Strategie wyciszania ekspresji zmutowanego genu w terapii choroby Huntingtona

STRESZCZENIE

horoba Huntingtona (HD) jest choroba genetyczna spowodowana przez zbyt duza licz-

be powtorzenn CAG w egzonie 1 genu HTT, kodujacym huntingtyne. Od wystapienia
pierwszych symptomow choroby srednia dlugosé zycia wynosi 15-20 lat, kiedy to postepuja
objawy wynikajace z neurodegeneracji. W zwiazku z tym istnieje duze zapotrzebowanie
na skuteczna metode leczenia tego schorzenia. Opracowywane sa strategie wykorzystujace
mechanizmy wyciszenia ekspresji genéw, w tym techniki edycji DNA. W tej pracy przed-
stawione sa najwazniejsze testowane obecnie podejscia, ze szczegbélnym uwzglednieniem
strategii opierajacych sie na wykorzystaniu oligonukleotydéw antysensowych (ASO), tech-
nologii interferencji RNA (RNAIi) i CRISPR-Cas9. Omoéwione sa prowadzone obecnie préby
kliniczne leczenia przyczynowego, inne najwazniejsze proby terapii, a takze obecnie stoso-
wane Srodki farmakologiczne.

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA HD

Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington'’s disease) nalezy do grupy choréb
poliglutaminowych (poliQ), do ktérych zaliczamy takze zanik jadra zebatego,
jadra czerwiennego, gatki bladej i jadra niskowzgérzowego (DRPLA, ang. denta-
torubral-pallidoluysian atrophy), rdzeniowo-opuszkowy zanik miesni (SBMA, ang.
spino-bulbar muscular atrophy) oraz niektore typy ataksji rdzeniowo-moézdzkowej
(1, 2,3,6,7117) (SCA, ang. spinocerebellar ataxia) [1]. Wszystkie z dziewieciu
chorob poliQ sa powodowane ta sama mutacja, tj. nadmiernym wydluzeniem
(ekspansja) ciagu powtérzenn CAG, zlokalizowanego w regionach kodujacych
okreslone biatka, tj. w otwartych ramkach odczytu (ORF, ang. open reading fra-
me) specyficznych genéw. W tych biatkach obecny jest normalnie ciag glutamin,
ktory jest wydluzony w konsekwencji mutacji i prowadzi do zaburzonego funk-
cjonowania biatka. Dla choréb poliQ wystepuja pewne wspolne Sciezki patoge-
nezy, ktére dotycza w szczegoélnosci neuronow.

BUDOWA I FUNKCJA BIALKA HUNTINGTYNY

Obecnie coraz wiecej wiadomo na temat funkcji huntingtyny. Biatko to bierze
udzial w réznorodnych procesach wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych, co moze
mie¢ kluczowe znaczenie w sytuacji gdy powstaje bialko zmutowane. Uwage
zwraca duze zaangazowanie biatka w procesy transportu wewnatrz neuronéw.
Huntingtyna bezposrednio oddzialuje z biatkiem motorycznym dyneing, jak i z
biatkiem 1 zwigzanym z huntingtyna (HIP, ang. huntingtin-associated protein 1),
ktore z kolei oddziatuje z dyneing i kinezyna, z ktérych ta druga takze nalezy
do grupy biatek motorycznych. Wykazano, ze huntingtyna uczestniczy w trans-
porcie nastepujacych sktadnikéw komoérkowych: pecherzykéw synaptycznych,
autofagosomoéw, endosomoéw, lizosoméw, biatka prekursorowego amyloidu
oraz pecherzykéw zawierajacych receptory GABA, poprzez wzmacnianie efek-
tywnoéci tego transportu oraz wskazywanie jego kierunku [3]. Inne ciekawe ob-
serwacje to miedzy innymi wykazanie roli huntingtyny jako czynnika, ktéry wa-
runkuje prawidiowgq orientacje przestrzenng wrzeciona podziatowego komoérki.
Biatko to bierze takze udzial w tworzeniu rzesek, w endocytozie, metabolizmie
zelaza, jest zaangazowane w polaryzacje komoérek oraz dziala antyapoptotycz-
nie poprzez blokade kaspaz 319 [3,5,6]. Huntingtyna ma takze ogromne znacze-
nie w rozwoju osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), a myszy pozbawione
genu HTT obumieraja w rozwoju embrionalnym [3,7-9]. Istotna rolg jest takze
regulacja transkrypcji i zwiekszanie produkcji neurotroficznego czynnika wzro-
stu (BDNF, ang. brain-derived neurotrophic factor), ktéry jest niezbedny dla prze-
trwania neuronéw obecnych w prazkowiu i korze mézgowej [5].
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PATOGENEZA HD

Mutacja powodujaca powstawanie nieprawidlowej hun-
tingtyny wystepuje w pierwszym egzonie genu HTT, ktéry
prawidlowo zawiera od 10 do 34/35 (w zaleznosci od Zré-
dta) powtérzern CAG kodujacych glutamine. Charaktery-
styczne jest wystepowanie w tym ciggu zréznicowanej w
populadji, jak i u pacjentéw z HD, liczby powtérzenn CAG
[10]. W zwiazku z tym faktem istnieja cztery mozliwe wa-
rianty liczby powtérzen wystepujacych w tym egzonie:

* prawidlowy zawierajacy od 10 do 26 powtérzen CAG,
typowo 17-18,

e posredni zawierajacy od 27 do 34/35 powtdrzern CAG,

* chorobowy zawierajacy ponad 36 powtérzenn CAG, typo-
wo w zakresie 40-55,

* juwenilny, ktérego obecno$¢ powoduje wystapienie ob-
jawoéw przed ukoniczeniem 21 roku zycia i zawierajgcy
ponad 60 powtdrzen CAG [11].

Wariant posredni nie powoduje wystgpienia choroby,
jednak zwieksza ryzyko wystapienia zmian u potomstwa
w procesie wydluzania sie ciagéw powtoérzenn CAG, co jest
takze powiazane z antycypacja, czyli wczesniej wystepuja-
cymi i silniejszymi objawami choroby u potomstwa pacjen-
tow z HD [12]. Mutacje de novo w genie HTT pojawiaja sie
niezmiernie rzadko [13]. Nie tylko dlugos¢ ciggu powtérzen
CAG ma wplyw na przebieg choroby, obecnie zidentyfiko-
wano szereg gendéw, m.in. zwiazanych z naprawa DNA,
ktérych poziom ekspresji u poszczegélnych pacjentéw
wplywa na czas wystapienia objawoéw HD [14].

Patogeneza HD wynika z tego, ze bialko zmutowane nie
funkcjonuje w wielu procesach jak biatko normalne (tzw.
mechanizm utraty funkcji, ang. loss-of-function), ale gtéwnie
z powodu toksycznych wlasciwosci w zwiazku z obecnoscia
wydluzonego ciggu poliQ (tzw. mechanizm nabycia funkgji,
ang. gain-of-function). Kluczowe dla patogenezy HD jest takze
powstawanie krétszych wariantéw transkryptu i biatka hun-

tingtyny (Ryc. 1). Obecnie przyjety model rozwoju choroby
wg R. Wetzel zaklada ze do patologii wewnatrzkomoérkowej
przyczynia sie tworzenie agregatow alfa-helis N-terminal-
nego fragmentu huntingtyny, ktére stanowiq swoiste ,ziar-
no” do ktoérego dolaczaja sie kolejne fragmenty zawierajace
sekwencje poliQ [10,15,16]. Zlogi te odkladaja sie preferen-
cyjnie w neuronach prazkowia oraz kory nowej. Przejawami
patologicznej funkcji nieprawidiowego biatka sa zaburzenia
funkcjonowania synaps, nieprawidlowy transport przez
pory jadrowe, zwiekszony stres oksydacyjny [5]. Opisana jest
réwniez dysfunkcja mitochondriow, ktéra prawdopodobnie
pojawia sie w neuronach na etapie przedobjawowym HD
[17]. Postuluje sie takze udzial zmutowanej huntingtyny w
patologii proceséw immunologicznych, jako ze w HD docho-
dzi do aktywowania komoérek mikrogleju oraz zwiekszonej
produkcji cytokin prozapalnych [18]. Mechanizm chorobowy
obejmuje takze powstawanie patologicznych biatek o malej
masie w procesie nieuprawnionej translacji na powtérzonych
sekwencjach bez udziatu kodonu AUG (tzw. RAN translacji,
ang. repeat-associated non-ATG translation). W skutek aktywo-
wania RAN translacji na wydtuzonych ciggach powtérzen w
réznych ramkach odczytu moga powstawac rézne peptydy
z ciggami monoaminokwasowymi [19]. W przypadku HD
znaleziono je w duzych ilosciach w istocie bialej oraz praz-
kowiu [5]. Postuluje sie tworzenie przez wydtuzony cigg po-
wtérzeri CAG w RNA struktury drugorzedowej typu spinki
do wloséw (ang. hairpin), co moze mie¢ znaczenie dla akty-
wowania RAN translacji oraz sekwestracji réznych biatek
komorkowych [20]. Opisano mozliwe toksyczne dziatanie
zmutowanego mRNA, zawierajacego wydtuzone ciagi CAG,
w mechanizmie gain-of-function. Taki transkrypt moze powo-
dowaé m.in. zaburzenia splicingu i stres jaderkowy [21-23].

CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA HD

OBJAWY

HD towarzysza zréznicowane zaburzenia neurologicz-
ne. Objawy obejmuja wystepowanie mimowolnych plg-
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Rycina 1. Budowa transkryptu i biatka huntingtyny. Kolorem czerwonym oznaczono wydtuzony cigg powtdrzenn CAG w transkrypcie (w legendzie przedstawiono two-
rzong przez niego strukture drugorzedowa) oraz cigg glutamin (Q) w biatku. Schemat uwzglednia kluczowe dla patogenezy powstawanie krétszej formy transkryptu i
biatka. Agregaty fragmentoéw huntingtyny sa obecne zaréwno w jadrze komérkowym, jak i w cytoplazmie neuronéw. Wiecej szczegétow w tekscie.
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sawiczych ruchéw, od ktérych nazwe wziela historyczna
nazwa choroby, charakterystyczne grymasy twarzy, warg
ijezyka, betkotliwa i niezrozumiata mowe, a takze depresje
czy apatie [24]. HD powoduje zmiany strukturalne w korze
moézgowej co prowadzi do wystapienia otepienia umysto-
wego [25]. Objawy tego typu moga by¢ wykrywane u pa-
cgjentow juz nawet dekade przed rozwinieciem sie petno-
objawowej choroby [3]. Sredni czas przezycia od momentu
stwierdzenia objawéw klinicznych wynosi od 15 do 20 lat
[6,26]. Pod wzgledem klinicznym wyrézniamy 5 stadiéw
zaawansowania schorzenia [6]:

* presymptomatyczny (przedobjawowy),

* prodromalny - kiedy pojawiaja sie pierwsze subtelne ob-
jawy,

* wczesny - kiedy nasilajace sie objawy powoduja trudno-
§ci z wykonywaniem codziennych czynnosci,

* postepujacy - kiedy nastepuje znaczna progresja choroby
polaczona z dramatycznym obnizeniem standardu zycia,

* zawansowany - w pelni rozwinieta choroba z objawami
motorycznymi i objawami demengji.

W celu obiektywnego ocenienia postepu choroby stwo-
rzono unormowane skale oceny pacjentéw, w tym najnow-
szg i najbardziej czuta cUHDRS (ang. composite Unified Hun-
tington’s Disease Rating Scale) [27]. Skala cUHDRS sklada sie
z podtestow, ktorych wyniki sa nastepnie sumowane i obli-
czany jest koricowy wynik pacjenta [27]. Podtesty obejmuja
m.in. ocene sprawnos$ci motorycznej, funkcji kognitywnych
oraz og6lna ocene funkcjonowania pacjenta [6,27].

EPIDEMIOLOGIA

HD jest najczestszg monogeniczng choroba neurologicz-
na [6]. Wspdtczynnik wystepowania HD w populacji wyno-

si 1/7,5 tys. [28], ale rozpowszechnienie choroby jest zréz-
nicowane. Najwiecej przypadkéw stwierdza sie w Europie
oraz USA, gdzie szacuje si¢ odpowiednio: okolo 45 tys. i
okoto 30 tys. chorych, a najmniej w krajach Azji Wschodniej
[29]. Wiek pacjentéw z objawami HD zawiera si¢ w prze-
dziale od 2 do 92 lat, jednak pierwsze stwierdzenie obja-
wow rzadko nastepuje przed 10 lub po 70 roku zycia [29].
Srednio objawy choroby ukazuja sie miedzy 33 a 44 rokiem
zycia i brak jest preferencji do konkretnej pici [6,30].

DOSTEPNE LECZENIE

Na obecny dzienn brak jest mozliwosci leczenia HD.
Dzialania terapeutyczne ograniczaja si¢ do leczenia obja-
wowego. Duze korzysci dla pacjentéw przynosi leczenie
niefarmakologiczne takie jak intensywna rehabilitacja czy
psychoterapia. Pierwszym $rodkiem farmakologicznym
dedykowanym pacjentom z HD byla tetrabenazyna, kto-
ra jednak ogranicza wystepowanie tylko czeéci objawow
choroby i tylko przez pewien czas. Niedawno do uzytku
komercyjnego zostala dopuszczona deutetrabenazyna,
ktora jest modyfikacja chemiczng tetrabenazyny [25,28,31].
Poprzez dodanie do leku atomu deuteru zwiekszono jego
okres poéltrwania i aktywnosc¢ farmakologiczna [28]. Proba
kliniczna wykazala znaczace zmniejszenie ruchéw plasa-
wiczych przez 12 tygodni [31]. Pomimo znacznego rozwoju
farmakologii leki te nie s jednak w stanie zahamowa¢ pro-
gresji choroby [25].

PRZYCZYNOWE STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

Obecnie na $wiecie prowadzone sg intensywne badania
nad opracowaniem terapii, ktéra pozwoli zatrzymac pro-
gresje HD lub znacznie jg ograniczy¢é. Wydaje sie, ze tera-
pia nacelowana jedynie na jeden mechanizm indukowanej
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patologii moze nie przynies¢ oczekiwanych skutkow te-
rapeutycznych dla pacjentéw [5]. Za potencjalnie najsku-
teczniejsze rozwigzanie uwaza si¢ zahamowanie ekspresji
zmutowanego genu, co doprowadziloby do zahamowania
lub znaczacego ograniczenia powstawania zmutowane-
go biatka (Ryc. 2). Jest to tzw. leczenie przyczynowe, czyli
eliminujgce bezposrednig przyczyne choroby. Testowane
strategie terapeutyczne obejmuja m.in zastosowanie cza-
steczek nakierowanych na wywolanie zmian na poziomie
zmutowanego DNA, tj. biatek z motywami palcéw cynko-
wych czy sekwencji TALEN i technologii CRISPR-Cas9. Z
kolei terapie nakierowane na zmutowany RNA obejmuja
wykorzystanie interferencji RNA (RNAi, ang. RNA inter-
ference), oligonukleotydéw antysensowych (ASO) oraz ni-
skoczasteczkowych regulatoréw splicingu [1]. Aktywnosc¢
tych czasteczek prowadzi do degradacji transkryptu, zabu-
rzenia jego splicingu lub zahamowania przebiegajacej na
nim translacji (Ryc. 2). Proponowane sa takze strategie spe-
cyficznie nacelowane na zmutowane biatko huntingtyny,
jak niedawno opisane podejscie z uzyciem zwiazku, ktéry
jednocze$nie oddziatuje z wydituZonym ciggiem glutamin i
biatkiem LC3, bedacym elementem autofagosomu, co pro-
wadzi do degradacji zmutowanej huntingtyny [32]. W za-
leznosci od uzytej czasteczki i sposobu jej dostarczania, np.
zastosowanego wektora, niektére strategie moga dziatac
przy jednorazowym podaniu, a inne wymagac¢ regularnego
podawania farmaceutykéw pacjentom [5,33].

Wsréd przyczynowych strategii terapeutycznych moze-
my wyrézni¢ allelo-selektywne oraz nieallelo-selektywne
[33]. Terapia nieselektywna zaklada obnizenie ekspresji za-
réwno prawidlowego jak i nieprawidtowego allelu. Dziata-
nie selektywne dotyczy natomiast regulacji ekspresji tylko
patologicznego allelu genu. W przypadku HD pozwolitoby
to na zachowanie poziomu prawidlowego allelu HTT, co
wydaje sie wazne z uwagi na dos¢ liczne funkcje hunting-
tyny. W 2017 roku ukazaly sie wyniki wskazujace, Ze catko-
wite obnizenie poziomu prawidtowej huntingtyny przez 9
miesiecy u myszy prowadzi do wystapienia objawéw neu-
rologicznych [34]. Autorzy wskazujg takze na pojawiajaca
si¢ atrofie mézgu, szeroka odpowiedZ immunologiczna,
zaburzenia gospodarki zelazowej oraz zwiekszonego wap-
nienia wzgodrza [34]. Brak jest jednoznacznych danych dla
ludzi, ale z dostepnych obecnie publikacji wydaje sie ze ob-
nizenie poziomu catkowitego biatka do 50% powinno by¢

tolerowane przez pacjentéw, cho¢ strategia allelo-selektyw-
na jest uwazana za bezpieczniejsza [35,36]. Opracowanie
strategii allelo-selektywnej jest jednak trudniejsze i wymaga
zaprojektowania czasteczek na regiony genu lub transkryp-
tu réznicujace dwa allele, tj. regiony zawierajgce ré6zne wa-
rianty polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP, ang.
single nucleotide polimorfism) lub bezposrednio region muta-
qji, czyli wydluzonych ciag powtérzenn CAG.

Jednym z gtéwnych wyzwan jakie stojg przed strategia-
mi zmierzajacymi do wyciszenia zmutowanego genu HTT
jest uzyskanie wysokiej specyficznosci dzialania, bez tzw.
efektow off-target. Ogolna definicja efektow off-target to dzia-
tanie terapeutycznej czasteczki poprzez wigzanie sie w nie-
zamierzonym miejscu w genomie lub transkryptomie, ktére
moze prowadzi¢ do zmiany w ekspresji wielu genéw. Kolej-
nym wyzwaniem jest skuteczne dostarczenie czasteczek do
komérek moézgu, w ktérych dochodzi do kluczowych pro-
cesow patogennych. W zwiazku z bariera krew-moézg prze-
nikanie czasteczek jest utrudnione, stad stosowana jest cze-
sto w badaniach na modelach gryzoni bezposrednia iniekcja
potencjalnych terapeutykéw do mézgu. Opracowywane sa
takze podejscia z wykorzystaniem specjalnych nosnikéw,
ktére sa w stanie przekroczy¢ bariere krew-moézg.

Prowadzone sg obecnie proby kliniczne wybranych stra-
tegii przyczynowych (Tabela 1) [5]. Testowanie kliniczne
odbywa sie z reguly w kilku etapach. Faza 111l stuzy ocenie
bezpieczenistwa testowanego srodka oraz wyznaczeniu da-
nych farmakokinetycznych. W fazie III udziat bierze znacz-
nie wiecej pacjentéw niz w fazach I i II. Badanie te stuza
potwierdzeniu stosowanych dawek, a takze poznaniu moz-
liwych efektéw ubocznych stosowania preparatu.

WYKORZYSTANIE ASO

Terapia z zastosowaniem oligonukleotydéw antysenso-
wych (ASO, ang. antisense oligonucleotides) jest obecnie w
najbardziej zaawansowanej fazie testowania klinicznego
sposrod strategii przyczynowych dla HD [5,37]. ASO sa to
jednoniciowe analogii DNA o dlugosci 16 do 22 par zasad,
ktére sa testowane w podejsciach terapeutycznych od lat
70-tych ubieglego wieku. Stad podlegaly przez dlugi czas
optymalizacji i duzo wiadomo o ich farmakologicznych
wlasciwosciach. Ich zaletg jest odpornos¢ na dzialanie egzo-

Tabela 1. Testowane przez firmy farmaceutyczne strategie terapeutyczne dla HD, z wykorzystaniem czasteczek nakierowanych na mRNA huntingtyny, bedace w fazie

testow klinicznych lub blisko rozpoczecia tej fazy.

Firma Technologia/Strategia

Ionis Pharmaceuticals / Roche ASO / Nieallelo-selektywna

Wave Life Sciences / Takeda ASO / Allelo-selektywna

UniQure Biopharma RNAi / Nieallelo-selektywna
Voyager / Sanofi-Genzyme RNAi / Nieallelo-selektywna

Spark Therapeutics RNAi / Nieallelo-selektywna

Nazwa czasteczki Faza kliniczna

I/1I - ukoriczono

RG6042 III - planowane
zakonczenie w 2023

WVE-120101 I/1I - planowane

WVE-120102 zakonczenie w 2020

AMT-130 I/1I - planowane

rAAV5-miHTT zakonczenie w 2022

VY-HTTO01 _

AAV-shRNA

AAV-shRNA -
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nukleaz, w duzej mierze spowodowana obecnoscig mody-
fikacji chemicznych, obecnie najnowszej generacji, zapew-
niajacych jednoczeénie wysoka skutecznos¢ dziatania, jak i
brak efektow ubocznych zwiazanych z ich metabolizmem
[38,39]. Dzigki zasadzie komplementarnosci zasad, ASO 1a-
czg sie z pre-mRNA w jadrze komérkowym. Po rozpozna-
niu kompleksu RNA-DNA transkrypt jest przecinany przez
RNaze H1 i nastepnie degradowany [1,5,33,37]. Istnieja tak-
Ze inne mechanizmy dziatania ASO takie jak przylaczanie
sie¢ do miejsca rozpoczecia translacji i przez to zaburzania
pracy rybosoméw, a takze oddzialywanie w regionach gra-
nic egzon/intron przez co ASO moze wplywacé na przebieg
procesu splicingu [5,39]. Jako potencjalne terapeutyki dla
choréb neurodegeneracyjnych ASO bardzo dobrze dystry-
buuja sie w obrebie ptynu moézgowo-rdzeniowego (CSF,
ang. cerebrospinal fluid) [33,39] .

W potengjalnej terapii HD ASO byly wykorzystywane za-
réwno w podejsciu allelo-selektywnym, jak i nieallelo-selek-
tywnym wyciszania ekspresji HI'T [5,33]. Eksperymenty na
mysich modelach HD wykazaly m.in. ze dzieki uzyciu ASO
mozliwe jest zatrzymanie progresji schorzenia, a dodatko-
Wo pojawia sie szansa na poprawe funkcjonowania ukladu
nerwowego [38]. Dodatkowo wykazano, ze obnizenie catko-
witego poziomu huntingtyny jest dobrze tolerowane przez
myszy przez caly czas badania, tj. 3 miesiace [38]. Po prébach
przedklinicznych terapia ASO przeszla w faze badan z udzia-
tem pacjentéw. Wsréd nich najbardziej zaawansowane prace
tocza sie nad terapia nieselektywna rozwijana przez firmy
IONIS Pharmaceuticals i Roche (Tabela 1). Preparat IONIS-
-HTTrx jest oligonukleotydem zlozonym z 20 par zasad, kt6-
re poddane sa r6znym modyfikacjom chemicznym [40]. Jest
on dostarczany pacjentom do wnetrza kanatu kregowego. W
czerwcu 2019 ukazala sie analiza wynikéw fazy I/1I bada-
nia klinicznego preparatu HTTrx z udziatem pacjentow. W
probie uczestniczyli pacjenci w stadium pierwszym choroby
okreslonym za pomoca testu UHDRS [40]. Badanie wykazato
Ze najmniejsza oznaczalna dawka terapeutyku wyniosta 30
mg, z kolei najwiekszg redukcje zmutowanego biatka o 63%
zanotowano przy uzyciu dawki 120 mg [40]. Kazdy z pacjen-
tow otrzymywal preparat co 4 tygodnie, Iacznie 4 dawki.
Interesujace sa takze wnioski dotyczace efektéw ubocznych
terapii, ktore zostaly wykryte u 98 % pacjentow, jednak byty
one gtéwnie zwigzane z inwazyjna procedura podania leku

(m.in. popunkcyjne béle glowy) [40].

Jak wskazano wczeéniej, prowadzone sg takze prace nad
terapia allelo-selektywna z uzyciem technologii ASO [33].
Jest ona oparta gléwnie na selektywnosci wzgledem kon-
kretnych wariantéw SNP. Dla zmutowanego allelu HTT
istnieja dosy¢ konserwatywne SNP, przez co szacuje sie,
ze przy nakierowaniu ASO na kilka najczesciej wystepuja-
cych wariantéw SNP, mozliwe byloby zastosowanie stra-
tegii dla nawet 80% pacjentéw [1,28,33,39]. Technologia ta
jest obecnie rozwijana przez firme Wave Biosciences, kto-
ra rozpoczela juz jej testy kliniczne (Tabela 1) [39]. Kolejna
modyfikacja ASO skupiajaca sie na terapii selektywnej jest
wykorzystanie oligomeréw PMO (ang. phosphorodiamidate
morpholino oligomers). Sa to specjalnie zmodyfikowane oli-
gonukleotydy charakteryzujace si¢ brakiem fadunku elek-
trycznego, znakomita stabilnoscia i rozpuszczalnoscia. Ich
mechanizm dziatania nie jest takze zalezny od aktywnosci
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RNazy H [26]. W badaniach przedklinicznych PMO wy-
kazaly skuteczno$¢ w obnizaniu poziomu huntingtyny w
dwdch liniach mysich modeli HD [26]. Na tq chwile nie ma
informacji na temat dalszego rozwijania tej strategii. Cieka-
wym wariantem ASO wydaje sie by¢ takze skoniugowanie
oligonukleotydu z peptydem, co mogloby pozwoli¢ na do-
starczenie terapeutyku do moézgu poprzez dozylne poda-
wanie. W tej technice uzywa sie tzw. bialek internalizujg-
cych, bedacych modyfikacjami chemicznymi oryginalnego
peptydu R6-Penetratyny pochodzacego z muszki owocowej
(Drosophila melanogaster) [33,39].

Co istotne, na rynku obecne sa juz leki w postaci ASO dla
innych schorzen, m.in. Nusinersen przeznaczony do leczenia
rdzeniowego zaniku mies$ni (SMA, ang. spinal muscular atro-
phy) [5,28]. Inne preparaty z tej grupy obejmuja Fomivirsen
stosowany przy cytomegalowirusowym zapaleniu siatkéw-
ki, Mipomersen do leczenia rodzinnej hipercholesterolemii
oraz Eteplirsen stosowany do leczenia dystrofii miesniowej
Duchenne’a [5,28,39]. W toku sa takze zaawansowane prace
nad terapig stwardnienia zanikowego bocznego (ALS, ang.
amyotrophic lateral sclerosis) z wykorzystaniem ASO [5,38].

TECHNOLOGIA RNAI

Technologia RNAi obejmuje uzycie krétkich interfe-
rujacych RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) lub
mikroRNA (miRNA). Mechanizm RNAi polega na przyta-
czeniu sie oligonukleotydu RNA do dojrzatego transkryptu
mRNA, wraz z biatkiem z grupy Argonaute wchodzacego
w sklad kompleksu wyciszajacego RISC (ang. RNA-induced
silencing complex) [1,33]. Inicjowany mechanizm zahamowa-
nia ekspresji genu zalezy od rodzaju indukujacej czasteczki:
siRNA sa w pelni komplementarne do mRNA i indukuja
przecinanie transkryptu przez RNaze AGO2, natomiast
sekwencja miRNA nie jest catkowicie komplementarna do
sekwencji mRNA i aktywowane sa inne mechanizmy pro-
wadzace do zahamowania translacji i degradacji transkryp-
tu [41].

Tak samo jak w przypadku ASO, brak jest mozliwosci
przekroczenia bariery krew-moézg przez terapeutyczne oligo-
nukleotydy siRNA oraz w przeciwieristwie do ASO brak jest
wystarczajacej ich dystrybucji w obrebie CSF [5,42]. W zwiaz-
ku z tym rozwijane sa réznorodne podejécia majace na celu
bezpieczne i efektywne dostarczenie tych potencjalnych lekéw
do neuronéw. W przypadku oligonukleotydéw RNA dziata-
jacych w technologii RNAi mozliwe jest dostarczenie ich w
wektorze ekspresyjnym, co zapewnia stale ,produkowanie”
czasteczki terapeutycznej. Obecnie najbardziej zaawansowane
prace tocza sie nad wykorzystaniem wektora adenowiruso-
wego (AAV) [42,43]. Przykladowe badania ukazaly sie w 2014
przeprowadzone na mysim modelu HD YAC 128 charakte-
ryzujacym sie szybko postepujacym fenotypem choroby [37].
W rezultacie przeprowadzonego eksperymentu po iniekcji
miRNA-AAV do prazkowia uzyskano transdukcje ponad 80%
komoérek mézgu przy obnizeniu catkowitej ilosci huntingtyny
040%, co skutkowato znaczna poprawa fenotypu gryzoni [37].
W kolejnych badaniach przedklinicznych przeprowadzonych
przez firme UniQure na transgenicznej mini $wini, bedacej
modelem HD, uzyskano szeroka ekspresje miRNA-AAV w
mozgu, a takze znaczace obnizenie poziomu patologicznego
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transkryptu oraz biatka [43]. W tej metodzie konieczne staje si¢
podanie érodka bezposrednio poprzez iniekcje do prazkowia
[42,43]. Technologia firmy UniQure jest strategia nieselektyw-
na, co moze by¢ problematyczne w przypadku koniecznosci
naglego zakonczenia terapii prowadzacej do wyciszania réw-
niez normalnej huntingtyny, kiedy na stale zostat dostarczony
do komoérek mozgu wektor [13,28]. Testy kliniczne z udziatem
pacjentéw rozpoczely sie w 2019 roku [5]. Oprécz podania
leku bezposrednio do prazkowania, bada sie takze mozliwosé
dostarczenia czgsteczki poprzez podanie dozylne lub dordze-
niowe [42]. W przypadku podania systemowego planuje si¢
wykorzystanie AAV9Y, ktéry jako jedyny rodzaj adenowirusa
ma mozliwosé¢ przekroczenia bariery krew-moézg [42]. Inny-
mi rozwijanymi metodami przenoszenia lekéw opartych na
RNAi sg m. in. wektory lentiwirusowe (LV). Wirus ten, w
przeciwienistwie do AAV, ktéry pozostaje w formie episomu,
integruje si¢ z genomem gospodarza, co skutkuje jednak wiek-
szym ryzykiem wbudowania si¢ konstruktu w niepozadane
miejsce [5,42]. Problemem w przypadku terapii z wykorzy-
staniem wiruséw i RNAi staje si¢ mozliwa odpowiedz immu-
nologiczna organizmu biorcy na antygeny wirusowe oraz po-
dwoéjnie niciowe RNA wykorzystywane przy projektowaniu
siRNA [5,42].

Testowane sg takze mozliwosci uzycia siRNA nacelowa-
nego na transkrypt HTT w formie skoniugowanej z chole-
sterolem lub liposomami [5]. Réwniez opracowano wzoér
modyfikacji chemicznych, ktéry pozwala na uzycie siRNA
w formie jednej nici i ktéry dystrybuuje sie w CSF w takim
samym stopniu jak ASO [13,33]. Ciekawa modyfikacja siR-
NA jest wykorzystanie di-siRNA (ang. divalent siRNA). Sa to
syntetyzowane chemicznie asymetryczne siRNA zbudowa-
ne z dwoéch duplekséw, ktoére potaczone sa kowalencyjnie
przez korce 3’ nici przy pomocy lacznika glikolu etyleno-
wego [44]. W badaniach przedklinicznych przeprowadzo-
nych na myszach i naczelnych uzyskano znaczace niealle-
lo-selektywne wyciszenie ekspresji HTT, utrzymujace sie
przez 6 miesiecy od podania di-siRNA. Preparat jest takze
dobrze tolerowany przez zwierzeta laboratoryjne [44].

Jednym z obiecujacych podejs¢ allelo-selektywnej tera-
pii dla HD z wykorzystaniem RNAI jest bezposrednie ce-
lowanie z uzyciem oligonukleotydéw w miejsce mutagji, ;.
wydtuzonego ciagu powtérzenn CAG. Pierwsze przestanki
do zastosowania takiego podejscia wynikaly z badan nad
aktywnoscig rybonukleazy Dicer wzgledem transkryptéw
tworzacych struktury spinki do wloséw w regionach wy-
dtuzonych ciggéw powtérzenn CAG i CUG [45]. Powstajace
siRNA, zlozone z sekwencji powtérzonych, zidentyfiko-
wano pézniej takze w mézgach pacjentéw HD [46]. W celu
osiagniecia efektywnego i specyficznego wyciszania zmuto-
wanego allelu konieczne byto jednak zaprojektowanie nie-
typowych czasteczek siRNA, w pewnych aspektach podob-
nych do miRNA [47-49]. Zawieraja one specyficzne substy-
tucje nukleotydéw, powodujace wystepowanie niekano-
nicznych par zasad w oddzialywaniu z ciggiem powtérzen
CAG. Testowanie tych siRNA w modelach komérkowych
HD prowadzito do aktywacji mechanizmu wyciszania pre-
ferencyjnie dla allelu zmutowanego, z racji zwiazania wielu
komplekséw RISC do wydluzonego ciagu powtdérzen. Do-
datkowo ta strategia jest skuteczna takze dla innych choréb
poliQ [50-52].
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TECHNOLOGIA CRISPR-Cas9

Szeroko badang obecnie terapia nakierowana na DNA jest
wykorzystanie technologii CRISPR-Cas9. Jest to rodzaj pier-
wotnego systemu immunologicznego spotykanego u niekto-
rych gatunkéw bakterii do walki z ponownymi zakazenia-
mi powodowanymi przez bakteriofagi. System technologii
CRISPR-Cas9 sklada sie z biatka zawierajacego domeny nu-
kleazowe zostawiajace tzw. tepe korice oraz syntetycznego
sgRNA (ang. single guide RNA), ktére naprowadza biatko Cas9
na odpowiednia sekwencje w DNA. Rozpoznanie sekwencji
przez sgRNA jest zalezne od obecnosci elementu PAM (ang.
protospacer adjacent motiv), ktéry stanowi ciag 3 kolejnych
nukleotydéw. Badania przedkliniczne sugeruja zwiekszona
efektywnoé¢ wprowadzenia zmian w DNA, w skutek jego
przeciecia przez system CRISPR-Cas9, poprzez mechanizm
niehomologicznego taczenia koncéw (NHE], ang. non-homo-
logous end joining) [53]. Przy pomocy tej technologii mozna
wplynac¢ na transkrypcje HI'T na wiele sposobéw poczaw-
szy od wyciecia powtérzern CAG czy poprzez przesuniecie
ramki odczytu i wystapienie w ten sposéb przedwczesnych
kodonéw stop [33,54,55]. W badaniach in vitro na liniach ko-
morkowych wykazano obnizenie poziomu zmutowanej hun-
tingtyny [53], co nastepnie potwierdzono na modelu mysim
HD, w ktérym wylaczenie ekspresji zmutowanego biatka
skutkowalo polepszeniem sie fenotypu gryzoni [56]. Kom-
pleksy sgRNA /Cas9 ze wzgledu na swoja wielkoé¢ wymaga-
ja transportu do komérek przy pomocy wektoréw. Obecnie
najczesciej wykorzystuje sie wektor wirusowy AAYV, ktérego
ekspresja wraz z odpowiednim konstruktem prowadzita do
obnizenia poziomu huntingtyny o 40% [56,57]. Wykazano
takze mozliwos¢ allelo-selektywnego wylaczenia ekspresji
huntingtyny poprzez wykorzystanie specyficznych warian-
tow SNP znajdujacych sie w elementach PAM potaczonego z
nakierowaniem na intron 1 genu HTT [57].

Oprécz standardowego systemu Cas9 istnieja takze jego
rézne modyfikacje, w tym system dCas9 (ang. deactivated
Cas9), w ktorym biatko zostaje pozbawione swoich dwoéch
domen nukleazowych i moze pelni¢ funkcje np. wzmacniacza
ekspresji poprzez dostarczanie reszt acetylowych do danego
fragmentu DNA [54]. Inng ciekawa modyfikacja jest system
Cas9n, w ktorym jedna z domen nukleazowych zastapiono
domenga nikazowa co powoduje powstanie pojedynczego cie-
cia w DNA i naprawe uszkodzonej nici poprzez rekombinacje
homologiczna. Skutkuje to znaczenie wieksza specyficznoscia
oraz mniejszym ryzykiem efektéw ubocznych w poréwnaniu
do zwyklego Cas9. W badaniach z uzyciem linii fibroblastéw
pochodzacych od pacjentéw z HD wykazano efektywne i se-
lektywne wyciecie fragmentu powtérzent CAG z egzonu 1, co
spowodowato zmniejszenie poziomu huntingtyny o 70% [55].

Wykorzystanie tej technologii wydaje sie mie¢ duza przy-
szlos¢ w leczeniu HD. Pomimo swoich niewatpliwych za-
let, pojawiaja sie jednak takze obawy zwiazane z uzyciem
CRISPR-Cas9. Obecnie nie ma jeszcze wystarczajaco danych,
zeby stwierdzi¢ ze technologia ta nie wywotla znaczacego efek-
tu off-target. W przypadku systemu CRISPR-Cas9 efekty te
moga by¢ zwiagzane z przylaczaniem sie sgRNA do motywoéw
PAM znajdujacych sie w innych miejscach w genomie niz na
celowanym genie HTT. Istotnym zagrozeniem wydaje sie tez
by¢ mozliwe wywotanie odpowiedzi immunologicznej prze-
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ciwko ulegajacemu stalej ekspresji bakteryjnemu biatku Cas9

[5].
INNE MOZLIWOSCI TERAPII

Interesujacym tematem prac naukowcoéw stato sie wy-
korzystanie w terapii biatek zawierajacych motywy palcow
cynkowych i potaczonych z domena represyjna transkrypcji
KRAB (ZFP-TF, ang. zinc finger protein transcription factors),
ktére wigza sie do wydtuzonego ciagu CAG w DNA [58].
Eksperymenty na modelach mysich wykazaty niezwykle
skuteczne, prawie catkowite, wyciszenie ekspresji wadliwe-
go allelu HTT, przy niemal pelnym zachowaniu poziomu
prawidiowej huntingtyny [58]. Dodatkowo wskazuje sie na
mozliwe dziatanie neuroprotekcyjne tego preparatu [58].

Proponowane jest takze wykorzystanie nadekspresji biat-
ka NUBI, ktére oddzialuje z huntingtyna. Wykazano, ze duze
ilosci tego biatka znaczaco obnizaja poziom zmutowanego
biatka i zapobiegaja tworzeniu agregatéw wewnatrzkomor-
kowych. NUB1 wzmacnia usuwanie zmutowanej hunting-
tyny poprzez ulatwianie jej poliubikwitynacji, co pozwala z
wieksza efektywnoscia usuwac ja poprzez proteasomy [59].

Obecnie tocza si¢ prace nad wieloma innymi strategiami
terapeutycznymi, niezwigzanymi stricte z obnizeniem po-
ziomu patologicznego biatka. Badane sa takze mozliwosci
uzycia lekéw immunomodulujacych takich jak Laquinimod,
ktory pierwotnie zostat stworzony dla pacjentéw ze stward-
nieniem rozsianym. Badania przedkliniczne na gryzoniach
wykazaly zlagodzenie objawéw, a takze polepszenie stanu
istoty biatej mézgu [31,60,61]. W probie klinicznej z udziatem
chorych zwiazek ten wykazal korzystne dzialanie terapeu-
tyczne, ktére wymaga jednak dalszych poglebionych analiz
[28]. Inna mozliwoscig staje si¢ wykorzystanie Mematyny
oddziatujacej na receptory NMDA, ktérych silne pobudzenie
jak sie wskazuje przyczynia sie do postepowania neurodege-
neracji [35]. Preparat ten selektywnie moduluje ich dziatanie,
co z kolei przyczynia si¢ do polepszenia fenotypu pacjenta.
Obecnie tocza sie proby kliniczne z jej wykorzystaniem [28].
Mozliwe jest takze wykorzystanie naturalnych izoflawono-
idow, takich jak genisteina, ktérej mechanizm dziatania po-
lega na stymulowaniu autofagocytozy. Opisano skuteczne
dziatanie genisteiny w modelach HD, a potencjalnie takze dla
innych choréb neurodegeneracyjnych [62-65].

W zwiazku z prawdopodobna duza rola huntingtyny w
procesie uwalniania cytokin prozapalnych z makrofagow,
ktére maja mozliwos¢ przekraczania bariery krew-mozg
i zaognienia objaw6w, proponuje sie wykonywanie u pa-
cjentow przeszczepdw szpiku [66,67]. Wykorzystanie tej
metody w modelu mysim spowodowato unormowanie sie
zawartosci cytokin oraz zwiekszenie gesto$ci neuronéw w
prazkowiu zwierzat [66].

BIOMARKERY W TERAPII HD

Dla testowanych strategii kluczowe jest takze opracowa-
nie metod monitorowania skutecznosci terapii u pacjentow,
m.in. efektywnosci obnizania ekspresji zmutowanego genu
oraz pozadanego zahamowania zmian patologicznych. W
tym celu opracowywane sa tzw. biomarkery, tj. proponowa-
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ne sg miarodajne, mozliwie nieinwazyjne, testy molekularne
oraz analizy zwigzane z obrazowaniem moézgu. Najwiecej
danych wskazuje obecnie na mozliwo$¢ zastosowania testow
opartych na pomiarach huntingtyny w CSF [68]. Proponuje
sie takze badanie poziomu lekkiego bialka neurofilamentu
(NFL, ang. neurofilament light protein). Jego poziom koreluje
z postepem atrofii mézgu oraz nabywaniem kolejnym dys-
funkcji neurologicznych. Poziom NFL w krwi prawdopo-
dobnie jest zblizony do stezenia NFL w CSF [69]. Test ten wy-
maga dalszych prac nad potwierdzeniem jego skutecznosci.

Ciekawym rozwigzaniem wydaje sie takze zastosowanie
nowoczesnych metod obrazowania takich jak pozytonowa
tomografia emisyjna (PET, ang. positron emission tomography)
czy rezonans magnetyczny (MRI, ang. magnetic resonance
imaging). Szczegblnie uzyteczne jest badanie PET, ktére wy-
kazalo zmiany w gestosci receptoréw dopaminergicznych
D11 D2 u pacjentéw z HD [70,71]. Dowiedziono ze az u 55%
0s6b posiadajacych wariant posredni liczby powtoérzen, jest
obecny spadek ilosci receptoréw D2 w placie czolowych i
skroniowym, co ma takze miejsce u oséb chorych [72].

PODSUMOWANIE

Gen odpowiedzialny za HD zidentyfikowano w 1993
roku, a od 2005 roku intensywnie byly prowadzone badania
dla testowania przedklinicznego strategii leczenia przyczy-
nowego. Poczatkowo do hamowania ekspresji genu HTT
stosowano gléwnie, nowo wtedy opracowane, czasteczki
dzialajace na drodze RNAi, a po pewnym czasie powrécono
takze do wykorzystywania nieco zapomnianych ASO. Pra-
ce naukowcéw doprowadzily do duzego sukcesu w 2018
roku, czyli 25 lat od zidentyfikowania genu HTT, kiedy to
uzyskano po raz pierwszy obnizenie poziomu huntingtyny
u pacjentéw z HD. W ostatnim czasie natomiast duzym za-
interesowaniem cieszy sie nowa technologia CRISPR-Cas9,
dla ktoérej jednak musi by¢ zgromadzone wiecej danych w
kontekscie terapeutycznego wykorzystania.

Pomimo ogromnego postepu w badaniach podstawo-
wych i rozpoczeciu badan klinicznych, pojawia sie takze
coraz wiecej zagadniert wymagajacych wyjasnienia. Jedna z
tych kwestii jest definitywne okreélenie znaczenia normal-
nej huntingtyny w funkcjonowaniu CUN i, co za tym idzie,
stwierdzenie czy jej poziom moze by¢ takze obnizany i do
jakiego stopnia w terapii HD.

Terapia précz nakierowania na kluczowa patologie zlo-
kalizowana w OUN, najprawdopodobniej powinna takze
obejmowac leczenie objawéw choroby zlokalizowanych
poza nim. Objawy obwodowe obejmuja m.in. zmniejszong
site mieSniowg, zaburzona liczbe krazacych we krwi cytokin
prozapalnych, zaburzenia funkcjonowania watrobowych
mitochondriéw czy nieprawidlowosci w procesie metabo-
lizmu tryptofanu [66]. Leczenie tych objawéw nie tylko po-
prawi komfort pacjenta lecz takze zapobiegnie zaostrzaniu
sie objawoéw w OUN [66].

Ostatnie lata pokazaly niespotykang wcze$niej skale roz-
woju mozliwosci terapeutycznych. Z kazdym miesigcem
publikowane sa prace pokazujace nowe podejscia do lecze-
nia, zakoriczone préby kliniczne, badania przedkliniczne.
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Na szczegdlng uwage wérod strategii wyciszania ekspresji
HTT zastuguja opisane dwa programy z wykorzystaniem
ASO, znajdujace sie w fazie badan klinicznych. Wydaje sie,
ze w zwiazku z tym stworzenie skutecznego leczenia HD
jest tylko kwestig czasu.
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SUMMARY

Huntington’s disease (HD) is a genetic disease caused by expanded CAG repeat tract in exon 1 of the HTT gene that codes for huntingtin.
Since the first symptoms of the disease the average life expectancy is 15-20 years, when the symptoms resulting from neurodegeneration are
progressing. Therefore, there is a great demand for an effective HD treatment method. Various therapeutic strategies are being developed
based on mechanisms of gene expression silencing, including DNA editing techniques. Here, we present the most important currently tested
approaches, with particular emphasis on strategies based on the use of antisense oligonucleotides (ASO), RNA interference (RNAi) technolo-
gy and CRISPR-Cas9. Currently ongoing clinical trials as well as different pharmacological agents are discussed.
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