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				Strategie wyciszania ekspresji zmutowanego genu w terapii choroby Huntingtona

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Choroba Huntingtona (HD) jest chorobą genetyczną spowodowaną przez zbyt dużą licz-bę powtórzeń CAG w egzonie 1 genu HTT, kodującym huntingtynę. Od wystąpienia pierwszych symptomów choroby średnia długość życia wynosi 15–20 lat, kiedy to postępują objawy wynikające z neurodegeneracji. W związku z tym istnieje duże zapotrzebowanie na skuteczną metodę leczenia tego schorzenia. Opracowywane są strategie wykorzystujące mechanizmy wyciszenia ekspresji genów, w tym techniki edycji DNA. W tej pracy przed-stawione są najważniejsze testowane obecnie podejścia, ze szczególnym uwzględnieniem strategii opierających się na wykorzystaniu oligonukleotydów antysensowych (ASO), tech-nologii interferencji RNA (RNAi) i CRISPR-Cas9. Omówione są prowadzone obecnie próby kliniczne leczenia przyczynowego, inne najważniejsze próby terapii, a także obecnie stoso-wane środki farmakologiczne.

				CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA HD

				Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington’s disease) należy do grupy chorób poliglutaminowych (poliQ), do których zaliczamy także zanik jądra zębatego, jądra czerwiennego, gałki bladej i jądra niskowzgórzowego (DRPLA, ang. denta-torubral-pallidoluysian atrophy), rdzeniowo-opuszkowy zanik mięśni (SBMA, ang. spino-bulbar muscular atrophy) oraz niektóre typy ataksji rdzeniowo-móżdżkowej (1, 2, 3, 6, 7 i 17) (SCA, ang. spinocerebellar ataxia) [1]. Wszystkie z dziewięciu chorób poliQ są powodowane tą samą mutacją, tj. nadmiernym wydłużeniem (ekspansją) ciągu powtórzeń CAG, zlokalizowanego w regionach kodujących określone białka, tj. w otwartych ramkach odczytu (ORF, ang. open reading fra-me) specyficznych genów. W tych białkach obecny jest normalnie ciąg glutamin, który jest wydłużony w konsekwencji mutacji i prowadzi do zaburzonego funk-cjonowania białka. Dla chorób poliQ występują pewne wspólne ścieżki patoge-nezy, które dotyczą w szczególności neuronów.

				Budowa i funkcja białka huntingtyny

				Obecnie coraz więcej wiadomo na temat funkcji huntingtyny. Białko to bierze udział w różnorodnych procesach wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych, co może mieć kluczowe znaczenie w sytuacji gdy powstaje białko zmutowane. Uwagę zwraca duże zaangażowanie białka w procesy transportu wewnątrz neuronów. Huntingtyna bezpośrednio oddziałuje z białkiem motorycznym dyneiną, jak i z białkiem 1 związanym z huntingtyną (HIP, ang. huntingtin-associated protein 1), które z kolei oddziałuje z dyneiną i kinezyną, z których ta druga także należy do grupy białek motorycznych. Wykazano, że huntingtyna uczestniczy w trans-porcie następujących składników komórkowych: pęcherzyków synaptycznych, autofagosomów, endosomów, lizosomów, białka prekursorowego amyloidu oraz pęcherzyków zawierających receptory GABA, poprzez wzmacnianie efek-tywności tego transportu oraz wskazywanie jego kierunku [3]. Inne ciekawe ob-serwacje to między innymi wykazanie roli huntingtyny jako czynnika, który wa-runkuje prawidłową orientację przestrzenną wrzeciona podziałowego komórki. Białko to bierze także udział w tworzeniu rzęsek, w endocytozie, metabolizmie żelaza, jest zaangażowane w polaryzację komórek oraz działa antyapoptotycz-nie poprzez blokadę kaspaz 3 i 9 [3,5,6]. Huntingtyna ma także ogromne znacze-nie w rozwoju ośrodkowego układu nerwowego (OUN), a myszy pozbawione genu HTT obumierają w rozwoju embrionalnym [3,7–9]. Istotną rolą jest także regulacja transkrypcji i zwiększanie produkcji neurotroficznego czynnika wzro-stu (BDNF, ang. brain-derived neurotrophic factor), który jest niezbędny dla prze-trwania neuronów obecnych w prążkowiu i korze mózgowej [5].
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				Patogeneza HD

				Mutacja powodująca powstawanie nieprawidłowej hun-tingtyny występuje w pierwszym egzonie genu HTT, który prawidłowo zawiera od 10 do 34/35 (w zależności od źró-dła) powtórzeń CAG kodujących glutaminę. Charaktery-styczne jest występowanie w tym ciągu zróżnicowanej w populacji, jak i u pacjentów z HD, liczby powtórzeń CAG [10]. W związku z tym faktem istnieją cztery możliwe wa-rianty liczby powtórzeń występujących w tym egzonie:

				prawidłowy zawierający od 10 do 26 powtórzeń CAG, typowo 17-18,

				pośredni zawierający od 27 do 34/35 powtórzeń CAG,

				chorobowy zawierający ponad 36 powtórzeń CAG, typo-wo w zakresie 40-55,

				juwenilny, którego obecność powoduje wystąpienie ob-jawów przed ukończeniem 21 roku życia i zawierający ponad 60 powtórzeń CAG [11].

				Wariant pośredni nie powoduje wystąpienia choroby, jednak zwiększa ryzyko wystąpienia zmian u potomstwa w procesie wydłużania się ciągów powtórzeń CAG, co jest także powiązane z antycypacją, czyli wcześniej występują-cymi i silniejszymi objawami choroby u potomstwa pacjen-tów z HD [12]. Mutacje de novo w genie HTT pojawiają się niezmiernie rzadko [13]. Nie tylko długość ciągu powtórzeń CAG ma wpływ na przebieg choroby, obecnie zidentyfiko-wano szereg genów, m.in. związanych z naprawą DNA, których poziom ekspresji u poszczególnych pacjentów wpływa na czas wystąpienia objawów HD [14].

				Patogeneza HD wynika z tego, że białko zmutowane nie funkcjonuje w wielu procesach jak białko normalne (tzw. mechanizm utraty funkcji, ang. loss-of-function), ale głównie z powodu toksycznych właściwości w związku z obecnością wydłużonego ciągu poliQ (tzw. mechanizm nabycia funkcji, ang. gain-of-function). Kluczowe dla patogenezy HD jest także powstawanie krótszych wariantów transkryptu i białka hun-

			

		

		
			
				tingtyny (Ryc. 1). Obecnie przyjęty model rozwoju choroby wg R. Wetzel zakłada że do patologii wewnątrzkomórkowej przyczynia się tworzenie agregatów alfa-helis N-terminal-nego fragmentu huntingtyny, które stanowią swoiste „ziar-no” do którego dołączają się kolejne fragmenty zawierające sekwencje poliQ [10,15,16]. Złogi te odkładają się preferen-cyjnie w neuronach prążkowia oraz kory nowej. Przejawami patologicznej funkcji nieprawidłowego białka są zaburzenia funkcjonowania synaps, nieprawidłowy transport przez pory jądrowe, zwiększony stres oksydacyjny [5]. Opisana jest również dysfunkcja mitochondriów, która prawdopodobnie pojawia się w neuronach na etapie przedobjawowym HD [17]. Postuluje się także udział zmutowanej huntingtyny w patologii procesów immunologicznych, jako że w HD docho-dzi do aktywowania komórek mikrogleju oraz zwiększonej produkcji cytokin prozapalnych [18]. Mechanizm chorobowy obejmuje także powstawanie patologicznych białek o małej masie w procesie nieuprawnionej translacji na powtórzonych sekwencjach bez udziału kodonu AUG (tzw. RAN translacji, ang. repeat-associated non-ATG translation). W skutek aktywo-wania RAN translacji na wydłużonych ciągach powtórzeń w różnych ramkach odczytu mogą powstawać różne peptydy z ciągami monoaminokwasowymi [19]. W przypadku HD znaleziono je w dużych ilościach w istocie białej oraz prąż-kowiu [5]. Postuluje się tworzenie przez wydłużony ciąg po-wtórzeń CAG w RNA struktury drugorzędowej typu spinki do włosów (ang. hairpin), co może mieć znaczenie dla akty-wowania RAN translacji oraz sekwestracji różnych białek komórkowych [20]. Opisano możliwe toksyczne działanie zmutowanego mRNA, zawierającego wydłużone ciągi CAG, w mechanizmie gain-of-function. Taki transkrypt może powo-dować m.in. zaburzenia splicingu i stres jąderkowy [21–23].

				CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA HD

				Objawy

				HD towarzyszą zróżnicowane zaburzenia neurologicz-ne. Objawy obejmują występowanie mimowolnych plą-
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				Rycina 1. Budowa transkryptu i białka huntingtyny. Kolorem czerwonym oznaczono wydłużony ciąg powtórzeń CAG w transkrypcie (w legendzie przedstawiono two-rzoną przez niego strukturę drugorzędową) oraz ciąg glutamin (Q) w białku. Schemat uwzględnia kluczowe dla patogenezy powstawanie krótszej formy transkryptu i białka. Agregaty fragmentów huntingtyny są obecne zarówno w jądrze komórkowym, jak i w cytoplazmie neuronów. Więcej szczegółów w tekście.
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				sawiczych ruchów, od których nazwę wzięła historyczna nazwa choroby, charakterystyczne grymasy twarzy, warg i języka, bełkotliwą i niezrozumiałą mowę, a także depresję czy apatię [24]. HD powoduje zmiany strukturalne w korze mózgowej co prowadzi do wystąpienia otępienia umysło-wego [25]. Objawy tego typu mogą być wykrywane u pa-cjentów już nawet dekadę przed rozwinięciem się pełno-objawowej choroby [3]. Średni czas przeżycia od momentu stwierdzenia objawów klinicznych wynosi od 15 do 20 lat [6,26]. Pod względem klinicznym wyróżniamy 5 stadiów zaawansowania schorzenia [6]:

				presymptomatyczny (przedobjawowy),

				prodromalny – kiedy pojawiają się pierwsze subtelne ob-jawy,

				wczesny – kiedy nasilające się objawy powodują trudno-ści z wykonywaniem codziennych czynności,

				postępujący – kiedy następuje znaczna progresja choroby połączona z dramatycznym obniżeniem standardu życia,

				zawansowany – w pełni rozwinięta choroba z objawami motorycznymi i objawami demencji.

				W celu obiektywnego ocenienia postępu choroby stwo-rzono unormowane skale oceny pacjentów, w tym najnow-szą i najbardziej czułą cUHDRS (ang. composite Unified Hun-tington’s Disease Rating Scale) [27]. Skala cUHDRS składa się z podtestów, których wyniki są następnie sumowane i obli-czany jest końcowy wynik pacjenta [27]. Podtesty obejmują m.in. ocenę sprawności motorycznej, funkcji kognitywnych oraz ogólną ocenę funkcjonowania pacjenta [6,27].

				Epidemiologia

				HD jest najczęstszą monogeniczną chorobą neurologicz-ną [6]. Współczynnik występowania HD w populacji wyno-

			

		

		
			
				si 1/7,5 tys. [28], ale rozpowszechnienie choroby jest zróż-nicowane. Najwięcej przypadków stwierdza się w Europie oraz USA, gdzie szacuje się odpowiednio: około 45 tys. i około 30 tys. chorych, a najmniej w krajach Azji Wschodniej [29]. Wiek pacjentów z objawami HD zawiera się w prze-dziale od 2 do 92 lat, jednak pierwsze stwierdzenie obja-wów rzadko następuje przed 10 lub po 70 roku życia [29]. Średnio objawy choroby ukazują się między 33 a 44 rokiem życia i brak jest preferencji do konkretnej płci [6,30].

				Dostępne leczenie

				Na obecny dzień brak jest możliwości leczenia HD. Działania terapeutyczne ograniczają się do leczenia obja-wowego. Duże korzyści dla pacjentów przynosi leczenie niefarmakologiczne takie jak intensywna rehabilitacja czy psychoterapia. Pierwszym środkiem farmakologicznym dedykowanym pacjentom z HD była tetrabenazyna, któ-ra jednak ogranicza występowanie tylko części objawów choroby i tylko przez pewien czas. Niedawno do użytku komercyjnego została dopuszczona deutetrabenazyna, która jest modyfikacją chemiczną tetrabenazyny [25,28,31]. Poprzez dodanie do leku atomu deuteru zwiększono jego okres półtrwania i aktywność farmakologiczną [28]. Próba kliniczna wykazała znaczące zmniejszenie ruchów pląsa-wiczych przez 12 tygodni [31]. Pomimo znacznego rozwoju farmakologii leki te nie są jednak w stanie zahamować pro-gresji choroby [25].

				PRZYCZYNOWE STRATEGIE TERAPEUTYCZNE

				Obecnie na świecie prowadzone są intensywne badania nad opracowaniem terapii, która pozwoli zatrzymać pro-gresję HD lub znacznie ją ograniczyć. Wydaje się, że tera-pia nacelowana jedynie na jeden mechanizm indukowanej 
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				Rycina 2. Strategie terapeutyczne specyficznie nakierowane na zahamowanie ekspresji zmutowanego genu poprzez wiązanie określonych cząsteczek do DNA, trans-kryptu lub białka huntingtyny. W kolorowych ramach wymienione są główne procesy, które mogą być aktywowane przy zastosowaniu poszczególnych podejść. Więcej szczegółów w tekście.
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				patologii może nie przynieść oczekiwanych skutków te-rapeutycznych dla pacjentów [5]. Za potencjalnie najsku-teczniejsze rozwiązanie uważa się zahamowanie ekspresji zmutowanego genu, co doprowadziłoby do zahamowania lub znaczącego ograniczenia powstawania zmutowane-go białka (Ryc. 2). Jest to tzw. leczenie przyczynowe, czyli eliminujące bezpośrednią przyczynę choroby. Testowane strategie terapeutyczne obejmują m.in zastosowanie czą-steczek nakierowanych na wywołanie zmian na poziomie zmutowanego DNA, tj. białek z motywami palców cynko-wych czy sekwencji TALEN i technologii CRISPR-Cas9. Z kolei terapie nakierowane na zmutowany RNA obejmują wykorzystanie interferencji RNA (RNAi, ang. RNA inter-ference), oligonukleotydów antysensowych (ASO) oraz ni-skocząsteczkowych regulatorów splicingu [1]. Aktywność tych cząsteczek prowadzi do degradacji transkryptu, zabu-rzenia jego splicingu lub zahamowania przebiegającej na nim translacji (Ryc. 2). Proponowane są także strategie spe-cyficznie nacelowane na zmutowane białko huntingtyny, jak niedawno opisane podejście z użyciem związku, który jednocześnie oddziałuje z wydłużonym ciągiem glutamin i białkiem LC3, będącym elementem autofagosomu, co pro-wadzi do degradacji zmutowanej huntingtyny [32]. W za-leżności od użytej cząsteczki i sposobu jej dostarczania, np. zastosowanego wektora, niektóre strategie mogą działać przy jednorazowym podaniu, a inne wymagać regularnego podawania farmaceutyków pacjentom [5,33].

				Wśród przyczynowych strategii terapeutycznych może-my wyróżnić allelo-selektywne oraz nieallelo-selektywne [33]. Terapia nieselektywna zakłada obniżenie ekspresji za-równo prawidłowego jak i nieprawidłowego allelu. Działa-nie selektywne dotyczy natomiast regulacji ekspresji tylko patologicznego allelu genu. W przypadku HD pozwoliłoby to na zachowanie poziomu prawidłowego allelu HTT, co wydaje się ważne z uwagi na dość liczne funkcje hunting-tyny. W 2017 roku ukazały się wyniki wskazujące, że całko-wite obniżenie poziomu prawidłowej huntingtyny przez 9 miesięcy u myszy prowadzi do wystąpienia objawów neu-rologicznych [34]. Autorzy wskazują także na pojawiającą się atrofię mózgu, szeroką odpowiedź immunologiczną, zaburzenia gospodarki żelazowej oraz zwiększonego wap-nienia wzgórza [34]. Brak jest jednoznacznych danych dla ludzi, ale z dostępnych obecnie publikacji wydaje się że ob-niżenie poziomu całkowitego białka do 50% powinno być 

			

		

		
			
				tolerowane przez pacjentów, choć strategia allelo-selektyw-na jest uważana za bezpieczniejszą [35,36]. Opracowanie strategii allelo-selektywnej jest jednak trudniejsze i wymaga zaprojektowania cząsteczek na regiony genu lub transkryp-tu różnicujące dwa allele, tj. regiony zawierające różne wa-rianty polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polimorfism) lub bezpośrednio region muta-cji, czyli wydłużonych ciąg powtórzeń CAG.

				Jednym z głównych wyzwań jakie stoją przed strategia-mi zmierzającymi do wyciszenia zmutowanego genu HTT jest uzyskanie wysokiej specyficzności działania, bez tzw. efektów off-target. Ogólna definicja efektów off-target to dzia-łanie terapeutycznej cząsteczki poprzez wiązanie się w nie-zamierzonym miejscu w genomie lub transkryptomie, które może prowadzić do zmiany w ekspresji wielu genów. Kolej-nym wyzwaniem jest skuteczne dostarczenie cząsteczek do komórek mózgu, w których dochodzi do kluczowych pro-cesów patogennych. W związku z barierą krew-mózg prze-nikanie cząsteczek jest utrudnione, stąd stosowana jest czę-sto w badaniach na modelach gryzoni bezpośrednia iniekcja potencjalnych terapeutyków do mózgu. Opracowywane są także podejścia z wykorzystaniem specjalnych nośników, które są w stanie przekroczyć barierę krew-mózg.

				Prowadzone są obecnie próby kliniczne wybranych stra-tegii przyczynowych (Tabela 1) [5]. Testowanie kliniczne odbywa się z reguły w kilku etapach. Faza I i II służy ocenie bezpieczeństwa testowanego środka oraz wyznaczeniu da-nych farmakokinetycznych. W fazie III udział bierze znacz-nie więcej pacjentów niż w fazach I i II. Badanie te służą potwierdzeniu stosowanych dawek, a także poznaniu moż-liwych efektów ubocznych stosowania preparatu.

				Wykorzystanie ASO

				Terapia z zastosowaniem oligonukleotydów antysenso-wych (ASO, ang. antisense oligonucleotides) jest obecnie w najbardziej zaawansowanej fazie testowania klinicznego spośród strategii przyczynowych dla HD [5,37]. ASO są to jednoniciowe analogii DNA o długości 16 do 22 par zasad, które są testowane w podejściach terapeutycznych od lat 70-tych ubiegłego wieku. Stąd podlegały przez długi czas optymalizacji i dużo wiadomo o ich farmakologicznych właściwościach. Ich zaletą jest odporność na działanie egzo-

			

		

		
			
				Tabela 1. Testowane przez firmy farmaceutyczne strategie terapeutyczne dla HD, z wykorzystaniem cząsteczek nakierowanych na mRNA huntingtyny, będące w fazie testów klinicznych lub blisko rozpoczęcia tej fazy.
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				nukleaz, w dużej mierze spowodowana obecnością mody-fikacji chemicznych, obecnie najnowszej generacji, zapew-niających jednocześnie wysoką skuteczność działania, jak i brak efektów ubocznych związanych z ich metabolizmem [38,39]. Dzięki zasadzie komplementarności zasad, ASO łą-czą się z pre-mRNA w jądrze komórkowym. Po rozpozna-niu kompleksu RNA-DNA transkrypt jest przecinany przez RNazę H1 i następnie degradowany [1,5,33,37]. Istnieją tak-że inne mechanizmy działania ASO takie jak przyłączanie się do miejsca rozpoczęcia translacji i przez to zaburzania pracy rybosomów, a także oddziaływanie w regionach gra-nic egzon/intron przez co ASO może wpływać na przebieg procesu splicingu [5,39]. Jako potencjalne terapeutyki dla chorób neurodegeneracyjnych ASO bardzo dobrze dystry-buują się w obrębie płynu mózgowo-rdzeniowego (CSF, ang. cerebrospinal fluid) [33,39] .

				W potencjalnej terapii HD ASO były wykorzystywane za-równo w podejściu allelo-selektywnym, jak i nieallelo-selek-tywnym wyciszania ekspresji HTT [5,33]. Eksperymenty na mysich modelach HD wykazały m.in. że dzięki użyciu ASO możliwe jest zatrzymanie progresji schorzenia, a dodatko-wo pojawia się szansa na poprawę funkcjonowania układu nerwowego [38]. Dodatkowo wykazano, że obniżenie całko-witego poziomu huntingtyny jest dobrze tolerowane przez myszy przez cały czas badania, tj. 3 miesiące [38]. Po próbach przedklinicznych terapia ASO przeszła w fazę badań z udzia-łem pacjentów. Wśród nich najbardziej zaawansowane prace toczą się nad terapią nieselektywną rozwijaną przez firmy IONIS Pharmaceuticals i Roche (Tabela 1). Preparat IONIS--HTTrx jest oligonukleotydem złożonym z 20 par zasad, któ-re poddane są różnym modyfikacjom chemicznym [40]. Jest on dostarczany pacjentom do wnętrza kanału kręgowego. W czerwcu 2019 ukazała się analiza wyników fazy I/II bada-nia klinicznego preparatu HTTrx z udziałem pacjentów. W próbie uczestniczyli pacjenci w stadium pierwszym choroby określonym za pomocą testu UHDRS [40]. Badanie wykazało że najmniejsza oznaczalna dawka terapeutyku wyniosła 30 mg, z kolei największą redukcję zmutowanego białka o 63% zanotowano przy użyciu dawki 120 mg [40]. Każdy z pacjen-tów otrzymywał preparat co 4 tygodnie, łącznie 4 dawki. Interesujące są także wnioski dotyczące efektów ubocznych terapii, które zostały wykryte u 98 % pacjentów, jednak były one głównie związane z inwazyjną procedurą podania leku (m.in. popunkcyjne bóle głowy) [40].

				Jak wskazano wcześniej, prowadzone są także prace nad terapią allelo-selektywną z użyciem technologii ASO [33]. Jest ona oparta głównie na selektywności względem kon-kretnych wariantów SNP. Dla zmutowanego allelu HTT istnieją dosyć konserwatywne SNP, przez co szacuje się, że przy nakierowaniu ASO na kilka najczęściej występują-cych wariantów SNP, możliwe byłoby zastosowanie stra-tegii dla nawet 80% pacjentów [1,28,33,39]. Technologia ta jest obecnie rozwijana przez firmę Wave Biosciences, któ-ra rozpoczęła już jej testy kliniczne (Tabela 1) [39]. Kolejną modyfikacją ASO skupiającą się na terapii selektywnej jest wykorzystanie oligomerów PMO (ang. phosphorodiamidate morpholino oligomers). Są to specjalnie zmodyfikowane oli-gonukleotydy charakteryzujące się brakiem ładunku elek-trycznego, znakomitą stabilnością i rozpuszczalnością. Ich mechanizm działania nie jest także zależny od aktywności 

			

		

		
			
				RNazy H [26]. W badaniach przedklinicznych PMO wy-kazały skuteczność w obniżaniu poziomu huntingtyny w dwóch liniach mysich modeli HD [26]. Na tą chwilę nie ma informacji na temat dalszego rozwijania tej strategii. Cieka-wym wariantem ASO wydaje się być także skoniugowanie oligonukleotydu z peptydem, co mogłoby pozwolić na do-starczenie terapeutyku do mózgu poprzez dożylne poda-wanie. W tej technice używa się tzw. białek internalizują-cych, będących modyfikacjami chemicznymi oryginalnego peptydu R6-Penetratyny pochodzącego z muszki owocowej (Drosophila melanogaster) [33,39].

				Co istotne, na rynku obecne są już leki w postaci ASO dla innych schorzeń, m.in. Nusinersen przeznaczony do leczenia rdzeniowego zaniku mięśni (SMA, ang. spinal muscular atro-phy) [5,28]. Inne preparaty z tej grupy obejmują Fomivirsen stosowany przy cytomegalowirusowym zapaleniu siatków-ki, Mipomersen do leczenia rodzinnej hipercholesterolemii oraz Eteplirsen stosowany do leczenia dystrofii mięśniowej Duchenne’a [5,28,39]. W toku są także zaawansowane pracę nad terapią stwardnienia zanikowego bocznego (ALS, ang. amyotrophic lateral sclerosis) z wykorzystaniem ASO [5,38].

				Technologia RNAi

				Technologia RNAi obejmuje użycie krótkich interfe-rujących RNA (siRNA, ang. small interfering RNA) lub mikroRNA (miRNA). Mechanizm RNAi polega na przyłą-czeniu się oligonukleotydu RNA do dojrzałego transkryptu mRNA, wraz z białkiem z grupy Argonaute wchodzącego w skład kompleksu wyciszającego RISC (ang. RNA-induced silencing complex) [1,33]. Inicjowany mechanizm zahamowa-nia ekspresji genu zależy od rodzaju indukującej cząsteczki: siRNA są w pełni komplementarne do mRNA i indukują przecinanie transkryptu przez RNazę AGO2, natomiast sekwencja miRNA nie jest całkowicie komplementarna do sekwencji mRNA i aktywowane są inne mechanizmy pro-wadzące do zahamowania translacji i degradacji transkryp-tu [41].

				Tak samo jak w przypadku ASO, brak jest możliwości przekroczenia bariery krew-mózg przez terapeutyczne oligo-nukleotydy siRNA oraz w przeciwieństwie do ASO brak jest wystarczającej ich dystrybucji w obrębie CSF [5,42]. W związ-ku z tym rozwijane są różnorodne podejścia mające na celu bezpieczne i efektywne dostarczenie tych potencjalnych leków do neuronów. W przypadku oligonukleotydów RNA działa-jących w technologii RNAi możliwe jest dostarczenie ich w wektorze ekspresyjnym, co zapewnia stałe „produkowanie” cząsteczki terapeutycznej. Obecnie najbardziej zaawansowane prace toczą się nad wykorzystaniem wektora adenowiruso-wego (AAV) [42,43]. Przykładowe badania ukazały się w 2014 przeprowadzone na mysim modelu HD YAC 128 charakte-ryzującym się szybko postępującym fenotypem choroby [37]. W rezultacie przeprowadzonego eksperymentu po iniekcji miRNA-AAV do prążkowia uzyskano transdukcję ponad 80% komórek mózgu przy obniżeniu całkowitej ilości huntingtyny o 40%, co skutkowało znaczną poprawą fenotypu gryzoni [37]. W kolejnych badaniach przedklinicznych przeprowadzonych przez firmę UniQure na transgenicznej mini świni, będącej modelem HD, uzyskano szeroką ekspresję miRNA-AAV w mózgu, a także znaczące obniżenie poziomu patologicznego 
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				transkryptu oraz białka [43]. W tej metodzie konieczne staje się podanie środka bezpośrednio poprzez iniekcję do prążkowia [42,43]. Technologia firmy UniQure jest strategią nieselektyw-ną, co może być problematyczne w przypadku konieczności nagłego zakończenia terapii prowadzącej do wyciszania rów-nież normalnej huntingtyny, kiedy na stałe został dostarczony do komórek mózgu wektor [13,28]. Testy kliniczne z udziałem pacjentów rozpoczęły się w 2019 roku [5]. Oprócz podania leku bezpośrednio do prążkowania, bada się także możliwość dostarczenia cząsteczki poprzez podanie dożylne lub dordze-niowe [42]. W przypadku podania systemowego planuje się wykorzystanie AAV9, który jako jedyny rodzaj adenowirusa ma możliwość przekroczenia bariery krew-mózg [42]. Inny-mi rozwijanymi metodami przenoszenia leków opartych na RNAi są m. in. wektory lentiwirusowe (LV). Wirus ten, w przeciwieństwie do AAV, który pozostaje w formie episomu, integruje się z genomem gospodarza, co skutkuje jednak więk-szym ryzykiem wbudowania się konstruktu w niepożądane miejsce [5,42]. Problemem w przypadku terapii z wykorzy-staniem wirusów i RNAi staje się możliwa odpowiedź immu-nologiczna organizmu biorcy na antygeny wirusowe oraz po-dwójnie niciowe RNA wykorzystywane przy projektowaniu siRNA [5,42].

				Testowane są także możliwości użycia siRNA nacelowa-nego na transkrypt HTT w formie skoniugowanej z chole-sterolem lub liposomami [5]. Również opracowano wzór modyfikacji chemicznych, który pozwala na użycie siRNA w formie jednej nici i który dystrybuuje się w CSF w takim samym stopniu jak ASO [13,33]. Ciekawą modyfikacją siR-NA jest wykorzystanie di-siRNA (ang. divalent siRNA). Są to syntetyzowane chemicznie asymetryczne siRNA zbudowa-ne z dwóch dupleksów, które połączone są kowalencyjnie przez końce 3’ nici przy pomocy łącznika glikolu etyleno-wego [44]. W badaniach przedklinicznych przeprowadzo-nych na myszach i naczelnych uzyskano znaczące niealle-lo-selektywne wyciszenie ekspresji HTT, utrzymujące się przez 6 miesięcy od podania di-siRNA. Preparat jest także dobrze tolerowany przez zwierzęta laboratoryjne [44].

				Jednym z obiecujących podejść allelo-selektywnej tera-pii dla HD z wykorzystaniem RNAi jest bezpośrednie ce-lowanie z użyciem oligonukleotydów w miejsce mutacji, tj. wydłużonego ciągu powtórzeń CAG. Pierwsze przesłanki do zastosowania takiego podejścia wynikały z badań nad aktywnością rybonukleazy Dicer względem transkryptów tworzących struktury spinki do włosów w regionach wy-dłużonych ciągów powtórzeń CAG i CUG [45]. Powstające siRNA, złożone z sekwencji powtórzonych, zidentyfiko-wano później także w mózgach pacjentów HD [46]. W celu osiągnięcia efektywnego i specyficznego wyciszania zmuto-wanego allelu konieczne było jednak zaprojektowanie nie-typowych cząsteczek siRNA, w pewnych aspektach podob-nych do miRNA [47–49]. Zawierają one specyficzne substy-tucje nukleotydów, powodujące występowanie niekano-nicznych par zasad w oddziaływaniu z ciągiem powtórzeń CAG. Testowanie tych siRNA w modelach komórkowych HD prowadziło do aktywacji mechanizmu wyciszania pre-ferencyjnie dla allelu zmutowanego, z racji związania wielu kompleksów RISC do wydłużonego ciągu powtórzeń. Do-datkowo ta strategia jest skuteczna także dla innych chorób poliQ [50–52].

			

		

		
			
				Technologia CRISPR-Cas9

				Szeroko badaną obecnie terapią nakierowaną na DNA jest wykorzystanie technologii CRISPR-Cas9. Jest to rodzaj pier-wotnego systemu immunologicznego spotykanego u niektó-rych gatunków bakterii do walki z ponownymi zakażenia-mi powodowanymi przez bakteriofagi. System technologii CRISPR-Cas9 składa się z białka zawierającego domeny nu-kleazowe zostawiające tzw. tępe końce oraz syntetycznego sgRNA (ang. single guide RNA), które naprowadza białko Cas9 na odpowiednią sekwencję w DNA. Rozpoznanie sekwencji przez sgRNA jest zależne od obecności elementu PAM (ang. protospacer adjacent motiv), który stanowi ciąg 3 kolejnych nukleotydów. Badania przedkliniczne sugerują zwiększoną efektywność wprowadzenia zmian w DNA, w skutek jego przecięcia przez system CRISPR-Cas9, poprzez mechanizm niehomologicznego łączenia końców (NHEJ, ang. non-homo-logous end joining) [53]. Przy pomocy tej technologii można wpłynąć na transkrypcję HTT na wiele sposobów począw-szy od wycięcia powtórzeń CAG czy poprzez przesunięcie ramki odczytu i wystąpienie w ten sposób przedwczesnych kodonów stop [33,54,55]. W badaniach in vitro na liniach ko-mórkowych wykazano obniżenie poziomu zmutowanej hun-tingtyny [53], co następnie potwierdzono na modelu mysim HD, w którym wyłączenie ekspresji zmutowanego białka skutkowało polepszeniem się fenotypu gryzoni [56]. Kom-pleksy sgRNA/Cas9 ze względu na swoją wielkość wymaga-ją transportu do komórek przy pomocy wektorów. Obecnie najczęściej wykorzystuje się wektor wirusowy AAV, którego ekspresja wraz z odpowiednim konstruktem prowadziła do obniżenia poziomu huntingtyny o 40% [56,57]. Wykazano także możliwość allelo-selektywnego wyłączenia ekspresji huntingtyny poprzez wykorzystanie specyficznych warian-tów SNP znajdujących się w elementach PAM połączonego z nakierowaniem na intron 1 genu HTT [57].

				Oprócz standardowego systemu Cas9 istnieją także jego różne modyfikacje, w tym system dCas9 (ang. deactivated Cas9), w którym białko zostaje pozbawione swoich dwóch domen nukleazowych i może pełnić funkcję np. wzmacniacza ekspresji poprzez dostarczanie reszt acetylowych do danego fragmentu DNA [54]. Inną ciekawą modyfikacją jest system Cas9n, w którym jedną z domen nukleazowych zastąpiono domeną nikazową co powoduje powstanie pojedynczego cię-cia w DNA i naprawę uszkodzonej nici poprzez rekombinację homologiczną. Skutkuje to znaczenie większą specyficznością oraz mniejszym ryzykiem efektów ubocznych w porównaniu do zwykłego Cas9. W badaniach z użyciem linii fibroblastów pochodzących od pacjentów z HD wykazano efektywne i se-lektywne wycięcie fragmentu powtórzeń CAG z egzonu 1, co spowodowało zmniejszenie poziomu huntingtyny o 70% [55].

				Wykorzystanie tej technologii wydaje się mieć dużą przy-szłość w leczeniu HD. Pomimo swoich niewątpliwych za-let, pojawiają się jednak także obawy związane z użyciem CRISPR-Cas9. Obecnie nie ma jeszcze wystarczająco danych, żeby stwierdzić że technologia ta nie wywoła znaczącego efek-tu off-target. W przypadku systemu CRISPR-Cas9 efekty te mogą być związane z przyłączaniem się sgRNA do motywów PAM znajdujących się w innych miejscach w genomie niż na celowanym genie HTT. Istotnym zagrożeniem wydaje się też być możliwe wywołanie odpowiedzi immunologicznej prze-
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				ciwko ulegającemu stałej ekspresji bakteryjnemu białku Cas9 [5].

				Inne możliwości terapii

				Interesującym tematem prac naukowców stało się wy-korzystanie w terapii białek zawierających motywy palców cynkowych i połączonych z domeną represyjną transkrypcji KRAB (ZFP-TF, ang. zinc finger protein transcription factors), które wiążą się do wydłużonego ciągu CAG w DNA [58]. Eksperymenty na modelach mysich wykazały niezwykle skuteczne, prawie całkowite, wyciszenie ekspresji wadliwe-go allelu HTT, przy niemal pełnym zachowaniu poziomu prawidłowej huntingtyny [58]. Dodatkowo wskazuje się na możliwe działanie neuroprotekcyjne tego preparatu [58].

				Proponowane jest także wykorzystanie nadekspresji biał-ka NUB1, które oddziałuje z huntingtyną. Wykazano, że duże ilości tego białka znacząco obniżają poziom zmutowanego białka i zapobiegają tworzeniu agregatów wewnątrzkomór-kowych. NUB1 wzmacnia usuwanie zmutowanej hunting-tyny poprzez ułatwianie jej poliubikwitynacji, co pozwala z większą efektywnością usuwać ją poprzez proteasomy [59].

				Obecnie toczą się prace nad wieloma innymi strategiami terapeutycznymi, niezwiązanymi stricte z obniżeniem po-ziomu patologicznego białka. Badane są także możliwości użycia leków immunomodulujących takich jak Laquinimod, który pierwotnie został stworzony dla pacjentów ze stward-nieniem rozsianym. Badania przedkliniczne na gryzoniach wykazały złagodzenie objawów, a także polepszenie stanu istoty białej mózgu [31,60,61]. W próbie klinicznej z udziałem chorych związek ten wykazał korzystne działanie terapeu-tyczne, które wymaga jednak dalszych pogłębionych analiz [28]. Inną możliwością staje się wykorzystanie Mematyny oddziałującej na receptory NMDA, których silne pobudzenie jak się wskazuję przyczynia się do postępowania neurodege-neracji [35]. Preparat ten selektywnie moduluje ich działanie, co z kolei przyczynia się do polepszenia fenotypu pacjenta. Obecnie toczą się próby kliniczne z jej wykorzystaniem [28]. Możliwe jest także wykorzystanie naturalnych izoflawono-idów, takich jak genisteina, której mechanizm działania po-lega na stymulowaniu autofagocytozy. Opisano skuteczne działanie genisteiny w modelach HD, a potencjalnie także dla innych chorób neurodegeneracyjnych [62–65].

				W związku z prawdopodobną dużą rolą huntingtyny w procesie uwalniania cytokin prozapalnych z makrofagów, które mają możliwość przekraczania bariery krew-mózg i zaognienia objawów, proponuje się wykonywanie u pa-cjentów przeszczepów szpiku [66,67]. Wykorzystanie tej metody w modelu mysim spowodowało unormowanie się zawartości cytokin oraz zwiększenie gęstości neuronów w prążkowiu zwierząt [66].

				Biomarkery w terapii HD

				Dla testowanych strategii kluczowe jest także opracowa-nie metod monitorowania skuteczności terapii u pacjentów, m.in. efektywności obniżania ekspresji zmutowanego genu oraz pożądanego zahamowania zmian patologicznych. W tym celu opracowywane są tzw. biomarkery, tj. proponowa-

			

		

		
			
				ne są miarodajne, możliwie nieinwazyjne, testy molekularne oraz analizy związane z obrazowaniem mózgu. Najwięcej danych wskazuje obecnie na możliwość zastosowania testów opartych na pomiarach huntingtyny w CSF [68]. Proponuje się także badanie poziomu lekkiego białka neurofilamentu (NFL, ang. neurofilament light protein). Jego poziom koreluje z postępem atrofii mózgu oraz nabywaniem kolejnym dys-funkcji neurologicznych. Poziom NFL w krwi prawdopo-dobnie jest zbliżony do stężenia NFL w CSF [69]. Test ten wy-maga dalszych prac nad potwierdzeniem jego skuteczności.

				Ciekawym rozwiązaniem wydaję się także zastosowanie nowoczesnych metod obrazowania takich jak pozytonowa tomografia emisyjna (PET, ang. positron emission tomography) czy rezonans magnetyczny (MRI, ang. magnetic resonance imaging). Szczególnie użyteczne jest badanie PET, które wy-kazało zmiany w gęstości receptorów dopaminergicznych D1 i D2 u pacjentów z HD [70,71]. Dowiedziono że aż u 55% osób posiadających wariant pośredni liczby powtórzeń, jest obecny spadek ilości receptorów D2 w płacie czołowych i skroniowym, co ma także miejsce u osób chorych [72].

				PODSUMOWANIE

				Gen odpowiedzialny za HD zidentyfikowano w 1993 roku, a od 2005 roku intensywnie były prowadzone badania dla testowania przedklinicznego strategii leczenia przyczy-nowego. Początkowo do hamowania ekspresji genu HTT stosowano głównie, nowo wtedy opracowane, cząsteczki działające na drodze RNAi, a po pewnym czasie powrócono także do wykorzystywania nieco zapomnianych ASO. Pra-ce naukowców doprowadziły do dużego sukcesu w 2018 roku, czyli 25 lat od zidentyfikowania genu HTT, kiedy to uzyskano po raz pierwszy obniżenie poziomu huntingtyny u pacjentów z HD. W ostatnim czasie natomiast dużym za-interesowaniem cieszy się nowa technologia CRISPR-Cas9, dla której jednak musi być zgromadzone więcej danych w kontekście terapeutycznego wykorzystania.

				Pomimo ogromnego postępu w badaniach podstawo-wych i rozpoczęciu badań klinicznych, pojawia się także coraz więcej zagadnień wymagających wyjaśnienia. Jedną z tych kwestii jest definitywne określenie znaczenia normal-nej huntingtyny w funkcjonowaniu CUN i, co za tym idzie, stwierdzenie czy jej poziom może być także obniżany i do jakiego stopnia w terapii HD.

				Terapia prócz nakierowania na kluczową patologię zlo-kalizowaną w OUN, najprawdopodobniej powinna także obejmować leczenie objawów choroby zlokalizowanych poza nim. Objawy obwodowe obejmują m.in. zmniejszoną siłę mięśniową, zaburzoną liczbę krążących we krwi cytokin prozapalnych, zaburzenia funkcjonowania wątrobowych mitochondriów czy nieprawidłowości w procesie metabo-lizmu tryptofanu [66]. Leczenie tych objawów nie tylko po-prawi komfort pacjenta lecz także zapobiegnie zaostrzaniu się objawów w OUN [66].

				Ostatnie lata pokazały niespotykaną wcześniej skalę roz-woju możliwości terapeutycznych. Z każdym miesiącem publikowane są prace pokazujące nowe podejścia do lecze-nia, zakończone próby kliniczne, badania przedkliniczne. 
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				Na szczególną uwagę wśród strategii wyciszania ekspresji HTT zasługują opisane dwa programy z wykorzystaniem ASO, znajdujące się w fazie badan klinicznych. Wydaję się, że w związku z tym stworzenie skutecznego leczenia HD jest tylko kwestią 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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Strategie wyciszania ekspresji zmutowanego genu w terapii choroby Huntingtona

STRESZCZENIE

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

be powtérzeni CAG w egzonie 1 genu HTT, kodujacym huntingtyne. Od wystapienia
pierwszych symptoméw choroby érednia 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 s strategie wykorzystujace
‘mechanizmy wyciszenia ekspresji genéw, w tym techniki edycji DNA. W tej pracy przed-
stawione s najwazniejsze testowane obecnie podejécia, ze szczegélnym uwzglednieniem
strategii opierajacych sie na wykorzystaniu oligonukleotydéw antysensowych (ASO), tech-
nologii interferencji RNA (RNA) i CRISPR-Cas9. Oméwione sa prowadzone obecnie proby
Kliniczne leczenia przyczynowego, inne najwazniejsze proby terapii, a takze obecnie stoso-
wane érodki farmakologiczne.

CHARAKTERYSTYKA MOLEKULARNA HD

Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington's discase) nalezy do grupy choreb
poliglutaminowych (poliQ), do ktérych zaliczamy takze zanik jadra zebatego,
jadra czerwiennego, galki bladej i jadra niskowzgérzowego (DRPLA, ang, denta-
torubral-pallidolysian atrophy), rdzeniowo-opuszkowy zanik miesni (SBMA, ang.
spino-bulbar muscular atrophy) oraz niektére typy ataksji rdzeniowo-moézdzkowej
(1,2,3,6,7117) (SCA, ang. spinocerebellar ataxia) [1]. Wszystkie z dziewieciu
choréb poliQ sa powodowane ta sama mutacja, tj. nadmiernym wydluzeniem
(ekspansja) ciagu powtorzen CAG, zlokalizowanego w regionach kodujacych
okreslone biatka, §j. w otwartych ramkach odczytu (ORF, ang. open reading fra-
me) specyficznych genéw. W tych biatkach obecny jest normalnie ciag ghutamin,
Ktory jest wydluzony w konsekwencji mutaji i prowadzi do zaburzonego funk-
Gjonowania bialka. Dla choréb poliQ wystepuja pewne wspolne sciezki patoge-
nezy, ktére dotycza w szczegolnosci neuronéw.

BUDOWA I FUNKCJA BIALKA HUNTINGTYNY

Obecnie coraz wiecej wiadomo na temat funkji huntingtyny. Bialko to bierze
udzial w r6znorodnych procesach wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych, co moze
mie¢ Kluczowe znaczenie w sytuacji gdy powstaje bialko zmutowane, Uwage
Zzwraca duze zaangazowanie bialka w procesy transportu wewnatrz newron6w.
Huntingtyna bezposrednio oddzialuje z bialkiem motorycznym dyneina, jak i z
bialkiem 1 zwiazanym z huntingtyna (HIP, ang, Juntingtin-associated protein 1),
Ktére z kolei oddzialuje z dyneina i kinezyna, z ktérych ta druga takze nalezy
do grupy bialek motorycznych. Wykazano, ze huntingtyna uczestniczy w trans-
porcie nastepujacych skladnikéw komérkowych: pecherzykow synaptycznych,
autofagosoméw, endosoméw, lizosoméw, bialka prekursorowego amyloidu
oraz pecherzykéw zawierajacych receptory GABA, poprzez wzmacnianie efek-
tywnosci tego transportu oraz wskazywanie jego kierunku [3]. Inne ciekawe ob-
serwacje to miedzy innymi wykazanie roli huntingtyny jako czynnika, ktéry wa-
runkuje prawidlowa orientacje przestrzenna wrzeciona podzialowego komorki.
Bialko to bierze takze udzial w tworzeniu rzesek, w endocytozie, metabolizmie
zelaza, jest zaangazowane w polaryzacje komorek oraz dziala antyapoptotycz-
nie poprzez blokade kaspaz 319 [3,5,6]. Huntingtyna ma takze ogromne znacze-
nie w rozwoju ostodkowego ukladu nerwowego (OUN), a myszy pozbawione
genu HTT obumieraja w rozwoju embrionalnym [3,7-9]. Istotna rola jest takze
regulacja transkrypdji i zwiekszanie produkdji neurotroficznego czynnika wzro-
stu (BDNF, ang. brain-derived newrotrophic factor), ktéry jest niezbedny dla prze-
trwania neuronéw obecnych w prazkowiu i korze mozgowej [5].
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