziatania agRNA sa bardzo stabo poznane 1 istnieja sprzeczne
informacje odnos$nie zaangazowania r6znych biatek AGO1-4 w te procesy (Janowski i wsp.
2006; Chu i wsp. 2010).
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3. Charakterystyka chorob wywolywanych ekspansja powtorzen
trojnukleotydowych

3.1 Charakterystyka powtorzen tréjnukleotydowych i wybranych choréb poliQ

Mutacje polegajace na wydluzaniu ciagu powtorzen kilkunukleotydowych
w pojedynczych genach sa odpowiedzialne za ponad 30 choréb neurologicznych.
W wigkszo$ci ekspansje dotycza powtdrzen trojnukleotydowych, gtéwnie typu CNG, i grupa
choréb wywolywana tego typu mutacjami jest znana pod wspdlna nazwa TREDs (ang. Triplet
Repeat Expansion Diseases) (Mirkin 2007).

Sposrod sekwencji mikrosatelitarnych, stanowiacych okoto 30% ludzkiego genomu,
powtdrzenia trojnukleotydowe sa preferowane w regionach kodujacych biatka, ze wzgledu na
brak zmiany ramki odczytu w przypadku ekspansji ciagu. W regionach eksonow lacznie
zidentyfikowano ponad 1000 ciagéw trojnukleotydowych zawierajacych 6 lub wigcej
motywow powtorzonych. Najczestsze sposrod nich sg ciagi typu CNG (kolejno CGG, CAG,
CCG, CTG), CGA oraz AGG, i1 wigkszo$¢ z nich jest zlokalizowana w regionach ORF
(Koztowski 1 wsp. 2010). Powtorzenia trojnukleotydowe wykazuja polimorfizm dlugosci
w populacji, jak i dla niektoérych ciagéw charakterystyczne jest wystepowanie zaburzen
sekwencji, tzw. interrupcji, np. czgste sa zaburzenia CAA w ciggach CAG (Rozanska i wsp.
2007).

Ekspansja ciagéw powtorzen trojnukleotydowych to tzw. mutacja dynamiczna,
polegajaca na coraz wigkszej tendencji do wydtuzania ciagu wraz z kolejnymi mutacjami. Do
ekspansji ciagéw powtorzen dochodzi zaréwno w DNA komorek rozrodczych, jak
i somatycznych. Mechanizm tej mutacji jest zwiazany z ,,po$lizgiem” na sekwencjach
powtorzonych podczas procesu replikacji, naprawy czy rekombinacji DNA (McMurray
2010). Z niestabilnoscia ciagow powtorzen trojnukleotydowych zwigzane jest zjawisko
antycypacji, polegajace na wystgpowaniu objawow choroby wczesniej 1 z ostrzejszym

przebiegiem w kolejnych pokoleniach (Mirkin 2007).

Ciagi powtorzen trojnukleotydowych, wystepujace w transkryptach, moga tworzy¢
struktury drugorzedowe typu spinki (ang. hairpin). Stabilno$¢ tych struktur jest
determinowana zaré6wno dlugo$cia ciagu powtorzen, jak i rodzajem trojnukleotydowego

motywu (Sobczak i wsp. 2003; Sobczak i wsp. 2010).
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Tabela 2. Zestawienie wybranych choréb wywotywanych ekspansja powtorzen trojnukleotydowych.

choroba

kodowane
biatko

typ powtdrzen
I ich zakres

lokalizacja
powtorzen

FXS/Zespot tamliwego
chromosomu X

FXTAS/Zespo6t drzenia i

ataksji zwiazany z famliwym
chromosomem X

SCA12/Ataksja rdzeniowo
- mézdzkowa typu 12

DRPLA /zanik jadra
zgbatego, czerwiennego
galki bladej i jadra Luysa

HD /Choroba Huntingtona

SBMA/Rdzeniowo-
opuszkowy zanik miesni,
choroba Kennedy’ego

SCAL1/Ataksja rdzeniowo
- mézdzkowa typu 1

SCA2/Ataksja rdzeniowo
- mézdzkowa typu 2

SCA3/Ataksja rdzeniowo
- mozdzkowa typu 3

SCAG6/Ataksja rdzeniowo
- mézdzkowa typu 6

SCA7/Ataksja rdzeniowo
-moézdzkowa typu 7

SCAL17/Ataksja rdzeniowo
- mozdzkowa typu 17

SCAB8/Ataksja rdzeniowo
- mézdzkowa typu 8

DM1/ Dystrofia
miotoniczna typu |

FRDA/Ataksja
Friedreicha

FMR1

FMR1

PPP2R2B

ATN1

HTT

AR

ATXN1

ATXN2

ATXN3

CACNALA

ATXN7

TBP

ATXN8OS/
ATXNS

DMPK

FXN

FMRP

FMRP

podjednostka

biatkowej
fosfatazy 2

atrofina-1

huntingtyna

receptor
androgenu

ataksyna-1

ataksyna-2

ataksyna-3

podjednostka

olA kanatu

wapniowego

ataksyna-7

biatko wiazace

sekwencje
TATA

- / biatka
poliQ,A,S

kinaza

miotoninowa

frataksyna

22

normalny /

CGG
6-54 / 200-1000

CGG
6-54 / 55-200

CAG
7-28166-78

CAG
3-38/49-88

CAG
6-35/36-121

CAG
6-36 / 37-62

CAG
6-40/41-83

CAG
14-33 1 34-77

CAG
14-44 | 45-86

CAG
12-40 / 62-86

CAG
7-18 / 38-200

CAG
25-44 | 45-63

CTG/CAG
16-37 / 110-250

CTG
5-37 /50-5000

GAA
7-34/100-1300

S'UTR

S'UTR

S'UTR

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

3'UTR/
ORF

3'UTR
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Stwierdzono, ze spos$rod 20 réznych typoéw trojnukleotydow, stabilne struktury typu spinki sa
tworzone in vitro przez powtdérzone 17 razy motywy typu CNG oraz CGA i CGU. Tworzona
przez powtorzenia struktura moze mie¢ znaczenie funkcjonalne, a w przypadku transkryptow

zmutowanych odgrywac¢ znaczaca role w patogenezie.

Charakterystyka wybranych choréb z grupy TREDs zostala przedstawiona w Tabeli 2.
Obecnie opisanych jest ponad 20 schorzen wywolywanych ekspansja trojnukleotydowego
motywu, sa to m.in. choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington’s Disease), dystrofia
miotoniczna typu 1 (DM1, ang. Myotonic Dystrophy type 1), zesp6t tamliwego chromosomu
X (FXS, ang. Fragile X Syndrome) i niektore ataksje rdzeniowo-moézdzkowe (SCA, ang.
Spinocerebellar Ataxia) (Orr i Zoghbi 2007). Lokalizacja ciagu powtorzen determinuje czy
dla patogenezy kluczowy jest efekt zmutowanego transkryptu czy zmutowanego bialka.
Ekspansje w regionach niekodujacych biatka sa z reguly wigksze i siggaja kilku tysigcy
powtorzen, jak w przypadku DM 1. Mutacje w regionach 3'UTR lub 5'UTR moga wpltywaé na
proces transkrypcji, translacji lub stabilno§¢ mRNA czy lokalizacj¢ transkryptu (Li i Bonini
2010). Ekspansje w regionach ulegajacych translacji dochodza do 200 powtorzen i skutkuja

obecnoscia wydtuzonego ciagu aminokwasow w sekwencji biatka.

Mechanizm patogenezy polegajacy na nabyciu przez RNA toksycznej funkcji jest
charakterystyczny dla DM1. W tym przypadku zlokalizowany w regionie 3'UTR i siggajacy
nawet kilku tysigcy powtorzen CUG ciag tworzy stabilna strukture typu spinki, co skutkuje
toksycznymi wiasciwosciami transkryptu. Zmutowany transkrypt DMPK zostaje zatrzymany
w jadrze komorkowym, gdzie wraz z oddzialujacymi z nim biatkami tworzy agregaty, zwane
jadrowymi foci RNA (Timchenko i wsp. 1996; Miller i wsp. 2000). Kluczowa dla patogenezy
jest sekwestracja przez transkrypt DMPK biatek uczestniczacych w komodrce normalnej w
splicingu wielu transkryptow, np. biatkka MBNLI1 uczestniczacego w dojrzewaniu
transkryptow m.in. kanatu chlorkowego (CLCNL1) i receptora insulinowego (INSR) (Jiang i
wsp. 2004).

Choroby poliglutaminowe (poliQ) sa powodowane ekspansja powtorzen CAG
wystepujacych w regionie kodujacym genu i zaliczono do nich 9 schorzen: HD, DRPLA
(zanik jadra zgbatego, czerwiennego gatki bladej i jadra Luysa, ang. dentatorubral-
pallidoluysian atrophy), SBMA (rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni, choroba Kennedy’ego,
ang. spinal and bulbar muscular atrophy) oraz SCA typu 1, 2, 3, 6, 7 i 17. Patogeneza chorob
poliQ jest glownie zwiazana z nabyciem toksycznej funkcji przez biatko posiadajace ciag

poliglutaminowy (Trottier i wsp. 1995; Cooper i wsp. 1998; Marsh i wsp. 2000).
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Charakterystyczne jest tworzenie agregatow zawierajacych fragmenty bialek z wydtuzonymi
ciagami poliQ. Do konca nie okreslono czy tworzenie tych agregatow jest przyczyna
postegpujacej neurodegeneracji czy pelnia one pewna funkcje ochronna ,,magazynujac”
toksyczne fragmenty biatek (Truant i wsp. 2008; Williams i Paulson 2008). Wzrasta takze
liczba dowoddéw wskazujacych na znaczacy udzial toksyczno$ci samego zmutowanego
transkryptu w patogenezie chorob poliglutaminowych (Li i wsp. 2008; Hsu i wsp. 2011;
Mykowska i wsp. 2011; Shieh i Bonini 2011). Powtorzenia CAG, ktére ulegly ekspans;ji,
moga tworzy¢ stabilne struktury typu spinki w komoérce. Patomechanizm zwigzany
z obecnoscia takiego transkryptu jest podobny do toksycznego efektu, jaki wywoluje struktura

spinki tworzona przez powtérzenia CUG w DM1.

3.2 Choroba Huntingtona

Choroba Huntingtona (HD, zwana takze plasawica Huntingtona) jest powodowana
ekspansja powtdrzen CAG zlokalizowanych w eksonie 1 genu HTT, co skutkuje obecnoscia
dhugiego poliglutaminowego ciagu przy koncu N biatka huntingtyny (MacDonald i wsp.
1993). Wigkszo$¢ pacjentow posiada 40-45 powtorzen CAG w genie HTT i objawy choroby
pojawiaja si¢ zwykle w wieku okoto 40 lat. Formy mlodziencze HD wystgpuja przy
obecno$ci ponad 100 powtdrzen w genie HTT i charakteryzuja si¢ pojawieniem objawow
choroby przed 20 rokiem zycia. Od momentu wystapienia objawow pacjent przezywa 10-20
lat, poniewaz nie istnieja zadne metody leczenia pacjentow z HD, jedynie Kkuracje

pozwalajace tagodzi¢ objawy choroby.

Czesto$¢ wystgpowania choroby Huntingtona szacuje si¢ na okoto 5-10 os6b na 100
tys. w Europie i Ameryce Potnocnej (Walker 2007). Schorzenie to charakteryzuje
wystgpowanie niekontrolowanych ruchow (ruchy plasawicze), drzenia rak i ndg oraz
postgpujace zaburzenia umyslowe 1 otgpienie (OMIM). Objawy HD sa powodowane
obumieraniem neurondéw w niektorych czesciach mozgu, gtownie prazkowiu i korze mozgu.
Huntingtyna ulega ekspresji w wielu tkankach ludzkich, cho¢ najwyzszy jej poziom
obserwowany jest w prazkowiu i jadrach. Neurony, szczegélnie ciata prazkowanego (lac.

striatum) sa zdecydowanie najbardziej wrazliwe na obecno$¢ zmutowanej formy tego biatka.

Funkcja huntingtyny nie jest dobrze poznana. Zidentyfikowano rdézne biatka,
z ktorymi oddziatuje huntingtyna, przy czym stwierdzono, ze czesto w te oddzialtywania jest
zaangazowany fragment zawierajacy ciag poliQ i sita tej interakcji moze by¢ zalezna od

dhugosci ciagu (Li i Li 2004). Huntingtyna oddzialuje m.in. z czynnikiem transkrypcyjnym
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REST, odpowiedzialnym na regulacje transkrypcji wielu genéw specyficznych dla neuronow
(Zuccato 1 wsp. 2003). W przypadku HD dochodzi m.in. do obnizenia poziomu czynnika
BDNF, ktory pelni istotna rol¢ w komunikacji miedzy neuronami kory i prazkowia (Gauthier
i wsp. 2004). Efektem obnizonego poziomu huntingtyny normalnej lub obecno$ci huntingtyny
zmutowanej (lub obu tych czynnikéw) jest dysfunkcja mitochondriéw, obnizenie wydajnosci
endosomow, tworzenie ztogéw biatkowych i zaburzenie transportu aksonalnego w neuronach
prazkowia (Zuccato i wsp. 2010). Interesujacym aspektem funkcji huntingtyny w komoérkach
jest jej oddziatywanie z AGO2 i kolokalizacja tych biatek w ciatkach P (Savas i wsp. 2008).
Te badania sugeruja mozliwy wudzial normalnej huntingtyny w  wyciszaniu

potranskrypcyjnym.

Huntingtyna podlega proteolitycznemu przecinaniu w komorkach, przy czym
wydajno$¢ tego procesu jest wyzsza w przypadku zmutowanego biatka i ma zwiazek
z patogeneza choroby (Wellington i wsp. 2000). Agregaty tworzone przez huntingtyng sa
zlokalizowane zaré6wno w cytoplazmie jak i jadrze komoérkowym, przy czym inkluzje
cytoplazmatyczne zawieraja gtownie fragmenty poliQ, natomiast jadrowe takze catej dtugosci

biatko (Scherzinger i wsp. 1997; Martindale i wsp. 1998).

3.3 Ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 3

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (SCAS3, ang. Spinocerebellar Ataxia type 3,
zwana takze choroba Machado-Joseph) jest wywotywana przez ekspansj¢ powtorzen CAG
w regionie kodujacym genu ATXN3 na chromosomie 14 (Kawaguchi i wsp. 1994). Obecnie
SCA3 jest uznawana za najczesciej wystgpujaca w grupie autosomalnych, dziedziczonych
dominujaco ataksji. Objawy SCA3 moga wystgpowaé przy ekspansji w zakresie 45-86
powtorzen, ale u wigkszo$ci pacjentdw obecne jest ponad 60 powtdrzonych tripletéw CAG.
Choroba zaczyna si¢ zwykle w wieku 30-50 lat a jej gldéwne objawy to glownie drzenie
konczyn, dystonia (OMIM). Regiony moézgu dotknigte najsilniej zmianami patologicznymi to:

neurony rdzeniowe mézdzku, zwoje podstawy mozgu, rdzen mozgu i1 rdzen krggowy.

Cecha charakterystyczna SCA3 jest tworzenie si¢ w komorkach moézgu zlogdéw
biatkowych, zawierajacych ataksyneg-3 (lkeda i wsp. 1996; Goti i wsp. 2004). Ostatnio
wykazano, ze proces agregacji ataksyny-3 zwigzany jest z podwyZszonym poziomem jonow
wapnia i aktywacja zaleznych od Ca** proteaz podczas depolaryzacji komoérek neuronow,

i dlatego jest on charakterystyczny dla tego typu komorek (Koch i wsp. 2011).
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Funkcja ataksyny-3 jest nie dobrze poznana, ale wykazano jej udzial w zaleznej od
ubikwityny degradacji bialek (Doss-Pepe i wsp. 2003). Ataksyna-3 posiada aktywno$¢
enzymu de-ubikwitynujacego oraz oddzialuje z ‘tancuchami poliubikwitynowymi.
Zidentyfikowano takze oddzialywania ataksyny-3 z czynnikami bioracymi udzial w procesie
degradacji biatek, przebiegajacym na strukturach retikulum (Zhong i Pittman 2006), jak
I interakcje z biatkami cytoszkieletu (Rodrigues i wsp. 2010) oraz regulatorami acetylacji
histonéw (Li i wsp. 2002).

3.4 Ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 1

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 1 (SCA1) jest powodowana ekspansja ciagu
CAG do ponad 40 powtorzen w regionie kodujacym genu ATXN1 (Orr i wsp. 1993; Banfi i
wsp. 1994). Gtéwne objawy choroby to drzenie, zaburzenia mowy, problemy z potykaniem
i oddychaniem. Regiony mézgu dotknigte najsilniej zmianami patologicznymi to: komorki

Purkinje’go w mo6zdzku, jadro zgbate mézdzku i rdzen mézgu (Orr i Zoghbi 2001).

Ataksyna-1 jest biatkiem o lokalizacji jadrowej, zdolnym do multimeryzacji (Burright
i wsp. 1997). Jak inne biatka zawierajace wydtuzone ciagi poliglutaminowe, zmutowana
ataksyna-1 tworzy agregaty, jednak postuluje si¢ ze gtdéwnymi czynnikami patogennymi
w przypadku SCA1 sa zaburzone oddziatywania ataksyny-1 z innymi biatkami (Tsuda i wsp.
2005; Lim i wsp. 2008). Istotna rol¢ przypisuje si¢ interakcji ataksyny-1 z represorem
transkrypcyjnym Capitua, co w przypadku SCAT1 skutkuje podwyzszonym poziomem Capitua
(Lam i wsp. 2006; Fryer i wsp. 2011).
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4. Strategie wyciszania ekspresji genow TREDs

4.1 Podej$cia terapeutyczne z wykorzystaniem oligonukleotydow dla TREDs

Jak opisano w Rozdziale 2, nadal poznawane sa mechanizmy dziatania krotkich
kwasow nukleinowych w komorce. Dotychczasowa wiedza umozliwia juz jednak
projektowanie reagentow majacych potencjat terapeutyczny. Dla choréb wywotywanych
ckspansja powtorzen trojnukleotydowych opracowano rdézne strategie z wykorzystaniem
oligonukleotydéw i ich analogoéw. Celem testowanych podejs¢ byta degradacja transkryptu
genu wywolujacego chorobg, inhibicja translacji kodowanego biatka czy blokowanie
patogennych oddzialywan zmutowanych transkryptéw z biatkami.

Rozne podejscia zostaly przetestowane dla strategii wykorzystujacej zjawisko RNAI.
W przypadku choréb poliglutaminowych, degradacja transkryptu przez RISC zapobiega
powstawaniu toksycznego biatka. Istotne jest réwniez, a kKluczowe w przypadku innych
chorob z grupy TREDs, pozbycie si¢ zmutowanego transkryptu, ktory jest
wspotodpowiedzialny za patogenezg. Cztery podejscia wykorzystujace indukowana przez

RISC degradacjg transkryptow zwiazanych z chorobami poliglutaminowymi sa przedstawione

na Ryc. 7.
RISC .@
WYCISZANIE siRNA CELOWANIE )
NIE-ALLELO-SELEKTYWNE W REGION POWTORZEN
TROJNUKLEOTYDOWYCH
RISC RISC
5 ] x — ' (CAG)s-20 SNP X 5 ﬁ 3
5' el s 3 o
RISC allel normalny S
7 ¢ 3 (CAG)ss-100  snpy & I ) G 3
5' | 3
allel zmutowany
CELOWANIE W REGION
STRATEGIA WYMIANY GENU ZAWIERAJACY SNP
RISC
— RISC
5' - & i ;
X 5 . X &

RISC
5' I 3!
5' ] i &

5'H—3'

egzogen

Rycina 7. Rozne strategie wyciszania ekspresji gendéw, odpowiedzialnych za choroby
poliglutaminowe, z wykorzystaniem zjawiska RNAi. Szczegotowy opis strategii w tekscie.
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Aktywnos¢ RISC, zaprogramowanego przez ni¢ antysensowa siRNA, moze by¢
nakierowana na rozne regiony genu i jego intencjonalne dziatanie moze mie¢ charakter tylko
geno-selektywny lub rowniez allelo-selektywny. W kontekscie réznych chordéb dyskutowana
jest konieczno$¢ zachowania ekspres;ji allelu normalnego w komorce. W tym zakresie istnicja
nadal sprzeczne doniesienia w kontekscie, m.in. genu odpowiedzialnego za HD, wskazujace
z jednej strony na istotng funkcj¢ huntingtyny, z drugiej pokazujace tolerowanie wyciszenia
huntingtyny w modelach zwierzecych (White i wsp. 1997; Dragatsis i wsp. 2000; Cattaneo i
wsp. 2005; Boudreau i wsp. 2009; Grondin i wsp. 2012). Trudno tez przewidzie¢ efekt nie-
allelo-selektywnego wyciszania ekspresji danego genu u czlowieka, dlatego strategie

uwzgledniajace dyskryminacje allelu normalnego od zmutowanego sa szeroko rozwijane.

Regiony, ktore r6znia dwa allele genu odpowiedzialnego za chorobg z grupy TREDs,
to region mutacji, czyli roznej dlugosci ciag powtorzen trdjnukleotydowych, oraz miejsca
wystepowania SNP (Ryc. 7). Dotychczasowe badania dla tych strategii zostana opisane

w nastgpnych podrozdziatach.

Zmniejszona aktywno$¢ kompleksu w przypadku wystgpowania niesparowan siRNA
z sekwencja docelowa, bedaca podstawa strategii celowania w region SNP, jest takze
wykorzystywana w strategii wymiany genu. Polega ona na wyciszeniu ekspresji obu alleli
genu 1 wprowadzeniu egzogenu, ktory jest odporny dzigki wprowadzonym modyfikacjom na
dziatanie czynnika wyciszajacego. Sposrod chordb poliglutaminowych, strategia wymiany

genu zostala przetestowana na modelu komorkowym SCA6 (Kubodera i wsp. 2005).

4.2 Strategia celowania w region SNP dla HD, SCA3 i SCA7

Sposréd chorob z grupy TREDs, dotychczas opisano testowanie strategii celowania
w SNP dla HD, SCA3 i SCA6. W ulegajacych transkrypcji regionach genow
odpowiedzialnych za te choroby zidentyfikowano stosunkowo czgste warianty SNP, ktore
moglyby by¢ uzyteczne w strategii wykorzystujacej zjawisko RNAi do allelo-selektywnej

degradacji transkryptow.

W modelu SCA3 wykorzystano warianty SNP zlokalizowane tuz za ciagiem
powtdrzen CAG (rs12895357), dla ktorych wykazano wczesniej silng korelacjg wystgpowania
wariantu C z allelem zmutowanym (Matsumura i wsp. 1996; Gaspar i wsp. 2001). Na
modelach komoérkowych przetestowano siRNA zawierajace niesparowanie z SNP w pozycji:
6, 9, 12, 11, 13 lub 15, liczac od konca 5' nici antysensowej sSiRNA (Miller i wsp. 2003; Li i
wsp. 2004). Na sztucznych konstruktach zawierajacych odpowiednie warianty SNP (T/C)

28



Wstep — Strategie wyciszania ekspresji genow TREDs

i r6znej dhugosci ciagi powtorzen (28/166 Q lub 22/79 Q) w otoczeniu sekwencji ataksyny-3,
wykazano efektywne wyciszanie ekspresji egzogenu zmutowanego przez SiRNA
z niesparowaniem w pozycji 9 i 11, przy zachowaniu ekspresji egzogenu normalnego (Miller i
wsp. 2003; Li i wsp. 2004).

W badaniach przeprowadzonych na modelu szczurzym SCA3 celowano w ten sam wariant
SNP z uzyciem shRNA (prekursor siRNA z niesparowaniem w pozycji 9) kodowanym
w wektorze lentiwirusowym (Alves i wsp. 2008). Efektywne wyciszenie ekspresji
zmutowanej ataksyny-3 po wstrzyknigciu wektora do prazkowia znaczaco zmniejszyto

neuropatologiczne objawy zwiazane z SCA3.

Choroba Huntingtona nalezy do najczestszych sposrod chorob poliQ i dla genu
wywotujacego HD wykonano szeroko zakrojone analizy wystepujacych w populacji
haplotypow (Warby i wsp. 2009). Kilka wariantbw SNP w genie HTT zostato
zweryfikowanych eksperymentalnie pod katem ich potencjalnego wykorzystania w allelo-
selektywnej strategii dla HD (van Bilsen i wsp. 2008; Pfister i wsp. 2009). Zestawienie badan
w tym zakresie przedstawione jest w Tabeli 3. W najszerzej zakrojonych badaniach,
przeprowadzonych na modelach komoérek fibroblastow pochodzacych od pacjentow,
wykazano, ze zestaw 5 SIRNA zaprojektowanych dla okreslonych wariantéw SNP bylby
wystarczajacy dla 75% pacjentow HD (Pfister i wsp. 2009). W innych badaniach wykazano,
ze w zestawie siRNA opracowanych dla 7 wariantow SNP w genie HTT znalaztby si¢ co

najmniej 1 uzyteczny w przypadku 85% pacjentow HD (Lombardi i wsp. 2009).

Sposrdod  chordb poliglutaminowych, testowanie strategii celowania w regiony
zawierajace SNP wykonano takze dla SCA7 (Scholefield i wsp. 2009). Testowano reagenty
shRNA w modelu komorkowym z egzogenna ekspresja konstruktow kodujacych ataksyng-7
w wariantach: SNP A / 100 Q i SNP G / 10 Q. Najlepsza allelo-selektywnos¢ uzyskano dla
reagentOw zawierajacych niesparowanie w pozycji 16, liczac od kofica 5' nici antysens, takze

dla siRNA kodowanych w kasetach zaprojektowanych na podstawie sekwencji pri-miRNA.
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Tabela 3. Zestawienie i skrotowy opis badan, w ktorych testowano podejscie terapeutyczne
z wykorzystaniem reagentow interferencji celujacych w regiony SNP zlokalizowane w genie HTT.
Lokalizacja niesparowania odnosi si¢ do pozycji w nici antysensowej siRNA liczac od jej konca 5';
W sposob ,.n/x” 0znaczono: N- pozycje podstawowego niesparowania, X — pozycj¢ dodatkowego
niesparowania. Podkreslono pozycje w siRNA, dla ktorych uzyskano znaczaca dyskryminacja alleli.

Nr SNP Lokalizacja niesparowan .
(dbSNP) MR RV SiRNA/mMRNA (najlepsze reagenty)

komorki HeLa (Schwarz i wsp.
SO e ey | 2006)
. (van Bilsen i wsp.
rs363125 fibroblasty HD 4 2008)

rs363125  komorki NIH3T 4, 11,11/10

rs362331  (uktad egzogenny) 4,10, 16 (LSRG [ T

(ut 2009

rs2276881 | fibroblasty HD 10, 10/11, 16 )

rs363125 10, 16 . )
5362307  fibroblasty HD 10, 10/2, 10/3, 10/4, 10/5, 10/6, 10/7, 16 g(;gt)er | wsp.
r$362273 10, 10/2, 10/3, 10/4, 10/5, 10/6, 10/7, 16

rs363009 o 9, 9/13, 9/14, 9/15, 9/16, 10, 11, 12

rs362331 IESESZI;IS;‘; by ©99014,9/15,10,11,11/14, 115,12 (Takahashi i wsp.
1362273 { limfoblasty HD . & & 10 11,12 2010)

rs362272 8,9, 10, 11, 12

4.3 Strategia celowania w region powtorzen dla wybranych TREDs

Region powtdrzen trojnukleotydowych, stanowiacy bezposrednio miejsce mutacji,
wydaje si¢ atrakcyjnym celem dla reagentéw terapeutycznych (Ryc. 8). Dazac do osiagania
jak najwigkszej geno-selektywnosci w wyciszaniu, poczatkowo nie Kierowano reagentow
RNAI w sekwencje powtarzajace si¢, o ktorych wiadomo, ze wystepuja w wielu mRNA
(Jasinska i wsp. 2003; Koztowski i wsp. 2010). W pierwszych latach zastosowan technologii
RNAIi zbadano dziatanie duplekséw ztozonych z powtdrzen komplementarnych sekwencji
CUG i CAG na transkrypty genow AR, HTT i ATXN3 zawierajace normalne i patologicznie
wydluzone ciagi powtorzen CAG. Badania prowadzono w kontekscie eksperymentalnej
terapii SBMA, HD lub SCAS3. Stwierdzono jednak wyciszanie obydwu alleli zmutowanego
i normalnego co, wykluczatlo zastosowanie tych reagentow w planowanej terapii (Caplen i
wsp. 2002; Miller i wsp. 2003; Xia i wsp. 2004).

Wigksza allelo-selektywnos¢ dziatania wykazywaty chemicznie modyfikowane, zlozone

z powtorzen CTG, reagenty antysensowe PNA. Wykazywaty one duza preferencj¢ w inhibicji
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translacji biatka zmutowanego huntingtyny i ataksyny-3 (Hu i wsp. 2009). Analogiczne
dziatanie stwierdzono dla innych modyfikowanych chemicznie oligomerow: carba-LNA,
2’MOE, 2'F-RNA (Gagnon i wsp. 2010). Co istotne dla tego typu reagentow nie

zaobserwowano efektu wyciszania ekspresji innych genow zawierajacych powtorzenia CAG.

Efekt skutecznego celowania w region powtorzen opisano takze dla powtéorzen CGG na
modelu Drosophila (Sofola i wsp. 2007). Specyficzna dla modelu FXTAS degeneracje
komorek obserwowano, zarowno przy ekspresji ciagow (CGG)x90, charakterystycznych dla
genu FMR1 z pre-mutacja, jak i1 ciagéw (CCG)x90. Natomiast taczna ekspresja tych
konstruktow, o sekwencji komplementarnych do siebie powtorzen, powodowata

zahamowanie degeneracji komorek i proces ten byt zalezny od maszynerii RNAI.

CAG/CUG
siRNA

= -
I |
= CAG
= CUG/CTG = ' ’ . cytoplazma

degradacja \
transkryptu \ RISC
przez RNazeH
lub RNA -
.\ 5'cal poli(A)
S'cap poli(A) \
[ 5'cal poli(A) jadro | degradacja |

1 transkryptu /
zmutowany mRNA DMPK Keriones), rzes AUA| | ————— § CAGICUG

P siRNA
A MBNL / S
inhibicja / =
interakcji ) S'ca poli(A)

g - . *—- 2 biafkami \

zmutowany mRNA \ ®

CAG ’ , ) CTG
morfolino - 5ca olita) _ 7 translacja / ———e— =N ¢ DNA
& > /
= y
hamowanie
& & 4/‘/ translaciji
L 2
ligandy ><
zmutowane

biatko poliQ

Rycina 8. Schemat réznych strategii celowania w region powtorzen dla gendéw z grupy TREDs
zawierajacych ekspansje powtorzen CAG lub CUG. Zmutowany ciag powtorzen zostat przedstawiony
w postaci struktury typu spinki.

Réznego rodzaju strategie, uwzgledniajace celowanie reagentow w region powtorzen,
testowano dla DM1. W przypadku tej choroby cel stanowi wydtuzony ciag powtoérzen CUG

zlokalizowany w jadrze komorkowym (Ryc 8). Reagenty interferencji, ztozone cz¢$ciowo lub
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catkowicie z sekwencji powtorzonej okazaty si¢ skuteczne w strategii dla DM1 testowanej na
komorkach mioblastow 1 modelu mysim, szczegdlnie gdy ukierunkowano jadrowo-

specyficzna lokalizacje reagentow (Furling i wsp. 2003; Francois i wsp. 2011).

Do degradacji zmutowanego transkryptu DMPK uzyto takze oligonukleotydow (CAG)7,
zawierajacych modyfikacje chemiczne 2'OMe i PS (Mulders i wsp. 2009). Inne podejscie z
uzyciem analogdéw nukleotydow dotyczy uzycia oligomeréw morfolino (CAG)25 (Wheeler i
wsp. 2009). W tym przypadku oligomery blokowaty oddziatywanie prowadzace do
patogenezy DMI, tj. wiazanie biatka MBNL do wydtuzonego ciagu CUG w transkrypcie
DMPK. W efekcie, obserwowano na modelu mysim DM1 zmniejszenie liczby foci RNA
I brak zaburzen splicingowych. Podobne podejscie bylo testowane z uzyciem
wyselekcjonowanych in vitro ligandow (Arambula i wsp. 2009; Lee i wsp. 2009; Disney i

wsp. 2010; Garcia-Lopez i wsp. 2011).

4.4 Strategie terapeutyczne dla chorob poliglutaminowych testowane na

modelach zwierzecych

Dla wybranych modeli chorob poliglutaminowych podjg¢to proby przetestowania
reagentow RNAi na modelach zwierzgcych, gtownie mysich, tych choréb (wyniki zebrane
w Tabeli nr 4). Badania obejmowaty wprowadzanie reagentow w postaci sSiRNA lub shRNA,
metoda iniekcji stereotaktycznych do wybranych obszarow moézgu. Z reguly reagent
projektowano tak, aby celowat jedynie w zmutowany transgen, ktorym byl caty ludzki gen lub
jego fragment. W ten sposob stosujac strategie niedyskryminujace dwoch alleli, zmutowanego
od normalnego, badano efekt wyciszania jedynie zmutowanego transgenu (Xia i wsp. 2004;
Harper i wsp. 2005; Rodriguez-Lebron i wsp. 2005; Wang i wsp. 2005; DiFiglia i wsp. 2007;
Huang i wsp. 2007). W niektorych badaniach stosowano reagenty o sekwencji
komplementarnej zarowno do wprowadzanego ludzkiego transgenu, jak i mysiego lub
szczurzego endogenu, i sprawdzano czy wyciszanie tych alleli jest tolerowane (Boudreau i
wsp. 2009; Drouet i wsp. 2009; Alves i wsp. 2010). Charakterystycznym efektem dziatania
réznych reagentow terapeutycznych dla chordb poliQ, jest obserwowane zmniejszenie liczby

i wielkosci inkluzji zawierajacych ciagi poliQ.
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Tabela 4. Zestawienie i opis badan, w ktorych testowano podejscia terapeutyczne z wykorzystaniem
reagentow interferencji, na modelach zwierzecych chordb poliglutaminowych. Skroty: AV —
adenowirus, AAV —wirus stowarzyszony z adenowirusem, LV — lentiwirus.

Strategia .
Model choroby Efekt terapeutyczny

wyciszanie
allelu
zmutowanego

wyciszanie
allelu
zmutowanego

wyciszanie
allelu
zmutowanego

wyciszanie
allelu
zmutowanego

wyciszanie
allelu
zmutowanego

wyciszanie
allelu
zmutowanego

celowanie w
region SNP

wyciszanie
ludzkiego i
mysiego
allelu

wyciszanie
allelu
zmutowanego
lub obu alleli

wyciszanie
ludzkiego i
szczurzego
allelu

celowanie w
region SNP

SCA1 / mysi model
transgeniczny (ludzka
ataksyna-1 z 82Q)

HD / mysi model
transgeniczny R6/2

HD / mysi model
transgeniczny
HD-N171-82Q

HD / mysi model
transgeniczny R6/1

HD /mysi model
transgeniczny R6/2 i
indukowany iniekcja
wektora AAV z
fragmentem ludzkiej HTT

HD / model mysi
indukowany iniekcja
wektora AAV z
fragmentem ludzkiej HTT

SCA3 / model szczurzy
indukowany iniekcja
wektora LV z ludzka
ataksyna-3

HD /mysie modele:
knock-in CAG140 i
transgeniczny HD-N171-
82Q

HD / myszy i szczury z
dostarczonym, do
prazkowia w wektorze
LV, fragmentem
ludzkiego genu HTT (18
lub 82Q)

SCA3 / model szczurzy
indukowany miejscowa
iniekcja wektora LV z

ludzka ATXN3 (27 lub

72Q)

HD / mysie modele
transgeniczne BACHD i
YAC18 posiadajace roézne
warianty badanego SNP

shRNA w
wektorze
AAV

SiRNA

shRNA w
wektorze
AAV

shRNA w
wektorze
AAV

shRNA w
wektorze AV

SiIRNA
skoniugowane
z
cholesterolem

shRNA w
wektorze LV

SshRNA w
wektorze
AAV

shRNA w
wektorze LV

shRNA w
wektorze LV

ASO
modyfiko-
wane
chemicznie
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zmniejszenie inkluzji ataksyny-1
i poprawa zdolnos$ci
motorycznych zwierzat

zmniejszenie inkluzji
huntingtyny, poprawa zdolnosci
motorycznych i wydtuzenie
czasu zycia

zmniejszenie inkluzji
huntingtyny, poprawa zdolnosci
motorycznych

poprawa koordynacji ruchowej
zwierzat

zmniejszenie agregatow
huntingtyny

zahamowanie neurodegeneracji,
poprawa zdolno$ci motorycznych

specyficzne celowanie w
transgen zmutowany,
zmniejszenie inkluzji ataksyny-3,
zahamowanie neurodegeneracji

poprawa koordynacji ruchowej
myszy, wydtuzenie czasu zycia

zardwno w przypadku
wyciszania tylko zmutowanej
HTT, jak i dla rownoczesnego
wyciszania endogennej
normalnej htt, obserwowano
zmniejszenie inkluzji w
prazkowiu

w przypadku wyciszenia
endogennej normalnej atxn3,
oprdcz zmutowanego transgenu,
nie odnotowano efektow
ubocznych, toksycznych

efektywne i specyficzne
wyciszanie htt tylko w modelu

zawierajacym celowany wariant
SNP

(Xia i wsp.
2004)

(Wang i
wsp. 2005)

(Harper i
wsp. 2005)

(Rodriguez-
Lebron i
wsp. 2005)

(Huang i
wsp. 2007)

(DiFiglia i
wsp. 2007)

(Alves i
wsp. 2008)

(McBride i
wsp. 2008)

(Boudreau i
wsp. 2009)

(Drouet i
wsp. 2009)

(Alvesi
wsp. 2010)

(Carroll i
wsp. 2011)
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W kontekscie HD, ciekawe badania przeprowadzono ostatnio na organizmach malpy
z gatunku makaka, gdzie wyciszono endogenna huntingtyng, z uzyciem SIRNA specyficznych
dla genu Htt, dostarczanych do mézgu z uzyciem pompy infuzyjnej (Stiles i wsp. 2011), lub
shRNA w wektorze AAV (Grondin i wsp. 2012). Dla badan z uzyciem siRNA, wykazano
zardbwno efektywne wyciszenie huntingtyny w prazkowiu, o okoto 50%, jak i badania
histopatologiczne wykazaty dobra tolerancj¢ na stosowana metod¢ dostarczania reagentow
oraz obnizeniec poziomu endogennej huntingtyny, przy podawaniu reagenta maksymalnie
przez 28 dni. Badania niec obejmowaty na tym etapic szczegdétowych analiz zmiany profilu
ekspresji genow czy analiz behawioralnych (Stiles i wsp. 2011). Z kolei w badaniach
z uzyciem shRNA przeprowadzono analizy 6 miesigcy po iniekcji wektorow, demonstrujac
obnizenie poziomu bialka huntingtyny w prazkowiu o 45% oraz brak znaczacych zmian

histopatologicznych w mozgu zwierzat (Grondin i wsp. 2012).
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1. CEL BADAN

Neurodegeneracyjne choroby poliglutaminowe sa wywolywane ekspansja ciagu
powtorzen tripletu CAG, znajdujacego si¢ w regionie kodujacym biatko pojedynczych genow.
Istnieje potrzeba opracowania skutecznej terapii dla tych, nieuleczalnych jak dotad, choréb.
Jedna z mozliwosci sa strategie, ktore zaktadaja usunig¢cie samej przyczyny choroby, czyli

wyeliminowanie produktéw ekspresji zmutowanego genu.

Celem badan, opisanych w niniejszej rozprawie doktorskiej, bylo opracowanie
nowych podejs¢ terapeutycznych dla choréb poliglutaminowych. Cecha wspolna tych podejsé
byto wykorzystanie krotkich dupleksow RNA oraz jednoniciowych antysensowych
oligonukleotydow 1 ich analogéw, wykazujacych duza selektywno$¢ w wyciszaniu
konkretnego genu (geno-selektywnosc¢), preferencje do wyciszania allelu zmutowanego
(allelo-selektywnosc), 1 jednoczesnie niska toksycznosé. Badania polegaty gtdwnie na analizie
dziatania roznych reagentow, skierowanych na region zawierajacy SNP lub region sekwencji
powtorzonej CAG w pojedynczych genach, odpowiedzialnych za chorob¢ Huntingtona

I wybrane ataksje rdzeniowo-mo6zdzkowe.

Waznym etapem badan byla szczegdtowa charakterystyka procesu interferencji
sekwencji powtorzonych CAG/CUG. Umozliwita ona zaprojektowanie dupleksow RNA
wykazujacych dziatanie dyskryminujace pomigdzy rdéznej dhlugosci sekwencjami
powtorzonymi CAG wystepujacymi w allelu normalnym i zmutowanym. Istotnym zadaniem
byto przeprowadzenie wstgpnej analizy mechanizmu dziatania wybranych reagentow,

wyjasniajacego ich obserwowang aktywnos¢.

Cele pracy byly osiagane przez realizacj¢ nast¢pujacych gtownych zadan:

— testowanie dla wybranych chorob poliglutaminowych strategii celowania w regiony

zawierajace warianty SNP;
— charakterystyke¢ dzialania siRNA zlozonego z powtorzen CAG/CUG;

— testowanie oligonukleotydow i ich analogéw ztozonych z powtorzen CUG lub CTG,
zawierajacych substytucje zasad lub modyfikacje chemiczne.
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1. WYNIKI

1. Wprowadzenie

W opisanych w niniejszej rozprawie badaniach stosowano jednolity system

eksperymentalny, ktorego glowne elementy przedstawiaja si¢ nastepujaco:

* Model badawczy stanowia komorki fibroblastow, wyprowadzone od pacjentow z trzema
chorobami poliglutaminowymi: choroba Huntingtona i ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 1
I typu 3. W komorkach tych ulegaja ekspresji zarbwno geny sprawcze, odpowiednio: HTT,
ATXN1 i ATXN3, zawierajace wydluzone ciagi powtorzen CAG, jak i normalne allele tych

gendw oraz inne geny z powtorzeniami CAG 1 CTG.
* Do wyciszania ekspresji genéw uzyto syntetycznych oligonukleotydow i ich analogéw.

* Oligonukleotydy wprowadzano do komodrek metoda transfekcji z uzyciem lipidow
kationowych.

» Analiz¢ wyciszenia ekspresji genu prowadzono dla jego transkryptu metoda RT-PCR,
natomiast dla produktu biatkowego metoda western blot. Zastosowane metody umozliwiaja,
w przypadku komorek z mutacja w genach odpowiedzialnych za choroby poliglutaminowe,
niezalezna analiz¢ poziomu ekspresji allelu normalnego i zmutowanego. Jest to szczegdlnie
istotne dla strategii zaktadajacych allelo-selektywne dziatanie reagentow.

» W przeprowadzanych analizach odniesienie dla aktywnosci testowanych reagentow stanowi
poziom ekspresji genu, po podaniu do komorek kontrolnego siRNA, nieposiadajacego
sekwencji komplementarnej w ludzkim transkryptomie (nazywany poziomem odniesienia lub

poziomem kontrolnym).

Testowane w tej pracy strategie terapeutyczne dla chorob poliglutaminowych
obejmuja: wyciszanie nie-allelo-selektywne, celowanie w region zawierajacy SNP, oraz

celowanie w region powtdrzen trojnukleotydowych CAG.
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2. Wyciszanie nie-allelo-selektywne

Reagenty RNAi sa zwykle projektowane tak, aby celowa¢ w sekwencj¢ specyficzna
wybranego genu, wystepujaca w obregbie MRNA. Testowanie siRNA, specyficznie celujacych
w okreSlony gen bez rozrozniania jego alleli, przeprowadzono dla modelu HD.
Zaprojektowano 3 SiRNA, ktorych sekwencje docelowe zlokalizowane sa w genie HTT
w odleglosci kilkudziesigciu nt od ciagu powtdrzen, po stronie 5' ciagu (SIRNA HD1) lub po
jego stronie 3' (SIRNA HD2 i HD3) (Ryc. 9A).

W pierwszym etapie badan okreslono kinetyke wyciszania ekspresji genu HTT, w zaleznos$ci
od czasu, zarowno dla mRNA, jak i biatka. Komorki fibroblastow, pochodzace od pacjentow
HD (GMO04281, 17/68 CAG w genie HTT) transfekowano 50 nM siRNA HDL1 i analizowano
poziom ekspresji HTT przez 6 dni, w odstgpach 24 h (Ryc. 9B i C).

L2l ooz HD3 HTT mRNA HD1 siRNA
CI— /O | 000 * K 24 48 72 9% 120 144n
exon 1 HTT | —— - 68 CAG
E— 17 CAG
5’ acuuga acucgaaggccu 3'
37 uuugaagcu%%%ugag%uu%%g 57 HD1 GAPDHI - a J
Iny p zmutowany
5/ uggcggcuguugcugceugeTT 3¢ « 125 [ horma
3’ TTaccgccgacaacgacgacy 57 HD2 E‘E 1.00 allel *a”E‘
T S S i
3f5’ ugaqgaagcugaggaggch%,T HD3 QE 0.75 . * x *oF X ;
TTacuccuucgacuccuccgc §>.9 0.50 1= - P— ; }
do [AnRnanalg g7
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HD1

Rycina 9. Analiza efektow dziatania siRNA nacelowanych na sekwencjg specyficznga mMRNA HTT
w linii komorkowej GM04281 (17/68 CAG w genie HTT). (A) Sekwencje siRNA nacelowanych na
rozne regiony sekwencji specyficznej genu HTT. Schematycznie pokazano lokalizacje miejsc
docelowych dla siRNA w mRNA HTT. (B) Analiza RT-PCR poziomu ekspresji HTT po transfekcji 50
nM siRNA we wskazanych punktach czasowych. (C) Analiza typu western poziomu ekspresji
huntingtyny po transfekcji 50 nM siRNA we wskazanych punktach czasowych. (D) Analiza RT-PCR
poziomu ekspresji HTT po 72 h od transfekcji 50 nM siRNA HD1, HD2 lub HD3. (E) Analiza typu
western 72 h po transfekcji 2, 10 i 50 nM siRNA HD1. K- poziom odniesienia, komorki traktowane
kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.
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Znaczace obnizenie poziomu ekspresji HTT obserwowano juz po 24 h, do ~25% poziomu
kontrolnego w przypadku transkryptu i ~50% w przypadku biatka. Po 72 h poziom
transkryptu zaczal stopniowo wzrasta¢, natomiast dla bialka obserwowano wyciszenie do
~25% poziomu kontrolnego nawet po 6 dniach od transfekcji. Nie obserwowano

dyskryminacji alleli HTT w wyciszaniu, co byto spodziewanym efektem.

Obnizenie poziomu transkryptu jest zwykle obserwowane juz kilka godzin po podaniu siRNA
(sprawdzono punkt czasowy 6 h po transfekcji, wyniki niepokazane), natomiast obnizenie
poziomu biatka nastepuje z reguly pdzniej, co jest zwiazane z okresem poOttrwania bialek
w komorce. Zanikanie efektow wyciszenia ekspresji genu w czasie jest zwiazane z spadkiem

stezenia reagentow w komorce, co wynika z ich degradacji oraz podziatow komorek.

Testowane 3 siRNA wykazywaly podobna aktywno$¢ w obnizaniu poziomu
transkryptu HTT, do 25-35% poziomu kontrolnego, po podaniu ich do fibroblastow HD
w 50 nM stezeniu (Ryc. 9D). Efektywno$¢ wyciszania biatka huntingtyny byta analizowana
dla siRNA HDI, 72 h po transfekcji w zakresie stezen: 2-50 nM (Ryc. 9E). Reagent
powodowat okoto 50% obnizenie poziomu biatka przy stgzeniu 2 nM i1 wyciszenie do ~25%

poziomu kontrolnego przy stgzeniu 50 nM.

Efektywnos¢ dziatania réznych siRNA, celujacych w ten sam mRNA, jest zalezna od
wiasciwosci sekwencji docelowej, tj. jej dostgpnosci strukturalnej, jak i wlasciwosci samego
reagenta, zaleznych od jego sekwencji i warunkujacych wiazanie przez kompleks RISC. Dla
wybranych trzech siRNA zZadne z tych czynnikow nie okazaly si¢ na tyle rézne, aby

powodowa¢ wyraznie roznice w aktywnos$ci reagentow.
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3. Strategia celowania w region SNP

Strategia celowania w regiony zawierajace SNP wykorzystuje zjawisko RNAI
i zdolno$¢ kompleksu efektorowego RISC, zatadowanego przez siRNA, do rozrézniania
dwoch alleli genu na podstawie rdéznic pojedynczych nukleotydéow w sekwencji docelowe;j.
W strategii opracowywanej dla chorob poliglutaminowych, reagenty RNAi sa nacelowane na
sekwencj¢ zawierajaca okreslony wariant SNP wystgpujacy w allelu z mutacyjnie

wydtuzonym ciagiem powtorzen CAG.

Testowanie strategii celowania w regiony SNP zostalo przeprowadzone na modelach
trzech chorob poliglutaminowych: SCA3, HD i SCA1. Celowanie w wybrany wariant SNP
dla SCA3 (rs12895357) bylto juz opisywane w literaturze, ale testowano jedynie dziatanie
reagentOw na egzogenny, ulegajace ekspresji w komodrkach z wprowadzonych konstruktow
wektorowych. W tej pracy przeprowadzono badania na linii komorkowej zawierajacej
endogenne allele rozniace si¢ wariantami SNP. Wybrany dla HD SNP (rs1065745) nie byt
badany w zadnej z opublikowanych prac dotyczacych tego modelu; natomiast model SCAL,
i stad takze wybrany SNP (rs179990), nie byt dotad w ogole uwzgledniany w kontekscie tej

strategii.

W projektowaniu siRNA nacelowanych na sekwencje zawierajace SNP kierowano si¢
opisanymi w literaturze zasadami planowania tego typu reagentéw, ktore uwzgledniaja
lokalizacje niesparowania, dlugos$¢ reagentow czy wprowadzanie dodatkowych niesparowan.
Metoda wyceny efektow dziatania siRNA umozliwiala niezalezna analiz¢ poziomu
transkryptu normalnego i zmutowanego dla wszystkich badanych modeli, a w przypadku

modelu SCA3, rowniez niezalezna analiz¢ poziomu obydwu alleli biatka.
3.1 Wyboér wariantéw SNP do testowania strategii

W celu dokonania wyboru odpowiednich wariantow SNP, przeprowadzono najpierw
poszukiwania heterozygotycznych SNP w liniach komoérkowych fibroblastow pochodzacych
od pacjentow z SCA3, HD i SCA1. Na podstawie przegladu publikacji i bazy dbSNP (NCBI),
wyselekcjonowano SNP zlokalizowane w eksonach genéw ATXN3, HTT i ATXNL.
Poszukiwanie heterozygotycznych wariantow SNP, w poszczegolnych liniach komorkowych,
prowadzono przez sekwencjonowanie produktéw PCR zawierajacych region wystgpowania
danego polimorfizmu. Zidentyfikowanie genotypu heterozygotycznego, wzgledem danego
SNP, wymagalo jeszcze okreslenia, na ktérym z alleli wystepuja poszczegdlne warianty

sekwencji. Wybrane SNP dla réznych gendéw byly zlokalizowane na tyle blisko ciagu
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powtorzen, ze mozliwa byta amplifikacja metoda PCR produktu zawierajacego roznicujace
allele regiony, zarowno powtodrzen trojnukleotydowych, jak i SNP. Roznica w dtugosci ciagu
powtorzen migdzy allelem normalnym a zmutowanym umozliwiata rozdzial produktow PCR
W zelu agarozowym. Produkty nastgpnie sekwencjonowano i w ten sposOb ostatecznie
okre$lano wystepowanie poszczegélnych wariantow SNP w allelach genu. Wyniki

przeprowadzonych analiz sa przedstawione w Tabeli 5.

Tabela 5. Zestawienie wynikéw poszukiwania SNP w liniach komoérkowych z mutacjami w genach
HTT, ATXN1 i ATXN3. Niebieskim kolorem zaznaczono SNP wybrane do dalszych badan (n.a. — nie
analizowano).

HTT GMO01083 GMO01187 GMO03864 GMO04208 GMO04281 GMO04022
Liczba
powtbrzefi CAG: 19/44 18/47 15/46 21/44 17/68 19/44
rs362307 n.a. clc clc clc clc n.a.
rs362306 n.a. a/g a/g a/g a/g n.a.
rs362305 n.a. a/g a/g a/g a/g n.a.
rs362268 n.a. clc clc clc clc n.a.
rs4690074 clc clc clc clc clc clc
rs1065745 n.a. n.a. n.a. t/c clc n.a.
ATXN1 GMO06927
Liczba
powtorzen CAG: 21152
rs179990 t/c Nazwa genn
ATXN3 GMO06151 GMO06153 Nr linii komorkowej
Liczb Liczba powtorzen

Icz ’a , . 18/65 18/69 allel nomalnv/zmutowany
powtorzen CAG: a -

SNP (nr z bazy NCBI)

rs12895357 glc glc allel nomalny/zmutowany
rs16999141 clc cl/t
rs1048755 alg alg

3.2 Celowanie w SNP dla SCA3
3.2.1 Wyboér SNP i projektowanie reagentow

Do celowania w zmutowany gen odpowiedzialny za SCA3 wybrano SNP
nr rs12895357, zlokalizowany tuz za ciagiem powtorzen CAG w mRNA ATXN3. W linii
komorkowej fibroblastow SCAS, z dlugoscia ciagu powtdrzen CAG w allelach ATXNS:
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18/69, wystepuja warianty SNP odpowiednio: G/C. Czgstos¢ wystgpowania tego SNP jest
okreslana na ~75% dla wariantu G i ~25% dla wariantu C (dbSNP).

Dla tego SNP zaprojektowano zestaw siRNA, gdzie miejsce niesparowania w oddziatywaniu
z allelem normalnym zostato ulokowane w pozycji 9 (G9), 10 (G10), 12 (G12) lub 16 (G16)
nukleotydu liczac od konca 5' nici antysens siRNA. Sekwencja reagentow jest przedstawiona
na Ryc. 10. Ponadto, zaprojektowano trzy warianty siRNA G9: zawierajacy dodatkowe
niesparowanie w dupleksie (G9M), ztozony z krétszych, 18-nt nici (G9S) oraz z dtuzszych,
27-nt nici (GIL).

SNP
G/C ATXN3 mRNA
o 10001 CA il 0000 |¥
ekson

..cagcagcagcagggggaccuaucaggacagag...

3'"TTcgucgucgucgcccuggau o'
G9 57 ggag%aggagggggagguaTT 3

3'TTcgucgucgucgcccuggau S'
GoM 5'ggaggaggagggggag%ucTT 37

3'TTcgucgucgcccuggau S5’
G9S 5'g%ag%agggggagguaTT 3

3'"TTcgucgucgucgccoccuggauaguccugu S'
GoL 5'ggaggaggagggggag%uaugaggagaTT 37

3'"TTgucgucgucgcccuggaua 5'
G10 S'gaggaggag%gqgag%uagTT 3"

3'"TTcgucgucgcccuggauagu 5’
G12 5'ggaggagggggagguaugaTT 3

3'"TTgucgcccuggauaguccug 5'
G16 5'CagcgggaccuaucaggaaTT 3'

Rycina 10. Sekwencje siRNA nacelowanych na region zawierajacy SNP w genie ATXN3 (warianty
SNP dla allelu normalnego i zmutowanego oznaczono, odpowiednio, kolorem zielonym
i czerwonym). Schematycznie przedstawiono lokalizacje sekwencji docelowej dla siRNA w mRNA.
Pogrubiong czcionka oznaczono nukleotyd nici antysens siRNA oddziatujacy z SNP w mRNA.
Nukleotydy na szarym tle oznaczaja wprowadzone niesparowanie w dupleksie siRNA, ktore powinno
promowac wilaczanie nici antysensowej do AGO2.

3.2.2 Aktywnos$é siRNA w komoérkach SCA3

Zaprojektowane siRNA transfekowano do komoérek SCA3 (GM06153, 18/69 CAG w
genie ATXN3) w stezeniu 50 nM i okre$lano poziom mRNA i biatka genu ATXN3 (Ryc. 11A
i B). Izolacjg RNA przeprowadzano po 24 h od transfekcji, natomiast izolacjg biatka po 72 h.
Wszystkie siRNA efektywnie wyciszaty ekspresj¢ allelu zmutowanego ATXN3, powodujac
obnizenie poziomu jego ekspresji 0 co najmniej 75%. Wigkszos¢ siRNA wykazywata takze
dyskryminacje alleli, najbardziej znaczaca allelo-selektywno$¢ dziatania byta zaobserwowana

dla G9, GOM, GIS i1 G10. Reagenty modyfikowane pod wzgledem dtugosci, G9S 1 GIL
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wykazywaty odpowiednio zmniejszona i zwigkszona aktywno$¢ w poroéwnaniu do G9, ale bez

poprawy pod wzgledem dyskryminacji alleli.

Efekty dziatania G9 i G10 analizowane byly dla biatka ataksyny-3 w szerszym zakresie
stezen, od 2 nM do 200 nM (Ryc. 11C i D). Obydwa reagenty wykazywaly znaczna allelo-
selektywnos¢ dziatania wzglgdem allelu zmutowanego w catym testowanym zakresie stgzen.
G9 wykazywal wyzsza efektywnos$¢ dzialania, obnizajac poziom zmutowanej ataksyny-3
o okoto 80%, juz w 2 nM stezeniu (Ryc. 11C). Dla obu siRNA obserwowano stosunkowo
nieduze wyciszenie normalnej ataksyny-3, maksymalnie o 40%, przy najwyzszym, 200 nM

stezeniu podawanych reagentow.

A K G9 GOM GSS GOL G10 G12 G16 C G SiRNA
_— 689 CAG
ATXN3| o I:mcm K 2 10 5 200 oM
GAPDHI e - | ataksyna-3 B
—_ — — — — | 150
g 12 OBty GAPOH e ————
S 9
8.% 1.00 * x ::-?tlnowany ,E Cl18 —-o0— 18Q
=& 075 L—| 5 o !{ % %
BE 050 ] S $ 06 '~ =6
2 025 =2 £ 04
oot il Ll I oy | PR VA LS 2 b Y
K G99 GOM GoS GIL G10 G12 G16 g 0 10 50 200
[nM siRNA G9]
B i(_ G9 G9M GO9S GIL G10 G12 G16 o D G10 SIRNA
ataksyna-3 | s K 2 10 5 200 M
- 69 Q
GAPDH [ e - ataksyna-3| S o s S | s
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,% m] normalny g 1 ]_ - 18Q
o llel =
;% zr:ulowany §_§ 83 o } 7 & 69Q
55 2% 0.4
g 702 :
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G9 GOM GOS GOL G10 16 S 0 10 50 200
K ¢12 G [NM siRNA G10]

Rycina 11. Analiza efektéw dziatania siRNA nacelowanych na SNP w genie ATXN3 w linii
GMO06153. (A) Analiza RT-PCR poziomu ekspresji ATXN3 24 h po transfekcji 50 nM siRNA. (B)
Analiza typu western poziomu ekspresji ataksyny-3 72 h po transfekcji 50 nM siRNA. (C) Analiza
typu western 72 h po transfekcji 2, 10, 50 i 200 nM siRNA G9 lub G10 (D). K- poziom odniesienia,
komorki traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

3.3 Celowanie w SNP dla HD
3.3.1 Wybér SNP i projektowanie reagentéw

Testowanie strategii celowania w SNP dla HD wykonano na przyktadzie
polimorfizmu rs1065745, zlokalizowanego w eksonie 9, ~1000 nt za ciagiem powtdrzen
w MRNA HTT. Ten SNP zidentyfikowano w linii fibroblastow HD w wariantach T/C
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w allelach zawierajacych odpowiednio 21/44 powtorzenia CAG, przy czym wariant T
wystepuje stosunkowo rzadko w populacji (dbSNP).

Zaprojektowano 6 siRNA celujacych w region wybranego SNP, lokujac miejsce
niesparowania w oddziatywaniu z allelem normalnym w pozycji 9 (G9), 10 (G10) lub 16
(G16) nukleotydu liczac od konca 5' nici antysens siRNA. Dla G10 zaplanowano 3
dodatkowe warianty siRNA: dwa posiadajace dodatkowe, réznie ulokowane, niesparowania
z mRNA (G10M1 i G10M2), oraz jeden ztozony z krotszych 18-nt nici (G10S). Sekwencja

reagentow jest przedstawiona na Ryc. 12.

SNP
u/C HTT mRNA
Il CAG 0000 {1 |3
ekson 1 ekson 9 }

...gcaaacccugacggcagucgggggcauqu...

3'TTuuu acuggcgucagcc o'
G9 S'aaagggugaggggaguguuTT 3!

3'"TTuugggacuggecgucageee 5'
G10 'aacccugaccgcagucguuTT 3

Tuugggacuggcaucagcee 5'

3
G10M1 cccugaccguagucguuTT 3'

' 1
'TTuugggacuggcguuagece 5'
'a cugaccgcaaucguuTT 3'

Glom2 °

[S1L= N, =S

acuggcgucagccc o'
gaccgcagucguuTT 3°'

cuggcgucagcccccguaa o'
gaccgcagucgggggcauuTT 3

a
ug
acc

3'TT
G10S ITg

g
cu
G16 3T

Rycina 12. Sekwencje siRNA nacelowanych na region zawierajacy SNP w genie HTT (warianty SNP
dla allelu normalnego i zmutowanego oznaczono, odpowiednio, kolorem zielonym i czerwonym).
Schematycznie przedstawiono lokalizacje miejsca docelowego dla siRNA w mRNA. Pogrubiona
czcionka oznaczono nukleotyd nici antysens siRNA oddziatujacy z SNP w mRNA oraz dodatkowe
nukleotydy nieparujace sie¢ z mRNA. Nukleotydy na szarym tle oznaczaja wprowadzone
niesparowanie w dupleksie siRNA, ktére powinno promowac ni¢ antysens do wlaczania w RISC.

3.3.2 Aktywno$¢ siRNA w komoérkach HD

Czasteczki siRNA transfekowano w stezeniu 50 nM do komoérek HD (GMO04208,
21/44 CAG w genie HTT) i 24 h po transfekcji izolowano z komérek RNA w celu okreslenia
poziomu ekspresji genu HTT. Znaczaca allelo-selektywnos¢ dziatania charakteryzowata
siRNA G16, pozostate reagenty wyciszaty ekspresj¢ obu alleli lub nie wykazywaty zadnej
aktywnosci (Ryc. 13A). Zdolno$¢ wyciszania transkryptu i biatka genu HTT przez G16 byta
nast¢pnie analizowana W szerszym zakresie st¢zen, od 2 do 200 nM (Ryc. 13B i C). We
wszystkich testowanych stezeniach G16 wykazywal znaczace rozroznianie transkryptu
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zmutowanego od normalnego, powodujac niewielkie obnizanie poziomu normalnego mRNA,
o nie wigcej niz 20%, i znaczace wyciszanie ekspresji zmutowanego allelu, do ~40% poziomu
kontrolnego (Ryc. 13B).

Analize wyciszania biatka przeprowadzono z uzyciem przeciwcial specyficznych dla biatka
huntingtyny w celu okreslenia calkowitego poziomu biatka, oraz z przeciwcialami
specyficznymi dla zmutowanych ciagéow poliQ dla okreslenia poziomu biatka zmutowanego.
Stwierdzono znacznie obnizony poziom zmutowanej huntingtyny, do okoto 20% poziomu
kontrolnego (Ryc. 13C).

K G9 G10 G16 G10s G10m1 G10Mm2

|- 44 cAG
- w21 CAG
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Q0.0 = =hich

G16 siRNA
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Rycina 13. Analiza efektow dziatania siRNA nacelowanych na SNP w genie HTT w modelu HD (linia
GMO04208). (A) Analiza RT-PCR poziomu ekspresji HTT 24 h po transfekcji 50 nM siRNA. (B)
Analiza RT-PCR poziomu ekspresji HTT 24 h po transfekcji 2, 10, 50 i 200 nM G16. (C) Analiza typu
western z uzyciem przeciwciat anty-huntingtyna i anty-poliQ 72 h po transfekcji 2, 10, 50 i 200 nM
G16. K- poziom odniesienia, komorki traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

3.4 Celowanie w SNP dla SCA1
3.4.1 Wybér SNP i projektowanie reagentéw

Na modelu SCA1l testowano celowanie w SNP o wariantach C/T (rs179990),
zlokalizowany ~250 nt za ciagiem powtorzen W eksonie 8 genu ATXN1. Okoto 40% populacji
ma genotyp heterozygotyczny wzgledem tego SNP (dbSNP), co $wiadczy o duzej
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potencjalnej uzyteczno$ci tego SNP w opracowywanej strategii. W linii komodrkowej
fibroblastow SCAI, allele genu ATXN1 charakteryzuja si¢ dtugosciami ciagu powtdrzen
CAG: 27/43, i wariantami SNP, odpowiednio: T/C. Ciag powtéorzen CAG w allelu
normalnym ATXN1 jest zaburzony interrupcjami CAT, kodujacymi histydyne. W badanej linii
komorkowej sekwencja tego ciagu jest nastepujaca: (CAG)x12 (CAT) (CAG) (CAT)
(CAG)x14.

Dla wariantu SNP w genie ATXN1 zaprojektowano zestaw SiRNA, gdzie miejsce
niesparowania w oddzialywaniu z allelem normalnym zostalo ulokowane w pozycji 9 (G9),
10 (G10), 11 (GI1) lub 16 (G16) nukleotydu liczac od konca 5' nici antysens siRNA.
Sekwencja reagentow jest przedstawiona na Ryc. 14.

SNP
u/C ATXNT mRNA

o 100! CAG 00 |*

ekson 8

.. .Caccaagaaagcggagagcagccggctgcag. . .

3'"TTgguucuuucggcucucguec 5
G9 5'ggaagaaaggggaqag%auTT 3!

3'"TTguucuuucggcucucgucyg 5
G10 5'CaagaaagccgagagcagaTT 3'

3'TTuucuuucggcucucguc 5!
G11 S'aagaaagccgagagcagggTT 3!

3'TTucggcucucgucggccgac 5'
G16 5'agg%gagaggaggggg%uuTT 37

Rycina 14. Sekwencje siRNA nacelowanych na region zawierajacy SNP w genie ATXN1 (warianty
SNP dla allelu normalnego i zmutowanego oznaczono, odpowiednio, kolorem zielonym
i czerwonym). Schematycznie przedstawiono lokalizacje miejsca docelowego dla sSiRNA w mRNA.
Pogrubiona czcionka oznaczono nukleotyd nici antysens siRNA oddziatujacy z SNP w mRNA.
Nukleotydy na szarym tle oznaczaja wprowadzone niesparowanie w dupleksie siRNA, ktore powinno
promowac ni¢ antysens do wlaczania w RISC.

3.4.2 Aktywnos¢ siRNA w komérkach SCA1

Czasteczki SIRNA transfekowano do komorek SCA1 (GMO06927, 27/43 CAG w genie
ATXN1) w stezeniu 50 nM 1 okreslano poziom mRNA ATXN1 metoda RT-PCR, 24 h po
transfekcji. Wszystkie siRNA wskazywaly stosunkowo niska efektywnos$¢ wyciszania alleli
ATXNL1, obnizajac poziom transkryptu o nie wiecej niz 60% (Ryc. 15A). Jedynie sSiRNA G10
wykazywal znaczaca allelo-Selektywno$¢ dziatania i ten reagent przetestowano w szerszym
zakresie stezen (Ryc. 15B). Przy stezeniu 200 nM obserwowano ~20% i ~60% obnizenie

poziomu odpowiednio allelu normalnego i zmutowanego. Nie przeprowadzono analizy
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poziomu biatka dla modelu SCA1 ze wzgledu na niedostgpnos¢ specyficznych przeciwcial dla

ataksyny-1.
A B G10 siRNA
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Rycina 15. Analiza efektoéw dziatania siRNA nacelowanych na SNP w genie ATXN1 w linii
GMO06927. (A) Analiza RT-PCR poziomu ekspresji ATXN1 24 h po transfekcji 50 nM siRNA. (B)
Analiza RT-PCR poziomu ekspresji ATXN1 24 h po transfekcji 2, 10, 50 i 200 nM G16. K- poziom
odniesienia, komorki traktowane kontrolnym SiRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

3.5 Podsumowanie wynikéw celowania w SNP

Sposrod przebadanych SNP, warianty obecne w modelu SCA3 (allele 18xCAG/G
i 69XCAG/C) stwarzaty potencjalnie wigksze mozliwosci rozrozniania alleli przez siRNA.
W tym przypadku moze by¢é wprowadzone silne niesparowanie purynowe G-G
w oddzialywaniu siRNA z sekwencja w allelu normalnym, podczas gdy ten sam siRNA
tworzy wiazanie G-C z sekwencja w allelu zmutowanym w miejscu wystgpowania SNP. Dla
modelu HD (allele 21xCAG/T i 44xCAG/C) i SCA1 (allele 29xCAG/T i 44xCAG/C)
podstawe dyskryminacji alleli stanowi réznica w sile wiazania G-C, ktore tworzy siRNA
z mRNA allelu zmutowanego, i wiazania typu wobble G-U, tworzonego w oddzialywaniu

siRNA z mRNA allelu normalnego w miejscu SNP.

Faktycznie obserwowano silniejsza dyskryminacj¢ alleli przez SIRNA w modelu SCA3,
w porownaniu do modeli HD i SCA1l. Wprowadzano dodatkowe modyfikacje sekwencji
SIRNA, ktore mialy na celu zwigkszenie dziatania allelo-selektywnego, tj. niesparowania
SIRNA z obydwoma allelami transkryptu, czy tez skracanie nici siRNA. Zaktadano, ze by¢
moze dla krétszych duplekséw 1-nt niesparowanie bgdzie malo silniejszy efekt znoszacy
aktywnos$¢, niz w przypadku dluzszych reagentow. Nie zaobserwowano jednak wyraznie

takiej zaleznosci.

Podsumowujac, dla wszystkich modeli komoérkowych i analizowanych SNP udato sig

wyselekcjonowac siRNA o dziataniu allelo-selektywnym w wyciszaniu ekspresji genu.
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4. Strategia celowania w region powtorzen tréjnukleotydowych

Wydluzony ciag powtérzen CAG w transkrypcie moze by¢é miejscem wigzania
komplementarnych oligonukleotydow, ktore spowoduja obnizenie poziomu ekspresji genu.
W nastepnych podrozdziatach opisano wykorzystanie roznego rodzaju oligonukleotydow i ich
analogow, o sekwencji komplementarnej do powtorzen CAG, testowanych jako potencjalne

narzgdzia terapeutyczne dla chorob poliglutaminowych.
4.1 Wykorzystanie typowych reagentow interferencji RNA

4.1.1 Charakterystyka dzialania siRNA zlozonego z sekwencji
powtérzonych CAG/CUG

W ramach badan aktywno$ci dupleksu zlozonego z powtorzen CAG/CUG
scharakteryzowano efekty jego dziatania na rozne transkrypty zawierajace ciagi powtorzen
CAG lub CUG. Dupleks CAG/CUG (d7) jest ztozony z 21-nt nici zawierajacych wylacznie
sekwencje¢ powtorzona, preferencyjnie tworzacych dupleks z 1-nt niesparowanymi koncami
3'. Przetestowano takze dziatanie dtuzszego dupleksu CAG/CUG (d9) ztozonego z 27-nt nici
(Ryc. 16A).

Reagenty zostaly podane do komoérek HD (GMO04281, 17/68 CAG w genie HTT)
w stezeniach: 2, 10, 50 nM 1 po 24 h okre$lono poziom wyciszenia trzech transkryptow
z powtorzeniami CAG: HTT, ATXN1, ATXN3 oraz trzech z powtorzeniami CUG: RPL14,
LPR8, EIF2AK3. Do analizy zostaly wybrane geny ulegajace ekspresji w komorkach
fibroblastow zawierajace ciagi co najmniej 7 powtorzen CAG lub CTG, w wybranej linii
komorkowej, co zapewnia obecno$¢ peinej diugosci sekwencji docelowej dla jednej z nici
dupleksu CAG/CUG.

Jak przedstawiono na Ryc. 16B i C, obie nici dupleksow CAG/CUG efektywnie wyciszaja
ekspresje genow zawierajacych komplementarne ciagi powtorzen. Poziom badanych
transkryptow jest obnizony o ponad 50% przy najnizszym analizowanym stg¢zeniu siRNA
(2 nM), a przy najwyzszym (50 nM) poziom tych transkryptow wynosil co najwyzej 25%
poziomu kontrolnego (Ryc. 16C). Dupleks d9 nie wykazuje znaczaco zwigkszonej
efektywnosci dziatania, ani zmienionej allelo-selektywnosci. Nie zaobserwowano takze
znaczacych réznic w poziomie analizowanych transkryptéw dla komorek traktowanych tylko

odczynnikiem transfekcyjnym (L) lub kontrolnym siRNA (K), w poroéwnaniu do komoérek

47



Wyniki — strategia celowania w region powtorzen trojnukleotydowych

nietransfekowanych (0) (Ryc. 16B). Do dalszych analiz wybrano jako poziom odniesienia

komorki transfekowane kontrolnym siRNA.

A
7 a7
5" CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG 3' d9
3" CGACGACGACGACGACGRCGARCGACGA 57
B d7 d9
0O L K 2 10 5 2 10 5 nM caG
168 CA
HTT | 17 CAG
ATXNT [ == — — -27/27 CAG
ATXN3 [~ - -8/8 CAG
RPL14 | —13114 CUG
LRPg | 1171 CUG
EIF2AK [= =— = 710 cuc
GAPDH | = = e o o o e
transkrypty zawierajace powtérzenia CAG
2 s S
Z15 HTT O ey B ey, £ 150 ATXNT £ 150
£12 125 £ 1.25
10 £ 1.00 5100
307 5 0.75 §0.75
s : o2
Zo , Z0. £0.25
300 —— 20.00 20.00
= = =
transkrypty zawierajace powtorzenia CUG
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307 50.75 g07 "
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Rycina 16. Analiza efektow dziatania siRNA zlozonych z powtérzen CAG/CUG na transkrypty
zawierajace powtorzenia CAG i CUG w linii GM4281 (model HD). (A) Sekwencje dupleksow d7
i d9. (B) Przyktadowe wyniki RT-PCR i ich analiza (C), dla transkryptow zawierajacych ciagi
powtérzen CAG Iub CUG, 24 h po transfekcji 2, 10 i 50 nM d7 Ilub do.
0- komorki nietransfekowane; L- komorki traktowane tylko odczynnikiem transfekcyjnym; K-
komorki transfekowane kontrolnym siRNA. * p<0,001.

Dla najnizszego uzytego stgzenia w eksperymencie przedstawionym na Ryc. 16, tj. 2 nM,
zaobserwowano juz znaczace obnizenie poziomu analizowanych transkryptow. Dla
transkryptu HTT zbadano takze zaleznos¢ efektywnosci wyciszania ekspresji genu od stezenia
dupleksu d7, w zakresie od 0,1 nM do 50 nM (Ryc. 17).

HTT 0 2y B ™y Rycina 17. Analiza efektow dziatania SiRNA d7 na
% 1.25 transkrypt HTT w zakresie stezen 0,1 do 50 nM 24 h
E 1.00 7 o po transfekcji linii komoérkowej GMO04281.
S 075 2 ) — K- komorki traktowane kontrolnym siRNA.
8 0.50| |1 ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.
£ 025 2 é | I ’
2 0.004- A LR 2

K 01 025 05 1 2 10 50 nM
d7
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Stwierdzono istotne obnizenie poziomu transkryptu HTT, o okoto 50%, juz przy 0,25 nM
stezeniu. W calym spektrum uzytych stezen reagent d7 wykazuje nieznaczna allelo-
selektywno$¢ dziatania. Maksymalny efekt wyciszenia HTT zostal osiagnicty przy stezeniu
~10 nM, gdzie poziom allelu zmutowanego zostal obnizony do okoto 10%, a allelu

normalnego do okoto 25% (Ryc. 17).

4.1.2 Porownanie efektywnosci SIRNA dzialajacych na sekwencje

specyficzne lub powtérzone genu HTT

Wykonano eksperymenty w celu bezposredniego poréwnania efektywnosci dziatania
pojedynczych nici i duplekséw, nacelowanych zaréwno na sekwencj¢ specyficzna, jak
i powtorzona w transkrypcie HTT. Reagenty SiRNA HD (testowany juz wczesniej
w eksperymentach przedstawionych na Ryc. 9 siRNA HD1) lub CAG/CUG (d7), w postaci
duplekséw lub samych nici antysensowych, transfekowano do komoérek HD (GMO04281)
w stezeniu 5 lub 200 nM 1 analizowano poziom huntingtyny (Ryc. 18). Wykazano duzo
nizsza aktywnos$¢ pojedynczych nici, w poréwnaniu do dupleksow. Ni¢ antysensowa siRNA
HD nie jest w ogole aktywna, natomiast ni¢ ztozona z powtoérzen CUG powoduje obnizenie
poziomu huntingtyny o 30-40% przy stezeniu 200 nM. Jak wykazano w badaniach
przedstawionych wczesniej (Ryc. 9 i Ryc. 17), obydwa dupleksy sa aktywne juz w stezeniu
5 nNM, przy czym efektywno$¢ obnizania poziomu biatka jest wigksza dla siRNA HDI,

w porownaniu do d7.

G . ) , D

SIRNA SIRNA NS PO\G\) Rycina 18. Analiza efektow dziatania

K [iDas = HDds 50 200 C; w0 v  dupleksow i pojedynczych nici siRNA,
HTT|;_; P — = - e nacelowanych na region sekwencji

specyficznej 1 powtorzonej transkryptu
HTT. Wyniki analizy typu western 72 h
2.0 o B po transfekcji wskazanymi reagentami

komoérek HD (GMO04281), as — nié
antysensowa, ds — dupleks.

plekiyna [ e — — —— — —— — |

-
()]

wzgledny
poziom biatka
o

o
4]

Uzyskany podobny wynik wyciszenia huntingtyny przez 200 nM pojedyncza ni¢ CUG i 5 nM
dupleks CAG/CUG, pokazuje potrzebe podania do komorek okoto 40-krotnie wigkszego
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stezenia nici antysensowej, aby uzyskaé taki sam efekt jak dla dupleksu, w przypadku tego
typu reagenta. Natomiast nizsza efektywno$¢ dziatania dupleksu CAG/CUG na ekspresje
huntingtyny, w poréwnaniu do siRNA HD, moze wynika¢ z ,,rozproszenia” efektu z powodu
obecnosci w komorce licznych sekwencji komplementarnych do nici ztozonych z powtorzen
trojnukleotydowych. Takie dziatanie siRNA celujacego w sekwencje powtdrzona

zaprezentowano dla szesciu przyktadowych transkryptéw na Ryc. 16.

4.1.3 Wykrywanie wprowadzanych do komoérek RNA zlozonych

z sekwencji powtdérzonej

Wprowadzane do komorek syntetyczne RNA sa rozpoznawane przez specyficzna
maszyneri¢ bialkowa, m.in. zwiazana z procesem interferencji RNA. Krétkie RNA moga
podlega¢ specyficznej ,,obrobce”, a w koncowym etapie degradacji. Dupleksy RNA sa
wigzane w komorce przez kompleks RISC zawierajacy, oprocz biatka AGO, rowniez RNazg
Dicer. W przypadku dhuzszych duplekséw niz 21 pz, sa one najpierw docinane przez Dicer,
analogicznie do prekursorow miRNA Iub dlugich dsRNA. Aby sprawdzi¢ czy stosowane
w poprzednich eksperymentach 27 pz siRNA CAG/CUG (d9) podlegaja obrobce przez Dicer
przeprowadzono najpierw cigcie tych dupleksow in vitro z rekombinowana Dicer. Reakcje
wykonano dla d9 i jak rowniez dla pojedynczych nici CUG-9 i AGC-9, z ktérych sktada sig
ten dupleks (Ryc. 19). Kontrolg pozytywna stanowito cigcie prekursora miRNA pre-miR367.
Analiza produktow reakcji w zelu poliakrylamidowym wykazata, ze d9 moze podlega¢ cigciu
przez Dicer in vitro, cho¢ obserwowane produkty nie byty zdefiniowane. Pojedyncze nici
o dlugosci 27 nt, takze moga by¢ cigte przez Dicer, cho¢ mniej wydajnie, co zaobserwowano
dla CUG-9, a w mniejszym stopniu dla AGC-9. Przecinanie tych RNA moze by¢ zwiazane
z tworzeniem przez nie drugorzedowej struktury, poniewaz nie wykazano dotychczas, aby

pojedyncze nici byty substratami dla Dicer.

.
(’TD CUG-9 AGC-9 dupleks -9 fﬁ pre -mir367

nt M 3 K 12 K12 K12 8K 1 2

1 -

%g § Rycina 19. Analiza produktéw ciecia

i § — krétkich RNA ztozonych

£ $ z powtdrzen CAG/CUG przez Dicer

zz - — w reakcji in vitro. M- marker
N el dlugoéci RNA; K- mieszanina

2 N - reakcyjna bez enzymu, 1- czas

151 inkubacji 2,5 h; 2- czas inkubacji
- 5h.
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Aby sprawdzi¢ czy ,,docinanie” d9 przez Dicer zachodzi takze w komorkach, do
ktorych jest wprowadzany ten reagent, wykonano analizg typu northern w celu wykrycia
potencjalnych skroconych produktow (Ryc. 20A). Do linii kontrolnej fibroblastow
(GM00024) wprowadzono w stezeniu 20 nM rézne RNA ztozone z powtorzen: dupleksy d7
i d9 oraz pojedyncze nici, z ktorych si¢ sktadaja. Po 24 h przeprowadzono izolacjg
catkowitego RNA z komorek i wykonano analiz¢ typu northern w celu wykrycia krétkich
RNA ztozonych z powtdorzen CAG Ilub CUG. Wykryto produkty odpowiadajace
wprowadzanym RNA, jednak nie zidentyfikowano produktow docinania przez Dicer (Ryc.
20A). Uzyto takze bardziej czulej metody, polegajacej na hybrydyzacji typu northern
prowadzonej w roztworze i nastgpnie rozdziale produktow w zelu natywnym (Ryc. 20B).
W hybrydyzacji z sonda CAG intensywno$¢ uzyskanych sygnatow byla wigksza, chociaz
ponownie nie wykryto wyraznych produktow docinania przez Dicer. Jedynie dla d9 sa
widoczne krotsze produkty, ale ich udziat w pordwnaniu do nieprzecigtego d9 jest znikomy

i moze by¢ obrazem degradacji.
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Rycina 20. Analiza typu northern wykrywajaca wprowadzone uprzednio do komérek GM00024 krotkie
RNA ztozone z powtorzen CAG/CUG. (A) Analiza typu northern, z uzyciem sond CAG, CUG i kontrolnie
U6, 48 h po transfekcji 20 nM RNA CUG/CAG w formie pojedynczych nici lub dupleksow. W pierwszych
trzech $ciezkach natozono syntetyczne RNA. (B) Analiza typu northern w roztworze, dla sondy CAG
i catkowitego RNA wyizolowanego z komorek 48 h po transfekcji 20 nM wymienionymi RNA.
(C) Analiza typu northern dla wykrycia krotkich RNA CUG z komorek 24 h lub 72 h po transfekcji 20 nM
wymienionymi RNA. Kontrola — komorki traktowane kontrolnym siRNA.

Kontrola
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Dodatkowo, wykrywanie krotkich RNA wprowadzanych do komérek byto prowadzone po 24
I 72 h od transfekcji, dla uzyskania obrazu postepu ich degradacji (Ryc. 20C).
Przeprowadzona analiza wskazuje na duza réznicg w stopniu ich degradacji migdzy
analizowanymi punktami czasowymi. Jednoczesnie dla wszystkich przeprowadzonych analiz
typu northern, szczegélnie dla przedstawionej na Ryc. 20B, obserwowano wigksza
intensywno$¢ sygnatow pochodzacych od nici, ktore byly podawane do komorek w formie
dupleksow. Potwierdza to wigksza stabilno$¢ duplekséw w poréwnaniu do pojedynczych nici

w komorce.

4.1.4 Badanie mechanizmu dzialania SiRNA na sekwencje powtorzone
CAG/CUG

W indukowaniu efektow wyciszania ekspresji genow przez siRNA kluczowa rolg
odgrywaja biatka z rodziny AGO. Cho¢ gtéwnag rolg pelni AGO2, nie jest to jedyny
przedstawiciel tej rodziny, ktory moze prowadzi¢ do obnizania poziomu transkryptu

zawierajacego sekwencj¢ komplementarna do siRNA.

W celu okreslenia roli biatek AGO1 i AGO2 w dziataniu siRNA CAG/CUG, w komoérkach
fibroblastow SCA3 obnizono poziom ekspresji tych bialek z uzyciem siRNA siAGO1
I SIAGO2. W pierwszym dniu podawano do komodrek 50 nM siAGO1 lub siAGO2, nastgpnie
po 48 h wykonywano transfekcje 20 nM siRNA CAG/CUG lub siATXN3. Po kolejnych 48 h
izolowano RNA i okreslano poziom mMRNA ATXNS.
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Rycina 21. Wplyw obnizenia ekspresji genow AGO1 i AGO2 na efektywnos$¢ dziatania siRNA
ztozonego z powtdrzen CAG/CUG oraz siRNA specyficznego dla genu ataksyny-3 (SIATXN3) w linii
komoérkowej GM06153 (model SCA3). (A) Analiza RT-PCR poziomu ekspresji alleli ATXN3 i genu
AGO?2 po transfekcji wskazanymi siRNA. (B) Analogiczna analiza dla wyciszania ekspresji AGO1.
K- poziom odniesienia, komoérki traktowane kontrolnym siRNA.
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Obnizenie poziomu transkryptu AGO2 do okoto 30% skutkuje catkowitym zniesieniem
aktywnosci dupleksu CAG/CUG i znaczacym obnizeniem efektywnos$ci wyciszania ekspresji
ATXN3 przez siATXN3 (Ryc. 21A). Z kolei redukcja poziomu transkryptu AGO1 o ponad
80% wykazata brak zmian w aktywnosci zarowno siRNA CAG/CUG, jak i SIATXN3 (Ryc.
21B).

Podstawowy mechanizm dziatania siRNA w kompleksie z AGO2 prowadzi do
przecinania transkryptu w miejscu wiazania fosfodiestrowego migdzy 10 a 11 nukleotydem,
liczac od konca 5" nici antysensowej sSiRNA. Do wykrycia produktow przecinania transkryptu
ATXN3 w komorkach, do ktorych zostaty podane siRNA CAG/CUG, wykorzystano metode
5'RACE (ang. Rapid Amplification of cDNA Ends).

Komorki fibroblastow transfekowano 20 nM siRNA CAG/CUG w trzech wariantach: d7-1,
d7-2, d7-3, roézniacych si¢ nukleotydami, od ktorych rozpoczynaja si¢ sekwencje nici (Ryc.
22A). Po 24 h izolowano RNA i analizowano metoda 5'RACE.

A B miejsce ciecia ‘ adaptor
fr———
d7-1 PACTCTGTCCTGATAGGT CCCCC TGCTGCTGC T TNCNN

40 S0

5’ CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG 3’ d7-1
3" CGACGACGACGACGACGACGA 5’

30
5’ GCUGCUGCUGCUGCUGCUGCU 3’ d7-2 \\ AAAL J-;" !

3" ACGACGACGACGACGACGACG 5

miejsce ciecia * adaptor

5’ UGCUGCUGCUGCUGCUGCUGC 3’  47.3 - : 111 B
3’ GACGACGACGACGACGACGAC 5 d7-2 O R o~ B g W

C 3'GUCGUCGUCGUCGUCGUCGUC 5"
3'UCGUCGUCGUCGUCGUCGUCG 5
d7-3
5'...cagcaacagcagcagcagcagcagcagcaggggga...3"'
TTd7-2
d7-1

Rycina 22. Wyniki analizy produktéw cigcia transkryptu ATXN3 w regionie powtorzen po podaniu do
komorek GMO04208 réznych wariantow siRNA d7. (A) Sekwencje testowanych dupleksoéw
CAG/CUG. (B) Wyniki sekwencjonowania produktow 5'RACE z zaznaczonym miejscem ligacji
przecigtego w komorce transkryptu i adaptora. (C) Zidentyfikowane, indukowane obecnos$cia
w komorkach poszczegélnych dupleksow, miejsca cigcia w obrgbie ciagu 8 powtdrzen CAG
transkryptu ATXN3.

W przeprowadzonych badaniach uzyto lini¢ komérkowa fibroblastow HD, posiadajaca w obu
allelach genu ATXN3 8 powtorzen CAG. Tak uproszczony model ograniczal liczbeg cigé
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w sekwencji powtorzonej ulatwiajac analize specyficznych produktow. Sekwencjonowanie
uzyskanych dominujacych produktow potwierdzito lokalizacje miejsc cigcia transkryptu
ATXN3 w specyficznych dla AGO2 miejscach (Ryc. 22B, C).

Dodatkowo zbadano poziom wyciszenia ekspresji huntingtyny przez dupleksy d7,
nieznacznie rézniagce si¢ sekwencja i nie stwierdzono istotnych roéznic w ich dziataniu, co
sugeruje, ze dla tego typu reagentow sekwencja nukleotydu znajdujacego si¢ na koncu 5' lub
3' nie ma znaczenia dla efektywnosci ich dziatania.

K d71  d72 d73 Rycina 23. Poréwnanie aktywnosci dupleksow d7. Analiza

76 typu western 72 h po transfekcji 50 nM siRNA d7-1, d7-2 lub
plektyna [eeees — v o o | d7-3. K- komorki traktowane kontrolnym siRNA.
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4.2 Modyfikacje sekwencji reagentow zlozonych z powtérzen

4.2.1 Projektowanie modyfikowanych regentow

Jak pokazano w poprzednich eksperymentach, dupleksy CAG/CUG sa efektywnymi
reagentami RNAi, zdolnymi do wyciszania ekspresji szeregu gendOw zawierajacych
powtorzenia trojnukleotydowe. Nie wykazuja one jednak pozadanej allelo-selektywnosci
dziatania wzgledem wariantdéw zmutowanych. Postanowiono zatem zmodyfikowa¢ dupleks
CAG/CUG, tak aby nieznacznie ostabi¢ site oddzialywania nici CUG z sekwencja docelowa
w ciggu powtorzen CAG. W tym celu w sekwencji dupleksu zostaly zmienione wybrane
nukleotydy, tak aby zastapi¢ w niektorych pozycjach silne oddzialywania C-G (SIRNA-ciag
CAG) parami typu wobble, U-G. W wyborze pozycji dla wprowadzanych zmian kierowano
si¢ wiedza na temat wplywu lokalizacji niesparowan na efektywnos$¢ dziatania siRNA (Du i
wsp. 2005). Wiedza ta jest gldwnie wykorzystywana przy projektowaniu reagentow
interferencji skierowanych na regiony zawierajace mutacje pojedynczego nukleotydu lub

warianty SNP.

Modyfikowane dupleksy CAG/CUG zaprojektowano tak, aby modyfikacje wystepowaty
w pozycjach: 13 (W13), 16 (W16), 13 i 16 tacznie (W13/16) oraz 1 i 19 tacznie (W1/19),

liczac od konca 5' nici CUG (Ryc. 24). Nie uwzgledniano pozycji w regionie centralnym i

54



Wyniki — strategia celowania w region powtorzen trojnukleotydowych

tzw. regionie seed, aby nie doprowadzi¢ do catkowitego braku aktywno$ci modyfikowanych
SIRNA w komorkach. Jednocze$nie odpowiednie modyfikacje zostaly wprowadzone w nici

CAGQ, tak aby zachowa¢ pelna komplementarno$¢ dupleksu.

5" CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG 37 d7
3" CGACGACGACGACGACGACGA 5’

13

5" CUGCUGCUGCUGIUGCUGCUG 37 W13 5f CUGCUGCUGCUG UGCUGCUG 37
3" CGACGACGACGACHACAACGA 57 3' .. .CGACGACGACGACGACGACAACGACGACGACGA. .. 5'
16
57 CUGCUGCUGCUGCUGHUGCUG 37 W16 5’ CUGCUGCUGCUGCUG UGCUG 3'
3" CGACGACGACGACGACZACGA 57 3'...CGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACGA. .. 5’
13 16
5" CUGCUGCUGCUGUUGHUGCUG 37 W13/16 5" CUGCUGCUGCUG UG-UGCUG 3’
3" CGACGACGACGACACHACGA 57 3'...CGACGACGACGACGACGACCACGACGACGACGA. .. b7
1 19
5" |JUGCUGCUGCUGCUGCUGJYUG 37 W1/19 5" MUGCUGCUGCUGCUGCUGUG 3’
3" CRACGACGACGACGACGACHA 57 3'"...CGACGACGACGACGACGACGACCACGACGACGA. .. 5’

Rycina 24. Sekwencje dupleksow CUG/CAG zawierajacych substytucje zasad w wybranych
pozycjach, zaprojektowanych na podstawie siRNA d7. Z prawej strony pokazane jest oddziatywanie
nici CUG tych dupleksoéw z ciagiem powtorzen CAG w transkrypcie (transkrypt zaznaczono kolorem
czerwonym; W celu wyraznego zaznaczenia ostabienia oddzialywania w konkretnych pozycjach
przedstawiono pary U-G jako niesparowane).

4.2.2 Testowanie reagentow w liniach HD

4.2.2.1 Analiza efektow dziatania reagentow przeprowadzona dla RNA i biatka

Efektywnosc i allelo-selektywno$¢ reagentow przetestowano na modelu komorkowym
HD (linia GM04281, 17/68 CAG w genie HTT). Podano do komorek siRNA w stezeniu
20 nM i po 24 h od transfekcji okreslono poziom wyciszenia roéznych transkryptow
zawierajacych powtorzenia CAG i CUG, analogicznie jak w eksperymencie przedstawionym

na Ryc. 16. Bezposrednie odniesienie stanowita aktywno$¢ dupleksu CAG/CUG (d7).

Wszystkie dupleksy, w poréwnaniu do d7, wykazywaly zmniejszong aktywnos$¢ w dzialaniu
na rozne transkrypty, przy czy wyraznie ostabione dziatanie obserwowano dla W13 1 W13/16
(Ryc. 25). Efektywno$¢ obnizania poziomu transkryptow normalnych zawierajacych
powtorzenia CAG (ATXNL i ATXN3) i CUG (RPL14, LRP8 i EIF2AK3) byta zréznicowana,
podobnie dziatanie na ekspresj¢ alleli HTT. Dupleksy W16 i W1/19 wykazywaty podobna do
d7 aktywnos¢ wzgledem HTT. Dupleks W13 jako jedyny zachowuje poziom ekspresji
transkryptu normalnego HTT, natomiast dupleks W13/16 indukuje okoto 1,5-krotne
podwyzszenie poziomu tego transkryptu. Jednoczesnie dupleksy W13 i W13/16 byly
jednymi, ktore wykazywaty allelo-selektywne dziatanie w wyciszaniu HTT (Ryc. 25).
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Rycina 25. Analiza efektow dziatania duplekséw zawierajacych niesparowania z sekwencja docelowa
w linii GM04281 (model HD) dla wybranych transkryptow zawierajacych powtorzenia CAG lub
CUG. (A) Przyktadowe wyniki RT-PCR i (B) analiza poziomu wybranych transkryptow
zawierajacych ciagi powtorzen CAG lub CUG 24 h po transfekcji 2, 10 i 50 nM d7 lub d9. K- poziom
odniesienia, komorki traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

Dla tych samych warunkéw transfekceji, jak w eksperymencie przedstawionym na Ryc. 25,
przeprowadzono analize wyciszenia biatka huntingtyny. Wykazano podobna aktywnosc¢
dupleksow W16 1 W1/19 do d7, pod wzgledem efektywnosci i allelo-selektywnosci dziatania
(Ryc. 26A). Dla dupleksow W13 i W13/16 zaobserwowano wyrazne obnizenie poziomu
zmutowanej huntingtyny, o co najmniej 60%, przy podwyzszonym poziomie normalnej
huntingtyny. Obserwacje te potwierdzono dla szerszego zakresu st¢zen reagentow W13
I W13/16, juz przy 5 nM stgzeniu obserwowano obnizenie poziomu zmutowanej huntingtyny
do okoto 50%, a przy 100 nM stezeniu efekt byt podobny jak dla 20 nM stgzenia (Ryc. 26B).
Ponadto, powtarzalnie obserwowano podniesienie poziomu ekspresji normalnego allelu HTT,

okoto 1,5-krotnie.
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Rycina 26. Analiza efektow dziatania dupleksow zawierajacych niesparowania z sekwencja docelowa
w linii GM04281 (model HD) dla biatka huntingtyny. (A) Analiza typu western poziomu huntingtyny
72 h po transfekcji 20 nM wymienionymi dupleksami. (B) Analiza typu western poziomu huntingtyny
72 h po transfekcji 5, 20 i 100 nM W13 lub W13/16. K- poziom odniesienia, komorki traktowane
kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

Dziatanie poszczegdlnych modyfikowanych duplekséw sprawdzono takze w innej linii
z mutacja w genie HTT, GMO09197. Przeprowadzono analogiczny eksperyment jak
przedstawiony na Ryc. 26A dla dtugosci ciagow powtorzen w HTT: 21/151 CAG (Ryc. 27).
Obserwowano bardzo podobna aktywno$¢ testowanych reagentow jak w modelu z 17/68
powtorzeniami CAG w genie HTT. Dupleksy W16 i WI1/19 wykazywaly podobne
wlasciwosci w obnizaniu poziomu huntingtyny jak d7, natomiast W13 1 W13/16 dziataty
allelo-selektywnie wyciszajac ekspresj¢ zmutowanego allelu HTT o co najmniej 70% (Ryc.
27).

C__d7 W13 W16 WI3/6 Wi/1e 510 Rycina 27. Analiza efektow dziatania duplekséw

HTT | v — S S— -21Q zawierajacych niesparowania z sekwencja docelowa
w linii GM09197 (model HD) przeprowadzona dla

plektyna = s — . | . . . .
biatka huntingtyny. Analiza typu western poziomu
S - o el biatka HTT 72 h po transfekcji 20 nM
.0 : wymienionymi dupleksami. K- poziom odniesienia,
£, : komoérki  traktowane kontrolnym siRNA. **
N

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

il

W13 W16 W13/16 W1/19

wzgledny po
o o -
) .

Efekty dziatania dupleksow W13 1 W13/16 sprawdzono takze w liniach komorkowych HD,
charakteryzujacych si¢ dlugosciami ciagéw CAG, bardziej odpowiadajacymi spotykanym

najczesciej u pacjentow z choroba Huntingtona, tzn. z ~45 powtorzeniami w allelu
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zmutowanym genu HTT. Obserwowano podobny jak w linit GM04281 (17/68 CAG w HTT)
trend aktywnosci dupleksu W13/16, jednakze osiagano nizsza efektywnos$¢ wyciszania
ekspresji zmutowanej huntingtyny, do okoto 50% poziomu kontrolnego, nawet przy 100 nM

stezeniu (Ryc. 28).
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Rycina 28. Analiza efektow dziatania dupleksu W13/16 w liniach HD przeprowadzona dla biatka
huntingtyny. Analiza typu western poziomu huntingtyny 72 h po transfekcji 5, 20 i 100 nM W13/16
lub 20 nM d7 dla linii GM04208 (A) lub GM01187 (B). K- poziom odniesienia, komorki traktowane
kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

Dodatkowo zbadano czy do aktywnosci W13/16 wzgledem huntingtyny niezbedny jest
dupleks, czy by¢ moze sama ni¢ antysensowa moze indukowaé obserwowane efekty.
Komoérki z mutacja w genie HTT transfekowano 20 nM pojedynczymi ni¢mi dupleksu
W13/16 (as, ss) oraz dupleksem W13/16. Nie stwierdzono aktywnos$ci pojedynczych nici

wzgledem allelu normalnego lub zmutowanego HTT (Ryc. 29).

Rycina 29. Analiza aktywnos$ci pojedynczych nici W13/16,

w poréwnaniu do dupleksu, wzgledem biatka huntingtyny
w modelu HD (GMO04281). Analiza typu western poziomu
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4.2.2.2 Testowanie reagentow ze skroconq niciq sensowq

W wyciszaniu ekspresji genu huntingtyny kluczowa jest aktywno$¢ nici zlozonej
z powtorzen CUG, natomiast dziatanie nici CAG, ktoére ma miejsce nawet w przypadku
dupleksow o modyfikowanej sekwencji (Ryc. 25), jest niepozadane. Jednym ze sposobow
pozbawienia aktywnos$ci nici sensowej jest jej skrocenie, jednak przy zachowaniu
odpowiedniej dlugosci potrzebnej do wiazania dupleksu przez RISC (Sun i wsp. 2008;
Grimm 2009).

Zaprojektowano dodatkowe modyfikacje sekwencji duplekséw d7, W13 i W13/16 polegajace
na skroceniu dtugosci nici sktadajacej si¢ z powtdrzen CAG do 16 lub 17 nt (Ryc. 30A).
Uwzgledniono po dwa warianty dla W13 1 W13/16 rdézniace si¢ sekwencja skroconej nici c0

najprawdopodobniej skutkuje nieco roznymi strukturami dupleksu.
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Rycina 30. Analiza efektow dziatania duplekséw zawierajacych niesparowania z sekwencja docelowa
oraz skrocona ni¢ CAG w linii GM04281 (model HD). (A) Sekwencje dupleksow zaprojektowanych
na podstawie d7, W13 i W13/16 (B) Analiza typu western poziomu huntingtyny 72 h po transfekcji
100 nM wymienionymi dupleksami. (C) Analiza typu RT-PCR poziomu wybranych transkryptow
zawierajacych ciagi powtorzen CAG lub CUG 24 h po transfekcji 100 nM wymienionymi reagentami.
K- poziom odniesienia, komorki traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.
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Najpierw aktywnos¢ duplekséw badano dla biatka huntingtyny w linii HD, po transfekcji
w 20 nM stgzeniu, jednak nie zaobserwowano zadnej aktywnosci. Znaczaca efektywnos¢
wyciszania zmutowanej huntingtyny, o okoto 50%, stwierdzono dla transfekcji reagentow
w 100 nM stezeniu (Ryc. 30B). Wigkszos¢ dupleksow zaprojektowanych na podstawie W13
I W13/16 wykazywata znaczaca dyskryminacj¢ alleli w wyciszaniu ekspresji HTT, przy

zachowanym lub podwyzszonym poziomie normalnej huntingtyny.

Aktywnos$¢ dupleksow ze skrocona nicia CAG badano takze dla wybranych innych
transkryptow zawierajacych ciagi powtdrzen CAG lub CUG (Ryc. 30C). Dupleks CAG/CUG-
17/21 charakteryzowat si¢, w porownaniu do standardowego dupleksu d7 (CAG/CUG-21/21,
Ryc. 16), nieco nizsza efektywnoscia dziatania na transkrypty z powtorzeniami CAG
1 brakiem aktywno$ci w stosunku do transkryptow z powtdrzeniami CUG (Ryc. 30C).
Reagenty zaprojektowane na podstawie W13 i W13/16 wykazywaty brak lub nieznaczna

aktywno$¢ w stosunku do wszystkich analizowanych transkryptow.

W wyniku przeprowadzonego zabiegu skracania nici CAG uzyskano pozadany efekt braku
aktywnosci reagentéw na transkrypty z powtorzeniami CUG (Ryc. 30C). Szczegolnie dupleks
W13/16-1I charakteryzowat si¢ pozadanym dziataniem, tzn. wykazywat efektywne obnizenie
poziomu zmutowanej huntingtyny do okoto 30%, przy zachowaniu ekspresji huntingtyny
normalnej. Jednakze wymagane st¢zenie reagentow do uzyskania pozadanego efektu bylo
stosunkowo wysokie (100 nM, Ryc. 30B), dlatego w dalszych badaniach uzywano dupleksow
W13/16 bez skroconej nici.

4.2.2.3 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka huntingtyny w zaleznosci

od czasu

W celu doktadnej charakterystyki dziatania W13/16, przeprowadzono analiz¢ poziomu
transkryptu 1 biatka HTT dla materiatu izolowanego z komérek w 6 punktach czasowych, co
24 h, od transfekcji 20 nM dupleksem W13/16. Identyczna analiz¢ przeprowadzono dla
poréwnania z uzyciem SIRNA d7. Potwierdzono znaczace roznice w aktywnosci tych dwoch
reagentow dla transkryptu i biatka HTT. Wyrazne efekty ich dziatania byty widoczne juz po
24 h od transfekc;ji.

Po podaniu dupleksu W13/16 nie obserwowano znaczacych zmian poziomu transkryptu
zmutowanego HTT przez 6 dni, natomiast poziom zmutowanej huntingtyny byl efektywnie
obnizony, maksymalnie do 25% poziomu kontrolnego (Ryc. 31 A, C). Z kolei dla allelu
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normalnego HTT obserwowano podwyzszenie poziomu ekspresji. Z uzyciem dupleksu d7

osiagnigto efektywne wyciszenie ekspresji obu alleli HTT (Ryc. 31 B, D).
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Rycina 31. Analiza wyciszenia transkryptu i biatka HTT przez 6 dni z uzyciem reagentow W13/16
i d7 w linii GM04281. Przedstawiono wykresy uwzgledniajace $rednia uzyskanych wynikow analiz
RT-PCR i western blot poziomu ekspresji HTT po okreslonym czasie od transfekcji W13/16 (A) lub
d7 (B) w stezeniu 20 nM. W panelach (C) i (D) przedstawiono szczegétowo uzyskane wyniki dla
eksperymentéw przedstawionych odpowiednio w (A) i (B). K- poziom odniesienia, komorki
traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

4.2.3 Testowanie reagentow w linii SCA3

4.2.3.1 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka ATXN3

Analogicznie do testowania reagentow w linii HD (Ryc. 26A, 27), przeprowadzono
analiz¢ dziatania czterech dupleksow, w odniesieniu do aktywnos$ci d7, w linii komorkowej

z mutacja w genie ATXN3 (Ryc. 32).
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© R g'r':t'mwaw Rycina 32. Analiza efektéw dziatania dupleksow
$125 18Q € Q zawierajacych niesparowania z sekwencja docelowa
g 100 X w linii SCA3 (GMO06153). Analiza typu western
§ 07° o x % poziomu ataksyny-3 72 h po transfekcji 20 nM
; g'zz - |1|* |1|* ﬁ% wymienionymi dupleksami. K- poziom odniesienia,
ji o.oo hé é é komorki traktowane kontrolnym  siRNA.
§’ ' d7 W13 W16 W13/16 W1/19 ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.

Wykazano obnizanie ekspresji obu alleli ATXN3 przez wigkszo$¢ dupleksow (do okoto 10%
poziomu kontrolnego z uzyciem d7 i okoto 30% po podaniu W13, W16 i W1/19), natomiast

W13/16 powodowal nieznaczne obnizenie poziomu biatka ataksyny-3.

4.2.3.2 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka ATXN3 w zaleznosci od czasu

Ze wzgledu na wyrazne rozbiezno$ci w aktywnosci W13/16 na allele genu HTT
i ATXN3, przeprowadzono szczegotowa analize aktywnos$ci tego reagenta w modelu SCA3,

w sposob analogiczny jak opisano dla modelu HD.

Wykazano nieznaczne obnizanie poziomu ekspresji ATXN3 z uzyciem 20 nM W13/16, przez
6 dni od transfekcji. Aktywnos¢ ta stopniowo zanikata z czasem (Ryc. 33A, C). Aktywnos¢
siRNA d7 byla podobna jak w modelu komorkowym HD, tzn. efektywnie byta obnizona
ekspresja obu alleli ATXN3 z uzyciem tego reagenta (Ryc. 33B, D).

Dodatkowo, ze wzgledu na potwierdzone rdznice w aktywnosci W13/16 na ekspresj¢
genu HTT i ATXN3, wykonano analiz¢ poziomu transkryptu HTT w linii komoérkowej SCA3,
przez 6 kolejnych dni, po transfekcji 20 nM W13/16. Zaobserwowano, podobnie jak
w modelu HD, podniesienie poziomu transkryptu normalnego HTT do okoto 150% poziomu
kontrolnego (Ryc. 34). Sugeruje to, ze proces podnoszenia poziomu ekspresji allelu
normalnego HTT z uzyciem W13/16 jest niezalezny od obecnosci w komorce allelu

zmutowanego HTT.
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Rycina 33. Analiza wyciszenia transkryptu i biatka ATXN3 przez 6 dni z uzyciem reagentow W13/16
i d7 w linii GM06153. Przedstawiono wykresy uwzgledniajace $rednia uzyskanych wynikow analiz
RT-PCR i western blot poziomu ekspresji ATXN3 po okreslonym czasie od transfekcji W13/16 (A) lub
d7 (B) w stezeniu 20 nM. W panelach (C) i (D) przedstawiono szczegétowo uzyskane wyniki dla
eksperymentow przedstawionych odpowiednio w (A) i (B). K- poziom odniesienia, komorki
traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.
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Rycina 34. Analiza wyciszenia transkryptu HTT w linii komérkowej SCA3 (GM06153). Analiza RT-
PCR po okre§lonym czasie od transfekcji 20 nM W13/16 (A) lub d7 (B). K- poziom odniesienia,
komorki traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001.
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4.2.3.3 Identyfikacja miejsc ciecia transkryptu przez RISC

W celu stwierdzenia czy dupleks W13/16, moze dziata¢ zgodnie z mechanizmem
RNAI, podjeto probe identyfikacji miejsc cigcia w ciagu powtorzen CAG po podaniu tego
reagenta do komorek. Przeprowadzono transfekcje komorek SCA3 siRNA specyficznym,
nacelowanym na region tuz przed ciagiem powtérzen CAG, oraz dupleksem W13/16 (Ryc.
35). Sekwencjonowanie produktow 5'RACE potwierdzito charakterystyczne dla kompleksu
RISC cigcie transkryptu ATXN3 z uzyciem siRNA specyficznego, oraz zidentyfikowano dwa

produkty cigcia w ciagu powtorzen z uzyciem reagenta W13/16.

SCA3
SRNA  WI3/18

T@ ATXN3 mRNA
5 |00 ¥

5’ GUCCUGAUAGGUCCCGCUGEL 3' SCA3 siRNA
3" ttCAGGACUAUCCAGGGCGAC 57

5/ CUGCUGCUGCUGEUGEUGCUG 3’ W13/16
3’ CGACGACGACGACHACHACGA 5'

o)
B < miejsce ciecia
2 ! © # adaptor
<2 ATAGGTCLCCC TG CTGCTGLTGE TECTGETGCTGETGCTGCTGCTGC TGCTOCTRCTGCT TTCATCARA
= B 40 a0 B0 70 80 90 100
m ol
Ks =
miejsce ciecia
eCl8y adaptor
I y_adaplor
T[] AraéslcccoerecISCIGCIECTGLIGCIGETECIGCTGCTIGCTGEIGCIGCIGC ITTCATCAR
40 B0 70 80 a0
o I vl
A Y A
powtarzenia m|ejsce CIQCIa
CAG W_adaptor
_ GTG ACTCTGTCCTGATAGT TTCATCAAAGCCAGCAAAC GCAGT
20 30 40 0 B0
-
1 10
C 3'ttGUCGCCCUGGAUAGUCCUG 57
5'...cagcagcagcagcagceagcagcagcagcageagecageagggggacetatcaggacagagt. .. 3!

miejsce ciecia siRNA SCA3

Rycina 35. Wyniki analizy produktéw ciecia transkryptu ATXN3 w regionie powtorzen po podaniu do
komorek dupleksow W13/16 i siRNA SCA3. (A) Sekwencje testowanych dupleksoéw CAG/CUG. (B)
Wyniki sekwencjonowania produktow 5'RACE z zaznaczonym miejscem ligacji przecigtego
w komorce transkryptu i adaptora. (C) Zidentyfikowane, indukowane obecno$cia w komodrkach
poszczegdlnych dupleksdéw, miejsca cigcia w ciagu 8 powtorzen CAG transkryptu ATXNS.
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Uzyskane wyniki, zaré6wno badania poziomu ekspresji zmutowanych gendéw, jak
i identyfikacji miejsc cigcia w transkryptach, wskazuja, ze dla reagentow zawierajacych
niesparowania z sekwencja docelowa nie dochodzi do silnej aktywacji typowego mechanizmu
RNAI zaleznego od AGO2, prowadzacego do specyficznego przecinania i degradacji
transkryptu. Szczegotowe analizy przeprowadzone dla dupleksu W13/16, w poréwnaniu do
d7, pokazuja znaczace zmiany w aktywnosci reagenta ztozonego z powtorzen CAG/CUG, po

wprowadzeniu dwoch substytucji do sekwencji dupleksu.

4.2.4 Badania toksycznoS$ci reagentow

Waznym aspektem testowania reagentbw o potencjale terapeutycznym jest
sprawdzenie czy wprowadzany reagent nie wptywa negatywnie na przezywalno$¢ komorek.
Juz w eksperymentach z dupleksami CAG/CUG (d7) zauwazono zwigkszona $miertelno$¢
komorek, ktora w tescie przezywalnosci okreslono na okoto 50% spadek liczby komorek po
72 h od transfekcji przy stezeniu 20 nM, w odniesieniu do komorek traktowanych tylko
odczynnikiem transfekcyjnym (Ryc. 36A i B). W przypadku dupleksu CAG/CUG efekty
toksyczne moga by¢ gltdéwnie zwigzane ze zmiang poziomu wielu transkryptow w komorce,

zawierajacych sekwencje komplementarne do reagenta.
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Rycina 36. Analiza przezywalnosci komorek fibroblastow HD (GMO04281) po transfekcji réznymi
krotkimi dsRNA ztozonymi z powtorzen trojnukleotydowych. (A) Wyniki testu luminescencyjnego po
transfekcji komorek wskazanymi reagentami w stgzeniach: 5, 20 i 100 nM, po 72 h od transfekcji.
0 - komorki nietransfekowane, L - komorki traktowane tylko odczynnikiem transfekcyjnym,
K — komorki transfekowane kontrolnym siRNA BlockIT. (B) — Obraz mikroskopowy komorek
w $wietle widzialnym po transfekcji 100 nM siRNA specyficznym (HD1) lub ztozonym z powtdrzen
(d7). ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001
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Niektore dupleksy CAG/CUG, o sekwencji modyfikowanej przez substytucje jednej lub
dwoch zasad (W13, W13/16) lub skracanie nici (CAG/CUG-17/21), powodowaty podobna
$miertelnos¢ komorek. Dla tych regentéw wykazano spadek liczebnosci komorek o 25% przy
uzytym stezeniu 5 nM 1 o 50% przy st¢zeniu 100 nM. Sposrdd testowanych dupleksow
ztozonych z sekwencji powtorzonej najlepszymi wtasciwosciami, charakteryzowat sig¢ reagent
W13/16-11, dla ktérego obserwowano podobny profil przezywalnosci komorek przy réznych
stezeniach jak dla siRNA kontrolnego (K) i specyficznego dla sekwencji HD (siRNA HD1)
(Ryc. 36A).

4.3 Samodupleksujace reagenty zlozone z sekwencji powtorzonej
4.3.1 Projektowanie i charakterystyka reagentow

Przetestowany zostal jeszcze inny sposéb modyfikowania sekwencji reagentow
celujacych w powtorzenia CAG. Polegat on na wprowadzaniu takich substytucji do nici CUG,
aby byla ona w stanie sama z soba utworzy¢ dupleks. Takie podejscie, ktérego celem jest
pozbycie si¢ nici sensowej z dupleksu siRNA, zostalo wczesniej opisane w literaturze dla

sekwencji specyficznych (Hossbach i wsp. 2006).

W przypadku sekwencji powtdrzonych, gdy ni¢ ztozona z powtdrzen CUG ma by¢ nicia
wiodaca, mozna wprowadzi¢ jedna lub wigcej substytucji U—A, 1 w ten sposdb uzyskaé
samoparujaca si¢ ni¢ siRNA. Wczesniejsze badania z reagentami zawierajacymi modyfikacje
sekwencji (opisane w poprzednim podrozdziale) pokazaty, ze wprowadzanie substytucji
w nici CUG, skutkujacych powstawaniem niesparowan w oddziatywaniu z ciagiem
powtdrzen CAG w transkrypcie HTT, moze indukowac pozadane, z punktu widzenia terapii,
dziatanie takich RNA.

Do badan wstepnych zaprojektowano dwie modelowe czasteczki: (CUG)s(CAG);
I (CUG)4(CAG)s, zawierajace odpowiednio 2 i 3 substytucje U—A w nici (CUG)7. Na Ryc.
37A przedstawione sa przewidywane struktury dla tych RNA: struktura dupleksu,
zawierajacego trzy lub jedno niesparowanie w czgsci centralnej, lub pojedyncza ni¢ o réznym
stopniu ustrukturalizowania. Z wcze$niej przedstawionych badan wynika, Zze to struktura
dupleksu jest forma pozadang z punktu widzenia aktywnosci reagentow w komorkach (Ryc.
18 na stronie 49 i Ryc. 29 na stronie 58). Wprowadzane substytucje do nici CUG wptywaja na
wzrost tendencji do tworzenia dupleksu przez te ni¢, ale jednocze$nie wzrasta zdolno$¢ do

tworzenia struktury typu spinki.
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RNA (CUG)5(CAG); i (CUG)4(CAG)3 roznia sig od siebie tylko jednym nukleotydem, jednak
ich zdolno$¢ do tworzenia struktur drugorzedowych jest znaczaco rozna, jak wynika
z obliczen termodynamicznych (Ryc. 37B) oraz analizy migracji w zelu w warunkach
niedenaturujacych (Ryc. 37C). Wartosci energii swobodnej Gibbsa (AG), przewidywanej
z uzyciem programu DINAMelt (Markham i Zuker 2005), wskazuja, ze struktura dupleksu
analizowanych czasteczek jest bardziej stabilna niz struktura typu spinki. Do utworzenia
dupleksu potrzebne sa dwie pojedyncze nici i destabilizacja tworzonych, najprawdopodobniej,
przez nie struktur typu spinki. (CUG)4(CAG); charakteryzuje si¢, w poréwnaniu do
(CUG)5(CAG),, nizszymi warto$ciami przewidywanych AG, stad prawdopodobnie wigksza
stabilno$cia struktur drugorzegdowych. Wyliczono takze réznice migdzy AG tworzenia
dupleksu (AGd) a AG tworzenia struktury typu spinki (AGh). Im wigksza ta ro6znica, tym
nalezaloby zaktada¢ wigksza zdolnos¢ do tworzenia dupleksu. Ten parametr (AGd-AGh)
wskazywal na wigksza podatnos¢ (CUG)4(CAG);3 do tworzenia dupleksu, w porownaniu do
(CUG)5(CAG), (Ryc. 37B). Podobna tendencja wytania si¢ z analizy migracji RNA w zelu
niedenaturujacym, gdzie dla (CUG)s(CAG), obserwowano tylko forme jednoniciowa,
natomiast dla (CUG)4(CAG)3 dodatkowy prazek, odpowiadajacy migracja formie dupleksu
(Ryc. 37C sciezka 7 i 8, jako odniesienie uzyto siRNA o sekwencji specyficznej i SIRNA
ztozone z powtorzen CAG/CUGQG).

A B N &
parametry dla \0""6 \GP‘G\
B dupleksu el 0@\‘3 R
(AGC) +(CUG)7 5" AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC 3! i struktury hairpin (& O &
7 3' GUCGUCGUCGUCGUCGUCGUC 57 &k
diugosé(nt) 21 21 21
AGd -143 -27,5 -36,1 =
(cUe), 51 cUgcUscUscUccUcclUsclUs 3¢ AGh 35 -103 -132 |8
3" GLGCEECEYCEyCGyCGC 5 AGd-AGh 5
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Rycina 37. Projektowanie samodupleksujacych reagentow ztozonych z powtdrzen i analiza tworzonych
przez nie struktur drugorzedowych. (A) Sekwencje zaprojektowanych samodupleksujacych RNA z ich
przewidywanymi strukturami (pogrubiona czcionka oznaczono nukleotydy podstawione wzgledem
sekwencji ztozonej z powtdrzen CUG). (B) Tabela z wartoSciami energii struktur dupleksu i typu spinki
(hairpin) dla poszczegdlnych RNA, przewidywanymi z uzyciem programu DINAMelt. (C) Analiza
migracji krotkich RNA w niedenaturujacym 20% zelu PAA. Na Zel naktadano 50 pmoli oligonukleotydow,
po elektroforezie zel barwiono w 1x GelRed. Oznaczenia: AG — energia swobodna Gibbsa, a - ni¢
antysensowa, s - ni¢ sensowa, ds — dupleks, ss — forma jednoniciowa.
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Na podstawie tych wstgpnych badan zaprojektowano zestaw 31 RNA (Ryc. 38),
charakteryzujacych si¢ wystgpowaniem jednonukleotydowych niesparowanych koncow 3'
w przewidywanych strukturach dupleksu, co powinno utatwié¢ rozpoznawanie tych reagentow
w komorkach przez maszyneri¢ biatkowa RISC. Zaprojektowano tzw. ,,seri¢ A” reagentow,
posiadajacych substytucje U—A, oraz ,,seri¢ G” z substytucjami U—G, o analogicznym do
serii A umiejscowieniu w sekwencji. RNA, nazwane sd-miRNA (samodupleksujace miRNA,
ang. self-duplexing miRNAS), réznia si¢ miedzy soba dlugoscia (20-22 nt, co bylo
podyktowane wprowadzeniem niesparowanych koncoéw), liczba (od 1 do 4) i pozycja
wprowadzonych substytucji. Substytucje lokalizowano w czesci centralnej oligonukleotydu
i/lub w czgsci 3', czyli poza regionem seed kluczowym dla rozpoznawania sekwencji
docelowej. Przewidywane struktury dupleksow sa zréznicowane, nieliczne dupleksy sa

w petni komplementarne, w wigkszo$ci wystepuja wewngtrzne niesparowania U-U.

8
A 5' cUscUscaccUscuaclUsclse 3¢ B 5' cUgcUscaacUscusclUsclse 3¢

A1 37 CGyCGyCGUCCYCGACCYCGyC 5° G1 3" CGyCGUCGUCGUCGGLGUCGyT 5°

9
5' gcUscUscaccuscUselUscu 3°

g
5' geYseUgeascuacYeclUseuy 3¢

A2 37 UCGUCGHCGUCGACGHCGUCE 5° G2 3" yCGECEUCGUCGGCGHCGHCE 5°
8 17 8 17
A3 5+ cYscuccaccYscuccacclec 30 G 51 cYscuceascUceuceasclse 3¢
3' CGyCGACGUCGHCGACGUCGHT 5° 3 3" CGECGGCGUCGUCEGCGUCGyC 5°
9 15 9 15
A4 5' GCUGCUGCAGCUGCAGCUGCU 3! G4 5' GCUGCUGCGGCUGCEGCUGCU 3!
3' UCGYCGACGUCGACGUCGHLG 5° 3" UCGHCGGCGUCGGCGUCGHCG 5°
12 15 12 15
5' gcUscugcuceaseaccUcCu 3° 5' GCUGCUGCUGCGGCGGCUGCU 3°
A5 3" UCGUCGACGACGUCGUCGHCG 5° G5 37 UCGYCGGCGGCGUCGUCGHCE 5°
13 16 13 16
5' UgcuccuccYscaceasclUs 3+ 51 UgcuecuccYscaccascls 3¢
AB 37 GYCGACGACGHCGUCGUCGY 5' G6 3" GUCGGCGGCGHCGUCGUCGy 57
g 1 17 s 1 17
A7 5+ cUscuccacchscuceacclec 3! G7 5' cYscucecescCecuceasclce 3¢
3' CGyCGACGUCGACGACGUCGHT 5° 3" CGyCGGCGUCGELGECGUCEHC 57
9 15 18 9 15 18
AB 5' GCUGCUGCAGCUGCAGCAGCU 3' Gs 5' GCUGCUGCGGCUGCGGCGGCU 3!
3" UCGACGACGUCGACGUCGUCG 5° 3" UCGGCGGCGUCGGCGUCGUCG 57
0 43 18 10 43 18
A9 5+ UscuccuccPecaceascls 3¢ Go9 51 Uscuccusc®seaeeascls 3!
3" GUCGACGACGACGUCGUCG 5° 3" GyCGGCGGCGECGUCGUCGy 5°
12 15 18 12 15 18
5' GCUGCUGCUGCAGCAGCAGCU 3' 5' GCUGCUGCUGCGGCGGCGGCU 3!
A10 37 UCGACGACGACGUCGUCGUCG 5° G10 3V UCGECGGCGECGUCGUCGUCE 57
13 16 19 13 16 19
A1 5' UGCUGCUGCYGCAGCAGCAS 3" G 11 5' uccuccuecYsceeeaeeas 3'
3" GACGACGACGHCGUCGUCGU 5° 3" GBCGGCGGCGCGUCGUCGU 57
14 17 20 14 17 20
A2 5 cUGCUGCUGCYGCAGCAGCAGE 3" 5' CUGCUGCUGCYGCGGCEECGEE 3!
3" CGACGACGACG CGUCGUCGUC 5° G112 37 (GEEGGEGGEGHCEUCGUCEUC 57
0 93 16 19 10 43 18 19
A13 5" UGCUGCUGCAGCAGCAGCAG 3 G13 .5' UGCUGCUGCSGCGGCEGGCGG 3'
3"  GACGACGACGACGUCGUCGU 57 3' GGCGGCGGCGECGUCGUCGU 5°
M1 14 17 20 11 14 17 20
A14 5' CUGCUGCUGCAGCAGCAGCAGC 3' G14 5" CUGCUGCUGCSGCGGCGECEGC 3"
3" CGACGACGACGACGUCGUCGUC 5 3" CGGCGGCGGLGECGUCGUCGUC 57
10112 45 101112 45
A15 51 gcUscuccuPPaccacelcey 3! 5' geUscuccuGGeseasclaeu 3¢
3' UCGUCGACGAAAUCGUCGYCG 5 G15 37 UCGUCGGLGGEEICGUCGUCE 5°
101112 15
A16 5t geUscuccuceaceaselcey 3!

3" UCGUCGACGAGCUCGUCGHCG 5°'

Rycina 38. Sekwencje i przewidywane struktury tworzone przez RNA CUG, zawierajace substytucje
nukleotydow w okre§lonych pozycjach. Reagenty serii A (A) posiadaja substytucje U—A, za
wyjatkiem RNA Al6, ktory posiada takze dodatkowe podstawienia. Reagenty serii G (B) sa
analogiczne do reagentow serii A, jesli chodzi o pozycje podstawien, natomiast posiadaja substytucje
U—G. Pogrubiong czcionka oznaczono podstawiony nukleotyd i podano pozycje¢ substytucji, liczac
od konca 5' oligonukleotydu.

68



Wyniki — strategia celowania w region powtorzen trojnukleotydowych

W przypadku RNA z serii A, wprowadzone do sekwencji CUG substytucje skutkuja
tworzeniem niesparowan A-A w oddziatywaniu z ciagiem powtdrzen CAG w transkrypcie,

natomiast dla serii G sa to niesparowania G-A (Ryc. 39).

9 15 ] 15
A4 5' GcUGCUGCAGCUGCAGCUGCU 3' G4 5' gcYecuscaecuceaaelUscy 3¢
3" UCGUCGACGUCGACGUCGYCG 5' 3" UCGyCGGCGUCGGCGUCGUCG 5!

RISC

3' UGGUCGPCGUCGRACGUCGUCE 5/
CAGBAEC A GCAGC AGCAGCA Al

RISC

3' UGBUCGCCGUCGCCeUCaUCE
CAGEBAGC pGCAGCAGCAGCAGCA

5 _

MRNA —g
z wydtuzonym ciagiem CAG

Rycina 39. Schemat przewidywanych oddziatywan =z sekwencja ciagu powtérzen CAG
w transkrypcie, dla RNA A4 i G4, po zatadowaniu do kompleksu RISC. Kolorem czerwonym
oznaczono ciag (CAG)n w mRNA.

Dla catego zestawu sd-miRNA wykonano obliczenia termodynamiczne oraz
przeprowadzono analiz¢ migracji w zelu niedenaturujacym, w celu poréwnania ich zdolnosci
do tworzenia duplekséw (Ryc. 40). Analizujac najpierw przewidywane wartosci AG dla
reagentow serii A, stwierdzono, ze najnizsza stabilno$¢ dupleksow wykazuja Al, A2 i Al5
(AG > -23 kcal/mol, dla pozostatych RNA AG wynosito < -31 kcal/mol) (Ryc. 40A).
Jednocze$nie dla Al, A2 i Al5 obliczenia pokazuja najmniejsze réznice migdzy AG
tworzenia struktury dupleksu i struktury typu spinki (AGd-AGh > -18 kcal/mol), co roéwniez
sugeruje ich najmniejsza zdolnos¢ do tworzenia dupleksow. Dodatkowo, analiza migracji
w zelu niedenaturujacym przeprowadzona dla serii A, potwierdzila przewidywane tendencje
dla Al, A2 1 AlS, jako ze dla tych RNA nie obserwowano prazkoéw odpowiadajacych
migracja dupleksowi. Dla pozostatych sd-miRNA z serii A, widoczne sa zarowno prazki

odpowiadajace migracja pojedynczej nici i dupleksowi (Ryc. 40A).

Dla RNA z serii G, obliczenia wskazuja na nizsza stabilno$¢, zarowno struktur dupleksu jak
i spinki, w poréwnaniu do analogicznych reagentow w serii A (Ryc. 40B). Jest to zwiazane
z tworzeniem si¢ parowania typu wobble (U-G) w przewidywanych strukturach, podczas gdy
dla serii A wystgpuja w tych miejscach parowania U-A. Tym niemniej, stwierdzono, na
podstawie obliczen termodynamicznych i analizy migracji, nizsza tendencj¢ to tworzenia

struktury dupleksu dla RNA G1, G2, G15, analogicznie do serii A.
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A sd-miRNA A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
ditugoseé (nt) 2212 220 1821 21 200 220 2 20 200 200 [F224 IF200 122 21 21
AG dupleks  -23,1 -25,5 -31,5 -34,1 -34,1 -31,5 -31,5 -427 -31,7 -42,7 -34,3 -40,3 -343 -36,9 -242 -33,7
AG hairpin 92 -78 -109 -11,1 -10,9 -10,9 -10,9 -154 -10,9 -14,9 -123 -13,7 -12,3 -13,7 -10,6 -10,6
AG z sekwengj ! . 4 i
docelov:q(ceAG;\ -39,9 -38,1 -35,6 -33,8 -33,8 -30,5 -31,3 -29,5 -26,2 -29,5 -28,9 -31,3 -24,6 -27,0 -27,6 -27,6
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Rycina 40. Analiza struktur drugorzgdowych dla samodupleksujacych RNA z serii A (A) i serii G (B).
Tabele z wartosciami energii struktur dupleksu i typu spinki (hairpin) dla poszczegdlnych RNA,
przewidywane z uzyciem programu DINAMelt, oraz analiza migracji RNA w niedenaturujacym 20%
zelu PAA. Na zel naktadano 50 pmoli oligonukleotydéw, po elektroforezie zel barwiono w 1x
GelRed. Odniesienie dla migracji SD-miRNA stanowity czasteczki pokazane na analogicznym zelu na
Ryc. 37C. Oznaczenia: AG — energia swobodna Gibbsa, ds — dupleks, ss — forma jednoniciowa.

Obliczono rowniez AG dla oddziatywan poszczegdlnych sd-miRNA z sekwencja docelowa
ciagu CAG, co odpowiada przewidywanej interakcji reagenta z ciagami CAG w transkryptach
komorkowych. W tym przypadku wartosci obliczonych AG (AG z sekwencja docelowa
(CAG)n) sa zalezne gléwnie od liczby wprowadzonych substytucji w reagencie, tzn. sd-
miRNA z 3 lub 4 substytucjami charakteryzuja si¢ najmniejsza stabilnoscia w oddziatywaniu
z sekwencja docelowa. Pomimo eksperymentalnie okreslonych réznic w destabilizacji
dupleksow przez niesparowania A-A i A-G (Kierzek i wsp. 1999; Davis i Znosko 2010)
obliczone wartosci AG dla oddzialywania z sekwencja docelowa nie roznity si¢ dla

poszczegolnych par reagentow z serii A 1 serii G, za wyjatkiem A15 1 G15 (Ryc. 40).
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Przeprowadzone analizy in silico i in vitro struktur drugorzegdowych tworzonych przez sd-
miRNA moga nie odzwierciedla¢ wystgpowania poszczegdlnych struktur w warunkach

komorkowych, ale ogdlnie charakteryzuja termodynamike strukturalng tych reagentow.

4.3.2 Testowanie reagentow w liniach HD

4.3.2.1 Wstepne testowanie 31 sd-miRNA

Wprowadzane substytucje U—A lub U—G w nici zlozonej z powtdorzen CUG
skutkuja obecnos$cia silnych niesparowan purynowych A-A lub G-A, przy oddziatywaniu sd-
MIRNA z ciagiem powtorzen CAG. Tworzenie takich niesparowan moze powodowac
catkowity brak aktywnosci zaprojektowanych RNA na transkrypty zawierajace ciagi CAG,
lub moze by¢ obserwowana analogiczna aktywno$¢ jak dla opisanego wczesniej dupleksu
W13/16, tj. obnizenie poziomu zmutowanego biatka przy braku zmian poziomu
zmutowanego transkryptu HTT. Z drugiej strony dla aktywnosci sd-miRNA istotne jest
tworzenie stabilnego dupleksu. Dla wigkszosci z 31 sd-miRNA wykazano stosunkowo
wysoka tendencje do tworzenia dupleksu (Ryc. 40). Wszystkie reagenty zostaly
przetestowane w linii komorkowej HD (GM04281, 17/68 CAG w genie HTT) (Ryc. 41). We
wstepnych eksperymentach transfekowano RNA w stezeniu 200 nM, aby stgzenie reagenta,

w preferowanej formie strukturalnej dupleksu, byto mozliwie najwyzsze.

A [ allel normalny 17Q allel zmutowany 68Q

-

wzgledny
poziom biatka
&) _c; &)

0
0.0
K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
sd-miRNA A
B O allel normalny 17Q@ B allel zmutowany 68Q

-

wzgledny
poziom biatka
© o

K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

sd-miRNA G

Rycina 41. Analiza efektow dziatania samodupleksujacych reagentow serii A (A) i serii G (B), dla
biatka huntingtyny w linii komorkowej HD (GM04281). RNA transfekowano w stezeniu 200 nM, po
72 h izolowano biatko i analizowano poziom huntingtyny, wzglgdem plektyny, metoda western blot.
K- komorki traktowane kontrolnym siRNA BlockIT. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001
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Cztery sd-miRNA z serii A (A2, A4, A5 i Al5) efektywnie hamuja powstawanie zmutowanej
huntingtyny. Obserwowano obnizenie poziomu tego biatka do 15-35% poziomu kontrolnego,
przy zachowaniu poziomu biatka normalnego (Ryc. 41A). Pozostale RNA z serii A nie
wykazywaty aktywnosci wzgledem HTT, lub wykazywaty bardzo niska aktywno$¢ wzgledem
allelu zmutowanego. Znaczaco rozny profil aktywnos$ci obserwowano dla sd-miRNA z serii G
(Ryc. 41B). Reagenty z serii G sa bardziej efektywne w wyciszaniu ekspresji HTT,
poréwnaniu do serii A, ale wykazuja takze mniejsza allelo-selektywno$¢ dziatania. Sd-
miRNA serii G powodowaly obnizenie poziomu zmutowanej huntingtyny do 10-50%

poziomu kontrolnego i normalnej huntingtyny do 50-80% poziomu kontrolnego (Ryc.41B).

4.3.2.2 Zaleznosci stezeniowe dla 15 sd-miRNA

Do dalszych badan wybrano sd-miRNA, ktore hamowaly syntezg zmutowanej
huntingtyny oraz wykazywaly jednoczesnie allelo-selektywnos$¢ w dziataniu. 15 sd-miRNA,
4 z serii A i 11 z serii G, podano do komorek HD (GM04281, 17/68 CAG w genie HTT)
w stezeniu 2, 10 lub 50 nM i w catkowitym biatku, izolowanym po 72 h, okreslano poziom
huntingtyny (Ryc. 42). Wigkszo$¢ sd-miRNA powodowata znaczace obnizenie poziomu
zmutowanego bialka HTT, o maksymalnie 50%, juz przy stgzeniu 2 nM. Wraz ze
wzrastajacym stgzeniem reagenta, obserwowano poglebianie efektu wyciszania huntingtyny.
Jednak juz przy 50 nM stgzeniu osiagany byt podobny efekt jak dla 200 nM stgzenia. Dla 15
testowanych sd-miRNA poziom normalnej huntingtyny byt zachowany lub obnizony
maksymalnie o0 50%.

Na postawie wykonanych eksperymentow zaleznos$ci stgzeniowych, obliczono wartosci 1Css,
ICso i IC5, tj. wartoSci stezen reagenta wymaganych do obnizenia poziomu ekspresji do
odpowiednio, 25%, 50% lub 75%. Dla najbardziej efektywnych reagentoéw w wyciszaniu
zmutowanej huntingtyny uzyskano warto$¢ 1Cys mieszczace si¢ w zakresie 16-38 nM.
Natomiast dla sd-miRNA charakteryzujacych si¢ najwigksza dyskryminacjq alleli, okreslono
stosunek 1C7s N/IC7sM > 50.

Do dalszych analiz wybrano 6 sd-miRNA (A2, A4, A5, G2, G4 i G5), ktore spetniaty
nastgpujace kryteria:

() wykazywaty duza aktywnos¢ wzgledem zmutowanej huntingtyny (wartosci ICso M <
150 nM), oraz
(1) charakteryzowaty si¢ wysoka allelo-selektywnoscia dziatania (IC7s N/IC7sM > 20).
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Rycina 42. Analiza efektow dziatania wybranych samodupleksujacych reagentow przeprowadzona dla
biatka huntingtyny w linii komorkowej HD (GM04281). RNA transfekowano w stezeniach 2, 10 lub
50 nM (wyniki dla stezenia 200 NM pochodza z Ryc. 41), po 72 h izolowano biatko i analizowano
poziom huntingtyny wzgledem plektyny metoda western blot. K- komoérki traktowane kontrolnym
SiRNA. ** 0,001<p< 0,05; * p<0,001
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Tabela 6. Wartosci parametrow wyciszania ekspresji alleli HTT przez 15 wybranych sd-miRNA,
na postawie eksperymentéw przedstawionych na Ryc. 42.

parametry wyciszania alleli huntingtyny [nM]

zi?“\-'NA gﬁggge??gig%aﬁ ICso M| ICs N IC,NIM ICxM
A2 8 3 >200 | =67 <2 >200| =100 16
A4 | 915 15 >200 | >13 2 195 97,5 36
A5 | 12,15 10 >200 >20 <2 >200| =>100 | 100
A15| 10,11,12,15 30 >200 >7 5 >200 >40 >200
G2 8 9 >200 ( =22 3 120 40 95
G3| 817 10 >200 | >20 <2 3 <4 170
G4 | 915 8 >200 | >25 <2 185 [ >92 38
G5 | 12,15 9 >200 | >22 <2 40 >20 37
G6 | 13,16 4 >200| >50 <2 23 >11 34
G7| 8 11,17 25 >200( =8 4 25 6 >200
G8 | 9 1518 5 >200| >40 <2 115 | >58 190
G9 | 10,1316 27 >200 | >7 <2 4 >2 >200
G11| 13, 16,19 15 >200 | >13 <2 4 >2 >200
G12| 14,17,20 32 >200 >6 5 45 9 >200
G15( 10,11,12,15 40 >200( =5 10 | =200 =20 >200

4.3.2.3 Aktywnos¢ sd-miRNA w innych liniach HD

Zestaw 6 sd-miRNA, wybranych na postawie eksperymentow zaprezentowanych na
Ryc. 42, przetestowano w liniach komérkowych HD, zawierajacych ciagi powtorzen 44 i 47
w allelach zmutowanych HTT. Poziom wyciszenia huntingtyny analizowano 72 h po
transfekcji 50 nM sd-miRNA (Ryc. 43).
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Rycina 43. Analiza efektow dziatania wybranych samodupleksujacych reagentow przeprowadzona dla
biatka huntingtyny w liniach komoérkowych HD: (A) GM04208 (21/44 CAG w HTT) i (B) GM01187
(18/47 CAG w HTT) 72 h po transfekcji 50 nM reagentami A2, A4, A5, G2, G4 i G5. K- komorki
traktowane kontrolnym siRNA, * p< 0,05.
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Wigkszos¢ z testowanych sd-miRNA wykazywata allelo-selektywnos¢ dziatania, przy czym
byta ona nizsza niz w przypadku dyskryminacji alleli z ciagami 17/68 CAG, we wczes$niej
testowanej linii HD (Ryc. 42). Najefektywniejsze reagenty powodowaly obnizenie ekspresji
zmutowanej huntingtyny do okoto 50% poziomu kontrolnego w linii GM04208 (21/44 CAG
w HTT) i do okoto 30% poziomu kontrolnego w linii GM01187 (18/47 CAG w HTT) (Ryc.
43).

4.3.2.4 Analiza wyciszenia transkryptu i biatka HTT w zaleznosci od czasu

W celu doktadnej charakterystyki dziatania wybranych sd-miRNA, przeprowadzono
analiz¢ poziomu transkryptu i biatka HTT dla materiatu izolowanego z komérek GM04281
w 5 punktach czasowych przez 7 dni, od transfekcji wybranymi regentami z serii A (Ryc. 44)

i serii G (Ryc. 45) w stezeniu 50 nM.
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Rycina 44. Analiza wyciszenia transkryptu i biatka HTT przez 7 dni po transfekcji 50 nM sd-miRNA
z serii A: A2 (A), A4 (B) i A5 (C) do linii komérkowej HD GMO04281. Wyniki na wykresach
,podsumowanie aktywnosci” uwzgledniaja $rednia uzyskanych wynikow analiz RT-PCR i western
blot poziomu ekspresji HTT dla obu alleli, normalnego (N) i zmutowanego (M). Te dane, z analiza
statystyczna, sg szczegotowo przedstawione na dwoch wykresach ponizej. Najnizej umieszczone
wykresy przedstawiaja wyniki analizy catkowitego poziomu mRNA HTT. K- poziom odniesienia,
komorki traktowane kontrolnym siRNA, * p< 0,05.
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Dla wybranych do analiz sd-miRNA z serii A, tj. A2 (Ryc. 44A), A4 (Ryc. 44B) i A5 (Ryc.
44C) obserwowano znaczace obnizenie poziomu zmutowanego transkryptu HTT po 24 h od
transfekcji, do okoto 60%, po czym w przeciagu 7 dni ten poziom wzrastat do blisko 100%
w ostatnim analizowanym punkcie czasowym. Obnizenie poziomu zmutowanej huntingtyny
bylo bardziej znaczace, do 20-40% poziomu kontrolnego, przy czym maksimum wyciszenia
byto osiagane zwykle w przedziale czasowym 48-120 h od transfekcji. Ekspresja allelu
normalnego HTT byla nieznacznie zmieniona, obserwowano jedynie obnizenie poziomu
normalnego biatka w punktach czasowych 24 h i 48 h, o maksymalnie 25%, po podaniu do
komorek reagentow A2, A4 lub AS (Ryc. 44).
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Rycina 45. Analiza wyciszenia ekspresji HTT przez 7 dni po transfekcji 50 nM sd-miRNA z serii G:
G2 (A), G4 (B) i G5 (C) do linii komoérkowej HD GM04281. Wyniki na wykresach ,,podsumowanie
aktywnos$ci” przedstawiaja $rednig uzyskanych wynikéw analiz RT-PCR i western blot poziomu
ekspresji HTT dla obu alleli, normalnego (N) i zmutowanego (M). Te dane, z analiza statystyczna, sa
szczegotowo przedstawione na dwoch wykresach ponizej. Najnizej umieszczone wykresy
przedstawiaja wyniki analizy catkowitego poziomu mRNA HTT. K- poziom odniesienia, komorki
traktowane kontrolnym siRNA, * p< 0,05.
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Wybrane do analiz sd-miRNA z serii G, tj. G2 (Ryc. 45A), G4 (Ryc. 45B) i G5 (Ryc. 45C)
wykazywaty, w porownaniu do serii A, mniejsza allelo-selektywno$¢ dziatania. Dla tych sd-
miRNA obserwowano znaczace obnizenie poziomu zmutowanego transkryptu HTT juz po
24 h od transfekcji, do poziomu 15-30%, po czym w przeciagu 7 dni ten poziom wzrastat do
okoto 60-80% w ostatnim analizowanym punkcie czasowym. Obnizenie poziomu biatka
powstajacego ze zmutowanego allelu HTT byto podobne jak dla sd-miRNA z serii A, tj.
siggato maksymalnie 20-30% poziomu kontrolnego. Sd-miRNA G2, G4 i G5 wykazywaty
takze znaczaca aktywnos$¢ wzgledem normalnego allelu HTT, poziom ekspresji tego allelu byt

obnizony maksymalnie o 55%, w przypadku transkryptu i biatka (Ryc. 45).

4.3.2.5 Analiza wptywu wybranych sd-miRNA na ekspresje genow
zawierajqcych normalne ciqgi powtorzen CAG lub CTG

W celu zbadania specyficzno$ci dziatania wyselekcjonowanych sd-miRNA dla HTT
analizowano poziom wybranych innych biatek, ktore w linii komérkowej HD (GMO04281,
17/68 CAG w HTT) sa kodowane przez geny zawierajace normalnej dtugosci ciagi ztozone
Z co najmniej 7 powtdrzen CAG lub CTG (Ryc. 46).
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Rycina 46. Analiza efektow dziatania sd-miRNA A2, A4, A5, G2, G4 i G5 w linii GM04281 (model
HD) dla wybranych biatek, kodowanych przez geny zawierajace ciagi powtorzen CAG lub CTG.
Przedstawiono przyktadowe wyniki analizy typu western 72 h po transfekcji 50 nM sd-miRNA
i analize statystyczna wynikow. Punktem odniesienia byta aktywno$¢ innych reagentéw ztozonych
z powtdrzen trojnukleotydowych: d7, P9b i W13/16. Ciag dla TBP: (CAG)3(CAA)3(CAG)9(CAA)
(CAG)(CAA)(CAG)20; i FOXP2: (CAG)4(CAA)CAG)4(CAA)2(CAG)2(CAA)2(CAG)3(CAA)5(CAG)2
(CAA)2(CAG)5(CAA)(CAG)5. K- komorki traktowane kontrolnym siRNA, * p< 0,05.
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Sposrod badanych 6 sd-miRNA, tylko dwa (G4 i G5) powodowaly obnizanie poziomu
niektorych biatek (ATXN3 i EIF2AK3), o maksymalnie 45%. Efekty dziatania sd-miRNA
odniesiono do aktywnosci, opisanych w tej pracy i przez innych autorow (Hu et al. 2010),
duplekséw ztozonych z powtdrzen: d7 (siRNA CAG/CUG) oraz P9b i W13/16 (dupleksy
CAG/CUG zawierajace substytucje zasad).

4.3.2.6 Badania toksycznosci sd-miRNA

Dla 6 wybranych sd-miRNA wykonano test przezywalnosci komoérek po 72 h od
transfekcji reagentow w stezeniu 10, 50 lub 200 nM (Ryc. 47). Wyniki odniesiono do

toksycznosci innych reagentow ztozonych z powtorzen trojnukleotydowych, dupleksow: d7,

P9b i W13/16.
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Rycina 47. Analiza przezywalno$ci komorek fibroblastow HD (GM04281) dla wybranych sd-miRNA.
Test przezywalnosci wykonano 72 h po transfekcji komorek wskazanymi reagentami w stezeniach:
10, 50 i 200 nM. 0 - komorki nietraktowane, L - komorki traktowane odczynnikiem transfekcyjnym,
K — komorki traktowane kontrolnym siRNA BlockIT.

Wybrane sd-miRNA wykazywaly znaczaco mniejsza toksyczno$¢ dla komorek,
w porownaniu do dupleksu d7. Nawet dla wysokiego stezenia 200 nM przezywalno$¢
komorek byla na poziomie co najmniej 50%, podczas gdy dla d7 wynosita okoto 30%. Dla
sd-miRNA z serii A obserwowano podobny profil przezywalnosci komorek jak dla

kontrolnego siRNA (K) (Ryc. 47).
4.4 Modyfikacje chemiczne reagentéow zlozonych z powtdrzen
4.4.1 Projektowanie reagentow

Region powtorzen trojnukleotydowych stanowi potencjalne miejsce celowania nie
tylko dla reagentow interferencji RNA, ale takze dla oligonukleotydow antysensowych.
Przetestowano szereg chemicznie modyfikowanych reagentéw, zlozonych z powtorzen CUG

lub CTG, zawierajacych modyfikacje zardbwno w reszcie cukrowej: 2'OMe, LNA, jak
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i wiagzaniu fosfodiestrowym: PS, morfolino (Ryc. 48). Uzyto takze, jako odniesienie,
opisanych przez innych badaczy reagentow z modyfikacjami LNA i PNA (Hu i wsp. 2009;
Gagnon i wsp. 2010).

2'0OMe RNA LNA PS PNA morfolino
B B B
B B
g P -3 O
O0—Me 0 N
0=T—o o=|i>—o o=?~s g—wa O=P—NH:
0]

Rycina 48. Modyfikacje chemiczne wprowadzane do oligonukleotydow antysensowych ztozonych
z powtdrzen CUG lub CTG. B — zasada azotowa, Me — grupa metylowa.

Sekwencje wszystkich reagentdw sa podane na Ryc. 49A. Czgs¢ oligonukleotydow posiadata
modyfikacj¢ chemiczna umiejscowiona w kazdej pozycji, aby zapewni¢ silne wiazanie do
transkryptu 1 dzialanie na zasadzie hamowania procesu translacji. Dla czgSci
oligonukleotydéw zachowano S$rodkowa czg$¢ czasteczki bez modyfikacji chemicznych
(DNA/LNA gap i RNA/LNA gap), tak aby mogly one indukowaé reakcje katalityczne
odpowiednich biatek, tj. RNazyH w przypadku DNA i kompleksu RISC w przypadku RNA.

4.4.2 Testowanie reagentow w linii HD

Reagenty transfekowano do komoérek z mutacja w genie HTT (GMO04281) w stezeniu
50 nM. PNA i morfolino podawano do komoérek w stezeniu odpowiednio 2 uM i 20 uM. Dla
tych oligomerow stosowano inne metody wprowadzania do komorek, co jest podyktowane
brakiem fadunku wiazania fosfodiestrowego w ich przypadku. Oligomer PNA zostat
zsyntezowany z resztami lizyny na koncu C, natomiast do wprowadzania morfolino uzyto

odczynnika zalecanego przez firmg syntetyzujaca te oligomery.

Po 72 h okreslono poziom wyciszenia biatka huntingtyny. Wigkszos$¢ oligomeréw dziala na
obydwa allele huntingtyny, czg$¢ nie wykazywata zadnej aktywnosci (Ryc. 49B). Jedynie dla
oligomerow PNA i morfolino zaobserwowano znaczaca dyskryminacj¢ alleli: poziom
zmutowane]j huntingtyny zostat obnizony do okoto 25 %, przy zachowaniu poziomu okoto

70% normalnej huntingtyny (Ryc. 49B i C).
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Rycina 49. Testowanie chemicznie modyfikowanych oligomeréw ztozonych z powtorzen CUG/CTG
w linii komorkowej HD (GMO04281). (A) Sekwencje chemicznie modyfikowanych oligomerow.
K w sekwencji PNA oznacza dotaczona lizyng. (B) Wyniki analizy poziomu huntingtyny po podaniu
do komorek poszczegdlnych oligomerow. (C) Przyktadowe wyniki analizy typu western uzyskane dla
oligomeréw PNA i morfolino. K- komorki traktowane kontrolnym siRNA. ** 0,001<p< 0,05; *
p<0,001
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V. DYSKUSJA

1. Poréwnanie strategii wyciszania ekspresji genéw odpowiedzialnych

za choroby poliglutaminowe

W niniejszej pracy doktorskiej, opisano testowanie réznych strategii terapeutycznych
dla choréb wywolywanych ekspansja powtorzen trojnukleotydowych. Celem badanych
podej$¢ byto obnizenie ekspresji genow odpowiedzialnych za trzy choroby poliQ: HD, SCA3
1 SCA1l. We wszystkich testowanych strategiach uzyto reagentow w postaci krotkich
oligonukleotydow lub ich analogow. Projektowano reagenty o r6znej budowie, a ich dziatanie

przebiegato na zasadzie roznych mechanizméow.

Poszczegodlne podej$cia posiadaja swoje zalety i wady, ktorych znaczenie dla terapii,
przy obecnym stanie wiedzy, trudne jest do przewidzenia. Dlatego istnieje potrzeba
rozwijania roznych strategii, ktore beda weryfikowane w dalszych badaniach i moga okazac

si¢ przydatne w zwalczaniu poszczegdlnych chordob poliQ lub ich grupy.

Sposrod podejs¢ wykorzystujacych zjawisko RNAi, w niniejszej pracy testowano
efektywnos¢ strategii celowania w region specyficzny genu, region zawierajacy warianty SNP
oraz  bezpo$rednio miejsce  wystgpowania  mutacji, czyli region powtorzen
trojnukleotydowych. Cecha wspoOlna jest testowanie wszystkich podejs¢ na liniach
komorkowych wyprowadzonych od pacjentdéw z wybranymi chorobami, tj. z endogenna
mutacja w poszczegdlnych genach. Badania prowadzone na modelach egzogennych, gdzie
sekwencja docelowa znajduje si¢ w wektorze wprowadzanym do komorek, moga generowac
zafalszowany obraz dzialania reagentow, m. in. ze wzgledu na wysoki poziom ekspresji

egzogenu.

Dla przetestowanych w niniejszej pracy, w strategii celowania w region zawierajacy
SNP, trzech modeli komorkowych (SCA3, HD i SCAI1) wyselekcjonowano siRNA
o dziataniu allelo-selektywnym. Przeprowadzone badania potwierdzaja jednak pewne

ograniczenia w stosowaniu tego podejscia:

— warianty SNP, wystepujace w eksonach zmutowanych gendéw, nie zawsze zapewniaja
mozliwo$¢ wprowadzania niesparowan purynowych w oddziatywaniu nici wiodacej SIRNA

z transkryptem allelu normalnego, co ma wptyw na obnizong allelo-selektywno$¢ reagentow;

— strategia narzuca region sekwencji, w ktory moga by¢ kierowane SiRNA (region

zawierajacy SNP), co moze mie¢ wplyw na niska efektywno$¢ reagentow;
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— zasady projektowania siRNA celujacych w regiony SNP nie sa nadal precyzyjnie okreslone,
np. w kontekscie lokalizacji pozycji niesparowania, co narzuca konieczno$¢ wstgpnego

przetestowania co najmniej kilku reagentow.

Ponadto, w strategii celowania w SNP dodatkowe problemy moga by¢ zwiazane z uzyciem
reagentdéw typu shRNA w celu zapewnienia trwalszych efektow wyciszenia. Ulegajace
ekspresji w komoérkach shRNA sa docinane przez RNaze Dicer w celu uwolnienia aktywnych
czasteczek siRNA. Jednak, tak jak w przypadku prekursorow miRNA, trudno jest przewidzie¢
doktadne miejsce cigcia Dicer i czgsto poszczegdlne czasteczki sa docinane w réznych
pozycjach, przesunigtych wzglgdem siebie 0 1 lub 2 nt (Koscianska i wsp. 2011; Stargga-
Rostan i wsp. 2011). Dla siRNA celujacych w region SNP przesunigcie o 1 lub 2 nt
planowanej pozycji niesparowania moze skutkowac obnizeniem lub zniesieniem allelo-
dyskryminujacych witasciwosci. Pokazano taka zalezno$¢ takze w przedstawionych w tej
pracy badaniach, przyktadowo dla G9, G10 i G11 dla modelu SCA1, wykazujacych
zroznicowana aktywno$¢ (Ryc. 15 na stronie 46). Pomimo tych trudnosci, istnieja doniesienia
pokazujace allelo-selektywne dziatanie shRNA dla strategii celowania w SNP, w modelu
SCAS3 (Alves i wsp. 2008).

Strategia celowania w region powtdrzen trojnukleotydowych posiada t¢ zaletg, ze
potencjalnie moglaby stanowi¢ uniwersalne podejscie terapeutyczne dla grupy chordb
wywolywanych ekspansja tego samego typu powtorzen trojnukleotydowych. W niniejszej
pracy przetestowano rdznego typu reagenty ztozone z sekwencji powtorzonej: dupleksy RNA
— SiRNA i miRNA-podobne, oraz oligonukleotydy i ich analogi modyfikowane chemicznie.
SIRNA skierowany w region powtorzen CAG, ztozony z sekwencji CAG/CUG nie wykazuje
znaczace] dyskryminacji alleli. Allelo-selektywnymi wiasciwosciami charakteryzuja si¢
wybrane reagenty miRNA-podobne (zawierajace niesparowania z sekwencja docelowa, m.in.
W13/16 i sd-miRNA A2) oraz oligomery morfolino.

Wraz z kolejnymi modyfikacjami sekwencji reagentow RNA zlozonych z powtorzen
obserwowano  wzrastajaca  geno-selektywno$¢ 1 jednoczes$nie allelo-selektywnos¢
w wyciszaniu zmutowanego allelu HTT. Co istotne, poprawa specyficznosci dzialania
reagentow skutkowata takze spadkiem toksyczno$ci, wyraznie obserwowanej dla

»wyjsciowego” siRNA CAG/CUG (Ryec. 50).
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Rycina 50. Schematyczne podsumowanie aktywnosci reagentow RNA zlozonych z powtorzen
trojnukleotydowych.

Wszystkie przedstawione strategie terapeutyczne wymagaja wysokiej selektywnosci
dziatania reagentow wzglgdem zmutowanego genu (Ryc. 51). Ze wzgledu na fakt, ze RISC
moze oddzialywa¢ réwniez z sekwencjami nie w peini komplementarnymi do nici, ktdra jest
zaprogramowany, pelna specyficzno$¢ jest trudna do osiagnigcia dla reagentdow RNAI.
Dlatego wskazane jest analizowanie skali efektow off-target oraz sprawdzanie toksycznosci
reagenta w komorkach.

Osobne zagadnienie stanowi potrzeba zapewnienia dlugotrwalych efektow wyciszania
przez reagenty o dziataniu terapeutycznym. Zwigkszona stabilno$cia charakteryzuja sig
reagenty modyfikowane chemicznie, ze wzglgdu na ich mniejsza podatnos¢ na degradacjg
przez nukleazy komodrkowe. Natomiast w przypadku niemodyfikowanych reagentow RNA,
w celu wydluzenia czasu ich dzialania, istnieje mozliwos¢ ich ekspresji w komorkach

z odpowiednich wektorow.

W Swietle coraz liczniejszych doniesien o mozliwo$ci udzialu zmutowanego RNA
w patogenezie chordb poliQ (Li i wsp. 2008; Hsu i wsp. 2011; Mykowska i wsp. 2011; Shieh
i Bonini 2011), istotne staje si¢ postawienie pytania czy w testowanych strategiach
wystarczajace jest obnizanie poziomu zmutowanego biatka, czy tez konieczne jest rOwniez
obnizenie poziomu zmutowanego transkryptu? Sposrdéd testowanych strategii allelo-
selektywne wyciszenie zarowno transkryptu, jak 1 biatka oferuje podejscie celowania
w region SNP. Silnie dyskryminujace wilasciwosci, ale tylko w wyciszeniu bialka,

charakteryzuja wybrane miRNA-podobne reagenty i oligomery morfolino.
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Rycina 51. Poréwnanie przetestowanych strategii terapeutycznych dla chorob poliglutaminowych, wg
kryteriow, jakie stanowia wybrane pozadane wlasciwosci reagentow. Opis w tekscie.

2. Interferencja sekwencji powtéorzonych CAG/CUG

Ciagi powtdrzen CAG 1 CTG charakteryzuja sig¢ stosunkowo wysoka czesto$cia
wystepowania w regionach kodujacych gendéw cztowieka, na tle wszystkich typow powtorzen
trojnukleotydowych. Blisko 300 ludzkich mRNA zawiera ciagi ztozone z co najmniej
6 powtorzen CAG lub CUG, jednak liczba powtorzonych tripletéw w ciagach rzadko
przekracza 20 (Koztowski i wsp. 2010).

W niniejszej pracy wykazano, na przyktadzie analizy ekspresji kilku genow, ze obie
nici siRNA ztozonego z powtorzen CAG/CUG dziataja na transkrypty zawierajace sekwencje
komplementarne, czyli moga by¢ ni¢mi wiodacymi w kompleksie RISC. Specyfika siRNA
ztozonych z powtdrzen trdjnukleotydowych CAG/CUG polega na tym, ze charakteryzuja si¢
stosunkowo wysoka zawarto$cia par C/G 1 symetria termodynamiczna dupleksu. To mogtoby
czyni¢ z nich mato wydajne reagenty RNAI, jednak charakteryzuja si¢ one stosunkowo
wysoka efektywno$cia wyciszania ekspresji gendw zawierajacych zarowno ciagi CAG, jak
i CTG (Ryc. 16 na stronie 48). Efektywno$¢ dziatania duplekséw CAG/CUG na transkrypt
moze by¢ zalezna m.in. od dtugosci ciagu powtorzen oraz poziomu ekspresji danego genu. Im

dhuzszy ciag powtdrzen, tym efektywnos$¢ dziatania siRNA CAG/CUG moze by¢ wyzsza,
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ze wzgledu na wigksze prawdopodobienstwo zwigzania si¢ RISC do transkryptow

zawierajacych dhuzsza sekwencj¢ komplementarna.

W przypadku alleli zmutowanych, ktére stanowia pozadana w kontekscie terapii
sekwencje docelowa dla siRNA CAG/CUG, nalezy takze wzia¢ pod uwage strukturg
tworzona przez wydtuzone ciagi CAG w transkrypcie. Struktura typu spinki, ktora
prawdopodobnie jest tworzona w komoérkach przez wydtuzone ciagi CAG (Krdl i wsp. 2007,
de Mezer i wsp. 2011; Mykowska i wsp. 2011), moglaby utrudnia¢ wigzanie RISC
zaladowanego nicia CUG. Negatywny wptyw stabilnej struktury drugorzedowej w sekwencji
docelowej na efektywno$¢ dziatania siRNA wykazano w licznych badaniach, m.in.: (Brown i
wsp. 2005; Kertesz i wsp. 2007; Westerhout i Berkhout 2007).

Dla komoérkowego modelu HD (17/68 CAG w genie HTT), i modelu SCA3 (18/69 CAG
w genie ATXN3), roznica w liczbie powtorzen w allelu zmutowanym i normalnym jest okoto
4-krotna. Dla dziatania siRNA nakierowanego na sekwencj¢ specyficzna genu okreslono, ze
efektywno$¢ dziatania reagenta wzrasta wprost proporcjonalnie z liczba potencjalnych,
w pelni  komplementarnych, miejsc wiazania (Doench i wsp. 2003). Z kolei,
w przeprowadzonych w ramach tej pracy badaniach dla sekwencji powtorzonych, wykazano
tylko nieznaczna preferencj¢ w wyciszaniu ekspresji allelu zmutowanego z uzyciem siRNA

CAG/CUG w modelach HD i SCA3 (Ryc. 31B, D na stronie 61 i Ryc. 33B, D na stronie 63).

siRNA CAG/CUG

5" CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG 3’
3’ CGACGACGACGACGACGACGA 5

U

RISC
5I' CUGCUGCUGCUGCUGCUGCUG'B '
e krotszy cigg CAG . )
® mniej stabilna struktura @ diuzszy ciag CAG @

bardziej stabilna struktura e

allel normalny
allel zmutowany
allelo-selektywnosc
wyciszania

Rycina 52. Schematyczne przedstawienie aktywnosci siRNA CAG/CUG wzgledem alleli genow
zawierajacych ciagi powtorzen CAG. Opis w tekscie.

Zebrane fakty sugeruja, Ze na obserwowany efekt aktywnosci siRNA CAG/CUG moga miec

wptyw rozne wlasciwosci sekwencji docelowej w allelu normalnym i zmutowanym (Ryc. 52).
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W przypadku wydtuzonego ciagu CAG w transkrypcie zmutowanym, korzystnie na jego
wyciszanie wplywa zwielokrotniona liczba potencjalnych miejsc wiazania RISC, natomiast
niekorzystnie moze wplywac struktura tworzona przez sekwencje docelowa. W przypadku
transkryptu normalnego, sekwencja docelowa tworzy mniej stabilna strukture, ale ze wzgledu
na jej kilkukrotnie mniejsza dtugo$¢ jest ona mniej preferowana, w poréwnaniu do sekwencji

powtorzonej allelu zmutowanego.

W konteksécie przeprowadzonych badan dla SiRNA CAG/CUG, bardzo ciekawy
wydaje si¢ aspekt mozliwego wystepowania transkryptow antysensowych dla genoéw
zawierajacych powtdrzenia trdjnukleotydowe. Obecnos$¢ transkryptow niekodujacych
wykazano dla niektorych gendéw odpowiedzialnych za choroby poliglutaminowe, m.in. HD,
SCA1, SCA3 (He i wsp. 2008; Batra i wsp. 2010). W przypadku, gdy dla genu HTT,
antysensowy transkrypt pokrywa ciag powtorzen (Chung i wsp. 2011), moze w komorce
dochodzi¢ do tworzenia dsSRNA z mRNA genu i generowania krétkich siRNA ztozonych
z powtorzen CAG/CUG. Ich dziatanie zostalo opisane szeroko w tej pracy i1 mogloby
wptywac na deregulacj¢ poziomu wielu transkryptoéw w komodrkach HD, przyczyniajac si¢ do
patogenezy. Znaczaca toksyczno$¢ siRNA CAG/CUG wykazano w przedstawionych w tej

pracy badaniach, jak i ostatnio na modelu Drosophila (Lawlor i wsp. 2011; Yu i wsp. 2011).

3. Mechanizm dzialania r6znych reagentéow zlozonych z powtorzen

trojnukleotydowych

Opisane w pierwszej czeSci pracy podejScia wykorzystuja zjawisko RNAI, ktorego
mechanizm zostal juz do$¢ dobrze poznany. Dla wigkszosci z testowanych reagentow
mechanizm dzialania jest klarowny: siRNA dzialaja na szlaku interferencji, indukujac
przecinanie transkryptu przez AGO2; oligomery chemicznie modyfikowane tworza steryczna
blokad¢ dla translacji zmutowanego biatka. Mniej poznany jest mechanizm dziatania
dupleksow ztozonych z powtdrzen zawierajacych niesparowania z sekwencja docelowa
(W13/16, sd-miRNA).

Co interesujace dla dupleksow RNA, kierowanych w region powtdrzen CAG,
rézniacych nie nieznacznie sekwencja, obserwowano bardzo rozne profile aktywnosci dla
genu HTT (Ryc. 53). Dupleks W13/16, rézniacy si¢ od siRNA CAG/CUG jedynie dwiema
substytucjami, wykazuje mniejsza efektywnos¢ dziatania na transkrypt HTT i zwigkszona
allelo-selektywno$§¢ w wyciszaniu biatka huntingtyny. Ni¢ CUG dupleksu W13/16
przypomina w oddziatywaniu ze zmutowanym ciagiem powtorzen CAG czasteczke miRNA,
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ze wzgledu na wprowadzone substytucje w sekwencji reagenta i mozliwo$¢ oddziatywania
z sekwencja docelowa w kilku miejscach. Dla efektywnego dziatania miRNA wymaganych
jest kilka miejsc oddziatywania z transkryptem, przy czym optymalna odlegtos¢ tych miejsc
okreslono na 13-35 nt (Saetrom i wsp. 2007). W innych badaniach okreslono diugosé¢
sekwencji transkryptu chronionej przez biatko AGO2 (tzw. footprint) na ~50 nt (Chi i wsp.
2009). Ciag powtorzen zmutowanych moze wigc zapewnia¢ 2-3 miejsca docelowe dla
wigzania RISC. Wczes$niej wykazano, ze wraz ze wzrostem liczby miejsc wiazania dla
mMiRNA, ich wptyw na poziom ekspresji danego genu wzrasta bardziej niz proporcjonalnie
(Doench i wsp. 2003).

B powtdrzenia CUG Odzi .
zialywanie >
Reagent | ™ powtérzenia CAG EL) Aktywnos¢ dla HTT
B substytucie z sekwencjg ciggu (CAG)n
@ © 17
siRNA d7 folf———— Sda
3% $ Z g = ¢ Oes
 — s I —— "1 || e S
ool | Bllal O
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Rycina 53. Schemat podsumowujacy dziatanie reagentow RNA, zlozonych z powtorzen
trojnukleotydowych CAG/CUG, na ekspresj¢ genu HTT. Zebrane wyniki dotycza tego samego uktadu
eksperymentalnego: analiza 72 h po transfekcji komérek HD (GM04281) reagentami w stgzeniu 50
nM.

Mechanizm dziatania stosowanych w pracy dupleksow, zawierajacych niesparowania
z sekwencja docelowa w zmutowanym ciagu powtorzen, mogiby byé wiec, przynajmniej
w niektorych aspektach, analogiczny do dziatania miRNA. W przypadku allelu normalnego
liczba miejsc wigzania dla reagentéw dziatajacych jak miRNA moze by¢ niewystarczajaca

1 stad obserwowana niska efektywno$¢ wyciszania ekspresji tego allelu.

Ciag powtorzen CAG w genie HTT wystepuje w czeSci kodujacej biatko, natomiast
endogenne miRNA z reguly posiadaja sekwencje docelowe w regionach 3'UTR. Istnieja
jednak doniesienia, ktore dowodza, ze miRNA moga takze dziala¢ na sekwencje ulegajace
translacji, wystepujace zarowno w endogennych transkryptach (Forman i wsp. 2008; Tay i
wsp. 2008; Forman i Coller 2010), jak i w przypadku egzogennych konstruktow (Easow i
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wsp. 2007), Uwaza si¢ jednak, ze wyciszanie ekspresji genu jest bardziej efektywne

w przypadku oddziatywan miRNA z sekwencjami w 3'UTR.

Kiedy badania zawarte w tej pracy znajdowaly si¢ na koncowych etapach, ukazaty si¢
publikacje innego zespotu badawczego, wykorzystujace, podobne do opisanego tutaj,
podejécie do projektowania dupleksow zlozonych z powtorzen trojnukleotydowych, tj.
uwzgledniajace wprowadzanie niesparowan reagenta z sekwencja docelowa w ciagu
powtorzen CAG. Badania byly prowadzone z uzyciem dupleksow RNA na modelach
komorkowych HD i SCA3 (Hu i wsp. 2010; Hu i wsp. 2011). Autorzy tych prac wykazali, ze
najlepszymi  wilasciwosciami  dyskryminujacymi allele charakteryzuja si¢ dupleksy
zawierajace niesparowania zlokalizowane w czg$ci centralnej, szczegdlnie w pozycji 9 lub 10,
liczac od konca 5' nici antysensowej. Opisane podejscie, tacznie z wynikami przedstawionymi
w tej pracy, dowodzi wysokiej skutecznosci reagentéw, projektowanych jako miRNA,

w allelo-selektywnym wyciszaniu ekspresji genéw odpowiedzialnych za choroby poliQ.

W niniejszej pracy, dla dupleksu W13/16 wykazano wyrazna roznicg w aktywnos$ci
wyciszania ekspresji genu huntingtyny i ataksyny-3. Dupleks W13/16 efektywnie dziatal na
allel zmutowany genu HTT, natomiast wykazywal nizsza aktywno$¢ i allelo-selektywnos$¢
wzgledem genu ATXN3 (Ryc. 31A, C na stronie 61 i Ryc. 33A, C na stronie 63). Podobnie
jesli chodzi o efekt podnoszenia poziomu transkryptu normalnego huntingtyny, byt on
obserwowany tylko dla genu HTT sposrod kilku badanych. Wskazuje to na zalezno$¢
mechanizmoéw zmiany poziomu ekspresji okre§lonego genu od dodatkowych czynnikow.
Niektére z nich moga by¢ zwiazane z sama budowa transkryptu, ktora schematycznie
poroéwnano dla trzech wybranych mRNA: HTT, ATXN1 i ATXN3 (Ryc. 54). Niewykluczony
jest wplyw lokalizacji ciagu powtorzen, gdzie w przypadku transkryptu HTT ciag CAG jest

zlokalizowany w eksonie 1, blisko konca 5' mRNA.

5'UTR -
HTT NM_002111 1] | ~13500nt
CAG
ATXN1T NM_000332 .| I ]  ~10500nt
ATXN3 NM_004993 I I ~7 000 nt

Rycina 54. Schemat przedstawiajacy budowe transkryptow zawierajacych ciagi powtdrzen CAG,
bedacych przedmiotem badan w niniejszej pracy. Podano numer danego mRNA w bazie NCBI, jego
dhugos¢ oraz zaznaczono poszczegdlne regiony transkryptu, wraz z lokalizacja ciagu powtdrzen.
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Dodatkowo, obecno$¢ transkryptu antysensowego, szczegdlnie zawierajacego ciagi
powtorzen komplementarnych, moze mie¢ znaczenie w mechanizmie dziatania krotkich RNA
wprowadzanych do komorek. Niektore reagenty moglyby oddziatywac takze z transkryptem

antysensowym, i w ten sposob wptywac na poziom ekspresji danego genu.

Pojedyncze nici siRNA CAG/CUG moga tworzy¢ niestabilne struktury typu spinki,
co mogloby dodatkowo wptywac na spadek efektywnos$ci tych reagentow (Patzel i wsp.
2005). Ten problem byt szczegdlnie istotny w projektowaniu duplekséw tworzonych przez
jedna ni¢ ztozona z powtdrzen CUG zawierajaca substytucje zasad w sekwencji (sd-miRNA).
Woprowadzane substytucje zwigkszaty prawdopodobienstwo tworzenia dupleksu przez dwie
identyczne nici, ale jednoczes$nie zwigkszato si¢ prawdopodobienstwo tworzenia stabilnej
struktury typu spinki przez pojedyncza ni¢. Nie znaleziono jednak wyraznej korelacji migdzy
okreslona, metodami bioinformatycznymi i testem migracji w zelu niedenaturujacym,

zdolnoscia do tworzenia duplekséw przez pojedyncza nic, a jej aktywnoscia w komoérkach.

Wydaje si¢, ze dany reagent moze efektywnie uczestniczy¢ w wyciszaniu ekspresji genow,
jesli wystepuje w formie dupleksu. Reagenty w formie dupleksu sa nie tylko bardziej stabilne
w komorkach, lecz takze efektywniej rozpoznawane przez maszyneri¢ biatkowa kompleksu
RISC, w porownaniu do pojedynczych nici. Tendencja do tworzenia stabilnej struktury
dupleksu moze w komodrkach =zaleze¢ od dodatkowych czynnikéw, stad wyniki
przeprowadzonych obliczen i analiz przeprowadzonych in vitro, moga nie oddawa¢ w petni

wiasciwosci nici sd-miRNA w warunkach komorkowych.

Aktywnos¢ sd-miRNA jest determinowana nie tylko na etapie tworzenia dupleksu i jego
wlaczania w RISC, ale tez na dalszych etapach szlaku wyciszania (Ryc. 55). Jedna z nici,
identycznych w tym przypadku, jest ,tadowana” do AGO2 i poszukiwana jest w komorce
sekwencja o duzym stopniu komplementarnosci. Poszczegdlne sd-miRNA roznig si¢ migdzy
soba ukladem i liczba niesparowan w oddzialtywaniu z ciagiem powtdrzen CAG. Na tym
etapie dochodzi do selekcji aktywnych reagentow, ktore moga odpowiednio silnie zwiazac sig
wraz z RISC do transkryptu, i aktywowac¢ dalsze procesy prowadzace do wyciszania ekspresji

genu.

Sposrod 31 testowanych sd-miRNA, tylko nieliczne charakteryzowaty si¢ bardzo wysoka
allelo-selektywnoscia dziatania. Co ciekawe, reagenty z serii A bardzo réznity sig
aktywnoscia od reagentow z serii G. Odpowiadajace sobie RNA z obu serii nie rdznity si¢

pozycjami, ale typem wprowadzonej substytucji, i przez to rodzajem powstajacego
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niesparowania w oddziatywaniu z mRNA. Zatem takze rodzaj niesparowania z sekwencja
powtorzona CAG determinuje aktywnos$¢ sd-miRNA (Ryc. 55).

- tadowanie RISC stabilnymi dupleksami
- tadowanie jednej z nici do AGO2

RISC

‘ 3‘\____'/_\5.’ g%
- Selekcja stabilnych oddziatywan
z sekwencjg powtorzen CAG
RISC

—3
MRNAHTT
- Dyskryminacja miedzy allelem = clagiem CAG
normalnym i zmutowanym
RISC RISC RISC
L A__A E‘ E A A l L A A
Ve VTV VTV i
M 8
mMRNA HTT t— 3
iagiem CAG
ze zmutowanym ciagiem RISC
‘ 3 AN\ 5"
VTV b
5D ¢
mRNA HTT Se—

3

z normalnym ciagiem CAG

Aktywacja zaleznych od RISC
mechanizméw wyciszania

Rycina 55. Schematyczne przedstawienie etapow kluczowych dla aktywnosci sd-miRNA
w komorkach. Opis w tekscie.

Dla charakteryzowanych w tej pracy reagentow zlozonych z powtdrzen
trojnukleotydowych zaobserwowano wyrazng zaleznos¢ allelo-selektywnego dziatania od
indukowanego mechanizmu. Najnizsza allelo-selektywnos$cia charakteryzuja si¢ dupleksy,
ktore efektywnie degraduja transkrypt (siRNA CAG/CUG), natomiast wysoka dyskryminacjg
alleli, na poziomie biatka, wykazuja reagenty, ktore nie powoduja Iub powoduja
w nieznacznym stopniu degradacje transkryptu (W13/16, sd-miRNA A2 i A4). Reagentami
0 ,.,posrednich” wlasciwosciach sa sd-miRNA z serii G (G2, G4 i Gb5), ktore powoduja
znaczne, ale nie tak wysokie jak siRNA CAG/CUG, obnizenie poziomu transkryptu;
natomiast charakteryzuja si¢ wyzsza niz siRNA CAG/CUG allelo-selektywnos$cia

w wyciszaniu zmutowanego biatka.
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Obserwacje te sugeruja, ze w kontek$cie sekwencji powtdrzonych, dziatanie RISC
przeprowadzajacego degradacj¢ transkrypu, wg mechanizmu RNAI, jest mniej zalezne od
dhugosci/liczby sekwencji docelowych. Z kolei RISC indukujacy inhibicje translacji dziata
duzo efektywniej w przypadku wydluzonego ciagu powtorzen w allelu zmutowanym. Taka
kooperatywnos¢ w dziataniu RISC zaleznego od miRNA, ale nie zaleznego od siRNA, zostata
opisana w kilku pracach (Doench i wsp. 2003; Grimson i wsp. 2007; Saetrom i wsp. 2007,
Broderick i wsp. 2011) w kontekscie sekwencji specyficznych. W badaniach, zawartych
W niniejszej pracy, po raz pierwszy pokazano, ze podobna zalezno$¢ istnieje W kontekscie

sekwencji powtorzonych.

4. Perspektywy

W niniejszej pracy opisano wyniki testowania wielu nowych reagentéw, potencjalnych
terapeutykow dla choréb poliglutaminowych. Calkowicie oryginalnym podej$ciem jest
strategia z wykorzystaniem sd-miRNA, jako wysoce selektywnych reagentow w wyciszaniu
zmutowanej huntingtyny. Opisano réwniez ciekawe mechanizmy regulacji ekspresji genu,
odpowiedzialnego za HD, =z wuzyciem dupleksow RNA zlozonych z powtorzen
trojnukleotydowych, polegajace na translacyjnej inhibicji zmutowanego genu HTT i tez
w niektorych przypadkach, transkrypcyjnej aktywacji normalnego genu HTT. Badania te
stanowig punkt wyjscia do szczegdtowej analizy mechanizmu dzialania wybranych reagentow
oraz okre$lenia specyficznych cech genu huntingtyny, ktére wptywaja na taka aktywno$¢
reagentow.

Przedstawione w tej pracy podejscia terapeutyczne dla chorob poliglutaminowych
stanowig glowny nurt w badaniach zmierzajacych do opracowania skutecznych lekow
w postaci oligonukleotydow i ich analogow. Co istotne, sa to podejscia majace z zalozenia
eliminowac sama przyczyng choroby przez pozbycie si¢ z komdrki zmutowanego transkryptu
i/lub biatka. W pierwszym etapie rdézne strategie sa weryfikowane na modelach
komorkowych, gdzie z reguly stosunkowo tatwo jest dostarczy¢ reagent i okresli¢ czy na
poziomie molekularnym ma on dziatanie terapeutyczne. Wyselekcjonowane w opisanych
badaniach reagenty beda dalej testowane dla modeli HD, SCA1 i SCA3, jak rowniez podjete
beda badania z uwzglednieniem modeli komoérkowych innych chorob z grupy TREDs.
Ponadto, reagenty moga by¢ poddawane dalszym modyfikacjom, np. konstruowaniu na ich
podstawie shRNA lub wprowadzania modyfikacji chemicznych do dupleksow RNA.
Wyselekcjonowane reagenty beda takze testowane na bardziej ztozonych modelach, np.
mysich wybranych chorob.
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V. STRESZCZENIE

Technologia RNAI jest szeroko wykorzystywana do obnizenia poziomu ekspresji
wybranego genu w celu poznania jego funkcji. Podejmowane sa rowniez proby
wykorzystania tej technologii w medycynie do projektowania nowej generacji lekow na
podstawie wiedzy o sekwencji genomu. Mimo bardzo licznych przyktadow zastosowan, samo
zjawisko RNAi nie jest jeszcze w pelni poznane i testowane sa rozne mozliwosci
zastosowania tej obiecujacej technologii. Niniejsza praca doktorska opisuje badania
zmierzajace do lepszego poznania mechanizmu wyciszania ekspresji genow z uzyciem

oligonukleotydow, jak rowniez do ich terapeutycznego wykorzystania.

W tej pracy przetestowano rozne strategie terapeutyczne dla wybranych chorob
poliglutaminowych: choroby Huntingtona oraz ataksji rdzeniowo-mo6zdzkowych typu 11 3, ze
szczegolnym uwzglednieniem podejscia celowania w region powtorzen trojnukleotydowych
CAG w zmutowanych transkryptach. Pomimo, ze niektore strategie sa juz testowane na
modelach mysich, istnieje potrzeba poszukiwania nowych reagentéw, bardziej skutecznych
I mniej toksycznych.

Badania prowadzono na modelach komoérkowych fibroblastow, pochodzacych od
pacjentéw z wybranymi chorobami, do ktorych wprowadzano metoda transfekcji syntetyczne
oligonukleotydy i ich analogi. Analizowano efekty dziatania reagentdéw na ekspresjg
zmutowanych alleli i innych wybranych genow, uwzgledniajac zarébwno poziom transkryptu,
jak 1 bialka.

Badania doprowadzity do wyselekcjonowania kilku reagentdow o potencjalnie
terapeutycznym  dziataniu. Waznym  kryterium  oceny dzialania  testowanych
oligonukleotydow byto rozrdéznianie alleli w wyciszaniu ekspresji danego genu oraz
specyficzno$¢ dziatania. Do reagentdéw o najlepszych potencjalnie terapeutycznych

wlasciwosciach naleza:

- siRNA G9, celujacy w region zawierajacy SNP w genie ATXN3, efektywnie indukujacy

obnizenie poziomu transkryptu i biatka zmutowanej ataksyny-3;

- dupleks W13/16, zlozony z powtdrzen trojnukleotydowych, indukujacy inhibicjg translacji

zmutowanej huntingtyny;

- dupleksy W13/16-11 oraz sd-miRNA A2 i A4, o podobnym do W13/16 dzialaniu na

ekspresje genu HTT, ale o zwigkszonej geno-selektywnosci,
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- oligomer morfolino CTG-7, blokujacy translacj¢ zmutowanej huntingtyny.

Dla wybranych reagentow ztozonych z powtérzen trojnukleotydowych
przeprowadzono eksperymenty dostarczajace pewnych przestanek o mechanizmie ich
dziatania. Weryfikowano dziatanie duplekséw na drodze interferencji RNA poprzez analize

miejsc przecinania transkryptdw przez poszczegdlne reagenty.

Dla strategii celowania w region SNP wyselekcjonowano, dla wszystkich trzech
analizowanych modeli choréb poliglutaminowych, siRNA o wiasciwosciach potencjalnie
uzytecznych w terapii. Potwierdzona zostata skuteczno$¢ tego typu podejscia i wykazana

zaleznos¢ aktywnos$ci kompleksu RISC od sekwencji docelowe;j.

Punktem wyjscia dla wykorzystania strategii celowania w region powtorzen
trojnukleotydowych byta szczegbétowa analiza dziatania SIRNA CAG/CUG. Dla tego reagenta
zaobserwowano efektywne dzialanie na normalne transkrypty zawierajace komplementarne
ciagi powtorzen CUG i CAG, co jest aktywnoscia niepozadana. Wprowadzenie nastgpnie do
sekwencji tego siRNA substytucji zasad skutkowalo zmiang aktywnos$ci i prawdopodobnie
takze mechanizmu dziatania reagentow. Obserwowano efektywne i specyficzne wyciszanie
biatka zmutowanej huntingtyny. Podobng aktywnos$¢ obserwowano dla nici CUG

0 zmodyfikowanej sekwencji, wykazujacej zdolno$¢ do samodupleksacji.

Sposrdéd  reagentow celujacych w region powtorzen, najwyzsza allelo-selektywnoS$cia
charakteryzowaty si¢ te, ktore wplywaly gltownie na ekspresjg¢ bialka (pozostawiajac
transkrypt na niezmienionym poziomie). W przypadku oligorybonukleotydow nie w petni
sparowanych z wydluzonym ciagiem CAG blokade dla translacji stanowia
najprawdopodobniej zwiazane z nimi kompleksy RISC. Chemicznie modyfikowane
oligomery dzigki silnemu wiazaniu do sekwencji komplementarnej moga same stanowic

efektywna blokadg dla maszynerii translacyjne;.

Przeprowadzone badania stanowia punkt wyjsciowy do dalszego rozwijania
i testowania poszczeg6lnych strategii terapeutycznych. Uzyskane wyniki dostarczaja rowniez
nowych informacji o mozliwosciach regulacji ekspresji genow z uzyciem krotkich RNA

Ztozonych z powtorzen trdjnukleotydowych.
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VI. MATERIALY I METODY

ODCZYNNIKI

Agaroza (Sigma-Aldrich)

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

APS (Sigma-Aldrich)

Bisakrylamid (Sigma-Aldrich)

Bromek etydyny (Serva)

Chlorek sodu (Serva)

Chloroform (POCH Gliwice)

DMSO (Sigma-Aldrich)

dNTP (Promega)

EDTA (Serva)

Etanol (Polmos Poznan)

GelRed (Biotium)

Glicerol (Merck)

Heksamery o losowej sekwencji (Promega)
Izopropanol (POCH Gliwice)

Izotop [y-**P]JATP (Hartmann Analytics)
Kwas borowy (CHEMPUR)

Kwas octowy (CHEMPUR)

Marker dtugosci DNA — 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)
Metanol (POCH Gliwice)

PBS (Serva)

PMSF (Fluka)

Roztwor Denhardt’a 10x (Sigma-Aldrich)
SDS (Serva)

SSC bufor 20x (Sigma-Aldrich)

SSPE bufor 20x (Sigma-Aldrich)
TEMED (Sigma-Aldrich)

Tris (Sigma-Aldrich)

TRI Reagent (BioShop)

Tween20 (Sigma-Aldrich)
B-Merkaptoetanol (Fluka)
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REAKCJE ENZYMATYCZNE

GoTaq polimeraza — Promega

SuperScript 11 odwrotna transkryptaza — Invitrogen
SuperScript 111 odwrotna transkryptaza — Invitrogen
Kinaza polinukleotydowa (Optikinase) — USB
Ligaza RNA T4 — Ambion

Rybonukleaza Dicer — Ambion

HODOWLE KOMORKOWE
Antibiotyk-Antymykotyk (100x stezony) — Sigma-Aldrich
Aminokwasy (100x st¢zone) — Sigma-Aldrich

Block-IT Reagent— Invitrogen

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) — Lonza
FBS (ptodowa surowica bydlgca, ang. Fetal Bovine Serum) — Sigma-Aldrich
PBS (tabletki) — BioShop

Trypsyna-EDTA (10x stgzona) — PAA

Lipofectamine 2000 — Invitrogen

Oligofectamine — Invitrogen

Lipofectamine RNAIMAX — Invitrogen

EndoPorter — Gene Tools

ANALIZA TYPU NORTHERN
membrana HyBond-N+ (GE Healthcare)
marker dtugosci RNA 10-100 nt (USB)

ANALIZA TYPU WESTERN

Membrana nitrocelulozowa 0,45 um (Sigma)

Streptawidyna skoniugowana z alkaliczna fosfataza (Milipore)
Substrat dla alkalicznej fosfatazy BCIP/NBT (Sigma)

Substrat dla peroksydazy: ECL Western Blotting Substrate (ThermoScientific) i ChemiFast
Chemiluminescent Substrat (Syngene)

Markery bialkowe: PageRuler (Fermentas), HiMark (Invitrogen)

Przeciwciala:

I-rzedowe anty-ataksyna-3 (Millipore, klon 1H9, nr kat. MAB5360)
anty-huntintyna (Millipore, klon 1HU-4C8, nr kat. MAB2166)
anty-DMPK (Abcam, nr kat. ab54731)
anty-GAPDH (Millipore, klon 6C5, nr kat. MAB374)
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anty-plektyna (Abcam, nr kat. ab83497)
anty-poliQ (Millipore, nr kat. MAB1574)

Il-rzedowe  anty-mysie skoniugowane z biotyna (Sigma, nr kat. B7264)
anty-mysie skoniugowane z peroksydaza (Sigma, nr kat. A9917)

anty-krolicze skoniugowane z peroksydaza (Jackson ImmunoResearch, nr Kat.
711-035-152)

ZESTAWY
Amicon Ultra 30K (Millipore) — kolumienki do usuwania frakcji krotkich oligonukleotydow
CellTiter Glo (Promega) — zestaw do testu przezywalnosci komorek

peqGOLD Gel Extraction Kit (peglab) — zestaw do oczyszczania produktéw PCR w Zelu agarozowym

BUFORY

Bufor TBE 10x do elektroforezy kwasow nukleinowych
890 mM Tris-HCI
890 mM kwas borowy
20mM EDTA

Bufor obciazajacy 6x do rozdzialu elektroforetycznego W zelu agarozowym
30% glicerol
10 mM EDTA
0.04% btekit bromofenolowy (BB)
0.04% fiolet ksylenowy (XC)

Bufor obcigzajacy 3x do rozdzialu elektroforetycznego w zelu niedenaturujacym
poliakrylamidowym

14%  sacharoza

0.04% Dbiekit bromofenolowy (BB)

Bufor obciazajacy 2x do rozdzialu elektroforetycznego w zZelu denaturujacym
poliakrylamidowym

95%  formamid

5mM EDTA

0.04% blekit bromofenolowy (BB)

0.04% fiolet ksylenowy (XC)

Bufor do hybrydyzacji siRNA (Metabion):
30mM HEPES-KOH pH 7.4
100 mM KCI
2mM  MgCl,
50 MM NHAC

Bufor do hybrydyzacji typu northern:
5x  SSPE
5X  roztwor Denhardt’a
0,2% SDS
25% formamid

Bufor pluczacy do hybrydyzacji typu northern:
2x SSC
0,1% SDS
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Bufor oplukujacy do hybrydyzacji typu northern:
0,1x SSC
0,5% SDS

Bufor do hybrydyzacji typu northern w roztworze, 10x stezony:

15M NaCl
500 mM Tris-HCI pH 7.4
10mM EDTA

Bufor PBS
0.1% (w/v) D-glukoza
0.5mM CaCl, x 2H,0
0.0l mM MgCl, x 6H20
5mM KCI
150 mM  Tris-HCI

PBS/Tween/NaCl
1x PBS
1% NaCl
0,1% Tween20

Bufor PB do izolacji bialek
60 mM Tris
2% SDS
10%  sacharoza
2mM PMSF

RIPA do izolacji bialek (Sigma)

Bufor obciazajacy do elektroforezy bialek, 3x stezony
150 mM Tris-HCI pH 6,8
6% SDS
16% B-Merkaptoetanol
30% glicerol
3% btekit bromofenolowy

Bufor Laemmli do elektroforezy biatek
25mM Tris
192 mM glicyna
0,1% SDS

Bufor XT Tricine do elektroforezy bialek (Bio-Rad)

Bufor Tris/Trycyna do elektroforezy bialek
100 mM  Tris
100 mM trycyna
0,1% SDS

Bufor Towbin do elektrotransferu bialek
25mM Tris
192 mM glicyna
20% metanol
0,02%  SDS
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Bufory do barwienia Coomassie bialek w zelu

1 50% etanol 2 50% metanol 3 5% metanol 4 7% kwas octowy
10% kwas octowy 10% kwas octowy 12,5% kwas octowy
0,05% bfiekit brylantowy

Procedura barwienia zelu: 5 min. w buforze 1, 30 min. w buforze 2, do uwidocznienia prazkow
w buforze 3 i przechowywanie zelu w buforze 4.

Bufor do barwienia Ponceau bialek na membranie
0,1% (w/v) Ponceau S
5% kwas octowy

ZELE
Elektroforeza kwasow nukleinowych

Zel agarozowy do rozdziatu produktéw PCR
1,5% agaroza w buforze 0,5x TBE z bromkiem etydyny (500 pg EtBr/1 1 buforu)

Zel agarozowy do sprawdzania dupleksowania siRNA
2,5% agaroza w buforze 0,5x TBE z 1x GelRed

Zel poliakrylamidowy denaturujacy

20% (rozdziat produktow reakcji Dicer), 12% (analiza northern) lub 6% (analiza 5’RACE)
poliakrylamid (19:1 — stosunek akrylamid:bisakrylamid)

7,5 M mocznik
bufor 0,5x TBE
katalizatory polimeryzacji: nadsiarczan amonu 0,1%, TEMED 0,1%

Zel poliakrylamidowy niedenaturujacy
20% poliakrylamid (39:1 — stosunek akrylamid:bisakrylamid)
bufor 1x TBE

katalizatory polimeryzacji: nadsiarczan amonu 0,1%, TEMED 0,1%
kontrolowana temperatura 37°C

Elektroforeza bialek

Zele gradientowe 4-20% Novex Tris-Glycine mini gels (Invitrogen) w buforze 1x Novex Tris-
Glycine SDS

Zel do rozdzialu bialek ataksyna-3/GAPDH:

12% zel rozdzielajacy 5ml 5% zel zageszczajacy 2ml
H,0 1,6 ml H,O 1,38 ml
30% akrylamid/bis (29:1) 2,0 ml 30% akrylamid/bis (29:1) 0,33 ml
1,5 M Tris (pH 8.8) 1,3ml 1,0 M Tris (pH 6.8) 0,25 ml
10% SDS 50 ul 10% SDS 20 ul
10% APS 50 ul 10% APS 20 ul
TEMED 2 ul TEMED 2 ul

Warunki: bufor 1x Leammli, 60 V wbijanie, 120 V elektroforeza
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Zel do rozdzialu bialek huntingtyna/plektyna:

5% zel rozdzielajacy 5ml 4% zel zageszczajacy 2,5 ml
H,O 0,95 ml H,0 0,6 ml
20% akrylamid/bis (49:1) 1,25 ml 20% akrylamid/bis (49:1) 0,5ml
0,9 M Tris-Ac (pH 8.8) 2,5ml 0,3 M Tris-Ac (pH 6.8) 1,25 ml
10x XT Tricine 0,25 ml 10x XT Tricine 0,125 ml
10% APS 50 pl 10% APS 25 ul
TEMED 5ul TEMED 2,5ul

Warunki: bufor 1x XT Tricine, 60 V whbijanie, 120 V elektroforeza okoto 7 h, z chtodzeniem
do ~15°C.

Zel do rozdziatu bialka huntingtyny w przypadku krétszych mutacji:

10% zel rozdzielajacy 5ml 8% zel zageszczajacy 25 ml
H,O 0,95 ml H,O 0,6 ml
40% akrylamid/bis (250:1) 1,25 ml 40% akrylamid/bis (250:1) 0,5ml
0,9 M Tris-Ac (pH 8.8) 2,5ml 0,3 M Tris-Ac (pH 6.8) 1,25 ml
10x Tris/Trycyna 0,25 ml 10x Tris/Trycyna 0,125 ml
10% APS 50 ul 10% APS 25 ul
TEMED S5ul TEMED 2,5 ul

Warunki: bufor 1x Tris/Trycyna, 60 V wbijanie, 180 V elektroforeza okoto 7 h, z chtodzeniem
do ~15°C.

OLIGONUKLEOTYDY

Wigkszos¢ sekwencji oligonukleotydow uzywanych do transfekcji komorek jest podana na
poszczegbdlnych Rycinach, obrazujacych wyniki eksperymentow, w ktorych poszczegdlne
oligonukleotydy RNA lub chemicznie modyfikowane byly uzyte. Sekwencje innych siRNA
podane sa w Tabeli 7.

Tabela 7. Startery do PCR (F- starter forward, R- strater reverse) oraz oligonukleotydy do 5'RACE
i SIRNA (ss- ni¢ sensowa, as- ni¢ antysensowa). DNA oznaczono mata litera, RNA duza litera,

3p - trojforsforan. *startery ,,HTT 2”, w odroznieniu od ,,HTT”, nie uwzgledniaja ciagu powtorzen
CAG w produkcie PCR.

Nazwa Sekwencja 5'-3' Warunki PCR
GAPDH F gaaggtgaaggtcggagtc 5
GAPDH R gaagatggtgatgggatttc 60°C
HTTF ccctggaaaagctgatgaag 58°C
HTTR cacggtctttcttggtagctg 10% DMSO
HTT 2 F* cgacagcgagtcagtgaatg 5
HTT 2 R* accactctggcttcacaagg 00°C
ATXN1F aggctgaggctacctgtgaa 58°C
ATXN1R gaactggaaatgtggacgta 10% DMSO
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ATXN3 F ggaagagacgagaagcctac 58°C
ATXN3 R tcacctagatcactcccaagt 5% DMSO
RPL14 F ggcagaaggcagacatcaat 5
RPL14 R tttctgggcaggaaccttct 60°C
LRP8 F aggactcggagggctgag 60°C
LRP8 R cgctgtggtctaagcagtca 10% DMSO
EIF2AK F tagcacgtccttgecttett 55°C
EIF2AK R catccaaatcccactgettt 10% DMSO
AGO1 F gcactgcccattggcaacgaa 5
AGO1R cattcgccagctcacaatggcet 33°C
AGO2 F cagtgcgtgcagatgaagaa 5
AGO2 R agtgacgtctgctcccagaa 60°C
Ad_ext gtcgatggcgatgaatgaaca 58°C
ATXN3_ext acatggtcacagctgcctga 5% DMSO
Ad_int acactgcgtttgctggctttgatg 58°C
ATXNS3 int tcacctagatcactcccaagt 5% DMSO
ATXN3 RT ccaaagtggaccctatgctg

5'RACE adaptor GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA

SIAGO1 ss GAGAAGAGGUGCUCAAGAAUU

SIAGOL1 as UUCUUGAGCACCUCUUCUCUU

SIAGO2 ss ACAGAUUCCCAAAGGGUAAtLL

SIAGO2 as UUACCCUUUGGGAAUCUGUtt

SIATXNS3 ss GGGUGAUCUGCCAGAUUGCUU

SIATXN3 as GCAAUCUGGCAGAUCACCCUU

P9b as GCUGCUGCAGCUGCUGCUGtt

P9b ss CAGCAGCAGCAGCAGCAGCtt

3pRNA 3p (CAG) x 20

UAA/AUU 17as | (UAA) x 17

UAA/AUU 17ss | (UUA) x 17

PRZECIWCIALA

Tabela 8. Zestawienie przeciwciat I- i ll-rzedowych do analizy typu western. Kolorem znaku ,,*”
oznaczono przeciwciato II-rzedowe dopasowane do okreslonego przeciwciata I-rzegdowego.

Nazwa Klon, numer katalogowy Dostawca
anty-huntingtyna* 1HU-4C8, MAB2166 Millipore
anty-plektyna* ab83497 Abcam
anty-ataksyna-3 1H9, MAB5360 Millipore
anty-FOXP2* ab16046 Abcam
anty-TBP* 58C9, T1827 Sigma-Aldrich
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anty-GAPDH* 6C5, MAB374 Millipore
anty-RPL14 HO00009045-B01 Abnova
anty-LRP8* A3481 Sigma-Aldrich
anty-EIF2AK3* ab65142 Abcam
*anty-mysie skoniugowane z peroksydaza |A9917 Sigma-Aldrich
*anty-krolicze skoniugowane z peroksydaza | 711-035-152 Jackson ImmunoResearch
anty-mysie skoniugowane z biotyna B7264 Sigma-Aldrich
*anty-krdlicze skoniugowane z biotyna B8895 Sigma-Aldrich

METODY

Hodowla linii komérkowych

Stosowane w badaniach linie komodrkowe fibroblastow, pochodzacych od pacjentéw

z wybranymi chorobami, zostalty zakupione z firmy Coriell Cell Repositories.
Ich charakterystyka jest przedstawiona w Tabeli 8. Linie fibroblastow hodowano
w warunkach 37°C i 5% CO; w pozywce EMEM z 8% plodowa surowica bydleca (FBS),
aminokwasami i antybiotykami. Komorki utrzymywano w logarytmicznej fazie wzrostu,
przesiewano z uzyciem trypsyny i hodowano maksymalnie do 15 pasazu. Komorki

bankowano w ciektym azocie w pozywce EMEM z 20% FBS i 10% DMSO.

Tabela 9. Zestawienie stosowanych w pracy linii komérkowych fibroblastow.

Numer lini | Choroba | (.Gt | pagionta | wzmtowanym genie
GMO04281 HD F 20 17/68 CAG
GM04208 HD M 35 21/44 CAG
GMO03864 HD F 51 15/46 CAG
GMO01187 HD M 43 18/47 CAG
GMO04022 HD F 28 19/44 CAG
GMO01083 HD F 47 19/44 CAG
GMO06153 SCA3 M 44 18/69 CAG
GMO06151 SCA3 M 38 18/74 CAG
GMO06927 SCAl M 29 29/43 CAG
GMO00024 zdrowy M 31 -
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Wprowadzanie krotkich oligonukleotydow do komorek

Syntetyczne RNA zakupiono w firmie Metabion. Chemicznie modyfikowane oligomery byty
syntetyzowane w firmach: Sigma (2'OMe, PS), Gene Tools (morfolino), Ribo Task (LNA),
Exigon (LNA), PANAGENE (PNA).

W przypadku dupleksow RNA, dwie komplementarne nici mieszano wg nastepujacego
przepisu:

15 pl z 100 pM nici antysensowej
+ 15 pl z 100 uM nici sensowej
+ 45 ul buforu do hybrydyzacji siRNA 1 min. w 90°C, 40 min. RT

otrzymywano 75 pl 20 uM dupleksu siRNA
Tworzenie dupleksu bylo potwierdzane przez analiz¢ migracji w 2,5% zelu agarozowym

(Ryc. 56) lub 20% natywnym Zelu poliakrylamidowym (Ryc. 37C).

SiRNA Rycina 56. Przyktad zelu agarozowego, na ktorym analizowano
s 1 2 migracj¢ krotkich RNA po poddaniu 2 komplementarnych nici

S8 8 |« dupleks hybrydyzacji. Na zel naktadano 200 pmoli jednej z nici SiRNA (s) i 50
S < pojedyncza ni¢  pmoli dupleksu siRNA (1 2) i barwiono GelRed.

Transfekcje komorek fibroblastow prowadzono z wykorzystaniem dostepnych komercyjnie
lipidow kationowych. 24 h przed transfekcja komorki posiewano do okoto 60% konfluencji.
Wykonano test 3 réznych odczynnikow do transfekcji (Ryc. 57), na podstawie ktorego

wybrano Lipofectamine2000 do dalszych analiz.
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Lipofectamine2000
1ul

10 nM 10 nM

Oligofectamine
1l

1 Lipofectamine
: RNAIMAX

- ’

Rycina 57. Wyniki wstepnej optymalizacji transfekcji komorek fibroblastow z uzyciem roéznych
odczynnikéw przy podawaniu siRNA zawierajacego znacznik fluorescencyjny w réoznych stezeniach,
od 1 do 10 nM. Eksperymenty prowadzono na 12-dotkowych phytkach (powierzchnia dotka 3,5 cm?)
w objgtosci 0,5 ml. Przedstawiono obraz komorek, po 24 h od transfekcji, w swietle widzialnym oraz

z uzyciem filtra fluorescencyjnego.

Na podstawie efektywnosci dostarczania do komoérek siRNA BlockIT, zawierajacego

znacznik fluorescencyjny FITC 1 uwzgledniajac zalecenia producenta Lipofetamine2000,

opracowano nastgpujacy protokot transfekcji komoérek fibroblastéw (dla naczynia

0 powierzchni 25 cm?):

= komorki przeptukane PBS i zalane 1,9 ml EMEM

5 ul Lipofetamine2000 w 300 ul EMEM (inkubacja 5 min. RT)

+ mieszanina siRNA (ilo§¢ w zaleznos$ci od koncowego stezenia) w 300 ul EMEM

= inkubacja 20 min. RT

» podanie mieszaniny na komorki
= inkubacja 4 h

= wymiana pozywki na kompletna

Tak opracowany protokot zapewniat wydajna transfekcjg prawie 100% komorek, oszacowana

na podstawie podawania siRNA BlockIT (Ryc. 58).
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Rycina 58. Obraz komoérek fibroblastow
24 h po transfekcji 10 nM siRNA BlockIT
w zoptymalizowanych warunkach.

Chemicznie modyfikowane oligomery morfolino i PNA, stosowane w tej pracy (Ryc. 48), jest
trudniej dostarczy¢ do komorek, poniewaz nie posiadaja one tadunku ze wzgledu na brak
wiazania forfodiestrowego. Dostarczanie PNA do komoérek bylo utatwione przez dodanie
reszt lizyny na koncach oligomeru, jednak nalezato poda¢ go w st¢zeniu 2 uM. Dostarczanie
oligomerow morfolino bylo prowadzone z uzyciem odczynnika EndoPorter. Warunki
dostarczania morfolino zoptymalizowano stosujac wyznakowany fluorescencyjnie oligomer
I ustalono podawane stezenia na 20 uM morfolino i 12 uM EndoPorter (Ryc. 59).

Rycina 59. Obraz komoérek fibroblastow
w $wietle widzialnym oraz z uzyciem
filtra fluorescencyjnego po podaniu do
pozywki odczynnika EndoPorter w
stgzeniu 12 pM wraz z 20 puM

oligomerem  morfolino (CTG)7 ze
-NYUES  Znacznikiem fluoresceiny na koncu 3.

Analiza poziomu transkryptéw zawierajacych ciagi sekwencji powtorzone;j

Efektywnos¢ wyciszania poszczegdlnych transkryptow po podaniu do komorek roéznych
reagentow okreslano poprzez odniesienie poziomu transkryptow po zadziataniu reagentow do
ich poziomu w komorkach traktowanych kontrolnym siRNA BlockIT oraz uwzgledniajac
poziom transkryptu GAPDH. Metoda uzyta do okreslania poziomu mRNA byta RT-PCR.

Catkowity RNA izolowano z komoérek z uzyciem odczynnika TriReagent (roztwor
zawierajacy fenol i izotiocyjanian guanidyny), po okreSlonym czasie od transfekcji, wg

zalecen producenta. Stgzenie otrzymanego RNA okreslano przez pomiar absorbancji przy 260
nM.

500 ng catkowitego RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji, z uzyciem zestawu
SuperScript 11 lub SuperScript 11l oraz losowych heksamerow, wedlug zalecen producenta.
Uzyskany cDNA byt rozcienczany 5-krotnie i stanowit matrycg dla szeregu PCR, w ktorych
byly powielane produkty odpowiadajace fragmentom poszczegdlnych transkryptow.
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Sekwencje uzywanych starteréw do PCR sa podane w Tabeli 7. Startery byly tak
projektowane, aby niemozliwe byto namnazanie produktu z DNA, tylko z cDNA, czyli pary
starterow lokalizowano w roznych eksonach. Wigkszo$¢ produktéw PCR obejmowata
sekwencje ciagu powtdrzen trojnukleotydowych, co umozliwiato oddzielna analize poziomu
alleli r6zniacych si¢ liczba powtdrzen. Dla takich produktéw PCR istotna byta optymalizacja
warunkéw amplifikacji, tak aby, w przypadku materialu z linii komorkowej z mutacyjna
ckspansja, uzyskiwa¢ podobnej ilos¢ produktu z allelu normalnego zmutowanego.
Zamierzony efekt osiagnigto przez dodatek DMSO do reakcji. Kontrole ilosci catkowitego
RNA i odniesienie stanowita analiza poziomu ekspresji genu metabolizmu podstawowego
GAPDH. Produkty PCR analizowano w 1,5% zelu agarozowym w buforze 0,5xTBE
z bromkiem etydyny.

W przypadku analizy RT-PCR poziomu zmutowanych transkryptow zawierajacych
powtorzenia CAG, po podaniu do komorek jednoniciowych reagentow zlozonych
z powtorzen trojnukleotydowych, obserwowano fatszywie pozytywne wyniki wskazujace na
wyciszenie ekspresji genu. Najprawdopodobniej w takim przypadku dochodzi do inhibicji
odwrotnej transkrypcji, w reakcji przeprowadzanej w probowce, po wiazaniu si¢ do
wydtuzonego ciagu powtdrzen komplementarnych oligonukleotydéw, wyizolowanych
z catlkowitym RNA. W przypadku podawanych do komoérek jednoniciowych
oligonukleotydéw RNA ten ,.efekt” moze by¢ ,,zniesiony” przez usunigcie frakcji krotkich
RNA przed odwrotna transkrypcja (Ryc. 60). Procedura usuwania tej frakcji byta prowadzona
nastgpujaco: wyizolowany z komoérek catkowity RNA podgrzano przez 3 min. w 90°C,
uzupetniono do 100 pl woda 1 oczyszczano na kolumnach Amicon Ultra 30K, wg zalecen

producenta.

poiReiteduTakeR Rycina 60. Analiza RT-PCR poziomu transkryptu HTT,

krétkich RNA
K ©ue7? K cue? 24 h po podaniu 10 nM RNA (CUG)7 do komorek HD

| escac (GMO04281). Dwie pierwsze $ciezki dotycza standardowej

HTT | e s —17cac RT-PCR, dwie nastgpne dla RNA z uprzednio usunigta

GAPDH] S— - frakcja krotkich RNA. K — komorki traktowane kontrolnym
SiRNA.

W przypadku silnie wiazacych si¢ chemicznie modyfikowanych jednoniciowych
oligonukleotydéw oraz oligomerdéw, opisany wyzej protokot nie funkcjonowat. Nieobarczona
wyzej opisanym efektem jest analiza RT-PCR obejmujaca region po stronie 3' ciagu

powtorzen, ale nie umozliwia ona niezaleznej analizy dla dwoch alleli. Natomiast analiza
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wyciszenia bialka nie jest obarczona tym btedem i jest w pelni wiarygodna, dlatego
przeprowadzano ja dla weryfikacji dziatania jednoniciowych reagentow ztozonych

z powtorzen CUG/CTG.

Analiza poziomu wybranych bialek
WYBOR METODY IZOLACJI BIALKA Z KOMOREK FIBROBLASTOW

Przetestowano 3 protokoty lizy komorek fibroblastow, aby wybra¢ metode zapewniajaca duza
efektywnos¢ izolacji biatek bedacych przedmiotem badan. W tym celu poréwnano profil
biatkowy lizatéw uzyskanych 3 metodami oraz przeprowadzono dla nich analizg¢ typu western

dla wybranych biatek.
Metoda 1 — zamrazanie komorek

Komorki po odklejeniu od podtoza byly przeptukane i nastgpnie zawieszone w buforze PBS
z dodatkiem inhibitorow proteaz (okoto 50 ul na 100 tys. komoérek). Trzykrotnie wykonano
zamrozenie komorek, w tazni skladajacej si¢ z suchego lodu i izopropanolu, i rozmrozenie
w lazni wodnej 37°C. Nastepnie lizat zwirowano 5 min. przy 13000 g i1 supernatant

poddawano dalszym analizom.

Metoda 2 - RIPA

Odklejone komorki przeptukano buforem PBS i1 zawieszono w buforze RIPA z dodatkiem
inhibitorow proteaz (okoto 50 pul na 100 tys. komorek). Nastgpnie lizat inkubowano 0,5 h na

lodzie, z okresowym intensywnym mieszaniem (na worteksie).

Metoda 3 - PB

Komorki po odklejeniu 1 przeptukaniu buforem PBS zawieszono w buforze PB (okoto 50 pl

na 100 tys. komorek) 1 inkubowano 5 min. w 95°C.

Izolacj¢ biatka wykonano réwnolegle réznymi metodami dla tej samej liczby komorek
z jednej linii komorkowej (SCA3, GM01653) (Ryc. 61). Na zel naktadano odpowiednio 10, 5
oraz 2,5 ul kazdego z lizatow (uzyskano réwne objetosci lizatow dla kazdej z metod) 1 po
rozdziale wykonano barwienie Coomassie lub detekcje typu western biatek DMPK, ataksyny-

3 oraz GAPDH, wg protokoldw opisanych w dalszej czgsci Metod.
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metoda1 metoda2  metoda 3 Rycina 61. Wyniki testowania metod izolacji
10 5 25 10 5 25 10 5 25yl biatka z komorek fibroblastow.
~90 kDa
~30 kDa —
barwienie Coomassie
metoda 1 metoda 2 metoda 3
10 5 25 10 5 25 10 5 25l
DMPK
ataksyna-3
GAPDH e — e D GEE = G WSS —

Western blot

Na podstawie opisanego powyzej testu wybrano metodg izolacji biatka z uzyciem buforu PB.
Pomiar st¢zenia catkowitego biatka w lizatach komdrkowych wykonywano poprzez pomiar

absorbancji przy 280 nM.

PROTOKOL ANALIZY TYPU WESTERN

Standardowo na zele naktadano 20 pg catkowitego biatka. Dla poszczegolnych probek
wyrownywano objgto$¢ 1 uzupeklniano 3x stezonym buforem obciazajacym, denaturowano
5 min. 95°C i naktadano na zel. Rozdziat prowadzono w Zelach o dtugosci okoto 6 cm (~1,5

cm zelu zaggszczajacego, ~4,5 cm zelu rozdzielajacego).

Do analizy poziomu biatka ataksyny-3 (~43 kDa) i huntingtyny (~350 kDa) wybrano
odpowiednie biatka referencyjne: GAPDH (~35 kDa) i plektyng (~500 kDa) (Ryc. 62). Dla
detekcji ataksyny-3/GAPDH biatka rozdzielano w zZelu poliakrylamidowym (SDS/Tris-HCI,
5% zel zageszczajacy/12% zel rozdzielajacy) w buforze Laemmli. Elektroforeze biatek dla
wykrycia huntingtyny i plektyny prowadzono w zelu poliakrylamidowym (SDS/Tris-octan,
5% zel zaggszczajacy/4% zel rozdzielajacy) w buforze XT Tricine. Dla analizy poziomu kilku
biatek kodowanych przez geny zawierajace ciagi powtorzen CAG lub CTG stosowano
rozdziat w Zelu gradientowym 4-20%, aby mozliwe bylo analizowanie kilku biatek z jednego
zelu. Masy poszczegdlnych biatek wynosza: TBP ~ 40 kDa, FOXP2 ~ 80 kDa, EIF2AK3
~125 kDa, RPL14 ~25 kDa, LRP8 ~ 105 kDa.

107



Materiaty i Metody

Po rozdziale bialka przenoszono na membrang nitrocelulozowa metoda mokrego transferu
w buforze Towbin. Kontrolnie prowadzono barwienie Ponceau membrany (okoto 5 min.
barwienie w roztworze Ponceau i nastgpnie przeplukanie woda destylowana) i w razie

potrzeby rozcinano na tym etapie membrang.

Wigkszos¢ etapéw immunodetekcji wykonywano na urzadzeniu SNAPid w buforze PBS

z 0,25% mlekiem odtluszczonym i 0,1% Tween 20, wg nast¢pujacego protokotu:

Blokowanie: przepuszczenie roztworu mleko/PBS/Tween

Inkubacja z I-rzedowym przeciwcialem: 10 min. w mleku z PBS i Tween
Plukanie: 3x PBS z Tween

Inkubacja z ll-rzgdowym przeciwciatem: 10 min. w mleku z PBS i Tween
Plukanie: 3x PBS z Tween

o M N e

Do detekcji ataksyny-3/GAPDH uzyto I-rzedowych przeciwcial: anty-ataksyna-3
(rozcienczone 1:1000) i anty-GAPDH (rozc. 1:5000) i nastgpnie skoniugowane z biotyna
przeciwcialo Il-rzgdowe (rozc. 1:500); oraz nastgpnie streptawidyna koniugowana
z alkaliczna fosfataza (rozc. 1:2000). Koncowa reakcje barwna przeprowadzano z uzyciem
substratu  BCIP/NBT. Do detekcji huntingtyny/plektyny membrany byly inkubowane
z przeciwciatami I-rzgdowymi: anty-huntingtyna (rozc. 1:1000) i anty-plektyna (rozc. 1:1000)
z nastgpnie z przeciwciatami Il-rzgdowymi koniugowanymi z peroksydaza chrzanowa (rozc.
1:500). Reakcja koncowa byta prowadzona z uzyciem chemiluminescencyjnego substratu dla

peroksydazy. Pelna lista uzywanych przeciwcial jest umieszczona w Tabeli 8.

Do rozdziatu alleli biatka huntingtyny przy dlugosciach ciagow powtorzen ~20 Q 1 ~45 Q
konieczny bylo prowadzenie dluzszego rozdziatu, w zelu o dlugosci 12 cm lub przy
zmienionych parametrach zelu (mniejsze usieciowanie 1:250, wigksza procentowos¢ 8%) na

standardowym matym zelu (Ryc. 62C).
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A B C
GM06153 450 kDa E % P g §
55 kDa ¥ o = =+ =
s 8 8 & ¢
43 kDa allele 270 kDa—| - GMO01187 & (ED z = =

i ataksyny-3 240 kDa—|
34 kDa e huntingtyna 3 o= v PNy
—— e — GAPDH plektyna
17/68 15/46 18/47 19/44 21/44 Q
huntingtyna

Rycina 62. Przyktadowe obrazy membran otrzymanych przy optymalizacji warunkoéw analizy typu
western dla detekcji ataksyny-3 (A) i huntingtyny (B). (C) Obraz rozdziatu alleli huntingtyny
w roznych liniach komorkowych HD.

Reakcja z rybonukleaza Dicer in vitro

Reakcje in vitro z rekombinowana Dicer prowadzono w 20 pl w 37°C, wg nastgpujacego
protokotu:
syntetyczny RNA 60 pmoli

Dicer lu
bufor dla Dicer 1x

Produkty cigcia rozdzielano w 20% zelu poliakrylamidowym z 7,5 M mocznikiem w buforze

1x TBE.
Hybrydyzacja typu northern

Catkowity RNA izolowano z komoérek z uzyciem odczynnika TriReagent, wg zalecen
producenta. Rozdziat prowadzono w 12% zelu poliakrylamidowym (19:1) z 75 M
mocznikiem w buforze 1x TBE. Nakladano 10 pg catkowitego RNA oraz 0,2 pmola
syntetycznych RNA. Po rozdziale przeprowadzano transfer potsuchy przez 1,5 h w buforze
0,5x TBE na membrang HyBond-N+, przy 10 V i wartosci mA rownej 3-krotnej
transferowanej powierzchni. Po transferze przeprowadzano fotozszywanie w swietle UV

1 suszono 0,5 h w 65°C
Znakowanie sondy prowadzono w objgtosci 25 pl, 10 min. w 37°C:

kinaza polinukleotydowa  10u
bufor do kinazy 1x

RNA (CAG-7 lub CUG-7) 10 pmoli
[y-2P]JATP (5000 Ci/mmol) 5 ul
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Sondy oczyszczano od niezwigzanego izotopu na kolumnach Microcon YM-10, wg zalecen
producenta, wykonywano pomiar radioaktywnosci i uzywano do hybrydyzacji okoto 30 min

cpm. Przed podaniem do buforu sond¢ denaturowano 5 min. w 90°C.

Przeprowadzano pre-hybryzydacje membrany 2 h w 37°C w buforze hybrydyzacyjnym
i nastgpnie hybrydyzacj¢ w tym samym buforze z dodang wyznakowana sonda przez noc
w 37°C. Nastgpnie wykonywano 2-krotne ptukanie po 15 min. w 45°C w buforze ptuczacym.
Membrang zawijano w folig, przykladano do kasety z ekranem wzmacniajacym sygnal na
dobe 1 sczytywano sygnaty na skanerze. Jezeli na tej samej membranie wykonywana byta

kolejna hybrydyzacja, traktowano ja buforem odptukujacym przez 0,5 h w 65°C.
Hybrydyzacjg typu northern w roztworze przeprowadzano wg nastgpujacego protokotu:

catkowity RNA 3ug
sonda RNA 0,6 pmola (~30 tys. cpm)
1x bufor do hybrydyzacji w roztworze

Mieszaning hybrydyzacyjna rozdzielano w natywnym 20% zelu poliakrylamidowym,

w kontrolowanej temperaturze 37°C. Nastgpie zel suszono i sczytywano sygnaty.
Metoda 5RACE

Do okreslenia miejsc cigcia transkryptu przez reagenty RNAi w komorkach wykorzystano
metode 5'RACE (ang. Rapid Amplification of cDNA Ends) (Ryc. 63).

Rycina 63. Schemat metody 5'RACE uzytej
w  celu  okreslania  miejsc  cigcia
indukowanych przez RISC po podaniu do
komorek siRNA.

m7G

ligacja,
odwrotna 5 s 3°CH
transkrypcja ADAPTOR

—> > 4

Nia VMY [ i -4‘."-".
/ sekwencjonowanie

PCR l

— rozdziat

——
I na zelu
——— 1 M
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Catkowity RNA, wyizolowany z komorek po transfekcji poddawano reakcji ligacji z 40 nt
adaptorem RNA w 20 pl, w warunkach 1 h 37°C 1 nastgpnie 4°C przez noc, wg protokotu:
catkowity RNA 1 ug

adaptor RNA 0,4 ug

ligaza RNA Su
1x bufor do ligazy (z ATP)

Nastgpnie z 5 pl mieszaniny ligacyjnej przeprowadzano reakcj¢ odwrotnej transkrypcji,
z uzyciem zestawu SuperScript Il (50 min. odwrotnej transkrypcji w 50°C) oraz losowych
heksamerow lub starterem specyficznym ATXN3 RT. Nastepnym etapem byto dwukrotne
przeprowadzenie PCR typu nested-PCR ze starterami specyficznymi dla sekwencji ATXN3
I adaptora (pierwsza =ze starterami zewngtrznymi: Ad_ext i ATXN3_ext, druga
z wewnetrznymi: Ad_int i ATXN3_int). Mieszaning po I PCR rozcienczano 20-krotnie
i uzyto jako matrycg do II PCR. Przeprowadzenie takich reakcji umozliwito powielenie

produktu zawierajacego miejsce ligacji przecigtego w komoérce mRNA z adaptorem.

Startery do PCR zostaly wyznakowane na koncu 5' w reakcji prowadzonej w 20 pul
w warunkach 37°C przez 1 h, wg przepisu:

kinaza polinukleotydowa  10u

bufor do kinazy 1X

starter DNA ATXN3_int 200 pmoli
[y-**P]ATP (5000 Ci/mmol) 1 ul

Otrzymane wyznakowane produkty PCR byty rozdzielane w dlugim 6% zelu
poliakrylamidowym z 7,5 M mocznikiem w buforze 1x TBE, wycinane z zelu, namnazane

i poddawane sekwencjonowaniu.
Test przezywalnosci komorek

Stopien toksycznosci transferowanych reagentow okreslano przez wykonanie testu
przezywalnosci komorek, po 72 h od transfekcji, z uzyciem zestawu CellTiter Glo, wg
zalecen producenta. Metoda ta polega na okreslaniu ilosci ATP w zywych komorkach, na
podstawie reakcji dajacej sygnat luminescencyjny. Eksperyment transfekcji dla tej analizy
wykonywano na 96-dotkowej ptytce.

Obliczenia termodynamiczne

W obliczeniach z uzyciem programu DINAMelt wykorzystano narzedzie ,, Two-state melting
(hybridization)” do obliczania energii swobodnej Gibbsa dupleksow (migdzy dwiema ni¢mi

reagenta — AGd, i oddzialywania reagenta z sekwencja targetowa — AG z targetem (CAG)n)
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1 narzedzie ,, Two-state melting (folding)” dla obliczen energii swobodnej Gibbsa struktur
typu spinki formowanych przez jedna ni¢ reagenta (AGh). Zachowano do obliczen parametry

wyjéciowe programu, tj. 37°C, [Na'] = 1 M, stezenie nici 10 nM.
Analiza statystyczna wynikow

Analizowane statystycznie wyniki pochodza z co najmniej 3 niezaleznych eksperymentow.
Poziom ekspresji genow odnoszono do zdefiniowanej kontroli (zwykle do poziomu ekspresji
w komorkach traktowanych kontrolnym siRNA) oraz do poziomu GAPDH, w przypadku
transkryptow, i GAPDH lub plektyny, w przypadku bialek. Istotno$¢ statystyczna rdznicy
danego wyniku w stosunku do kontroli okre$lano uzywajac testu one-sample t-test,
przyjmujac warto$¢ kontroli jako 1. Do sprawdzenia istotno$ci statystycznej roznicy
pomigdzy dwoma wynikami, np. wyciszaniem allelu normalnego a zmutowanego, uzywano
testu unpaired t-test. Dla kazdego testu statystycznego wyliczano wartos¢ p value (two-
tailed), przyjmujac wynik za istotny statystycznie przy p<0,05. Na stupkach wykreséw

zaznaczono odchylenie standardowe (Ryc. 64).

one-sample t-test

_ 1
2" F ired t-test
o unpaired t-tes
3 £10 W P
a %*
E .E 0.5 * O allel normalny P Va!u_e
2 allel zmutowany two-tailed
a 0.0 p<0,05
K reagent

Rysunek 64. Zatozenia analizy statystycznej wynikow.
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APARATURA

Aparat do fotozszywania CL-1000 (UVP)

Aparat do detekcji biatek SNAP i.d. (Milipore)

Aparat do elektroforezy w zelu agarozowym MINI-SUB cell GT (Biorad)

Aparat do elektroforezy w zelu agarozowym Horizon 58 (Gibco BRL)

Aparat do elektroforezy biatkowej w zelu poliakrylamidowym MINI PROTEAN 3 (Biorad)
Aparat do elektroforezy kwasoéw nukleinowych w zelu poliakrylamidowym S2 (Life Technologies)

Aparat do elektroforezy kwasoéw nukleinowych w zelu poliakrylamidowym PROTEAN II xi cell
(Biorad)

Aparat do elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w kontrolowanej temperaturze DNA Pointer
(Kucharczyk)

Aparat do elektrotransferu mokrego (Biorad)

Aparat do elektrotransferu potsuchego (Sigma)

Aparat do sczytywania zeli i membran G:BOX, z kamera do chemiluminescencji (SYNGENE)
Inkubator do komorek eukariotycznych HERACell (Heraeus)

Kaseta do autoradiografii (Amersham Biosciences)

Komora laminarna do pracy z komérkami eukariotycznymi (Heraeus, HERASafe KS 15)
Licznik radioaktywnosci (HIDEX)

Luminometr Centro LB 960 (Berthold Technologies)

Mikroskop XL-50 (Olympus)

pH-metr (METTLER TOLEDO)

Piec hybrydyzacyjny ProBlot (LabNet)

Skaner laserowy FLA-5100 (Fuji)

Spektrofotometr UV/VIS NanoDrop

Termocykler 96-Well GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

Wirowka MiniSpin (Eppendorf )

Wirbéwka primoR (Heraeus)

Zasilacz do elektroforezy wysokonapigciowy model E833 (Consort)

Programy bioinformatyczne

Primer3 (program do projektowania starterow do PCR)

BLAST (narzedzie do przewidywania specyficznosci starteréw i siRNA)

mFOLD (program internetowy do przewidywania struktur drugorzedowych RNA)

DINAMelt (program internetowy do przewidywania wilasciwosci termodynamicznych dupleksow
RNA)

GelPro (program do zliczen densytometrycznych z Zeli i membran)

GraphPrism (program do statystycznej obrobki wynikow)
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VII. WYKAZ WYBRANYCH SKROTOW

5'UTR, 3'UTR - regiony mRNA nieulegajace translacji znajdujace si¢ po stronie 5' lub 3'
sekwencji kodujacej biatko (ang. Untranslated Region)

5'RACE — amplifikacja koncow 5' cDNA (ang. Rapid Amplification of cDNA Ends)
AGO - biatko z rodziny Argonaute

agRNA — antygenowe RNA (ang. antigene RNA)

ASO - oligonukleotydy antysensowe (ang. antisense oligonucleotides)

DM1- dystrofia miotoniczna typu | (ang. myotonic dystrophy type 1)

dsRNA — dwuniciowy RNA (ang. double-stranded RNA)

EtBr — bromek etydyny

FXTAS — zespot drzenia i ataksji zwigzany z tamliwym chromosomem X (ang. Fragile X
Tremor Ataxia Syndrome)

AG — energia swobodna Gibbsa
HD — choroba Huntingtona (ang. Huntington’s Disease)

LNA - kwas nukleinowy o usztywnionej konformacji rybozy, zawierajacy mostek
metylenowy taczacy tlen 2' pierScienia rybozy z weglem 4' (ang. locked nucleic acid)

MiRNA — mikroRNA,

nt — nukleotyd

PNA — peptydowy kwas nukleinowy (ang. peptide nucleic acid)
poliQ — poliglutamina

pre-miRNA — prekursor mikroRNA

pri-miRNA — pierwotny prekursor mikroRNA

PS — tiofosforanowy analog nukleotydu, inaczej: fosforotionian
pz — pary zasad

RISC — kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA (ang. RNA-induced silencing
complex)

RNAI — interferencja RNA (ang. RNA interference)

RT-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy poprzedzona odwrotna transkrypcja (ang. reverse
transcription - polymerase chain reaction)

SBMA — opuszkowo-rdzeniowy zanik migsni, choroba Kennedy’ego (ang. Spinal and Bulbar
Muscular Atrophy)

SCA - ataksja rdzeniowo — mozdzkowa (ang. spino-cerebellar ataxia)
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sd-miRNA — samodupleksujace miRNA (ang. self-duplexing microRNA)

SIRNA — krotkie interferujace RNA (ang. small interfering RNA )

ShRNA — krotkie RNA tworzace strukturg typu spinki (ang. small hairpin RNA)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
sSRNA — jednoniciowy RNA (ang. single-stranded RNA)

TRBP - biatko wchodzace w sktad kompleksu RISC (ang. TAR RNA Binding Protein)

TREDs — choroby wywolywane ekspansja powtérzen trojnukleotydowych (ang. Triplet
Repeat Expansion Diseases)
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