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Progeria Hutchinsona-Gilforda jest rzadka chorobg genetyczng, nalezaca do grupy chordb
zwanych laminopatiami, ktéra obejmuje choroby zwigzane z mutacjami w genie LMNA.
W przypadku progerii mutacja powoduje aktywacje alternatywnego miejsca splicingu
transkryptu genu LMNA i synteze skroconej formy laminy A nazywanej progeryna,
co w konsekwencji prowadzi do zaburzenia organizacji otoczki jadrowej i struktury jadra
komorkowego. Objawy zaczynaja przejawiaé si¢ po pierwszym roku zycia, prowadzac
do $mierci okoto 13. roku zycia. Choroba jest obecnie nieuleczalna. Z tego wzgledu
opracowanie terapii genowej powinno znaczgco poprawic¢ jako$¢ 1 dlugosé zycia pacjentow
oraz zahamowac rozwoj objawow.

Celem niniejszej pracy bylo wyselekcjonowanie sekwencji matych interferujacych RNA
specyficznie rozpoznajagcych mRNA progeryny i powodujacych obnizenie poziomu tego
biatka, a dodatkowo cechujacych si¢ podwyzszong stabilnoscig we krwi.

W celu uzyskania modelu eksperymentalnego pozwalajacego na wygodng selekcje
i oceng efektywnosci projektowanych sekwencji konieczne bylo przygotowanie nowego
modelu badawczego oraz jego charakterystyka. Zdecydowano si¢ na stworzenie sublinii
komorek HeLa z nadprodukcja biatek fuzyjnych GFP-progeryny, GFP-laminy A oraz samego
GFP. Nowy model komorkowy umozliwita tatwa 1 szybka analize¢ poziomu 1 lokalizacji biatek
egzogennych. Jego zastosowanie pozwolilo na uzyskanie wigkszej ilo§ci materiatu
oraz znaczne skrocenie czasu analizy w porownaniu do powszechnie stosowanych komorek
pierwotnych od dawcdw z progeria.

Opracowana w niniejszym badaniu terapia genowa oparta jest na matych interferujacych
RNA, ktore selektywnie rozpoznaja mRNA progeryny i poprzez interferencj¢ RNA prowadza
do jego degradacji, a w konsekwencji do obnizenia poziomu progeryny. Zaprojektowano
I przetestowano szereg sekwencji w celu wyselekcjonowania najbardziej efektywnych
i specyficznych. Potwierdzono, ze po zastosowaniu zaprojektowanych oligonukleotydow
poziom niezmutowanej laminy A nie ulegal zmianie, w przeciwienstwie do progeryny.

Zbadano efekt kombinowanej terapii, wykorzystujacej inhibitor farnezylacji — lonafarnib,
stosowany w klinicznej terapii progerii, w potaczeniu z jednym z wyselekcjonowanych
oligonukleotydoéw. Wyniki badan potwierdzily, ze oba te zwigzki mogg by¢ stosowane razem,

zachowujac swojg skutecznos¢, a ich kombinacja ma efekt addytywny.



Nastepnie zaprojektowano szereg matych interferuyjagcych RNA  zawierajacych
modyfikowane nukleotydy w celu zwigkszenia ich stabilno$ci w surowicy krwi. Dla jednego
rodzaju modyfikacji potwierdzono zwigkszong stabilno$¢ wraz z zachowaniem efektywnosci
dziatania oligonukleotydu w poréwnaniu do sekwencji bez modyfikowanych nukleotydéw.

W ostatnim etapie oligonukleotydy o najwigkszej skutecznosci zostaty poddane analizie
w fibroblastach pochodzacych od dawcow z progerig. Stwierdzono znaczne obnizenie poziomu
progeryny po zastosowaniu oligonukleotydow, ktore dodatkowo zwigkszato si¢
wraz z wydluzeniem czasu trwania terapii 1 zwigkszenia liczby dawek. Potwierdzono réwniez,
ze zastosowanie badanych oligonukleotydow znaczaco obniza poziom progeryny,
nie wykazujac istotnego wptywu na poziom laminy A.

Opracowane sekwencje terapeutyczne beda mogly postuzy¢ do stworzenia leku
genetycznego dla progerii Hutchinsona-Gilforda. Dwuniciowe sekwencje oligonukleotydowe
zawierajace modyfikowane nukleotydy moga by¢ skoniugowane z no$nikiem umozliwiajacym
ich wnikanie do komorek, oligonukleotydy moga rowniez by¢ zastosowane w formie
jednoniciowej, co umozliwiloby ich niezalezne od no$nikow wniknigcie do komorek.
Na podstawie opracowanych sekwencji moze by¢ tez stworzona kaseta ekspresyjna

do nadprodukcji mikroRNA Iub RNA o motywie spinki do wtosow.



