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2. Streszczenie

Choroby poliglutaminowe (poliQ) naleza do grupy 9 rzadkich choréb genetycznych tj.
choroba Huntingtona (HD), ataksje rdzeniowo-mdézdzkowe (SCA) typu 1, 2, 3, 6, 7, 17,
zanik czerwienno-zgbaty (DRPLA) i rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni (SBMA).
Choroby te sa wynikiem mutacji w regionie kodujacym genéw sprawczych polegajace;j
na ekspansji powtdrzen trojnukleotydowych cytozyna — adenina — guanina (CAG)
kodujacych nadmiernie wydtuzony cigg glutamin w biatku. Pacjenci z chorobami
poliglutaminowymi najczgéciej posiadaja dwa allele danego genu. Jeden allel z
prawidtowa liczba (okoto 5-35), natomiast drugi zmutowany allel ze zwiekszong liczba
(>35) powtorzen CAG. Czestotliwo$¢ wystepowania chorob poliQ miesci sie w
przedziale okoto 1-10 przypadkéw na 100 000 ludzi. HD (ang. Huntington’s disease;
HD) i SCA3 (ang. spinocerebellar ataxia type 3; SCA3) cechuja si¢ najwyzszym
wskaznikiem wystgpowania na §wiecie oraz s3 najlepiej opisane sposrod wszystkich

choréb poliQ.

W przypadku HD, SCA3 oraz innych chorob poliQ, strategia terapeutyczna celujaca w
zmutowany cigg CAG w mRNA moze okaza¢ si¢ skutecznym sposobem na obnizenie
poziomu patogennego biatka. Aby =zbadal te¢ strategi¢ terapeutyczng in vivo,
zaprojektowano rozne reagenty shRNA (ang. short-hairpin RNA) oraz siRNA (ang. small
interfering RNA) odpowiednio w formacie wektorowym oraz biwalentnym,
ukierunkowane na powtdrzenia CAG w mRNA. Humanizowane modele myszy HD
(Hu'28Q21Q) i SCA3 (Ki'30Q21Q) ze zmutowanym allelem zawierajagcym ponad 100
powtorzen CAG oraz z prawidlowym allelem zawierajacym 21 CAG wykorzystano do
symulacji warunkéw biallelicznych u pacjentow. Systemowo, do zatoki oczodotowe;j
podano wektory AAV-PHP.eB zawierajace shRNA jako nieinwazyjng terapi¢
przechodzaca przez bariere¢ krew-moézg (ang. blood—brain barier; BBB). Czasteczki

biwalentne z siRNA podano bezposrednio do mézgu poprzez iniekcje lokalne.

Pierwszym celem pracy byt wybor reagentow do dalszych badan poprzez
przeprowadzenie krotkoterminowych eksperymentéw oceniajacych bezpieczenstwo i
efektywnos¢ zaprojektowanych shRNA. Pozwolito to wybra¢ dwa reagenty A4(P10A),
A4(P10,11A) cechujace si¢ najnizszymi efektami ubocznymi i najefektywniejszym
obnizaniem poziomoéw zmutowanego biatka w roznych obszarach moézgu w poréwnaniu

do pozostalych testowanych shRNA. Wybrane shRNA w formacie AAV-PHP.eB



postanowiono przetestowa¢ w dtugoterminowych eksperymentach, uwzgledniajacych
obserwacje pooperacyjng, ocen¢ zaburzen behawioralnych, ewentualnych skutkow
ubocznych, efektywnos$¢ obnizania poziomu zmutowanych i prawidtowych biatek, oceng
efektu terapeutycznego na poziomie komoérkowym (inkluzje) oraz zwigzany z tym
stopien alleloselektywno$ci reagentow. Zaobserwowano, ze wektor AAV-PHP.eB
zawierajacy shRNA skutecznie transdukowal moézg i jego okreslone regiony przy braku
transdukcji tkanek obwodowych. Skuteczno$¢ obnizenia poziomu bialek zalezata od
poziomu transdukcji regionu mézgu. W podejsciu wektorowym, opracowano skuteczng
transdukcje i dostarczanie reagentow celujacych w CAG do mézgu przy uzyciu wektorow
przekraczajacych BBB, co jest szczegdlnie korzystne w terapii poliQ i innych zaburzen
OUN. Drugim testowanym podej$ciem byl czasteczki biwalentne z siRNA celujace w
cigg CAG, ktore rowniez efektywnie transdukowaly mysi mozgu, skutkujac redukcja
zmutowanego biatka. Jednakze w przypadku tych czasteczek zarejestrowano nasilone
skutki uboczne w modelu HD. Wykazano dzialanie zastosowanych reagentow
biwalentnych in vivo na modelach dwoch najczesciej wystepujacych choréb
poliglutaminowych, jednakze reagenty te wymagaja dalszych badan w celu

zminimalizowania efektow niepozadanych.

Podsumowujac, pokazano skuteczno$¢ podejscia terapeutycznego celujacego w ciag
powtorzeh CAG w mRNA zmutowanych genéw dla HD i SCA3. Badania pokazuja, ze
podejscie to moze zostaé zastosowane w terapii wielu chorob poliQ. Co wigcej reagenty
shRNA powoduja obnizanie zmutowanego biatka poliQ w mozgu, a sposobem ich
dostarczania jest mato inwazyjne podanie do krwi i przejécie przez barierg-krew mézg co

ma niebagatelne znaczenie kliniczne.



3. Abstrakt

Polyglutamine (polyQ) diseases belong to a group of 9 rare genetic diseases, i.e.
Huntington's disease (HD), spinal-cerebellar ataxias (SCA) types 1, 2, 3, 6, 7, 17,
dentatorubral-pallidoluysian atrophy (DRPLA) and spinal and bulbar muscular atrophy
(SBMA). These diseases result from a special type of mutation involving the expansion
of cytosine-adenine-guanine trinucleotide repeats (CAG) encoding the polyglutamine in
the coding region of the causative genes. Patients with polyglutamine diseases most often
have one allele with a normal number (around 5-35), while the other is a mutant allele
with an increased number (>35) of CAG repeats. The incidence of polyQ diseases is in
the range of about 1-10 cases per 100,000 people. HD (Huntington's disease, HD) and
SCA3 (spinocerebellar ataxia type 3, SCA3) have the highest incidence rate worldwide
and are the best described of all polyQ diseases.

A therapeutic strategy targeting the CAG tract in mRNA may prove to be an effective
way to reduce the level of pathogenic protein in the case of HD and SCA3, as well as
other polyQ diseases. I designed several different reagents, in vector and bivalent formats
respectively, targeting CAG repeats in mRNA to test this therapeutic strategy in vivo
Humanized HD (Hu'?Q21Q) and SCA3 (Ki'3??!Q) mouse models with a mutant allele
containing more than 100 CAG repeats and a normal allele containing 21 CAG repeats
were used to simulate biallelic conditions in patients. AAV-PHP.eB vectors containing
shRNA were administered by systemic injections into the orbital sinus as a non-invasive
delivery of the therapeutic that passes through the blood-brain barrier (BBB). Bivalent

particles with siRNA were administered intracerebrally.

The aim of work was to select reagents for further study by evaluating the safety by short-
term post-operative observations and the efficiency of the designed shRNAs by
conducting short-term experiments. This allowed to select A4(P10A) and A4(P10,11A)
reagents characterized by the lowest side effects and the most effective reduction of
mutant protein levels compared to other shRNAs. The selected shRNAs in AAV-PHP.eB
were admitted for testing in long-term experiments, consisting of long-term post-
operative observations, evaluation of behavioral disorders, possible side effects,
efficiency of lowering the levels of mutant and normal proteins, and the associated degree
of allele-selectivity of the reagents, evaluation of the therapeutic effect at the cellular level

(inclusions). It was observed that the AAV—PHP.eB vector containing shRNA transduced
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the brain and its specific regions effectively without peripheral tissue transduction. The
efficiency of shRNA in lowering protein levels depended on the brain region transduction
rate. The developed vector approach allowed for efficient transduction and delivery of
CAG-targeting reagents to the brain over the BBB, which is particularly beneficial in
treating polyQ and other CNS disorders. The second approach tested was bivalent
molecules with siRNAs targeting the CAG sequence, which also achieved adequate
transduction in the mouse brain, resulting in a reduction of the mutant protein; however,
increasing side effects in the HD model. The bivalent reagents demonstrated therapeutic
potential in the two models of the most common polyglutamine diseases; however, they

require further study to minimize adverse effects.

In conclusion, the efficiency of a therapeutic approach targeting a sequence of CAG
repeats in the mRNAs of mutant genes for HD and SCA3 is shown. The study shows that
this approach can be applied to treating many polyQ diseases. Moreover, the shRNA
reagents lower the mutant polyQ protein in the brain and are delivered by minimal
invasive blood administration crossing the blood-brain barrier, which is of considerable

clinical importance.
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4. Wprowadzenie

4.1. Choroby poliglutaminowe i ich genetyczna etiologia

Choroby poliQ to grupa dziewigciu rzadkich 1 monogenowych zaburzen
neurodegeneracyjnych, do ktorych naleza: choroba Huntingtona (HD), zanik czerwienno-
zgbaty i1 rdzeniowo-opuszkowy zanik mig$ni (DRPLA), ataksje rdzeniowo-moézdzkowe
typu 1, 2, 3,6, 71 17 (SCA 1, 2, 3, 6, 7 1 17) oraz nerwowo-mi¢§niowa choroba
Kennedy’ego (SBMA). Choroby te sg dziedziczone w sposodb autosomalnie, dominujaco,
z wyjatkiem SBMA, ktorego dziedziczenie jest sprezone z picig (Lieberman i in., 2019).
Czestotliwos¢ wystepowania zaburzen poliQ miesci si¢ w przedziale 1-10 przypadkow
na 100 000 oso6b (Fan i in., 2014). HD i SCA3 charakteryzuja si¢ najwickszym
wspotczynnikiem wystepowania na $wiecie, sposrod wszystkich zaburzen poliQ (Bauer

& Nukina, 2009).

Choroby poliQ s3 wynikiem mutacji zwanej ekspansja polegajacej na zwigkszeniu liczby
powtorzen trojnukleotydowych cytozyna — adenina — guanina (CAG) kodujacych
glutaminge. Wydtuzone sekwencja CAG tworza zmutowane biatka, ktore negatywnie
wptywaja na procesy komoérkowe (Bauer & Nukina, 2009; Paulson, 2018). Biatka poliQ
sa nieprawidlowo zwinigte 1 akumulujg si¢, tworzac agregaty (Bauer & Nukina, 2009;
Zoghbi & Orr, 1999). Pacjenci najcze¢sciej posiadaja tylko jeden zmutowany allel danego
genu, podczas gdy drugi jest prawidtowy. Prawidtowy allel zawiera mniejsza liczbe
powtorzen CAG, ktora nie przekracza 35 powtorzen. Allel zmutowany zawiera
zwigkszong liczbg powtdrzen CAG zwykle przekraczajaca 35 powtdrzen CAG (Warby i
in., 2009).

Kazda z 9 choréb poliglutaminowych charakteryzuje si¢ posiadaniem innego genu
sprawczego, zlokalizowanego w réznych chromosomach oraz indywidualng liczbg
powtdrzen progowych (Tab. 1). Choroby te najczgéciej pojawiaja sie u pacjentow w
$rednim wieku, a towarzyszace im objawy sa postgpujace i prowadza do pogorszenia
stanu zdrowia, czgsto bedac przyczyng $mierci pacjenta w ciggu 15-20 lat od diagnozy.
Wiek diagnozy choréb poliQ czgsto uzalezniony jest od dlugosci sekwencji CAG (Fan i
in., 2014; Matos 1 in., 2011).
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Tabela 1 Choroby poliQ, ich lokalizacja w genie i1 biatka sprawcze

Choroby Lokalizacja Bialko Rozszerzone powtorzenia

poliQ CAG

Normalna Patologiczny

SCA1 6p23 ataksyna—1 6-39 41-83
SCA2 12q24 ataksyna—2 14-32 34-77
SCA6 19:13 CACNAIA 4-18 21-30
SCA7 3s.21 —s.12 ataksyna—7 7-18 38-200
SCA17 6927 biatko wigzace 25-43 45-63
element TATA
MJD/SCA3 14924—q31 ataksyna—3 1240 62-86
HD 4p16.3 huntingtyna 6-35 36-121
DRPLA 12:13 atrofina—1 3-38 49-88
SBMA Xqll—ql2 receptor 6-36 38-62
androgenowy

Aktualnie istnieje wiele modeli chorobowych, ktore wspieraja zrozumienie patogenezy
choréb poliQ i umozliwiajg opracowanie nowych metod ich leczenia. Jednak wcigz
brakuje skutecznej terapii na choroby neurodegeneracyjne. Obecnie jedyna dostgpna
opcja jest leczenie objawowe chorob poliQ, ktdre skupia si¢ na poprawie warunkow zycia

chorego, jednak nie jest w stanie zatrzymac postepujacej choroby ani jej cofnaé.

4.2. Choroba Huntingtona

Choroba Huntingtona (ang. Huntington disease; HD) to autosomalne, dominujace
zaburzenie neurodegeneracyjne, powszechnie znane roéwniez jako plasawica
Huntingtona. Jest ona wynikiem ekspansji sekwencji trojnukleotydowej CAG w genie
huntingtyny (H7T). W roku 1842 Waters opublikowat pierwsze sprawozdanie dotyczace

pacjenta cierpigcego na to schorzenie. Niemniej jednak, dopiero w 1872 roku, po
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przedstawieniu precyzyjnego opisu tego stanu chorobowego przez George'a Huntingtona,
schorzeniu nadano nazw¢ plasawicy Huntingtona (Koehler & Jennekens, 2008). W 1983
roku zlokalizowano gen H7T na chromosomie 4, poprzez badania i analizy genetyczne
rodziny dotknigtej chorobg (Gusella i in., 1983). Natomiast, po 10 latach zesp6t badaczy
w Bostonie zmapowat gen H7T (Caron i in., 1993; MacDonald i in., 1993). Czestotliwo$¢
wystepowania HD to 2,7 na 100 000 osob na catym globie (Ajitkumar & De Jesus, 2023).
Konsekwentnie zauwaza si¢ mniejszg czgstos¢ wystgpowania w populacji azjatyckiej,
natomiast wyzszg w Europie, Ameryce Péinocnej i Australii. Moze by¢ to spowodowane
réznicami w haplotypach genu H77, z roéznicami w podejsciu do rozpoznawania
przypadkéw oraz zastosowanych kryteriow diagnostycznych - roznice te si¢gaja az
dziesigciokrotno$ci. W  spotecznosciach europejskich  wystepowania choroby
Huntingtona waha si¢ od 10 do 13 na 100 000 os6b (Ajitkumar & De Jesus, 2023; Bates
iin., 2015).

4.2.1. Kliniczne objawy HD

Symptomy choroby Huntingtona zazwyczaj ujawniajg si¢ miedzy 30. a 50. rokiem zycia.
Przez kilka lat przed otrzymaniem diagnozy, sa one sporadyczne i moga pozostac
niezauwazone przez pacjenta (Sturrock & Leavitt, 2010). Klasyfikuje si¢ je do trzech
gléwnych obszarow: poznawczego, motorycznego i psychiatrycznego (Cattaneo i in.,

2005; Roos, 2010; Sturrock & Leavitt, 2010).

Zespot postepujacych objawéw motorycznych okreslanych jako ruchy plasawicze jest
charakterystyczng cechg obrazu klinicznego choroby Huntingtona. Sa to krotkie,
mimowolne ruchy, gléwnie obejmujace tulow, ramiona i twarz. Objawy te utrudniaja
wykonywanie dobrowolnych i zamierzonych ruchow powodujac zaburzenia poruszania
si¢, polykania i mowy. Do innych czesto wystepujacych symptomoéw ruchowych w HD
naleza: dystonia, bradykinezja, spowolnienie ruchy gatek ocznych oraz hiperrefleksja
(Caron 1 in., 1993; Nance, 1998). Podloze symptoméw motorycznych w HD jest
powigzane z zaburzeniem modulacji kory ruchowej poprzez sygnaly bezposrednie i
posrednie ze zwojow podstawy prazkowia w mozgu. Szlak bezposredni dotyczy zmiany
biatka, ktora bezposrednio wptywa na dysfunkcje uktadu ruchu. Szlak posredni zawiera
ztozone interakcje molekularne i1 komodrkowe, ktore ostatecznie wplywaja na
neurodegeneracje (Matz & Spocter, b.d.). W fazie wczesnej choroby Huntingtona,

neurony w szlaku posrednim nie sg proporcjonalnie oraz sg bardziej dotknigte niz neurony
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w szlaku bezposrednim. Szlak posredni zazwyczaj hamuje ruchy mimowolne, uznaje sig,
7e ta nierownowaga przyczynia si¢ do charakterystycznej plasawicy obserwowanej u
pacjentdw z choroba Huntingtona. Jednakze, w miare uptywu czasu i postepu choroby,
neurony na szlaku bezposrednim, takze zostaja dotknigte, co stanowi wyjasnienie
pojawiajacej si¢ bradykinezji 1 sztywnoS$ci zaobserwowanej u chorych w

zaawansowanym stadium (André i in., 2010; Gil & Rego, 2008).

Druga kategorig zaburzen zwigzanych z HD sg zaburzenia poznawcze, ktore zazwyczaj
objawiajg si¢ pogorszeniem funkcji wykonawczych, a chorzy mierzg si¢ z trudno$ciami
zwigzanymi z koncentracja, uwaga, podejmowaniem decyzji i wielozadaniowoscia.
Czgsto u pacjentdw pojawia si¢ stany depresyjne oraz utrata pamie¢ci (Galts 1 in., 2019).
Mozliwe jest takze wystgpowanie standw lekowych, zaburzen obsesyjnych oraz objawow
psychotycznych, takich jak urojenia i halucynacje. Najczgsciej wystepuje depresja,
drazliwo$¢ 1 zwigkszona impulsywnos¢. Ponadto, u pacjentow HD wskaznik
wystepowania samobdjstwa jest wyzszy niz w przypadku populacji ogdlnej (Alothman i
in., 2022). Jako przyczyny objawdw poznawczych i psychiatrycznych uznaje si¢
rozregulowanie dopaminergiczne w prazkowiu oraz upos$ledzenie plastyczno$ci
synaptycznej w obrebie petli czolowo-prazkowiowo-limbicznej (Nithianantharajah &

Hannan, 2013).

Kolejnym objawem choroby Huntingtona moze by¢ czgsto zauwazalna utrata wagi,
kacheksja, zaburzenia rytmu dobowego i snu (Sturrock & Leavitt, 2010). Udowodniono,
ze pacjenci z HD, jak i niektore mysie modele HD, wykazuja ujemny bilans energetyczny
1 stany hipermetaboliczne. Uwaza si¢, ze jest to spowodowane wczesng atrofig
podwzgorza, ktorej konsekwencja sa zaburzenia hormonalne (oreksyny, greliny i

somatostatyny) (Goodman i in., 2008; Petersén i in., 2005; Petersén & Bjorkqvist, 2006).

Mtodziencza forma choroby Huntingtona

Mtodziencza choroba Huntingtona wystepuje u pacjentéw, ktorych objawy zaczynajag si¢
przed 20. rokiem zycia, a liczba powtdrzen CAG wynosi wigcej niz 60—70. Zaburzenia
motoryczne, poznawcze i psychiatryczne, ktore sa charakterystyczne dla dorostych
pacjentow z HD, wystepuja rowniez w postaci mtodzienczej, lecz ich kliniczny obraz jest
odmienny. Najczesciej pierwszymi zauwazalnymi objawami u mtodych pacjentow sa

zaburzenia zachowania i trudno$ci w nauce. Hipokinezja i bradykinezje z komponentami
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dystonicznymi naleza do najczgstszych objawoéw motorycznych. U mtodocianych rzadko
wystepuje plasawica, natomiast czesto dochodzi do napadéw padaczkowych. Wszelkie
negatywne zmiany stanu psychicznego, a takze objawy mozdzkowe zwigzane z
opdznieniem motorycznym, dyzartrig, sa charakterystyczne dla mlodzienczej postaci

(Bakels i in., 2022; Quarrell i in., 2013).

4.2.2. Genetyka HD

HTT (IT15) jest to duzy gen, ktérego locus ma dtugo$¢ 180 tysigcy par zasad (pz),
zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 4 (4pl16.3) i sktada si¢ z 67
eksonow. Mutacja odpowiedzialna za chorob¢ HD to ekspansja powtérzen CAG
zlokalizowana w eksonie 1 genu H7T. Powtorzenie trojki CAG sg ttumaczone na odcinek
poliQ. Choroba wystepuje, gdy fragment poliQ przekracza krytyczng dtugos¢ glutaminy,
ktora uznaje si¢ jako warto$¢ chorobowa (Scherzinger i in., 1999; Waelter i in., 2001).

U wigkszos$ci dorostych pacjentéw HD liczba powtorzen CAG miesci si¢ w zakres okoto
36 do 55. Natomiast, u pacjentow z chorobg o mtodzienczym poczatku liczba powtorzen
trojek CAG jest zazwyczaj wigksza niz 60. Im wigksza liczba powtérzen CAG w
strukturze genu, tym wczesniejszy poczatek objawow (Reiner i in., 2011). Powtorzenia
CAG w genie HTT wykazuja zwigkszona mozaikowos$¢ dlugosci powtdrzen w
docelowym obszarze mozgu (Mouro Pinto i in., 2020; Shelbourne i in., 2007; Telenius i
in., 1994), co prowadzi do niestabilno$ci somatycznej (Mouro Pinto i in., 2020). Ta
niestabilno$¢ zalezy od dtugos$ci powtdrzen, a poziomy niestabilnos$ci wykazuja korelacje
z podatnoscia specyficzng dla typu komorki oraz wiekiem wystapienia choroby (Mouro
Pinto i in., 2020; Shelbourne i in., 2007; Swami i in., 2009). Wykazano, ze roézne
polimorfizmy sekwencji powtorzen DNA maja wplyw na wiek zachorowania. Wigkszos$¢
pacjentéw z HD ma nieprzerwane powtdrzenie CAG kodujace glutaming, po ktdérym
nastepuje dublet kodonu CAA-CAG kodujacy glutaming (Hong i in., 2021; Shelbourne i
in., 2007; Swami i in., 2009). Jednakze rozszerzone powtorzenia CAG moga by¢
pozbawione przerwania CAA (utrata przerwania; LI) lub zawiera¢ dwa kolejne CAA-
CAG (zduplikowane przerwanie; DI). Zaobserwowano, ze wiek zachorowania u
pacjentow z HD posiadajacych allele LI lub DI najlepiej $wiadczy o diugosci ich
nieprzerwanych powtdrzen CAG, a nie dlugos¢ zakodowanej poliglutaminy (Ciosi i in.,
2019; Hong i in., 2021). Wynika z tego, ze wprowadzenie przerw CAA do powtdrzen

CAG w genie HTT, aby zmniejszy¢ dlugo$¢ nieprzerwanego powtorzenia, moze byc¢

16


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31607598/

potencjalng strategia terapeutyczna opdzniajaca poczatek HD. Niedawno opracowano
technologi¢ inzynierii genomu zwang edycja zasad (BE), umozliwiajaca konwersj¢ C do
T (edytory zasad cytozynowych; CBE) lub konwersj¢ A do G (edytory zasad
adeninowych; ABE), gdzie CBE mozna potencjalnie wykorzysta¢ do konwersji kodonow
CAG na CAA, aby skroci¢ nieprzerwane powtdrzenie CAG bez zmiany dlugosci
poliglutaminy lub wprowadzania innych aminokwaséw (Gaudelli i in., 2017; Nishida i

in., 2016).

Allele posrednie, o wigkszej liczbie powtdrzen CAG w zakresie 27-35, czesto wykazuja
niestabilno$¢ 1 moga ulega¢ dalszej ekspansji migdzypokoleniowej. To zjawisko moze
prowadzi¢ do wystgpienia choroby Huntingtona u 0s6b bez rodzinnej historii tej choroby
(Semaka i in., 2006). Niestabilno$¢ sekwencji powtdrzen CAG w trakcie spermatogenezy
u mezczyzn jest znacznie wyzsza niz w oogenezie u kobiet, co zwigzane jest z wigkszym
ryzykiem ekspansji dla alleli posrednich przekazywanych potomkom. To zjawisko
przyczynia si¢ réwniez do wzrostu liczby przypadkow choroby Huntingtona
rozpoczynajacych si¢ w mtodym wieku w przypadku dziedziczenia wydtuzonego, ale
jeszcze nie patogennego allelu w linii ojcowskiej. W linii meskiej wystepuje zjawisko
antycypacji, ktore spowodowane jest niestabilnosci powtérzen CAG w trakcie
spermatogenezy (Savitt & Jankovic, 2019; Stoker i in., 2021). Zjawisko antycypacji
polega na, ze objawy chorob genetycznych w rodzinie pojawiaja si¢ wezesniej i w coraz

wigkszym nasileniu (Leotti i in., 2021).

4.2.3. Bialko huntingtyny

Huntingtyna to duze bialko o strukturze a-helisy o masie 350 kDa. W zaleznosci od liczby
powtdrzen sklada si¢ z okoto 3144 aminokwaséw (Saudou & Humbert, 2016). Ekson 1
koduje 90 AA HTT ipoczatkowy fragment biatka huntingtyny, ktory zawiera N-koncowy
segment o 17 aminokwasach (N17) o strukturze a-helikalnej (Gatto i in., 2020; Saudou
& Humbert, 2016), ktorej struktura jest istotna dla retencji w siateczce
srodplazmatycznej. Funkcjonuje jako sygnat eksportu jadrowego (NES) i podlega
modyfikacjom potranslacyjnym (Saudou & Humbert, 2016). N-koncowy region zawiera
trakt poliQ oraz sekwencje z obszaroéw konserwatywnych zwanych HEAT (Huntingtyna,
wspotczynnik wydtuzania 3 (EF3)), fosfataza biatkowa 2A (PP2A), kinaza drozdzowa
TORI). Obszary HEAT sg strukturami odpornymi na rozszczepienie proteolityczne, co

umozliwia biatku petnienie roli rusztowania. C-koncowy region zawiera domen¢ bogata
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w proling (PRD). Odpowiada ona za elastyczno$¢ struktury oraz interakcje z biatkami
(Gatto 1 in., 2020; Saudou & Humbert, 2016). Modyfikacje proteolityczne i
potranslacyjne biatka wystepuja w obszarach konserwatywnych innych niz HEAT, co
prowadzi do zmian konformacyjnych huntingtyny i zmiany interakcji tego biatka z

innymi (Gatto i in., 2020).

Badania przeprowadzone na wielu modelach komodrkowych i1 modelach zwierzecych
potwierdzaja, ze ekspansja poliQ w zmutowanym HTT prowadzi do uzyskania nowych
toksycznych funkcji 1 utraty funkcji neuroprotekcyjnych normalnej HTT (Borrell-Pages
1 in., 2006). Bialko huntingtyny jest przede wszystkim bialkiem cytoplazmatycznym,
ktére faczy si¢ z mikrotubulami (MT) 1 pecherzykami. Biatko to reguluje
wewnatrzkomoérkowy transport réznych organelli, w tym pecherzykow, poprzez
interakcj¢ ze szlakiem dyneina/dynaktyna (Caviston i in., 2007; Colin i in., 2008;
Gauthier i in., 2004). HTT wchodzi w bezpo$rednig interakcje¢ z dyneing (Caviston i in.,
2007) 1 posrednia poprzez biatko zwigzane z Huntingtin-Associated Protein 1 (HAP1).
W sytuacjach patologicznych kompleks HTT-HAP1-dynactyna powoduje zmniejszenie
transportu pecherzykowego w neuronach (Gauthier i in., 2004). Odkrycia te pokazuja, ze
HTT integruje transport pecherzykowy poprzez regulacj¢ aktywnosci specyficznych
komplekséw biatkowych zawierajacych kompleksy dyneina/dynaktyna i kinezyna 1 oraz

biatek adaptorowych, takich jak HAPI.

Biatko huntingtyny jest szeroko produkowane w komorkach i tkankach catego
organizmu. Najczgéciej produkowane jest w mozgu, gtownie w prazkowiu, korze
moézgowej 1 moézdzku oraz w tkankach obwodowych tj. watrobie, sercu, nerkach, trzustce,
jadrze. Wystepuje w komoérkach mézgowych, przede wszystkim w neuronach, a takze w

komorkach glejowych (Schulte & Littleton, 2011).

4.2.4. Mechanizmy molekularne i komérkowe HD

Neuropatologia ekscytotoksycznosé

W chorobie Huntingtona (HD) kluczowa kwestig jest postepujaca atrofia jader podstawy,
ktoéra mozna zaobserwowac u chorego kilkanascie lat przed pojawieniem si¢ objawow i
diagnozy. W miar¢ postgpu choroby, zanik staje si¢ mniej selektywny, prowadzac
ostatecznie do powszechnego zaniku mézgu, ze zmniejszeniem masy mozgu o 200 do

300 g. (Riib i in., 2012; J. P. Vonsattel & DiFiglia, 1998). Gtowne obszary dotknigte
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atrofig to przede wszystkim prazkowie (jadro ogoniaste i skorupa) oraz kora mézgowa
(ptaty czotowe, ciemieniowe, skroniowe), hipokamp i mézdzek (Martinez-Horta i in.,

2020).

Neurodegeneracja prazkowia wplywa gldwnie na populacje¢ S$rednich neurondéw
kolczastych GABAergicznych, ktora stanowi okoto 85% catego prazkowia. Pozostate
komorki neuronalne prazkowia, czyli interneurony sg stosunkowo wolne od
neurodegeneracji w HD (Ehrlich, 2012). Istnieja przypuszczenia, ze selektywna
degeneracja  populacji GABAergicznych (MSN) moze by¢ rezultatem
ekscytotoksycznos$ci spowodowanej przez receptor N-metylo-D-asparaginowy (NMDA).
Komorki MSN otrzymujg istotny bodziec pobudzajacy glutaminergiczny uktad z kory za
posrednictwem szlaku korowo-prazkowego. Dodatkowo, komorki MSN wykazuja
wyzszy poziom receptoréw NMDA (szczeg6lnie podjednostki NR2B) w porownaniu do
interneuron6w, co sprawia, ze s3 one bardziej podatne na ekscytotoksyczno$é
(Landwehrmeyer 1 in., 1995). Zaobserwowano, ze ekscytotoksyczno$¢ zalezna od
glutaminianu w HD, jest uwarunkowana upo$ledzeniem funkcji astrocytow i mikrogleju.
W moézgu pacjentow HD zauwazono obnizony poziom mRNA astrocytowego
transportera glutaminianu (EAATT1) i transportera glutaminianu 1 (GLT1) w prazkowiu.
Natomiast, w mikrogleju pacjentdow zaobserwowano zwigkszong aktywno$¢ szlaku
kinureniny. Ten szlak generuje nadmierng ilo$¢ 3-hydroksykinureniny (3HK) i kwasu
chinolinowego (QA) w HD. QA uwazany jest za selektywnego, agonist¢ receptora
NMDA, natomiast 3HK wzmacnia uszkodzenia spowodowane przez QA (Palpagama i

in., 2019; Schwarcz i in., 2010).
Dysfunkcja dopaminergiczna

Projekcje dopaminergiczne pomigdzy istota czarng, a prazkowiem sg rowniez zaburzone
u pacjentow HD. Badania na moézgach wykazaty zwigkszone poziomy dopaminy u
pacjentdéw we wczesnym etapie choroby i obnizone w p6znym (Garrett & Soares-da-
Silva, 1992; Weeks i in., 1996; Yohrling i in., 2003). Zmiany wplywaja na szlak
nigrostriatalny, skutkujace wczesnym (hiperkinezja) i pdéznym stadium (akinezja) u
chorych na HD. Sugeruje to, ze poziomy dopaminy (DA) sa dwufazowe w HD (Charvin
iin., 2005;J. Y. Cheniin., 2013).

DA wspomaga rowniez powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS), co moze skutkowac

aktywacja proapoptotycznego szlaku kinazy c-Jun N-koncowej (JNK)/c-Jun (poprzez
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synergiczng interakcji ze zmutowang HTT) (Charvin i in., 2005). Aktywacja
proapoptotycznego szlaku kinazy c-Jun N-koncowej (JNK)/c-Jun to jeden =z
mechanizmow, przez ktory stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do $mierci komorkowe;.
W chorobie Huntingtona, zmutowane biatko huntingtyna (HTT) moze wspotdziata¢ z
dopaming, nasilajac te szkodliwe efekty (Vidoni i in., 2016). Natomiast, sama dopamina
moze tworzy¢ ROS, zmieniajac si¢ w kwas 3,4-dihydrofenylooctowy (DOPEC) i
nadtlenek wodoru (H202) (Miyazaki & Asanuma, 2009). Przez co dopamina prowadzi
do wzrostu ROS, ktory moze by¢ przyczyna $mierci komoérek poprzez nieprawidtowe
faldowanie 1 agregacje¢ bialek, lipoperoksydacj¢ bton i wyciek organelli. Utleniona
dopamina moze generowaé¢ bardzo reaktywne rodniki. Prowadzi to do stresu
oksydacyjnego i potencjalnego uszkodzenia komorek. Stres oksydacyjny jest czynnikiem

ryzyka dla wielu choréb neurodegeneracyjnych (Miyazaki & Asanuma, 2009).
Rozregulowanie autofagii

HTT moze by¢ poddawane degradacji zarowno przez uktad ubikwityna-proteasom, jak i
przez autofagie. W chorobie Huntingtona obserwuje si¢ zmiany w procesach autofagii
(Gomez-Virgilio i in., 2022), ktéra jest kluczowym procesem dla utrzymania zdrowych
komoérek organizmu. W trakcie postgpujacej choroby, nastgpuje akumulacja
zmutowanego biatka HTT, dlatego skuteczne eliminacja agregatow, moze by¢ mniej
efektywna w podejsciach terapeutycznych. W odpowiedzi na Zle sfaldowane patogenne
biatka 1 nadmiar agregatow dochodzi do aktywacji komdrkowych mechanizmow

obronnych, takich jak makroautofagia (Martinez-Vicente, 2015; Ravikumar i in., 2004).

4.3. Ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 3

Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (ang. spinocerebellar ataxia type 3; SCA3), znana
réwniez jako choroba Machado-Josepha (ang. Machado-Joseph Disease; MID), jest
druga najczegsciej wystepujaca chorobg neurodegeneracyjng nalezaca do grupy chordb
poliglutaminowych. Choroba ta wynika z ekspansji powtorzen trojki nukleotydowe;j
CAG w genie ATXN3, kodujacej biatko ataksyny-3 (ATXN3). SCA3 po raz pierwszy
zostata odkryta i opisana w 1957 roku na podstawie pierwszych zdiagnozowanych
przypadkoéw pacjentéw pochodzacych z Azordw (Coutinho & Andrade, 1978). Obecnie

najwigksza czestotliwo$¢ zachorowania obserwuje si¢ w Azji Wschodniej, w takich
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krajach jak: Chiny, Tajwan i Japonia; oraz Brazylii i Portugalii (Buijsen i in., 2019).

SCA3 jest najczestszg postacia ataksji na §wiecie (Bettencourt & Lima, 2011).

4.3.1. Kliniczne objawy SCA3

Badania mozgu pacjentéw chorych na SCA3 wskazuja, ze r6znig si¢ one od mozgow
0s6b zdrowych. Podstawowym badaniem okreslajacym chorobe SCA3 jest rezonans
magnetyczny mozgu. Obraz z tego badania wskazuje, ze masa mozgu jest znaczaco
mniejsza przy zaawansowanej ataksji typu 3 w poréwnaniu do zdrowych pacjentow
(Costa i1 Paulson 2012). Najczes$ciej mozna zaobserwowaé powigkszenie 4 komory
moézdzku, wigze si¢ to z zanikiem rdzenia (Onodera i in. 1998). Ponadto, wystepuje
depigmentacja istoty szarej (Bettencourt & Lima, 2011) oraz degeneracja w mézdzku (w
tym glownie robaka i jader glgbokich), jadrach podstawnych (w tym gatki bladej, jadra
ogoniastego i skorupy), srodmozgowiu i1 rdzeniu przedtuzonym (Etchebehere i in., 2001;
Yoshizawa i in., 2003). Zmiany w m6zdzku i pniu mozgu sg zwigzane z wiekiem pacjenta
i liczbg powtérzen CAG. Natomiast zanik $§rodmozgowia poprzez degeneracje tylko
niewielkiej istoty czarnej nie wykazuje znaczacej progresji chorobowej, w obrazie catego
moézgu (Horimoto 1 in., 2008). Zaburzenia zwigzane z modzdzkiem zwigzane sa w
problemami w poruszaniu si¢ pacjenta, natomiast zaburzenia w okolicach pnia mézgu

odpowiadajg za problemy z mowa, przetykaniem oraz widzeniem (Koeppen 2018).

Poczatkowe symptomy ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 (SCA3) zazwyczaj
pojawiaja sie u pacjentdéw w dorostym wieku, miedzy trzecig a piata dekada zycia (Riib i
in., 2013). Do pierwszych objawow nalezy stopniowa utrata rOwnowagi oraz problem z
mow3a. Wraz z uptywem czasu moga pojawic si¢ réznorodne trudnosci zwigzane ze
wzroku 1 uktadem okoruchowym, takie jak oczoplas, nieregularne i gwattowne ruchy
gatek ocznych oraz oftalmoplegia z opadaniem powiek 1 wylupiastymi oczami. W
zaawansowanych stadiach choroby pacjenci sa zmuszeni korzysta¢ z wozkow
inwalidzkich, do$wiadczajac cigzkiej dysfagii i dyzartrii, a takze mozliwego zaniku
twarzy i skroni, spastyczno$ci, amiotrofii i dystonii (Costa & Paulson, 2012). Pacjenci

chorzy na SCA3 po diagnozie przezywaja okoto 20-25 lat (Jacobi i in., 2023).

4.3.2. Genetyka SCA3

W 1972 uznano ataksje rdzeniowo-mo6zdzkowa typu 3 jako chorobe genetyczng, ktdra

dziedziczy si¢ w stopniu dominujagcym. Po 11 latach odkryto, ze gen ATXN3
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zlokalizowany jest na chromosomie 14 (14q32.1) (Evers i in., 2014; Schdls i in., 1995).
Gen ATXN3 obejmuje okoto 48 kpz i sktada si¢ z 11 eksondéw z powtérzeniami CAG
znajdujacymi si¢ przy koncu 3’ genu w eksonie 10 (Ichikawa i in., 2001). Liczba
powtorzen trojnukleotydowych w genie A7XN3 u zdrowych oso6b miesci si¢ w przedziale
okoto 12—44, natomiast u ludzi chorych podnosi si¢ od okoto 52 do 86 powtdrzen. Liczbe
powtorzeh CAG mieszczaca si¢ w przedziale 45-51 koreluje z niepelng penetracja
choroby (McLoughlin i in., 2020). Nadzwyczaj rzadkie jest wystepowanie dwodch
zmutowanych alleli u chorych na SCA3. Duzo cze¢éciej chorzy posiadaja pojedynczy
zmutowany allel. Pacjenci ze zdiagnozowanymi przypadkiem homozygotno$ci wykazuja
cigzsza posta¢ choroby oraz szybszy jej poczatek (Carvalho i in., 2008; Fukutake i in.,
2002).

4.3.3. Bialko ataksyny-3

Prawidlowe bialko ataksyny—3 posiada mas¢ okoto 42 kDa, natomiast masa
zmutowanego bialka jest zalezna od wielko$ci powtorzen poliQ i izoformy (Bettencourt
iin., 2010). Bialko ataksyny—3 posiada domen¢ N-koncowg typu Josephin, sktadajaca si¢
ze 198 aminokwasow i charakteryzujacg si¢ aktywnos$cig proteazy ubikwitynowej, ciag
poliglutaminowy oraz C-koncowy ogon z 2 lub 3 motywami oddzialujacymi z

ubikwityng (UIM), zaleznie od izoformy (Evers i in., 2013; Zeng i in., 2020).

Chociaz translacji moze ulec kilka ré6znych form ataksyny—3 najwigcej informacji jest
dostepnych na temat dwoch najwazniejszych izoform. Sg one biatkami o petnej dtugosci,
zawieraja ciag poliQ oraz UIMI1 i 2, r6znig si¢ koncami C oraz obecno$cig UIM3.
Badania sugeruja, ze izoforma posiadajagca 3UIM ATXN3 ulega ekspresji w mozgu w
sposob dominujacy (Martinez-Vicente i in., 2010; Schmidt i in., 1998; Trottier i in.,
1998).

Domena Josephin przyjmuje potwydtuzong strukture w ksztalcie litery L, ztozong z
kulistej katalitycznej subdomeny oraz spiralnej subdomeny podobnej do struktury spinki

do wlosow (Mao i in., 2005; Nicastro i in., 2005, 2006).

Biatko ATXN3 ulega ekspresji w wielu roznych typach komorek, zarowno w tkankach
obwodowych, jak i w tkance nerwowej (Paulson, 2018; Schmidt i in., 1998; Trottier i in.,
1998). Ataksyna—3 posiada zdolno$¢ przemieszczania si¢ (Chai i in., 2002), jednak

glownie zlokalizowana u os6b zdrowych jest w cytoplazmie. U pacjentéw SCA3
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wykazuje sktonno$¢ do akumulacji w jadrach komoérek nerwowych. ATXN3 wykazuje
wysoka ruchliwo$¢ zardwno w transporcie do jadra oraz do cytoplazmy. Zawiera
sekwencje sygnalowe, ktore rozpoznawane sg przez biatka transportowe, ulatwia to
przemieszczanie si¢ przez btong jadrowa. Przy transporcie nukleo—cytoplazmatycznym
ataksyny czgsciowo posredniczy staby sygnat lokalizacji jadrowej (NLS), 282RKRR285
i dwa sygnaly eksportu jadrowego (NES), NES77 i1 NES141 (zaleznie od
CRM1/eksportu) (Antony i in., 2009; Macedo-Ribeiro i in., 2009; Reina i in., 2010).

Lokalizacja wewnatrzkomorkowa ATXN3 podlega takze regulacji przez okre§lone
stresory proteotoksyczne. Wptyw szoku cieplnego lub stresu oksydacyjnego skutkuje

akumulacja ATXN3 w jadrze (Reina i in., 2010).

Rola biatka ATXN3 polega gtéwnie na monitorowaniu jako$ci biatek komorkowych,
zwlaszcza w kontek$cie systemu proteasomow ubikwityny (UPS), odpowiedzialnego za
rozktad nieprawidlowo sfaldowanych bialek. Kontrola poziomu ubikwitynacji wielu
bialek przez ATXN3 widoczna jest w zwigkszeniu catkowitego poziomu

ubikwitynowanego biatka w mozgu myszy z ATXN3 (Scaglione i in., 2011).

Ataksyna—3 posiada wiele motywow UIM (ang. wubiquitin-interacting motif)
sasiadujacych z domeng poliglutaminowa. UIM s3 elementami biatkowymi, ktore
posredniczg w przytaczaniu ubikwityny do bialek zwigzanych zaréwno z tradycyjnymi
(czyli proteasomalnymi), jak i nie tradycyjnymi funkcjami szlakow ubikwityny
(Hofmann & Falquet, 2001). Jesli UIM ataksyny—3 ulegna zmutowaniu, zachodzi utrata
zdolnosci do wigzania ubikwityny. Ataksyna—3 preferencyjnie rozpoznaje tancuchy
ubikwityny sktadajace si¢ z co najmniej trzech czasteczek z wysokim powinowactwem
(Chai 1 in., 2002). Podczas farmakologicznego hamowania proteasomu, szeroki zakres
poliubikwitynowanych biatek, ktoére gromadza si¢ w komorkach, taczy si¢ z ataksyna—3

i dochodzi do wspotstracenia si¢ z nig (Bowman i in., 2005; Donaldson i in., 2003).

Nadmierna ekspresja ATXN3 w modelach poliQ-neurodegeneracji u Drosophila
wykazala redukcje toksyczno$ci i zapobiega $mierci komoérkowej, co wskazuje, ze
ATXN3 pelni rolg neuroprotekcyjng. Ponadto, skuteczno$¢ jego dzialania
neuroprotekcyjnego zalezy zaréwno od aktywnosci DUB, jak 1 prawidlowego

funkcjonowania proteasomu (Warrick i in., 2005).
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4.3.4. Ogolny mechanizm SCA3

Wsp6lnym elementem chorob poliglutaminowych jest obecno$¢ inkluzji neuronalnych,
ktore zawieraja zmutowane biatko (Taylor i in., 2002). To nieprawidtowe biatko ma
kluczowe znaczenie w patogenie chorob, do ktorej nalezy ataksja rdzeniowo-mozdzkowa
typu 3 (Chai i in., 2002). Agregaty ATXN3 moga powstawal z normalnej oraz
zmutowanej ataksyny, jednak ich proces tworzenia r6zni si¢. W odrdznieniu od normalne;j
ATXN3, zmutowana ATXN3 podlega dwuetapowym procesowi agregacji w warunkach
in vitro (Ellisdon i in., 2006). Doktadna rola agregatow ATXN3 w SCA3 pozostaje nadal
w pelni niewyjasniona w patologii tej choroby. Przyjmuje si¢, ze powoduja one stres
neuronalny oraz maja negatywny wplyw na biatka funkcjonalne, poprzez ich wigzanie i

blokowanie (Li i in., 2002; McLoughlin i in., 2020).

Stres oksydacyjny, ktory obniza zdolno$¢ komorek do obrony przed wolnymi rodnikami
moze by¢ wywotany przez stany zapalne. W neuronach pacjentéw cierpigcych na SCA3
stwierdzono zwigkszong ekspresje¢ cytokin prozapalnych, do ktérych naleza antagoni$ci
receptora interleukiny (IL)-1 oraz IL-1B. Temu zjawisku towarzyszy wzrost liczby
reaktywnych astrocytow oraz aktywowanych komorek mikrogleju (Evert i in., 2001,
2006). Wzrost cytokin prozapalnych, sugeruje, ze proces zapalny moze by¢ czgséciag
patologii SCA3. Ponadto, w fenotypowym mysim modelu choroby SCA3
zaobserwowano zmniejszong odporno$¢ immunologiczng, co moze mie¢ wplyw na
zdolnos$¢ organizmu do radzenia sobie z infekcjami i innymi wyzwaniami dla uktadu

odpornosciowego (Hiibener i in., 2012).
Homeostaza

Ataksyna-3 oddziatluje z dwiema ligazami E3, ktére s3 niezbgdne do utrzymania
wlasciwej homeostazy komorkowej, a konkretnie koniec C biatka ataksyny
oddziatujacego z Hsc70 (CHIP) i parking. CHIP dziala jako neuroprotekcyjna ligaza E3.
Jest ona zaangazowana do kontroli jako$ci bialek poprzez wspoétdziatanie z biatkami
opiekunczymi, aby wspomaga¢ degradacje nieprawidlowo sfatdowanych biatek (Connell

iin., 2001).

Biatko ATXN3 posiada umiejetnos¢ do wigzania DNA 1 interakcji z regulatorami
transkrypcji, co wskazuje na jego role w transkrypcji prawdopodobnie jako korepresor

transkrypcji (Li 1 in., 2002). Oddzialujac z biatkiem wigzacym element odpowiedzi
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cAMP (CREB), p300 oraz czynnikiem zwigzanym z p300/CREBBP (PCAF), ATXN3
hamuje transkrypcj¢ za posrednictwem szlaku CREB (Chai i in., 2001).

4.4. Terapie genowe w chorobach poliglutaminowych

Terapia genowa to metoda terapeutyczna, w ktorej obce kwasy nukleinowe (DNA lub
RNA) sa wprowadzane do komoérek w celu obnizenia, podwyzszenia lub skorygowania
ekspresji gendw odpowiedzialnych za powstawanie choroby (B. Hu i in., 2020; Sayed i
in., 2022). Do gtéwnych terapii genowych opartych na wyciszaniu genéw w leczeniu
choroby Huntingtona oraz ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 naleza: terapia oparta

na oligonukleotydach antysensowych oraz terapia RNA interferencyjnego.

4.4.1. Terapia genowa oparta na ASO

Oligonukleotydy antysensowne (ASO, ang. AntiSense Oligonucleotide) to syntetyczne,
jednoniciowe i krétkie tancuchy chemicznie zmodyfikowanych kwaséw nukleinowych.
Zwykle sktadajace si¢ z 8-50 nukleotydéw. Ich celem jest wigzanie si¢ z okreslonymi
sekwencjami jednoniciowego mRNA. W 1978 roku Stephenson i Zamecnik wykazali, ze
zastosowanie oligonukleotydéw antysensownych (ASO) umozliwia precyzyjne i
skuteczne hamowanie ekspresji genow. Ich badania pokazaly, ze 13-nukleotydowa
czasteczka DNA komplementarna do czgsci genomu wirusa migsaka Rousa
powstrzymywata proces translacji wirusowego RNA (Zamecnik & Stephenson, 1978;
Bennett & Swayze, 2010). ASO kwalifikuja si¢ do obiecujacej klasy lekéw o duzym
potencjale w leczeniu choréb wptywajacych na OUN. Posiadaja one zdolno$¢ do
hybrydyzacji z czasteczkami RNA poprzez standardowe parowanie zasad Watsona-
Cricka i w ten sposob modyfikuja ekspresje docelowego RNA. Oligonukleotydy
antysensowne moga by¢ takze zaprojektowane w taki sposob, aby prowadzi¢ do
degradacji docelowego transkryptu, zaktocaé translacje docelowego transkryptu lub
zmienia¢ dojrzewanie transkryptu poprzez modulacje splicingu (Bennett & Swayze,

2010).

ASO modyfikuje RNA przez r6zne mechanizmy, w zaleznosci od celu terapeutycznego
oraz ich konstrukcji. Do gléwnych mechanizméw dzialania ASO nalezy: degradacja
mRNA za posrednictwem RNazy H, blokowanie translacji oraz regulacja splicingu pre-
mRNA, ktore prowadzi do pomijanie eksonu kodujacego mutacje. Specyficznos¢ alleli

mozna podzieli¢ na polimorfizm pojedynczego nukleotydu SNP (ang. Single Nucleotide
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Polymorphism) oraz na powtarzajace si¢ CAG (Buijsen i in., 2019). Mimo
perspektywicznych mozliwosci terapeutycznych, bariera krew-mozg stanowi gtownag
przeszkode w dostarczaniu ASO do OUN (McCartan i in., 2023), bardzo ograniczone
ilosci ASO jest w stanie pokona¢ barier¢ krew-mozg i dotrze¢ do docelowych komoérek
moézgowych po podaniu ogoélnoustrojowym. Jednak wiele badan wykazato, ze po
wstrzyknigciu bezposrednio do komér mézgowych (ICV) (Casaca-Carreira i in., 2017,
Chauhan, 2002) lub podaniu dooponowym (Butler i in., 2005). ASO wykazuja szeroka
dystrybucj¢ w osrodkowym uktadzie nerwowym. Kolejnym problemem terapii opartej na
ASO jest stosunkowo krotki okres pottrwania chemicznych kwasow nukleinowych. W
wyniku czego nastgpuje szybka degradacja oraz zmiana st¢zenia podczas podzialow
komoérkowych (Bramsen i in., 2009). Terapie z ASO przez to wymagaja kilkukrotne;j

iniekcji reagentem.

4.4.2. Terapia oparta na RNAI

Dziatanie mechanizmu terapii opierajacej si¢ na RNAi polega dostarczeniu réznych
czasteczek niekodujacego RNA (ang. non-coding RNA) do komoérek (Matos 1 in. 2018).
Te czasteczki to chemicznie uzyskane siRNA (ang. small interfering RNA) lub
dostarczane shRNA (ang. short hairpin RNA), ktoére komorka generuje do siRNA. shRNA
moze by¢ dostarczane do komorek za pomoca zmodyfikowanych wiruséw tj.
lentowiruséw lub adenowiruséw, a nastepnie przekazuja swoj material genetyczny do

komorek gospodarza (Sliva & Schnierle, 2010).

Pierwszy etap mechanizmu interferencji polega na przetwarzaniu i cigciu dhuzszego
dwuniciowego RNA do siRNA. Za t¢ przemian¢ odpowiada enzym o podobne;j funkcji
do RNazy III, zwanym Dicer (Bernstein i in., 2001; Kim 1 in., 2005; McNamara i in.,
2006). Nastepnie siRNA sa wigzane przez kompleks RISC (ang. RNA induced Silencing
Complex) sktadajacy si¢ z wielu biatek. W kompleksie RISC nici siRNA sg rozdzielane,
nici o stabilniejszym kofcu 5’ zazwyczaj zostaje wlaczona do aktywnego kompleksu
RISC. Antysensowny jednoniciowy sktadnik siRNA nastgpnie kieruje i wyrownuje
kompleks RISC na docelowym mRNA, a za pomoca aktywnego biatka katalizujacego w
kompleksie RISC, jak Ago2 (cztonek rodziny argonautéw), dochodzi do rozszczepienia
mRNA (Rys. 1) (Choung i in., 2006; Meister i in., 2004; Song i in., 2004; Zamore i in.,
2000).
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Rysunek 1 Schemat szlaku wirusowego shRNA i biwalentego siRNA.

Samo dostarczenie RNAi podobnie jak z przypadku ASO charakteryzuje si¢ krotkim
okresem pottrwania. Rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢ zastosowanie
czasteczki biwalentnej, w ktorej sktad wchodzg dwie pojedyncze czasteczki siRNA
polaczone wigzaniem kowalencyjnym (Rys. 1). Czasteczka ta utrzymuje si¢ 6 miesiecy
w mysim mézgu HD (Alterman i in., 2019). Drugim rozwigzanie problemu jest
zastosowanie wektorow wirusowych AAV, ktore wprowadzaja czasteczki do organizmu
gospodarza. Wowczas transdukcja komorek utrzymuje si¢ nawet do kilku lat. Geny, ktore
koduja shRNA lub siRNA s3 wklonowane do czasteczki AAV pod odpowiednim
promotorem zapewniajacym ekspresje w docelowych komorkach. Aktualnie wiele terapii
genowych opartych na wektorach AAV jest w trakcie badan przedklinicznych, jak i

klinicznych. Czego efektem jest pojawienie si¢ nowych produktow, przeznaczonych do
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leczenia r6znych choréb u ludzi, wiaczajac w to takze te, ktore dawniej uznawano za

nieuleczalne (Issa i in., 2023).

Wirus zwigzany z adenowirusem (AAV) nalezy do rodziny Parvoviridae, ktéra obejmuje
dwudziestoscienny kapsyd skladajacy si¢ z 60 bialek oraz zawierajacy genom
jednoniciowego DNA (ssDNA) (Mezzina & Merten, 2011). Rekombinowany wektor
AAV (rAAV) jest obiecujacy nosnik dostarczania w dziedzinie terapii genowej ze
wzgledu na jego zakazno$¢, zarowno w stosunku do komorek dzielacych sig, jak i
niedzielagcych si¢ oraz ich niska patogennos$¢ (Mietzsch, Pénzes, i Agbandje-McKenna
2019). Ze wzgledu na wysoka trandsukcje do komorek, moze on trandsukowaé komorki
poza celem terapeutycznym. W zalezno$ci od serotypu AAV moga wykazywaé
specyficzny tropizm w stosunku do okreslonych narzadow i tkanek organizmu. Serotyp
AAV-PHP.eB wybrany do do§wiadczen charakteryzuje si¢ przej$cie przez barier¢ krew-
moézg (BBB) jest to kluczowe dla choréb zwigzanych z OUN. Serotyp ten powstat
poprzez ewolucja kapsydu AAVY poprzez insercjg aminokwasu heptameru w sekwencji

kapsydu (Chan i in., 2017; Deverman i in., 2016).

4.4.3. Strategia celowania w powtorzenia CAG

Biatko HTT jest kluczowym biatkiem dla wielu proceséw komorkowych, tj. transport
wewnatrzkomorkowy, regulacja transkrypcji, autofagia oraz neuroprotekcyjnos¢ (Wu &
Zhou, 2009). Dlatego najlepszym rozwigzaniem dla leczenia chorob poliglutaminowych
(zwlaszcza HD) wydaje sie by¢ terapia nakierowana na cigg CAG. Badania prowadzone
w Instytucie Chemii Bioorganicznej m.in. przez zespot dr hab. Agnieszka Fiszer, prof.
ICHB PAN oraz przez zesp6t prof. Coreya doprowadzity do zaprojektowania czasteczki
A2, celujacej w ciag CAG oraz utworzenia terapii alleloselektywnej. Aby zachowac
prawidlowe funkcje biatka, najbezpieczniejszym rozwigzaniem jest zaprojektowanie
terapii celujace tylko w zmutowany gen, nie obnizajac poziomu prawidtowego genu (J.
Hu 1 in., 2010; Fiszer i in. 2010). Leczenie opierajace si¢ na obnizeniu poziomu
catkowitego biatka HTT, moze przyczyni¢ si¢ nieprawidlowego funkcjonowania
organizmu. Gen Htt jest niezbedny we wczesnym rozwoju embrionalnym myszy, jego
usunig¢cie na etapie wczesnego rozwoju embrionalnego prowadzi do letalnosci
organizméw (Liu 1 in., 2016). U dorostych mysich osobnikoéw usunigcie genu Htt nie
ujawnito negatywnego wptywu. Inaczej jest u myszy bez genu Atxn3 (myszy z nokautem

Axtn3), nie zaobserwowano roznic na kazdym etapie rozwoju (Schmitt i in., 2007).
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Terapia alleloselektywna celuje w roznice dlugosci pomiedzy allelem prawidlowym, a
zmutowanym. W zmutowanym allelu wystepuje wigcej miejsc do ktérych moze
przyltaczy¢ si¢ czasteczka terapeutyczna. W efekcie czego do zmutowanego allelu
przytacza si¢ wiele komplekséw RISC, ktoére blokuja translacje (Kotowska-Zimmer i in.,

2022).

4.4.4. Badania kliniczne w chorobach poliglutaminowych

W ostatnich latach prowadzone byly trzy badania kliniczne fazy 3 nad choroba
Huntingtona. Jednak w marcu 2021 te 3 badania nie zostaty kontynuowane. Badania
firmy Roche skupiaty si¢ na badaniu czasteczki Tominersen (GENERATION HDI1
ClinicalTrials.gov ID NCT03761849). Tominersen to antysensowny oligonukleotyd,
ktére przylacza si¢ do mRNA huntingtyny i dzigki temu prowadzi do jej degradacji. W
wyniki czego zahamowana jest produkcja zmutowanego biatka HTT. W 1 1 2 fazie badan
klinicznych udowodniono, bezpieczefstwo stosowania tominersenu oraz jego dziatanie
na redukcji zmutowanego biatka HTT. Badanie 3 fazy zostaty wstrzymane, poniewaz
wyniki stosowania tego leku nie r6znity si¢ stosowania czasteczki placebo, a profil ryzyka
do korzysci okazal si¢ niekorzystny. PRECISION-HD1 (ClinicalTrials.gov ID
NCT03225833) i PRECISION-HD2 (ClinicalTrials.gov ID NCT03225846) to dwa
badania fazy 1b/2a, w ktérych sprawdzano bezpieczenstwo i1 dzialanie docelowe dwoch
lekow opracowanych przez Wave Life Sciences w celu obnizenia poziomu zmutowanego
biatka Huntingtyny. Te dwie czasteczki zaprojektowano w taki sposob, aby selektywnie
wyciszaly zmutowang kopie genu H77, przy tym minimalizujagc wptyw na zdrowa kopi¢
genu. To podejScie ma na celu zmniejszenie toksyczno$ci przy jednoczesnym
zachowaniu funkcji normalnej huntingtyny. Badania te zakonczyly si¢ zgodnie z planem,
ale w przypadku obu lekéw nie udato si¢ obnizy¢ poziomu Huntingtona. Kolejne badania
prowadzona nad HD to badania firmy uniQure dotyczace terapii genowej AMT-130
(ClinicalTrials.gov ID NCT04120493). To badanie rowniez zostato wstrzymane na 11 2
fazie z powodu powiktan neurologicznych u niektorych uczestnikow oraz badanie
VIBRANT-HD (ClinicalTrials.gov ID NCT05111249) firmy Novartis doustnej terapii
hipoglikemizujacej, branaplam zawiesit dawkowanie ze wzgledu na zgtoszong neuropati¢
obwodowg (Andrew i Fox, 2023.) Te same firmy UniQure oraz Voyager Therapeutics
szukaja tez skutecznej terapii dla leczenia ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3. Terapie

te opierajg si¢ na zastosowaniu roznych serotypéw AAV dostarczajacych miRNA, ktore
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celuje w mRNA ataksyny-3. Firma Biohaven Pharmaceuticals zlozyla wniosek o nowy
lek (NDA) do leczenia ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3. Troriluzolu to prolek
riluzolu trzeciej generacji. Riluzol jest zatwierdzonym przez Agencje ds. Zywnosci i
Lekow do leczenia stwardnienia zanikowego bocznego (ALS). Trioriluzol dziata poprzez
modulacj¢ glutamin, co moze zmniejsza¢ ich toksyczno$¢ i chroni neurony przed

uszkodzeniem (Ayala i in., 2022).

4.5. Modele chordb poliQ

Istnieja rozne modele badawcze, ktore pozwalaja lepiej zrozumieé przebieg choréb. W
przypadku choréb poliglumanowych uzywane sa, zar6wno komorkowe, zwierzece, jak i
inne modele chorobowe. Do najskuteczniejszych modeli badawczych w tym przypadku
uznaje si¢ mysi model. Mozna wyr6zni¢: myszy transgeniczne lub z genami knock-in.
Myszy transgeniczne zostaty poddane genetycznej modyfikacji w celu wprowadzenia
ekspansji sekwencji poliQ w wlasciwych genach, np. gen HTT w przypadku HD lub geny
ATXN w przypadku ataksji rdzeniowo-moézdzkowych. Myszy z genami knock-in to
myszy, u ktorych ekspansja poliQ zostala naturalnie przytaczona przez insercje do genu,
bez zastosowania transgenicznych konstrukeji (Figiel 1 in., 2012; Mangiarini i in., 1996).
Kolejnym modelem choréb poliQ s3 kultury komoérkowe. Komorki indukowane
pluripotencjalne (iPSCs), czyli komorki somatyczne ulegaja reprogramowaniu do postaci
pluripotencjalnej, a nastgpnie sa roznicowane w neurony, w celu odwzorowania zmian
patologicznych (J. Chen i in., 2023). Komorki neuronalne zmutowane genetycznie, czyli
komorki nerwowe, ktore zostaly zmutowane genetycznie, aby zawiera¢ ekspansje
sekwencji poliQ (Lieberman i in., 2019) komorki pacjentdéw z chorobami poliQ oraz
organoidy mozgu. Drozdze Saccharomyces cerevisiae sa stosowane jako modele dla
niektorych chorob poliQ, poniewaz posiadaja odpowiedniki genow ludzkich z ekspansja
poliQ, co umozliwia badanie mechanizmdéw patologicznych na poziomie komérkowym

(Krobitsch & Lindquist, 2000).

4.5.1. Zwierzece bialleliczny model HD Hu'?#21Q

Model Hu!28Q21Q zogtal utworzony w Centrum Medycyny Molekularnej i Terapeutyki,
ktéra jest cze$cia Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Kolumbii Brytyjskiej w
Vancouver, Kanada. Aby utworzy¢ mysi model choroby Huntingtona (HD) z

humanizowanym eksonem 1 genu H7T najpierw konieczne byto uzyskanie linii myszy z
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genem HTT typowym dla haplogrupy A. Stworzono lini¢ myszy transgenicznych Bac?!Q
poprzez skrzyzowanie myszy HTT™'™ z Bac™'"' w wyniku czego otrzymano myszy
Bac™"™ nastepnie skrzyzowano Bac™!V“'z Bac™!"! z czego otrzymano Bac™!/™!! czyli
model pozbawiony mysiego genu Htt Bac*'?. To samo zrobiono z modelem Yac!??
Skrzyzowano HTT™™ z Yac"™, a nastepniec Yac™™ z Yac™'™. Kolejno
przeprowadzono krzyzowanie myszy Bac?!'Q z myszami Yac'?®Q na tle HTT™"™!, co
zaowocowalo utworzeniem nowej, zhumanizowanej linii myszy HD oznaczonej jako
Hu'28Q21Q (Southwell i in., 2017). Myszy te scharakteryzowano pod kgtem zmian w
zachowaniu behawioralnym, neuropatologicznym, biochemicznym i ekspresji genow
przypominajacych HD. Ustalono, poprzez bezposrednie sekwencjonowanie eksonu 1, Ze
myszy Hu!?Q21Q mozna wykorzystaé do badan przedklinicznych terapeutykow
ukierunkowanych na ludzki ekson HTT 1. Southwell i in. 2017, udowodnili, ze poziomu

128Q/21Q

biatka prawidlowego i zmutowanego HTT u myszy Hu , jest podobny co w liniach

Yac!?Q i Bac?'Q, co sugeruje uniwersalno$¢ badania huntingtyny o prawidtowej i
zwiekszonej ilosci powtorzen CAG. Kolejne ich badania wykazuja, ze myszy Hu!28Q21Q
majg znaczng nadwage w porownaniu do linii FVB/N (ang. background), najwigkszy
przyrost wagi wykazuja po 4 miesigcu zycia. Samice wykazuja wyzszy przyrost wagi niz
samce, jednak u obu plci zaobserwowano zwigkszony przyrost wagi w stosunku do
myszy kontrolnych. Nie jest to objaw chorobowy, ale zaobserwowano tez w moich
badaniach zwigkszong mase ciata tego modelu w poréwnaniu do innych myszy.
Zwyrodnienie jader jest jednym z objawow choroby Huntingtona, zatem w nowo
stworzonym  zhumanizowanym modelu myszy zaobserwowano t¢ cechg.
Zaobserwowano mniejszy przyrost jader w modelu chorobowym niz u osobnikow
kontrolnych. Myszy Hu!?Q21Q poddane zostaly testom behawioralnym, w wyniku
ktérych zaobserwowano objawy charakterystyczne dla pacjentow z HD, takie jak
postepujace deficyty motoryczne, zachowania przypominajace stany depresyjne i
Igkowe, a takze postepujace deficyty w uczeniu si¢ przestrzennego i rozpoznawaniu
obiektow. Selektywny zanik przedniego moézgu, ktdry jest najbardziej widoczny w
prazkowiu, ale takze widoczny w korze mézgowej i istocie biatej (J. P. G. Vonsattel i in.,
2011) jest cechg HD, ktora jest powtdrzona u myszy Hu'?8Q21Q, Wykorzystany w pracy
mysi model choroby HD cechuje si¢ mniejsza masag mozgu niz myszy kontrolne w 12
miesigcu zycia. Badacze zaobserwowali takze postepujaca atrofie specyficzng dla
przodomoézgowia oraz zmiany histologiczne w mozgu, objawiajace si¢ wystepowaniem

licznych inkluzji HTT w prazkowiu (Southwell i in., 2017).
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4.5.2. Zwierzece bialleliczny model SCA3 Ki'*"??'Q

Mysi model choroby SCA3 typu knock-in zostal wygenerowany w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (Switonski i in., 2015). Poczgtkowo nazwany byt Ki®!<,
poniewaz myszy posiadaty 90, 91 1 92 powtdrzen CAG zlokalizowanych w hybrydowym
humanizowanym genie 47XN3. Model ten powstal poprzez insercje ludzkiego cDNA,
obejmujacego egzony 7-11 genu ATXN3 z dodatkowymi 91 powtorzeniami CAG w
egzonie 10, w miejsce mysich egzondéw 1 introndw 7-11 genu ATXN3. Mysie egzony 1-
6 kodowaly czeg$¢ biatka ataksyny—3 z jedng zmiang aminokwasowg w poroéwnaniu do
ludzkiego biatka ATXN3 i dlatego exony 1-6 nie zostaty zmodyfikowane. Mysi model
Ki’!Q scharakteryzowano pod kagtem zmian behawioralnych, neuropatologicznych,
biochemicznych i ekspresji genéw SCA3 (Switonski i in., 2015). Ustalono, Ze jest to
model badawczy charakteryzujacy si¢ postgpujacym fenotypem. Wiatr i in. 2019
wyodrebnili 3 stadia chorobowe w mysim modelu Ki®'? tj. faze presymptomatyczna,
wczesng symptomatyczng oraz poézng symptomatyczng. Stadium presymptomatyczne
charakteryzuje si¢ niewystgpowaniem zmian behawioralnych u myszy SCA3, w
poréwnaniu do myszy kontrolnych, faza ta trwa do 2 miesigca zycia mysz. Podczas tej
fazy zaobserwowano rzadko wystepujace komorki z lokalizacja jadrowa zmutowanej
ataksyny-3, a jednocze$nie zaobserwowano znaczne zmiany w poziomie catkowitego
proteomu, jak 1 na poziomie fosfoprotein. Wczesne stadium symptomatyczne
przypadajace na 4-8 miesigc zycia myszy, w ktorym nie zaobserwowano znacznych
zmian w ich zachowaniu. Natomiast faza p6zno symptomatyczna wystgpujaca po 8
miesigcu zycia myszy wykazala postgpujace zmiany motoryczne oraz neuropatologiczne,
ktére dobrze nasladuja objawy pacjentow SCA3. Wykazano zaburzenia motoryczne (w
szczeg6lnos$ci utrata koordynacji, zaburzenia koncentracji, ostabienie sity mig$niowe;j),
zmiany w obrazowaniu mozgu (zmniejszenie objetosci mdzgu) oraz wystepowaniem
agregatow bialkowych ataksyny—3 w §rodmoézgowiu, prazkowiu, hipokampie i mézdzku

(Piasecki i in., 2023; Switonski i in., 2015).

W tej pracy zastosowano mysi model chorobowy SCA3 Ki'3%Q21Q Ten model zostal
stworzony poprzez modyfikacje mysiego modelu Ki®'Q. W wyniku zwiekszenia ilo$ci
powtorzen CAG powstat mysi model SCA3 Ki'>? majacy zmutowany ludzki gen
ataksyny—3 na obu allelach o ilosci powtorzen 140-165 CAG. Model ten zostat

skrzyzowany z homozygotycznym mysim model Ki?!Q, zawierajacym hybrydowy ludzki
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transgen ataksyny—3 zawierajacy 21 powtdrzen CAG. W wyniku tego skrzyzowania
powstal model biallelicznych Ki'3%Q21Q posiadajacy jeden allel ze zmutowang liczbg
powtorzen CAG oraz drugi alell z normalng liczbg CAG. Dzigki takiej kombinacji alleli
w myszy mozna oceni¢ dziatanie potencjalnie terapeutycznych czasteczek na obnizanie

poziomu biatka kodowanego przez normalny i zmutowany allel ataksyny—3.
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. Cel pracy

o Przedkliniczna charakterystyka podejscia terapeutycznego w HD i SCA3, w
ktérym terapeutyki RNA powodujg obnizanie zmutowanego biatka poliQ w
moézgu poprzez celowanie w cigg powtorzeh CAG w mRNA zmutowanych
genow.

o Testowanie terapeutykdéw shRNA w formacie wektorowym AAV-PHP.eB
transportowanych przez barier¢ krew-moézg 1 sprawdzanie ich biodystrybucji w
mozgu.

o Testowanie terapeutykow w postaci chemicznie modyfikowanych siRNA w
formacie biwalentnym i sprawdzanie jego biodystrybucji w mozgu.

o Okreslenie parametrow przedklinicznych terapeutykow takich jak efekty
uboczne, efektywno$¢ obnizania poziomu zmutowanych i normalnych biatek,
alleloselektywno$¢ 1 efektu terapeutycznego na poziomie komérkowym
(inkluzje).

o Wytypowanie najbardziej obiecujacego terapeutyku do dalszych badan

przedklinicznych lub potencjalnych studiéw klinicznych.
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6. Materialy i metody

6.1. Materialy

6.1.1. Konstrukty terapeutyczne

6.1.1.1. Czasteczki wirusowe AAV-PHP.eB_eGFP_shRNA

Czasteczki AAV-PHP.eB eGFP shRNA wyprodukowano w Zakladzie Biologii
Molekularnej 1 Wirusologii przy Instytucie Genetyki, Biologii Molekularnej i
Komoérkowej (IGBMC) w Strasburgu. Pomiary miana wektoréw wirusowych wykonano
technikg qPCR. Aby uzyska¢ koncowa dawke do iniekcji retro-orbitalnych, wektory
rozcienczono w sterylnej soli fizjologicznej bezposrednio przed uzyciem (Tab. 2).

Tabela 2. Nazwy konstruktow wirusowych z shRNA, ich miano oraz dawki
zastosowane do iniekcji

Nazwa Miano [vg/ul] Dawka [vg/kg]
AAV-PHP.eB_eGFP_H1_shA2Scrambled 2,20 x 1010 1,5 %101
PHP.cB_eGFP_H1 shAl5 430 x 100 1,5 % 102
PHP.cB_eGFP_HI shA4 3,10 x 100 1,5 103
PHP.eB_eGFP_H1 shA2 5,00 x 109 0,5 x 10
PHP. eB_eGFP_H1 shA2(P10,11A) 9,80 x 10° 1,5 103
PHP.cB_eGFP_HI shAG4 1,30 x 1010 1,5 % 102
PHP. eB_eGFP_H1 shA4(P10A) 1,90 x 1010 1,5 103
PHP.eB_eGFP_HI1 shA4(P10A,11A) 2,10x 10" 1,5x 10"
PHP.cB_eGFP_HI shAA4 2,50 x 1010 1,5 103

Konstrukty — wirusowe dla  wszystkich  wykorzystanych  czasteczek AAV-
PHP.eB_eGFP_shRNA zawieraly kasete ekspresyjna skladajaca si¢ z sekwencji
kodujacej rekombinowane biatko zielonej fluorescencji (eGFP) pod promotorem wirusa
cytomegalii (CMV ang. Cytomegalovirus), oraz sekwencji kodujacej shRNA (Tab. 3)

pod promotorem HI1. Obie kasety zawarte byty pomiedzy sekwencjami odwrdconych
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powtorzen koncowych wraz z otoczonymi sekwencjami odwrdconego terminalnego

powtdrzenia (ITR ang. inverted terminal repeat) (Rys. 2).

e_» eGFP —» ss as m_e

Rysunek 2. Schemat konstruktéw genetycznych

Tabela 3. Sekwencja konstruktow shRNA celujace w ciagg CAG

Nazwa Ni¢ sens Petla Ni¢ antysens
Scrambled GGCCCAGCCGUAGCCGAGUG AACUUCCUGUCAUU = CACUCGGCUACGGCUGGGCCUU
A2 GCAGCAGCAGCUGCAGCAGC UGCUUCCUGUCACA | GCUGCUGCAGCUGCUGCUGCUU
A2(P10,11A) GCAGCAGCAUUUGCAGCAGC = UGCUUCCUGUCACA = GCUGCUGCAAAUGCUGCUGCUU
A4 GCAGCUGCAGCUGCAGCAGC UGCUUCCUGUCACA | GCUGCUGCAGCUGCAGCUGCUU
A4(P10A) GCAGCUGCAGUUGCAGCAGC = UGCUUCCUGUCACA = GCUGCUGCAACUGCAGCUGCUU

A4(P10,11A) GCAGCUGCAUUUGCAGCAGC UGCUUCCUGUCACA | GCUGCUGCAAAUGCAGCUGCUU

AG4 GCAGCCGCAGCUGCAGCAGC | UGCUUCCUGUCACA = GCUGCUGCAGCUGCGGCUGCUU
AA4 GCAGUUGCAGUUGCAGCAGC = UGCUUCCUGUCACA = GCUGCUGCAACUGCAACUGCUU
Al5 GCAGCUGCUUUAGCAGCAGC | UGCUUCCUGUCACA = GCUGCUGCUAAAGCAGCUGCUU
6.1.1.2. Czasteczki biwalentne

Czasteczki w formacie chemicznie modyfikowanych krétkich RNA wytworzono w
FutureSynthesis (Poznan, Polska). Czasteczke reagenta (CGACGACGUUGACGUC-
Cy3; CGACGACGUUGACGUC-Cy3) oraz czasteczke  rusztowania  (P-
GCUGCUGCAACUGCAGCUGCU) potaczono w stosunku 1:2 w celu uzyskania
koncowego stezenia 5000 uM reagenta. Aby uzyskaé ostateczng objetos¢ do iniekcji
domozgowej, czasteczki zostaly rozcienczone w sterylnym roztworze soli fizjologiczne;j

bezposrednio przed poddaniem (Tab. 4).

Tabela 4. Nazwa reagentow, ich st¢zenie oraz dawki zastosowane do iniekcji

Nazwa Stezenie Dawka — iniekcja = Dawka — iniekcja
reagenta [uM] do STR [png/mysz] do ICV [pg/mysz]

Biwalentne AG4 5000 12,5 200
Biwalentne A4(P10A) 5000 12,5 200
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Czasteczki  biwalentne skladaja si¢ z sekwencji nukleotydéw, wigzania
fosforotionianowego, 2’-O-metylu, 2’-fluoru, 5’ fosforanu oraz Cy3 jako barwnika na 5’

koncu rusztowania (Rys. 3).

A4 (P10A)

5P-G=C=UGCUGCAACUGC=A=G=C=U=G=C=U-3’

'=G=ACGACGUUGACG=U=C-

=G=ACGACGUUGACG=U=C-

S’P-G=C=UGCUGCAACUGC=A=G=C=U=G=C=U-3’

AG4

S’P-G=C=UGCUGCAGCUGC=G=G=C=U=G=C=U-3’
C=G=ACGACGUCGACG=C=C-

'=G=ACGACGUCGACG=C=C-
S’P-G=C=UGCUGCAGCUGC=G=G=C=U=G=C=U-3’
Rysunek 3. Schemat konstruktow genetycznych A4(P10A) 1 AG4

(Legenda: ,,=" — wigzanie fosforotionianowe, ,,kolor czerwony” — 2’-O-metyl, ,,kolor
niebieski” — 2’-fluoro, ,,P” — 5’ fosforan, Cy3-barwnik na 5’ koncu rusztowania).

6.1.2. Material biologiczny

Do przeprowadzenia badan wykorzystano mysie modele chorob poliQ. Skorzystano z
modelu mysiego dla choroby Huntingtona - Hu'?%Q21Q (Southwell i in., 2017) oraz
modelu mysiego dla ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 Ki'3¥Q21Q (Switonski i in.,
2015). Hodowle zwierzat oraz eksperymenty przeprowadzono w Zwierzetarni

Wielkopolskiego Centrum Zaawansowanych Technologii (Poznan, Polska).
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6.1.3. Oligonukleotydy

Sekwencje starteroéw do reakcji PCR wykorzystywanych w pracy przedstawiono w Tab.
5, zostaly wyprodukowane na zlecenie w Sigma Aldrich (Stany Zjednoczone) oraz

Genomed (Polska).

Tabela 5. Sekwencje starterow

Nazwa Orientacja Sekwencja (5°—3’)
startera
HTT F GAGCCGCTGCACCGAC
R CTGACAGACTGTGCCACTATGTTT
ATXN3 F CGCAGGGCTATTCAGCTAAG
R GCTTTTGCTGCTGTTTTTCA
Aktyna (qPCR) F TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT
R ATGGAGGGGAATACAGCCC
Intron 9 genu ATXN3 F TCCTCTCTAGGATGGCTTTG
R TAAACGCCCCTACCTATTTG
Region CAG ATXN3 F GGAAGAGACGAGAAGCCTAC
R TCACCTAGATCACTCCCAAGT
HTT CAG F ATT GCC CCG GTG CTG AGC G
R GCG GGC CCA AAC TCA CGG
RYA F CTT GAG ATC GGG CGT TCG ACT CGC
R CCG CAC CTG TGG CGC CGG TGA TGC
LYAI F CCT GCT CGC TTC GCT ACT TGG AGC
R GTC TTG CGC CTT AAA CCA ACT TGG
Aktyna (PCR) F AGC CTC AGG GCA TCG GAA CC
R GGA GAC GGG GTC ACC CAC AC
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6.1.4. Najwazniejsze odczynniki chemiczne i biochemiczne

Tabela 6. Odczynniki wykorzystywane w eksperymentach

Nazwa odczynnika

Agaroza

BSA (surowicza albumina wolowa ang.

bovine serum albumin)

Chlorek magnezu
Chlorek sodu
Chloroform cz.d.a.
Cytrynian sodu
DMSO

dNTP
EDTA

Etanol

Isotek (1000 mg/g ptyn do sporzadzania

inhalacji parowej)
Izopropanol cz.d.a.

Koktajl inhibitora proteazy (PIC)

Kwas borowy

Kwas octowy

Kwas solny

Metanol

Nadsiarczan amonu

OCT Tissue Freezing Medium
Octan sodu

Opokan (Meloxicam Img/kg m.c.)

Producent
EURx, Gdansk, Polska

Thermo Scientific, Stany Zjednoczone

Chempur, Piekary Slaskie, Polska
Chempur, Piekary Slaskie, Polska
PoCh, Gliwice, Polska

Chempur, Piekary Slaskie, Polska

Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone

EURx, Gdansk, Polska
PoCh, Gliwice, Polska

Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone

Centrowet-Cezal, Poznan, Polska

PoCh, Gliwice, Polska

Roche, Niemcy

Chempur, Piekary Slaskie, Polska
Chempur, Piekary Slaskie, Polska
Chempur, Piekary Slaskie, Polska

PoCh, Gliwice, Polska

Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada
Leica

PoCh, Gliwice, Polska

AFLOFARM, Pabianice, Polska
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Paraformaldehyd

Roztwor zamykajacy Mounting medium
Fluoroshield™

Sacharoza

SDS

Siarczan amonu

Simple Safe

Sél fizjologiczna (0.9% NaCl)

TRI reagent

Tribiotic, mas¢
Tris-Base

Tween 20

Vidisic, zel do oczu
Wodorotlenek sodu

B-Merkaptoetanol

6.1.5. Roztwory i bufory

Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone

Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone

Chempur, Piekary Slaskie, Polska
Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada
Chempur, Piekary Slaskie, Polska

EURx, Gdansk, Polska

Polpharma, Starogard Gdanski, Polska

Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone

KATO LABS, Warszawa, Polska
Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada
Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada
Dr Mann Pharma, Berlin, Niemcy

PoCh, Gliwice, Polska

Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone

Tabela 7. Odczynniki do sporzadzenie buforéw wykorzystywane w metodzie western

blottingu

Bufor PB do izolacji (3x stez.)

TRIS 60 mM
SDS 2%
Sacharoza 10 %
PIC 2 mM

Bufor obciazajacy do bialek (3x stez.)

TRIS-HCI pH 6,8 150 mM
SDS 6 %
B-merkaptoetanol 6 %
Glicerol 30 %
Biekit 3%
bromofenolowy
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Bufor do elektroforezy (10x st¢z.)

TRIS 25 mM
Glicyna 190 mM
SDS 0,1 %

Bufor TBS (10x stez., pH 7.4)
TRIS 0,2M

NaCl I,5M

Bufor blokujacy TBST-M (1x stez.)

TRIS (0,5x) 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1 %
Mleko 5%
odttuszczone

Bufor do elektrotransferu (1x st¢z.)

TRIS 25 mM
Glicyna 192 mM
Metanol 20 %
SDS 0,02 %

Bufor TBS-T (1x stez., pH 7.4)

TRIS 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1 %

Roztwor Ponceau S
Ponceau S 0,5 %

Kwas octowy 1 %

Tabela 8. Odczynnik do sporzadzenie buforow wykorzystywanych w elektroforezie

agarozowej

TBE (10x stez.)

TRIS (0,5x) 1M
Kwas borowy IM
EDTA 20 M

GB bufor (5x st¢z.)
TRIS (pH 8.8) 3,35 mL

B-merkaptoetanol 35ul

(NH4)2S04 0,83 mL
H-O 5,685 mL
MgCl, 0,1 mL
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Tabela 9. Odczynnik do sporzadzenie buforu wykorzystywanego w barwieniu
immunofluorescencyjnym

Bufor cytrynianowy

Kwas cytrynowy jednowodny 2,1 g

(CsHs05-H20)

Dihydrat trisodowy 14,7 g
(N8.3C6H507‘2H20)

HO 800 ml

6.1.6. Bufory dostepne komercyjnie

O

Bufor do elektroforezy poliakrydamidowej NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer
20x (Invitrogen™, Stany Zjednoczone)

Bufor do ligazy T4, stezony 10x (Promega, Madison, Wisconsin, Stany Zjednoczone)
Bufor do polimerazy GoTaq Flexi, stezony 10x (Promega, Madison, Wisconsin,
Stany Zjednoczone)

Bufor PBS (Bioshop Canada Inc., Burlington, Kanada)

6.1.7. Zestawy i materialy komercyjne

Butla z mieszaning tlenu medycznego (Air Products, Poznan, Polska)

EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone) Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany
Zjednoczone)

Marker dlugosci DNA - Perfect Plus DNA Ladder (EURx, Gdansk, Polska)

Marker wielkos$ci bialek - Pageruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Membrana nitrocelulozowa Amersham™Protran™ (GE Healthcare, Chicago,
Illinois, Stany Zjednoczone)

Mieszanina ANTP (EURx, Gdansk, Polska)

Odczynniki SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Polimeraza DNA GoTagq Flexi 5 (Promega, Madison, Wisconsin, Stany Zjednoczone)
RNaseZap (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)
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O

Simple safe (EURx, Gdansk, Polska)

Traktowana DEPC woda wolna od nukleaz (EURx, Gdansk, Polska)

TRIzol reagent (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia, Stany Zjednoczone)
Zestaw do izolacji DNA - Spin Column Genomic DNA Kit (Bio Basic Inc., Markham,
Canada)

Zestaw do odwrotnej transkrypcji — cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Zestaw do oznaczania biatka metoda BCA — Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Zele komercyjne BIO-RAD Mini-PROTEAN TGX™ Precast Gels, 4-15% 15
dotkowe (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)

Zele komercyjne NuPAGE™ 3-8%, Tris-Acetate (Invitrogen™, Stany Zjednoczone)

6.1.8. Przeciwciala

Tabela 10. Przeciwciata wykorzystywane w eksperymentach

Nazwa Typ Gospodarz Rozciencze Producent

nie

Przeciwciata I rzedowe
Anty- monoklonalne  Mus musculus 1:1000 Sigma-Aldrich
huntingtyna (WB) MAB2166
Anty-ataksyna  poliklonalne Mus musculus 1:1000 Proteintech
3 (WB) 13505-1-AP
Anty- poliklonalne Oryctolagus 1:5000 Proteintech
winkulina cuniculus (WB) 26520-1-AP
Anty-lamina poliklonalne Oryctolagus 1:5000 Proteintech
Bl cuniculus (WB) 12987-1-AP
Anty-GADPH  monoklonalne  Mus musculus 1:1000 Invitrogen
B

(WB) MA1-16757
Anty- monoklonalne  Mus musculus 1:100 (IHC) = Sigma-Aldrich
huntingtyna MABS5374
Anty-ataksyna = monoklonalne  Mus musculus 1:500 (IHC) = Sigma-Aldrich

3

Capra hircus

MAB5360
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Hoechst33342 1:5000 Sigma Aldrich
(IHC) 28718-90-3

Przeciwciata II rzgdowe

Anty-mysie poliklonalne Equus asinus 1:500 (WB) Jackson

HRP ImmunoResear
ch
715-035-150

Anty-krélicze  poliklonalne Equus asinus 1:5000 Jackson

HRP (WB) ImmunoResear
ch
711-035-152

Anty-krolicze  poliklonalne Capra hircus 1:500 (IHC) Jackson

Alexa 647 ImmunoResear

ch 111-607-003

Anty-mysie poliklonalne Capra hircus 1:500 (IHC) = Jackson

Alexa 647 ImmunoResear
ch
115-605-205

6.1.9. Sprzet laboratoryjny i materialy trwale

o Aparat do elektroforezy pionowej Invitrogen™ Mini Gel Tank (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, Stany Zjednoczone)

o Aparat do elektroforezy pionowej Mini-Protean®Tetra (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)

o Aparat do elektroforezy poziomej (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone)

o Aparat do transferu mokrego Mini Trans-Blot® (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, Stany Zjednoczone)

o Aparat sterotaktyczny (RWD Life Science, San Diego, Stany Zjednoczone)

o Homogenizator TissueRuptor (Qigen, Hilden, Niemcy)

o Mata grzewcza do klatek operowanych myszy (RWD Life Science, San Diego, Stany
Zjednoczone)

o Maty grzewcze dla zwierzat wykorzystywane przy operacjach stereotaktycznych

(RWD Life Science, San Diego, Stany Zjednoczone)

44



Mieszadto (SunLab, Warszawa, Polska)

Mikroskop konfokalny Opera Phenix™ (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone)

Mikroskop stereoskopowy (Motic, Chiny)

NanoDrop Onec Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

Nici chirurgiczne wchianiane (Madens, Poznan, Polska)

pH-metr Seven Easy (Mettler Toledo, Warszawa, Polska)

Pompa do perfuzji (wtasna konstrukcja)

Sonikator Sonoplus mini20 BANDELIN (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Stany Zjednoczone)

Strzykawka do insuliny 0,5ml U-100 0,30mm (30G) (Becton Dickinson, Wroctaw,
Polska)

Strzykawka insulinowa 1ml U-100 0,30mm (30G) (Becton Dickinson, Wroctaw,
Polska)

Strzykawki Hamilton 10-pul z iglta 26G (Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri, Stany
Zjednoczone)

System dokumentacji zeli G:box (Syngene, Cambridge, Wielka Brytania)

System pompy infuzyjnej (KD Scientific Inc., Holliston, Stany Zjednoczone)
Systemy do znieczulania i anestezji zwierzat (RWD Life Science, San Diego, Stany
Zjednoczone)

Termocykler do qPCR CFX Connect™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone)

Termocykler ProFlex™ 3 x 32-well (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
Stany Zjednoczone)

Termomikser TS-100 (Biosan, J6zefow, Polska)

Wirdéwka 5424R (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

Wiréwka Mikro120 (Hettich, Lusowo, Polska)

Wiréwka multi spin MSC-600 (Biosan, J6zefow, Polska)

Zasilacz do elektroforezy PowerPac™Basic (Bio-Rad Laboratories, Hercules,

Kalifornia, Stany Zjednoczone).
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6.1.10. Programy komputerowe i bazy danych

o CFX Maestro Software- analiza wynikow qPCR (Biorad, Hercules, Kalifornia, Stany
Zjednoczone)

o GeneSys — analiza 1 wizualizacja zeli agarozowych oraz membran nitrocelulozowych
(Syngene, Cambridge, Wielka Brytania)

o GraphPad Prism v.6.01 — analiza statystyczna wynikow (GraphPad Software, San
Diego California USA)

o Harmony High-Content Imaging and Analysis Software - wykonywanie fotografii
mikroskopowych (Parkin Elmer, Waltham, Massachusetts, Stany Zjednoczone)

o ImagelJ — analiza zdj¢¢ mikroskopowych oraz membran nitrocelulozowych (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

o Leica Angle Two™ -  oprogramowanie  stereotaktyczne  ATLAS
(MYNEUROLAB.COM, VWR International, Radnor, Pensylwania, Stany
Zjednoczone)

o Peak Scanner 1.0 — analiza ilosci powtorzeh CAG po rozdziale kapilarnym (Life
Technologies, Carlsbad, USA)

o Tecan Infinite — analiza st¢zenia biatka (Tecan Group AG, Ménnedorf, Szwajcaria)
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6.2.Metody

6.2.1. Hodowla

Myszy eksperymentalne hodowano w $cisle okreslonych i kontrolowanych warunkach.
W pomieszczeniu hodowlano-bytowym temperatur¢ utrzymywano na poziomie 22°C (+/-
2°C), wilgotnos$¢ powietrza byta w zakresie od 55 do 60%, zapewniono kilkukrotng (8-
15 razy) wymiang powietrza w ciggu godziny oraz cykl dobowy, ktéry trwatl 12 godz.
$wiatla 1 12 godz. ciemnosci. Zwierz¢ta hodowano w regale klatkowym IVC. Klatki o
powierzchni podlogi 550 cm? i wysokosci 14 ¢m wyposazono w filtr zewnetrzny i
oznakowano odpowiednig tabliczka. Kazda klatk¢ indywidualnie wentylowano oraz
zapewniano kilkukrotng wymiang powietrza w ciggu godziny. W jednej klatce
przebywato od 2 do 5 zwierzat, zapewniono im urozmaicenie w postaci drewnianych
klockéw lub bawetnianych kokonéw. Sciétke wymieniano, co najmniej raz na tydzien (w
zalezno$ci od potrzeby). Zwierzetom zapewniono nieograniczony dostep do wody i
pokarmu odpowiedniego dla myszy (ad libitum). Pomieszczenia w zwierzetarni byly
zgodne z normg dotyczaca pomieszczen przeznaczonych dla zwierzat laboratoryjnych
(,,Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa I Rozwoju Wsi z dnia 14 grudnia 2016 r. w
sprawie minimalnych wymagan, jakie powinien spetnia¢ osrodek oraz minimalnych

wymagan w zakresie opieki nad zwierzgtami utrzymywanymi w o$rodku’).
6.2.1.1. Mysi model bialleliczny HD

Mysi model choroby Huntingtona Hu!?3Q21Q

odtworzono, poprzez nieplatne przekazanie
par zarodowych w ramach wspolpracy z partnerem projektu ,,TREAT-PolyQ” (ERA-
NET-E-RARE-3/I11/TreatPolyQ/08/2018) z Centrum Medycyny Molekularnej 1 Terapii,
ktore jest czescia Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Kolumbii Brytyjskiej w
Vancouver, Kanada (Southwell i in. 2017). Model Hu'?#Q21Q na tle genetycznym FVB/N
niezawierajagcym ekspresji mysiego genu HITT (HTT™™!) stworzono poprzez
skrzyzowanie samicy Bac?'Q (HTT™Vm!) i samca Yac'?%Q (HTT"!), Transgeniczny

mysi model Hu!?%Q21Q zawiera zmutowang huntingtyne ludzkg (128Q) i normalng

huntingtyne ludzka (21Q) (Southwell i in., 2017).

47



6.2.1.2. Mysi model bialleliczny SCA3

Mysi model Ki'3%Q21Q wykorzystywany w eksperymentach stworzono w Instytucie
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Model Ki'3%Q21Q na tle
genetycznym C57B1/6J stworzono przez skrzyzowanie Ki'3°Q150Q (hom/hom) i Ki?!Q21Q
(hom/hom) i poddano genotypowaniu. Model Ki'3Q21Q zawiera zmutowang ludzkg
ataksyne (150Q) i normalng ludzka ataksyne¢ (21Q) (Piasecki i in., 2023; Switonski i in.,
2015).

6.2.2. Genotypowanie myszy

6.2.2.1. Izolacja DNA

Do izolacji DNA z koncowego fragmentu ogona myszy wykorzystano zestaw Spin
Column Genomic DNA Kit (Bio Basic Inc). Material biologiczny zwierzecia poddano
lizie z zastosowaniem Proteinazy K. Nastepnie postepowano wedhug standardowego

protokotu producenta (Bio Basic Inc).

6.2.2.2. Pomiar jakosciowy i ilosciowy DNA

Stezenie i czysto$§¢ kwasow nukleinowych oceniono za pomoca pomiardéw przy uzyciu
spektrofotometru NanoDrop One Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, Stany Zjednoczone). St¢zenie oceniano bezposrednio poprzez pomiar
absorbancji przy dlugosci fali 260 nm (A260). Natomiast czysto$¢ analizowano na
podstawie stosunku absorbancji, mierzonej przy diugosci fali 280 nm do 230 nm
(A260/280), a takze przy dlugosci fali 260 nm do 230 nm (A260/230). Wartos$ci
wskazujace na wysoka jako$¢ i czystos¢ miescity si¢ w zakresie od okoto 2,0 do 2,2.
Wyizolowane DNA doprowadzono do jednakowych stezen (25 ng), poprzez

rozcienczenia w dH»O.

6.2.2.3. PCR mysiego modelu Hu'28221Q

Wyizolowane DNA poddano reakcji PCR z wykorzystaniem GoTaq Flexi DNA

Polymerase (Promega, Madison, USA) oraz z zestawem odpowiednich starterow.

Do oznaczenie pozytywnego produktu Bac21 wykonano reakcje PCR z zastosowanym

zestawem primeréw: HTT CAG F3 (ATT GCC CCG GTG CTG AGC G) oraz HTT CAG
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R3 (GCG GGC CCA AAC TCA CGG) oraz pozostatych skladnikéw mieszaniny
reakcyjnej (Tab.11).
Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR Bac21 (na 1 reakcje)

Skladniki Objetos¢

czysty bezwodny DMSO 2 uL

CAG F3, 10um 0,8 uL
CAG R3, 10um 0,8 uL
20XBSA 1 uL
5XGB bufor 4 uL
dNTPs, 2.5mM 1,6 ul
Taq, Invitrogen 0,2 ul
dH20 7,6 uL
DNA 1,2 uL

Program reakcji PCR Bac21:

94°C 1,5 min

37 cykle: 94°C 30 s, 62°C 1 min, 72°C 90 s

72°C 10 min

4°C oo

Wynik reakcji PCR uwidoczniono podczas rozdziatu w 1,5 % zelu agarozowym z
dodatkiem SimplySafe (Eurx) w buforze IxTBE. Prazek na wysokosci 400 pz byt

pozytywny dla Bac?!Q natomiast prazek 700 pz byl pozytywny dla Yac'?%Q lub
Hul28021Q

W celu potwierdzenia odpowiedniego genotypu przeprowadzono druga reakcje PCR
TRIPLEX. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity 3 par starteréw RYA (CTT GAG
ATC GGG CGT TCG ACT CGC; CCG CAC CTG TGG CGC CGG TGA TGC), LYA
(CCT GCT CGC TTC GCT ACT TGG AGC; GTC TTG CGC CTT AAA CCA ACT
TGG), aktyna (AGC CTC AGG GCA TCG GAA CC; GGA GAC GGG GTC ACC CAC
AC) oraz pozostate reagenty (Tab. 12).
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Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR Triplex (na 1 reakcje)

Skladniki Objetos¢
PCR bufor 10X 2,4 uL
MgCl 2 1,44 uL
DMSO 4% 0,48 uL
dNTP, 10 mM 0,5 uL
LYA 1, 10 uM 0,5 uL
LYA 2,10 uM 0,5 uL
RYA 1,10 uM 0,5 uL
RYA 2,10 uM 0,5 uL
Aktyna R, 10 uM 0,75 uL
Aktyna F, 10 pM 0,75 uL
Taq, SU/uL 0.06 uL
dH20 2,62 uL
DNA 1.2uL

Program reakcji PCR TRIPLEX:

94 °C 3 min

37 cykli: 94°C 30's, 63°C 60 s, 72°C 30 s

72°C 10 min

4°C

Wynik reakcji PCR takze uwidoczniono podczas rozdziatu w 1,5% zelu agarozowym z
dodatkiem SimplySafe (Eurx) w buforze TBE. Jesli obserwowano prazki o wielko$ci 450
pz (aktyna), 230 pz (LYA) i 170 pz (RYA) wynik byl pozytywny dla Yac'?*Q oraz
Hu!28Q21Q_ Jesli zaobserwowano tylko prazek na wysokos$ci 450bp (aktyna) byt to wynik
potwierdzajacy genotyp Bac?!Q. Na podstawie zobrazowanych na zelu pragzkéw po dwoch
reakcja PCR, do eksperymentdow wybrano myszy o genotypie odpowiadajacym

biallelicznemu modelowi Hu!28Q21Q,

6.2.2.4. PCR mysiego modelu Ki'>"?21Q graz elektroforeza kapilarna

W  przypadku mysiego modelu SCA3 zastosowano zestaw  primerow:
GGACCTATCAGGACAGAGTTCACATCCA;
CACATTACCAAAGTGGACCCTATGCTGT, skierowany w humanizowany region
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genu ATXN3 oraz TCCTCTCTAGGATGGCTTTG; TAAACGCCCCTACCTATTTG,
skierowany w endogenny region genu A#xn3. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR podano

w Tab. 13.

Tabela 13. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR ATXN3 (na 1 reakcje)

Skladniki Objetos¢
PCR bufor 10X 2,4 uL
MgCl 2 (25mM) 0,96 uL.
dNTP (10mM) 0,24 uL
Primer F 0,24 uLL
Primer R 0,24 uLL
Taq, S5U/uL 0,06 uL
dH20 6,6 uL
DNA 1.2uL

Program reakcji PCR ATXN3:

180 s 94°C, 12x (35 5 94°C, [45 s 64°C - 0.5°C/cykl]

45 s72°C

25% (355 94°C, 30 s 58°C, 45 5 72°C)

2 min 72°C

4°Coo

Wynik reakcji PCR uwidoczniono podczas rozdziatu w 1,5% zelu agarozowym z
dodatkiem SimplySafe (Eurx) w buforze TBE. Zidentyfikowano wlasciwy genotyp
myszy wykorzystywanych w badaniach na podstawie prazkow obserwowanych na zelu.

Prazek na wysokosci 252 pz jest odpowiedni dla ludzkiej ataksyny, natomiast prazek na

wysokosci 197 pz odpowiada wielko$ci ataksyny mysiej.

Do oznaczenia ilosci powtéorzen CAG u modelowych myszy wykonano reakcje
tahcuchowej  polimerazy z  zestawem  starterow:  znakowanym  6-FAM
GGAAGAGACGAGAAGCCTAC 1 TCACCTAGATCACTCCCAAGT. Pozostale
sktadniki mieszaniny reakcyjnej byty takie same jak przedstawione w Tabeli 13.
Program reakcji PCR CAG:

5 min 94°C

30% (20 s 94°C, 10 s 60°C, 30 s 72°C)

7 min 72°C
4°C o0
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Nastepnie przeprowadzono elektroforeze kapilarng uzywajac ABI 3130x1 Analyzer przez
Laboratorium Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Wynik elektroforezy kapilarnej przeanalizowano w programie Peak Scanner
1.0 (Life Technologies, Carlsbad, USA) z zastosowaniem krzywej kalibracyjnej, na ktéra
sktadaja si¢ z oznaczone sekwencji fragmentéw o dtugosci 21, 69, 81, 91 1 97 powtorzen

CAG.

6.2.3. Iniekcje retro-orbitalne

Myszy wprowadzono w stan glebokiej anestezji wziewnej przez caty czas wykonywanej
procedury. Jezeli zwierze nie wykazywato reakcji na bodzce, umieszczono je w pozycji
bocznej na macie grzewczej. Skore w okolicach oka naciagnieto, aby oko wystawato z
oczodotow. Igle z reagentem wprowadzono pod katem 45° do zatoki oczodotowej (ang.
retroorbital sinus). Nastepnie zamknicto powieke i obserwowano miejsce iniekcji. W
przypadku braku wycieku substancji lub krwawienia, mysz zostata umieszczona z
powrotem w klatce. Klatka znajdowata si¢ na macie grzewczej. Zwierzgta poddawano

dalszej obserwacji.

6.2.4. Operacje stereotaktyczne

Myszy zostaly poddane glebokiej anestezji wziewnej na czas przeprowadzenia catej
procedury. Oceniono ich reakcj¢ na bodzce, a jesli nie zaobserwowano u zwierzgcia
odruchow, zostalo ono unieruchomione na ramce stereotaktycznej. Gtowe zwierzgcia
unieruchomiono za pomoca dousznych kotkéw i stozka donosowego z uchwytem na
gorne zgby. Obszar zabiegowy poddano dezynfekcji, a nastgpnie ostonigta folig w celu
ograniczenia ryzyka zakazenia. Aby zapobiec wysychaniu oczu, zastosowano $rodek
nawilzajacy. W celu utrzymania odpowiedniej temperatury ciata zwierzecia uzyto
podgrzewanej maty, a kontrole temperatury przeprowadzano za pomoca termometru
rektalnego. Usunigto sier$¢ z miejsca iniekcji. Skore oczyszczono jodyna, a nastgpnie
wykonano nacigcie. Bregma stanowigca punkt odniesienie dla procedury iniekcji
$rodmigzszowych (intraparenchymalnych) uwidoczniona zostata za pomoca wody
utlenionej. Przy uzyciu aparatu stereotaktycznego i oprogramowania ATLAS okreslono
wspotrzedne (Tab. 13), w ktérych nawiercono otwor w czaszce. Reagenty wprowadzono
za pomocg pomp infuzyjnych (KD Scientific Inc., Holliston, Stany Zjednoczone) ze statg

predkoscia 0,3 pl/min. Skore glowy zszyto rozpuszczalnymi niémi chirurgicznymi, a na
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ran¢ natozono mas¢ z antybiotykiem. Myszy umieszczono z powrotem w klatce, ktora
znajdowata si¢ na macie grzewczej. Zwierzg¢ta monitorowano po operacji i podano im

podskoérng dawke srodka przeciwbolowego.

Tabela 14. Koordynaty do iniekcji lokalnych

Iniekcje do prazkowia Iniekcje do prazkowia Iniekcje do jader
(STR) (STR) glebokich mézdzku
(DCN)
ML AP DV AP DV ML DV ML AP
-1,8 0,7 -3,9 -1,0  -0,2 -2,0 -1,2 -6,4 -3,0
1,8 0,7 -3,9 -1,0  -0,2 -2,0 1,2 -6,4 -3,0

6.2.5. Ocena fenotypu

Testy punktowej oceny fenotypu

PST (ang. phenotype score test) zaprojektowano do oceny choroby poliQ (Guyenet i in.,
2010). Test przeprowadzono dzien przed iniekcja oraz w dniu poswigcenia zwierzat (15

tygodni po wstrzyknieciu). Test punktowej oceny fenotypu obejmuje cztery testy:

e chdd (ang. gaif)

e test krawedzi (ang. ledge test)

e kifoza (ang. kyphosis)

e chwytanie konczyn tylnych (ang. hindlimb clasping)

Kazdy z czterech testow sktadat si¢ na ogdlny wynik testu, ktory waha si¢ od 0 do 12,
reprezentujac catkowita oceng fenotypowa. Indywidualnie, kazdy test zostat oceniony w
skali od 0 do 3 (0 = brak objawow fenotypowych, 1 = lekkie objawy fenotypowe, 2 =

$rednie objawy fenotypowe, 3 = duze objawy fenotypowe).
Ocena drzenia

Oceny drzenia dokonywano, obserwujac myszy co tydzien przez 3 lub 15 tygodni w tych
samych warunkach eksperymentalnych. Zastosowano nastepujaca skale: ( - ) brak

drzenia, ( + ) drzenie obserwowane podczas przenoszenia, ( ++ ) drzenie okolicy glowy,
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( +++ ) drzenie calego ciata. W przypadku ostrego i postepujacego pogarszania si¢ stanu

myszy, eksperyment zakonczono przed czasem.

6.2.6. Monitorowanie masy ciala myszy oraz waga organow

Myszy bioragce udzial w do$wiadczeniach regularnie obserwowano, a ich masg¢ ciata
monitorowano. Pomiar masy ciala przeprowadzano w okre$lonych punktach czasowych:
od dnia poprzedzajacego iniekcje reagentem, do dnia, w ktorym zwierze zostato
poswigcone (15 tydzien po iniekcji). Po uSmierceniu zwierzat zwazono poszczegdlne

organy, takie jak mozg, serce, $ledziong i jadra.

6.2.7. Pobor tkanek

Myszy zostaty poddane znieczulaniu za pomoca glebokiej anestezji wziewnej na czas
przeprowadzenia calej procedury. Sprawdzono ich reakcje na bodZzce i jesli nie
zaobserwowano odruchéw, mysz unieruchomiono w pozycji grzbietowej. Nastgpnie
dokonano nacigcia przez powtoki zewnetrzne, jame brzuszng, przepong, zebra, az do
jamy optucnej i serca. W lewej komorze serca umieszczono igltg, pobrano okoto 1 ml
krwi, a nast¢pnie podano 20 ml roztworu PBS o temperaturze 4°C. Jednocze$nie naci¢to
watrobg, aby kontrolowa¢ wyptyw krwi i1 kolor watroby. Dodatkowo, u myszy
przeznaczonych do badan immunopatologicznych przeprowadzono perfuzje 4%
roztworem PFA o temperaturze 4°C. Nastgpnie zwierze poddano dekapitacji, pobrano
mozg i inne organy. Odpowiednie organy zwazono. W zalezno$ci od kierunku badan,
tkanki umieszczono w 4% roztworze PFA o temperaturze 4°C lub przeprowadzono

dyssekcje mozgu na poszczegdlne struktury, ktore szybko zamrozono w cieklym azocie.

Tkanki 1 struktury mézgu pobrane od myszy to: opuszki wechowe, kora mézgu, plat
czolowy, prazkowie, hipokamp, wzgorze, podwzgodrze, migdzymdzgowie, pien mozgu,

moézdzek, watroba, $ledziona, jadra i serce.

6.2.8. Biochemia z krwi

Myszom znieczulonym izofluranem pobrano krew z lewej komory serca. Krew peing
odwirowano w celu oddzielenia surowicy od skrzepu. Analiz¢ surowicy przeprowadzono

w celu okreslenia zawarto$ci cholesterolu catkowitego (chol), trdjglicerydow (TG),

aminotransferazy asparaginianowej (AST), aminotransferazy alaninowej (ALT),
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magnezu (Mg), wapnia (Ca) i kinazy kreatynowej (CK-MB) w Laboratorium Biochemii
i Hematologii w Centrum Zaawansowanych Technologii Uniwersytetu Adama

Mickiewicza w Poznaniu.

6.2.9. PCR w czasie rzeczywistym

6.2.9.1. Izolacja RNA i oznaczenie st¢Zenia

Tkanki mézgowe pobrano podczas selektywnej dysekcji do probéwek z odpowiednig
iloscig (zalezng od struktury) TriReagentu (MRC, Cincinnati, OH, USA) i zamrozono w
cieklym azocie, a nastgpnie przechowywano w temp. -80°C. W celu izolacji RNA, tkanki
powoli rozmrozono i poddano homogenizacji z uzyciem Tissue Ruptor (Qigen, Hilden,
Niemcy). Parametry homogenizacji ustawiono zgodnie z zaleceniami producenta. Do
probéwek dodano TRIreagent do sumarycznej jego objetosci 1 ml i 200 pl chloroformu.
Probowki zworteksowano i poddano inkubacji przez 15 min w temperaturze pokojowe;j,
a nastepnie zwirowano przez 15 min, 12000 g, w temp 4°C. Po zakonczeniu wirowania
roztwor rozdzielit si¢ na warstwy. Warstweg bezbarwng przeniesiono do nowej probowki,
dodano 0,5 ml izopropanolu, wymieszano, poddano inkubacji przez 10 min w
temperaturze pokojowej i zwirowano 10 min, 12000 g, w 4°C. Usunig¢to supernatant, a
powstaty pelet zawieszono w 75% etanolu 1 ml i zwirowano przez 5 min w temp 4°C.
Powstatle RNA osuszono w temp. 37°C i zawieszono w 40 pl wody (EURx, Gdansk,
Polska).

6.2.9.2. Synteza cDNA

Wykonano oznaczenie st¢zenia i czystosci RNA za pomocy spektrofotometru NanoDrop
przy dtugosci fali 230 nm, 260 nm 1 280 nm. Do przeprowadzonych analiz wykorzystano
RNA, ktorych wartos¢ absorbancji A260/A280 byta w zakresie 1,7-2,1, a A260/A230
byta >2.

500 ng catkowitego RNA przepisano na cDNA przy uzyciu odwrotnej transkryptazy
MultiScribe™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) zgodnie z protokotem
producenta. Przygotowano 2-krotnie stezony RT master mix oraz zestaw starterow dla
HTT: GAGCCGCTGCACCGAC i CTGACAGACTGTGCCACTATGTTT oraz dla
ATXN3: CGCAGGGCTATTCAGCTAAG i GCTTTTGCTGCTGTTTTTCA.
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Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyjnej syntezy cDNA (na 1 reakcje)
Skladniki Objetos¢
2x RT master mix 6,8 uL
RNA 1000 ng
H20 wolna od nukleaz do 20 uLb

Program reakcji PCR RT:
25°C 10 min

37°C 120 min

85°C 5 min

4°C

6.2.9.3. qPCR

Przeprowadzono amplifikacje otrzymanego cDNA w systemie detekcji CFX Connect
real-time PCR (Bio-Rad, Hercules, CA). Mieszanina reakcyjna skladata si¢ z 2x
EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), matrycy oraz pary
specyficznie zaprojektowanych starteréw. Zaprojektowano je za pomocg bazy sekwencji
nukleotydowych NCBI przy uzyciu komercyjnego programu Primer-BLAST (Tab. 5).
Jako gen referencyjny zastosowano S-aktyne. RT-PCR przeprowadzono w warunkach
cyklu termicznego: denaturacja w 95°C przez 30 s, a nastgpnie 40 cykli denaturacji w
95°C przez 15 s, przytaczenie w 60° C przez 30 s. Nastepnie nastapit odczyt ptytki oraz
krzywa topnienia: 65°C — 95°C (0,5°C/s). Wydajno$¢ amplifikacji par starterow
0znaczono poprzez rozcienczenia matrycy. Wyznaczono do tego krzywa regresji, z
wykorzystaniem wspolczynnik nachylenia prostej i kilku punktow pomiarowych.
Warto$ci wzglednej ekspresji transgenu liczono metodg E, w ktorej gen S-aktyny postuzyt
do normalizacji wraz z badanymi genami H77T oraz ATXN3. Poziomy ekspresji mRNA

znormalizowano do myszy kontrolnych Scrambled.

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej qPCR (na 1 reakcje)

Skladniki Objetos¢

2x EvaGreen Supermix 9ul

cDNA imi

Startery 200 nM kazdy
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6.2.10. Western blotting

6.2.10.1. Lizowanie tkanek i pomiar stezenia bialka

Tkanki moézgowe pobrano podczas selektywnej dysekcji, a nastgpnie zanurzono w
cieklym azocie (temperatura -196°C). Probki przechowywano w temperaturze -80°C. W
procesie izolacji bialek, tkank¢ zawieszono w 250-500 pl (w zaleznosci od wielkosci
struktury) w buforze PB z dodatkiem PIC (Roche) i poddano inkubacji przez 2 godziny
w temperaturze 4°C. Nastepnie przeprowadzono sonikacje za pomocg sonikatora
Sonoplus mini 20 (Bandelin) z zastosowaniem nastepujacych parametrow: 10 s, 80%
mocy, 1-2 cykle. Probke zwirowano przez 5 minut przy 14000 obr./min w temperaturze

pokojowej oraz denaturowano przez 7 minut w temperaturze 95°C.

Stezenie biatka otrzymanych lizatow mierzono za pomocg zestawu Pierce™ BCA Protein
Assay Kit zgodnie z instrukcjg producenta, przy uzyciu czytnika Infinite 200 PRO
NanoQuant Plate™ (Tecan) przy dlugosci fali 562 nm. Stezenie bialka oznaczono na
podstawie krzywej standardowej stezenia BCA sporzadzonej dla 5 stezen biatka

WZ0orcowego.

6.2.10.2. Przygotowanie prob oraz elektroforetyczny rozdzial biatkka w
warunkach denaturujacych

Proby przygotowano do rozdziatu poprzez doprowadzenie ich do pozadanej ilosci,
odpowiadajacej 20-25 ng biatka. Poprzez dodanie do lizatéw biatkowych odpowiednig
ilo$¢ PB oraz 3x stgzonego buforu obcigzajacego. Probke zdenaturowane przez 5 min w

temp. 95°C.

Elektroforetyczny rozdziat biatek prowadzono w Zelu poliakrylamidowym w warunkach
denaturujacych stosujac zel rozdzielajacy 1 zel zageszczajacy. Dla myszy HD
zastosowano zel komercyjny NuPAGE™ 3-8 %, Tris-Acetate (Invitrogen™); natomiast
dla myszy SCA3 rozdzial nastgpit na zelu komercyjnym BIO-RAD Mini-PROTEAN
TGX™ Precast Gels, 4-15 % (Bio-Rad Laboratories)

Elektroforez¢ prowadzono przez 10 min przy napigciu 80V, a nastgpnie podwyzszono
warto$¢ napiecia do 200V. Rozdziat elektroforetyczny trwal 1-2 godzin w zaleznos$ci od
badanego biatka w aparacie Mini-Protean® Tetra (Bio-Rad) lub Mini Gel Tank

(Invitrogen). Do okre$lenia masy molekularnej badanych biatek wykorzystano marker
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wielko$ci biatek Pageruler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific), o

zakresie od 10 kDa do 180 kDa.

6.2.10.3. Transfer bialek z Zelu poliakrylamidowego na membrang
nitrocelulozowa

Mokry transfer biatlek na membran¢ wykonano przy uzyciu Mini Trans-Blot® Module
(Bio-Rad). Membran¢ nitrocelulozowa zawierajaca pory o wielkosci 0,45 pm
(Amersham™Protran™; GE Healthcare) i bibule Whatman przycieto do rozmiaru zelu
poliakrylamidowego. Membrang nitrocelulozowg aktywowano przez 1 min w wodzie, a
nastepnie gabki do transferu, bibut¢ Whatman, zel oraz membran¢ inkubowano w
roztworze do transferu przez 10 min. Na kasecie do transferu zanurzonej w roztworze 1x
Towbinu umieszczono w nastgpujacej kolejnosci: gabke, 3x bibuly Whatmann, zel
poliakrylamidowy, membrang nitrocelulozowa, 3x bibuty Whatmann i gabke. Kasetke
umieszczono pomiegdzy elektrodami w aparacie do mokrego transferu wypetionego
buforem. Transfer mokry prowadzono przez 1,5 godz., przy 90 V, w temp 4°C.

Efektywno$¢ transferu byta sprawdzano poprzez barwienie roztworem Ponceau S.

6.2.10.4. Detekcja bialek

Biatka przeptukano trzykrotnie w 1x TBS-T przez 10 min w celu usunigcia roztworu
Ponceau S. Membrang zablokowano przez godzing w roztworze 5% odtluszczonego
mleka w buforze TBS-T, aby unikna¢ wigzania si¢ biatek w miejscach niespecyficznych.
Kolejno membran¢ ponownie przeptukano 3x TBS-T przez 10 min i inkubowano przez
calag noc w temp. 4°C z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzgdowym (Tab. 10).
Przeciwciato rozpuszczono w roztworze TBS-T z 5% mlekiem odtluszczonym. Nastgpnie
membran¢ ponownie przeptukano trzykrotnie w roztworze TBS-T i poddano godzinne;j
inkubacji z odpowiednim przeciwciatem drugorzegdowym, sprzgzonym z peroksydaza
chrzanowg i rozpuszczonym w roztworze TBS-T z 5% mlekiem odtluszczonym (Tab. 7).
Po zakonczonej inkubacji, membrang przeplukano trzykrotnie w TBS-T przez 10 min.
Przeprowadzono detekcje bialek stosujac substrat dla peroksydazy chrzanowe;j
(SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific).

Zarejestrowano sygnat przy uzyciu systemu G:box.
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6.2.11. Barwienia immunofluorescencyjne

6.2.11.1. Przygotowanie skrawkow mozgu oraz watroby na Kkriostacie

Tkanki utrwalono przez noc w 4% PFA, a nast¢pnie poddano kriokonserwacji poprzez
umieszczenie w roztworze sacharozy o gradientowym stezeniu: 10%, 20%, 30% przez 24
godziny kazde lub 22% przez 72 godziny w temperaturze 4 °C. Mozgi i watroby
zatopiono w medium do zamrazania tkanek w OCT (ang. Tissue Freezing Medium, Leica)
i zamrozono w suchym lodzie. Na kriostacie cigto skrawki wybranych narzadow w
temperaturze -20°C. Sagitalne skrawki o grubo$ci 20 pm zebrano na szkietka SuperFrost
Plus (Thermo Fisher Scientific). Skrawki przechowywano w temperaturze -80°C i
pozostawiono do wyschnigcia na powietrzu przez 10 minut przed przystgpieniem do

barwienia immunohistochemicznego.

6.2.11.2. Immumofluorescencja

Skrawki poddano inkubacji w buforze cytrynianowym o pH 9,0 (Tab. 9) przez 15 minut
w temperaturze 90°C oraz inkubacji przez 10 minut w temperaturze -20 °C. Szkietka z
tkankg zostaly zablokowane w 4% roztworze normalnej surowicy koziej (ang. Normal
Goat Serum: NGS) w PBS przez 1 godzing. Nastepnie skrawki mézgu byly inkubowane
z odpowiednim przeciwciatem pierwszorzedowym w temperaturze 4°C przez noc (Tab.
10). Skrawki poddano trzykrotnym ptukaniu roztworem PBS oraz inkubacji z
odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym znakowanym AlexaFluor647 lub Cy3
(Tab. 10). Kolejno, skrawki mézgéw wybarwiono kontrastowo Hoechst33342 (Sigma
Aldrich) i przykryto szkietkiem nakrywkowym za pomoca Medium Montazowego
Fluoroshield (Sigma Aldrich). Skrawki pocigtej watroby réwniez wybarwiono
Hoechst33342 (Sigma Aldrich) oraz przykryto szkietkiem nakrywkowym za pomoca
Medium Montazowego Fluoroshield (Sigma Aldrich). Obrazy mikroskopowe zostaty
zarejestrowane przy uzyciu systemu mikroskopowego Opera LX (PerkinElmer). Zdje¢cia
przetwarzano przy uzyciu oprogramowania Image] (National Institutes of Health,

Bethesda).
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6.2.11.3. Wizualizacja biodystrybucji eGFP oraz wybranych markerow
neurologicznych na skrawkach mozgu myszy

Wizualizacje obrazow mdzgu uzyskano przy uzyciu mikroskopowego systemu Opera LX
(PerkinElmer) z zastosowaniem réznych obiektywow: 20x, 40x, 63x. Przy dwoéch
najwigkszych obiektywach zastosowano immersj¢ wodng. Parametry lasera podczas
wykonywania zdje¢ wynosity 50-70%, zdjecia naktadano na poziomie 0-10% (ang.
overlapping), czas ekspozycji wynosit 100 ms. Zdjecia z mikroskopu obrabiano za
pomoca oprogramowania ImageJ z wtyczka BIOP (National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA).

6.2.11.4. Natezenie fluorescencji

Fluorescencja gléwnego nat¢zenia sygnalu eGFP okreslono ilosciowo dla jednakowych
obszarow we wszystkich strukturach. Laczng intensywno$¢ fluorescencji obliczono z
jednakowej powierzchni dla wszystkich struktur. Wybrane obszary zostaly wytypowane
z uwzglednieniem obecnosci sygnatu eGFP. Obliczono jaki procent zajmowaty agregaty
wzgledem catego pola powierzchni. W tych samych obszarach wyselekcjonowanych na
podstawie wyznakowania eGFP pomierzono S$rednig gesto$¢ optyczng agregatow.

Zastosowane parametry byly spdjne dla wszystkich struktur.

6.2.12. Statystyka

Kazdy eksperyment zostal powtdrzony co najmniej trzykrotnie. Analiz¢ uzyskanych
wynikow przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism (wersja 8.0.1.).
Dla kazdego eksperymentu testy statystyczne zostaly okreslone w legendach do rysunku.
Wszystkie dane przedstawiono jako $rednie i jako krotno§¢ zmiany poziomu biatka lub
mRNA (Scrambled i odpowiedni reagent). Stupki bltedow reprezentuja standardowe
srednie btedow (=SEM).
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7. Wyniki

7.1. Walidacja efektywnosci shRNA celujacych w ciag CAG w eksperymencie
krotkoterminowym

Osiem reagentdw poddano wstepnej ocenie in silico, ktora miata na celu okreslenie
potencjalnych miejsc ich wigzania z innymi RNA niz docelowe (ang. off-target).
Oceniono wpltyw shRNA na sprawno$¢ motoryczng, dystrybucj¢ oraz efekty
terapeutyczne w 3-tygodniowym eksperymencie in vivo. W wektorze wirusowym AAV—
PHP.eB umieszczono konstrukty reagentéw shRNA: A4; A4(P10A); A4(P10,11A); A2;
A2(P10,11A), AG4, AA4, A15 oraz kontrolny shScrambled (Tab. 3).

Reagenty wirusowe

A4, , A4(P10,11A), A2,
, AG4, A15, AA4,
Scrambled C
Terapia poliQ
‘ / Obserwacje behawioralne
=

Dystrybucja

y 4 ‘
A~ ) J /. \
-y
5 Analiza poziomu biatka

\ -

Mysi model HD - -

Rysunek 4. Schemat eksperymentow krétkoterminowych. Iniekcje reagentami AAV-
PHP.eB _eGFP_shRNA mysiego modelu HD na okres 3 tygodni oraz kierunki badan

7.1.1. Ocena dystrybucji po wstrzykni¢ciu AAV-PHP.eB_eGFP_shRNA

W pierwszym podejSciu eksperymentalnym oceniono skuteczno$¢ dystrybucji i
transdukcji struktur mézgu mysiego modelu choroby poliQ po 3 tygodniach od
systemowych iniekcji 8 nowych reagentow AAV-PHP.eB_eGFP_shRNA oraz reagenta

kontrolnego shScrambled. Zwierzetom Hu!?$21Q wstrzyknieto do zatoki oczodotowe;j
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wektor wirusowy zawierajacy sekwencje kodujaca eGFP wraz z jedng z 9 sekwencji
shRNA w dawce 1,5 x 103 vg/kg dla wszystkich reagentéw (z wyjatkiem A2 w dawce
0,5 x 1013 vg/kg). Potwierdzono zdolno$¢ wektora AAV-PHP.eB do pokonania bariery
krew-mozg, analizujac sygnat eGFP w przekroju sagitalnym moézgu. Sygnat zielonego
biatka fluorescencji zaobserwowano w opuszce wechowej, korze mozgowej, prazkowiu,
hipokampie, wzgorzu, srodmédzgowiu, mézdzku i pniu mozgu (Rys. 5 A, C). Oceniono
$rednig intensywnos$¢ fluorescencji (3 tygodnie po iniekcji) w poszczegdlnych
strukturach moézgu, wyrazono ja w jednostkach powierzchni (a.u.). Ocena $redniej
sygnatu fluorescencji w poszczegélnych strukturach mézgu wykazata, ze opuszka
wechowa (943 j.m.), wzgorze (1025 j.m.), mozdzek (857 j.m.) i pien mozgu (807 j.m.)
charakteryzowaly si¢ wyzsza intensywnoscig sygnalu eGFP niz pozostale cztery
struktury (kora mozgowa, podwzgorze, prazkowie, srodmozgowie) (Rys. 5 B). Wyniki

pokazuja wysoki tropizm serotypu AAV-PHP.eB do komoérek moézgu.

1500 =

1000 =

500 =4

Srednia intensywnosé fluorescencji

Opuszki wechowe Prazkowie Kora mozgowa Wzgorze 620z Pien mozgu Podwzgorze Hipokamp

Rysunek 5. Ocena dystrybucji wektora AAV-PHP.eB eGFP_shRNA w mdzgu
mysiego modelu HD 3 tygodnie po iniekcji.

(A) sagitalny przekrdj moézgu mysiego modelu Hu!?$Q21Q pokazujacy intensywnos$é
fluorescencji eGFP; (B) histogram pokazujacy $rednig intensywno$¢ fluorescencji
odpowiadajaca poziomowi transdukcji w o$miu strukturach mozgu; (C) mikrografie
pokazujace intensywno$¢ fluorescencji eGFP w poszczegdlnych strukturach moézgu.
Regiony mozgu: opuszka wechowa, prazkowie, kora mézgowa, wzgorze, moézdzek, pien
mozgu, podwzgdrze i hipokamp. Zdjecia pokazuja eGFP (zielony) i DAPI (niebieski).
Dawka 1,5 x 10" vg/kg, N = 4. (A) Powiekszenie 20x; skala 100 um (C). Powigkszenie
40x; skala 1000 um.
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7.1.2. Ocena objawoéw niepozadanych po wstrzyknieciu AAV-
PHP.eB_eGFP_shRNA

Do oceny bezpieczenstwa stosowania nowych reagentow przeprowadzono obserwacje
zachowania myszy po podaniu kazdego z 8 reagentdow z shRNA oraz kontrolnego
Scrambled. Myszy obserwowano od dnia iniekcji do zakonczenia eksperymentu. Przez
pierwsze 10 dni nie zaobserwowano zadnych skutkéw ubocznych oraz zmienionego
zachowania myszy. Natomiast od 11 dnia zauwazono nasilajace si¢ drzenie u wszystkich
myszy w grupach po iniekcji: A2 i A2(P10A), AG4 i AA4, co moze wskazywac na
toksyczno$¢ tej grupy regentow lub podania zbyt wysokiej dla tych reagentéw dawki. Do
oceny stanu zwierzat po podaniu shRNA zastosowano czterostopniowa arbitralng
punktacje: ( - ) brak drzenia; ( + ) drzenie obserwowane podczas przenoszenia; ( ++ )
drzenie okolicy glowy; (+++ ) drzenie calego ciala. W przypadku 3 czasteczek z shRNA
(A2, A2(P10A) i AG4) drzenie obejmowato cale ciato ( +++ ), a w przypadku AA4
jedynie obszar glowy ( ++ ). Pozostate 4 reagenty shRNA (A4, A4(P10A), A4(P10,11A),
A15) i kontrolny Scrambled nie powodowaty skutkoéw ubocznych ( - ) na tym etapie
eksperymentu (Tab. 17). Ze wzgledu na zlg kondycje myszy w 4 grupach

eksperymentalnych, eksperyment zakonczono po 3 tygodniach.

Tabela 17. Wynik drzenia u myszy Hu'?8Q2!Qpo 3 tygodniach od iniekcji 9 reagentow

shRNA
shRNA Ocena tremoru
Scrambled -
A4(P10A) -
A4(P10,11A) -
A4 -
A2 +++
A2(P10,11A) +++
AG4 +++
AA4 ++
Al5 -

(-) brak drzenia,
(++) drzenie w okolicach gtowy,
(+++) drzenie calego ciala.
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7.1.3. Krotkoterminowe badanie potencjalu terapeutycznego wszystkich
reagentow

Potencjalne dziatanie lecznicze oceniano w krotkoterminowym eksperymencie,
wykorzystujac technike western blottingu. Do oceny zmiany poziomu biatka huntingtyny
zaréwno normalnego (21Q), jak i zmutowanego (128Q) wykorzystano bialleliczny model
Hu'28Q21Q " Zbadano poziomy bialka HTT w trzech strukturach mozgu po podaniu
kazdego z 8 reagentow shRNA, wzgledem grupy kontrolnej Scrambled. We wzgorzu
charakteryzujacym si¢ wysokim poziomem transdukcji, stwierdzono statystycznie istotne
obnizenie poziomu zmutowanej huntingtyny po iniekcji reagentami A2(P10,11A) o0 52%
1 A4(P10A) o 60% (p = 0,0128 i p = 0,0085). Natomiast pozostate reagenty (poza A4)
réwniez charakteryzowaly si¢ tendencja do obnizania poziomu zmutowanego biatka
HTT: A2 o 13%, AG4 o 70%, AA4 o 34%, A4(P10,11A) o 48% (bez istotno$ci
statycznej) (Rys. 6 A). Sposréd wszystkich 8 testowanych czasteczek potowa
wykazywata obnizenie zmutowanego biatka HTT w okolicach 50% lub wigcej. W
prazkowiu, w ktorym wyznakowanie eGFP bylo stabsze niz we wzgoérzu zaobserwowano
znaczacg redukcje zmutowanego biatka HTT po wstrzyknigeciu AG4 0 45% (p = 0,0432)
i A4(P10,11A) o 20% (p = 0,0423) (Rys. 6 C). W korze moézgowe] redukcje
zmutowanego HTT zaobserwowano po podaniu czasteczki A4 o 33% (p = 0,0156) oraz

A4(P10A) 0 50% (p = 0,0156) (Rys. 6 B).

Podsumowujac w eksperymentach krotkoterminowych do dalszych badan wybrano
reagenty A4(P10A) i A4(P10,11A) biorgc pod uwage potencjat terapeutyczny w

obnizaniu zmutowanego biatka przy braku efektow ubocznych.
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Rysunek 6. Ocena skutecznosci obnizania poziomu bialka HTT 3 tygodnie po
iniekcji retro-orbitalnej 8 reagentow AAV-PHP.eB_eGFP_shRNA.

(A) we wzgorzu (B) w korze mozgowej, (C) w prazkowiu. Biatko HTT znormalizowano
o biatko referencyjne winkuline. Test one-way Anova i t-test jako posthoc p <0,05; stupki
btedow £SEM, N=2, 3 lub 4.

7.2. Badanie dlugoterminowego potencjalu terapeutycznego wybranych reagentow
AAV-PHP.eB_A4(P10A) oraz AAV-PHP.eB_A4A4(P10,11A) na mysi model
chorobowy HD i SCA3

Obiecujace  reagenty AAV-PHP.eB A4(P10A) 1 AAV-PHP.eB _A4(P10,11A)
przetestowano w dwoch mysich biallelicznych modelach chorobowych tj. HD
(Hu'28Q21Q) § SCA3 (Ki'3%Q21Q) posiadajacych jeden allel zmutowany i jeden normalny
w 15-tygodniowym eksperymencie dlugoterminowym in vivo. Szczegoétowej ocenie
poddano zachowania behawioralne myszy, monitorowano zmian¢ masy ciata wzgledem
grupy kontrolnej Scrambled, a post mortem oceniono mas¢ organéw oraz wykonano testy

molekularne 1 biochemiczne.
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Rysunek 7. Schemat eksperymentow dlugoterminowych.
Iniekcje 2 wybranymi reagentami mysiego modelu HD i SCA3 w okresie 15 tygodni
oraz kierunki badan.

7.2.1. Dlugoterminowa ocena dystrybucji wybranych reagentéw AAV-
PHP.eB_shRNA w mézgu mysiego modelu choroby HD i SCA3

Oceniono i1 poréwnano wzor transdukcji pomiedzy 3. a 15. tygodniem oraz poddano
ocenie stabilno$¢ sygnalu eGFP w czasie. Wyniki zostaty podzielone na dwa panele
ustalone wedlug wczesniejszych wynikow transdukcji fragmentem sekwencji genu
kodujacego eGFP po 3 tygodniach. Panel gorny przedstawia struktury dobrze
wyznakowane, a panel dolny struktury moézgu o stabszym wyznakowaniu eGFP (Rys. 8).
W mysim modelu HD i SCA3 do struktur o dobrej transdukcji naleza: opuszki wechowe,
wzgorze, mozdzek i pien moézgu. Trzy obszary, tj. kora mézgu, prazkowie i hipokamp
charakteryzowaly si¢ stabsza transdukcja. Obserwacje sygnatu eGFP miedzy 3. a 15.
tygodniem pozwalaja nam stwierdzi¢, ze wzor transdukcji eGFP w mozgu myszy HD i
SCA3 w czasie nie ulegl zmianie. Podzial na struktury dobrze i stabo wyznakowane w
eksperymencie krotko- i dlugoterminowym oraz w dwoch badanych modelach choréb

poliQ po podaniu retro-orbitalnym AAV-PHP.eB_eGFP byt zblizony (Rys. 8).
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Rysunek 8. Ocena sygnalu eGFP w strukturach moézgu Hu!28Q21Q j K;j!'50Q21Q 15
tygodni po wstrzyknigciu.

Panele (A) i (C) przedstawiag 4 dobrze wyznakowane eGFP obszary moézgu (opuszki
wechowe, wzgorze, mézdzek i pien mozgu) w mysim modelu (A) HD i (C) SCA3; panele
(B) 1 (D) przedstawia stabo wyznakowane obszary mézgu (kore moézgowa, prazkowie i
hipokamp) w mysim modelu (B) HD i (D) SCA3. Zdjecia pokazuja eGFP (zielony) i
DAPI (niebieski). Dawka 1,5 x 10'3 vg/kg. Powickszenie 40x; skala 1000 pm. N=3.
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7.2.2. Analiza zmiany poziomu ekspresji mRNA HTT w wybranych tkankach
mozgowych po iniekcjach A4(P10A) i A4(P10,11A) mysiego modelu
choroby HD

Oceniono efekt dziatania reagentdw na ekspresj¢ mRNA genu H77T za pomocg metody
qPCR w pigciu obszarach mézgu. Wybrano dwie struktury o dobrym wyznakowaniu
eGFP (wzgorze i mozdzek) oraz trzy o stabym (kora, prazkowie i hipokamp). W mysich
moézgach po wstrzyknieciu sShRNA zaobserwowano obnizony pozioméw mRNA genu
HTT we wszystkich badanych strukturach. Statystycznie istotne réznice zaobserwowano
po wstrzyknigciu A4(P10,11A). Reagent ten obnizyl poziom mRNA genu HTT we
wzgbrzu o0 22% (p = 0,0220), mdézdzku o 29% (p = 0,0009), korze mozgowej 0 27% (p =
0,0122) i prazkowiu o 21% (p = 0,0221) (Rys. 9). Natomiast A4(P10A) istotnie
statystycznie obnizyl mRNA genu HTT we wzgbérzu o 15% p = 0,0311 (Rys. 9).
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Rysunek 9. Wzgledny poziom mRNA genu HTT w réznych regionach moézgu
modelu myszy HD po 15 tygodniach od iniekcji reagentami A4(P10A) i
A4(P10,11A).

Poziomy transkryptu genu HTT (zmiang krotnosci) mierzono metoda qPCR i
znormalizowano poziomem mRNA genu Actinf}. mRNA wyizolowano z wzgorza,
moézdzku, kory moézgowe;j, prazkowia i hipokampu myszy Hu'28Q21Q, Test t-test p < 0,05;
stupki bledow +SEM, N=3.

7.2.3. Analiza zmiany poziomu bialka HTT w wybranych tkankach
mozgowych po iniekcjach A4(P10A) i A4(P10,11A) mysiego modelu
choroby HD

Poziomy zmutowanego i normalnego biatka HTT oceniano za pomocg techniki western

blotting w sze$ciu obszarach mézgu myszy HD, gdzie wykryto sygnat eGFP (Rys. 5).

68



Stosowany bialleliczny mysi model choroby HD pozwolit na oceng zmutowanej ludzkiej
HTT (128Q) oraz normalnej ludzkiej HTT (21Q). Wyniki przedstawiono uwzgledniajac
struktury mozgu dobrze i stabo wyznakowane biatkiem eGFP. We wszystkich trzech
dobrze transdukowanych strukturach, tj. wzgérzu, moédzdzku 1 pniu modzgu,

zaobserwowano obnizenie poziomu zmutowanego biatka (Rys. 10 A).

Po iniekcjach reagentem A4(P10A) obserwowano obnizenie poziomu zmutowanego
biatka we wzgorzu na poziomie 63% (p = 0,0013), w mo6zdzku 30% (p = 0,0144), a w
pniu moézgu 49% (p = 0,0137). W porownaniu do zmutowanego biatka, obnizenia
poziomu normalnego biatka po iniekcjach A4(P10A) wynosity odpowiednio: 50% (p =
0,0042), 25% (p = 0,0121) oraz 32% (p = 0,6818).

Po iniekcji reagentem A4(P10A) w strukturach o stabym wyznakowaniu eGFP (Rys. 10
B) nie zaobserwowano redukcji poziomu zmutowanego biatka w korze mozgowe;.
Natomiast w prazkowiu zaobserwowano obnizenie zmutowanego HTT o 20%, a w

hipokampie 30% bez istotnos$ci statystyczne;.

Iniekcje drugim reagentem A4(P10,11A) wykazaty obnizenie poziomu zmutowanego
HTT we wzgoérzu o 32%, w mozdzku o 11% (w obydwoch przypadkach nieistotne
statystycznie) i pniu mézgu o 43% (p = 0,0180). W stabiej wyznakowanych strukturach
obnizenie poziomu zmutowanego HTT zaobserwowano tylko w hipokampie (bez

istotno$ci statystycznej).
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Rysunek 10. Zmiana poziomu bialka HTT we wzgorzu, mozdzku, pniu mozgu, korze
mozgowej, prazkowiu i hipokampie myszy Hu'28221Q_ ktérym wstrzyknigto AAV-
PHP.eB z ekspresja A4(P10A) i A4(P10,11A) oraz Scrambled (1,5 x 10" vg/kg).

(A) Gorny panel przedstawia dobrze wyznakowane eGFP struktury moézgu (wzgodrze,
moézdzek 1 pien mdzgu), (B) Przedstawia stabiej wyznakowane eGFP struktury mozgu
(kor¢ mézgowa, prazkowie i hipokamp). 128Q reprezentuje zmutowane biatko HTT, a
21Q biatko prawidlowej HTT. Biatko HTT znormalizowano o biatko referencyjne
winkuling. Reprezentatywne obrazy western blottingu pokazano pod wykresami. Test
one-way ANOVA i t-test jako posthoc p < 0,05; stupki btedéw =SEM, N=3.

Dane ze struktur mozgu zagregowane zgodnie z ich poziomem wyznakowania eGFP,
zarowno dla A4(P10A), jak i A4(P10,11A) pokazuja znaczace obnizenie poziomu

zmutowanego HTT w dobrze wyznakowanych regionach (odpowiednio o 47%,
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p <0,0001 1 29%, p = 0,0181) i brak efektu w strukturach stabiej wyznakowanych eGFP
(Rys. 11).
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Rysunek 11. Wykresy usrednionych zmian poziomu bialka HTT dla dobrze i slabiej
wyznakowanych sygnalem eGFP regionow moézgu myszy Hu!'28Q21Q Kktorym
wstrzykni¢to AAV-PHP.eB z ekspresja A4(P10A) i A4(P10,11A) oraz Scrambled
(1,5 x 1013 vg/kg).

(A) Wykres pokazujacy usrednione dane ze struktur mozgu o dobrym stopniu
wyznakowania eGFP (wzgorze, mozdzek 1 pien mozgu); (B) Wykres pokazujacy
usrednione dane ze struktur mézgu o stabym stopniu wyznakowania eGFP (korg
moézgowa, prazkowie i hipokamp). 128Q reprezentuje zmutowane biatko HTT, a 21Q
biatko prawidlowej HTT. Biatko HTT znormalizowano o biatko referencyjne winkuling.
Test one-way ANOVA 1 t-test jako posthoc p < 0,05; stupki btedow +SEM, N=9.

7.2.4. Wplyw czasteczek A4(P10A) i A4(P10,11A) na obnizenie poziomu
agregatow HTT w wybranych strukturach mézgu mysiego modelu
choroby HD

Przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne przy uzyciu przeciwciata EM48 na
skrawkach moézgu myszy HD. Najwicksza odnotowano liczbe agregatow w obszarze pnia
moézgu, prazkowiu i moézdzku. Zaobserwowano istotny statystycznie spadek % agregatow
w pniu mozgu (p = 0,0142), w prazkowiu (p < 0,0001) oraz w médzdzku (p = 0,0374)
(Rys. 12 C, D, F). W tych samych obszarach, w ktérych analizowano % agregatow,

obliczano takze zintegrowang gestos$¢ agregatow. Zaobserwowano znaczng redukcje tego
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parametru w pniu mézgu, prazkowiu i mézdzku (p < 0,0001, p = 0,0033 i p = 0,0347) w

grupie potraktowanej reagentem A4(P10A) w poréwnaniu do grupy kontrolnej

Scrambled (Rys. 12 C, D, F).
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Rysunek 12. Agregaty HTT w pnia mozgu, prazkowiu, wzgorzu oraz mozdzku
wybarwione przeciwcialem anty-HTT EM48.
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Zdjecia pogladowe pokazujace agregaty HTT (r6zowy) i DAPI (niebieski) w (A) pniu
moézgu; (B) w mozdzku po iniekcji reagentem A4(P10A) oraz Scrambled. Wykresy
przedstawiaja % obszaru zajmowanego przez agregaty HTT na jednostk¢ powierzchni i
$rednig zintegrowang gestos$¢ optyczng agregatow w (C) pniu mézgu; (D) prazkowiu; (E)
wzgbrzu i (F) mézdzku 15 tygodni po iniekcji. Dawka 1,5 x 103 vg/kg. Powigkszenie
40x; skala 1000 pm. Test t-test p < 0,05; stupki btedow £SEM, N=3.

7.2.5. Zmiany fenotypowe w mysim modelu HD po retro-orbitalnych
iniekcjach reagentami A4(P10A) i A4(P10,11A)

Myszy HD obserwowano pod katem zmiany masy ciala po iniekcjach reagentami
shRNA. Poczatkowo, w trakcie trwania eksperymentu, myszy poddane iniekcji
A4(P10A) i A4(P10,11A) nie roznity si¢ znaczaco pod wzgledem masy ciala w
poréwnaniu do grupy, ktora otrzymata reagent kontrolny Scrambled. Jednak od 10.
tygodnia trwania eksperymentu myszy, ktore otrzymywaly iniekcje reagentem
A4(P10A), wykazywaly statystycznie istotnie mniejszy przyrost masy ciata niz grupa
Scrambled. Po 15 tygodniach od operacji myszy z reagentem A4(P10A) wazyty o 22%
mniej niz myszy z reagentem kontrolnym Scrambled. Natomiast myszy nastrzyknigte
A4(P10,11A) wykazaly o 14% nizsza mas¢ ciala niz myszy grupy kontrolnej (Rys. 13
A).

Posmiertnie przeanalizowano mase¢ narzadéw (mozg, serce, $Sledziona, jadra). Masa
moézgu w modelach HD byta podobna i réwniez nie rdznila si¢ istotnie po podaniu
reagentow. U myszy Hu!?8Q21Q zapbserwowano istotne statystycznie zmiany w masie
serca 1 jader po wstrzyknieciu A4(P10A) i A4(P10,11A) (odpowiednio p = 0,0087 i p =
0,0131 dla serca, p = 0,0386 i p = 0,0324 dla jader). Reagent A4(P10A) spowodowat

takze statystycznie istotne zmniejszenie masy $ledziony w modelu HD (Rys. 13 B).

W ocenie fenotypu na podstawie punktowanej oceny fenotypu (PST) zastosowano
subiektywna skale (patrz 6.2.5). Badanie to przeprowadzono dzien przed iniekcja myszy
i wykazato pomijalny wynik ($redni wynik < 1) fenotypu we wszystkich grupach
doswiadczalnych. Przed zakonczeniem eksperymentdw ponownie przeprowadzono
ocen¢ fenotypu na podstawie punktacji. Po 15 tygodniach zaobserwowano nieznaczne
pogorszenie fenotypu u pojedynczych zwierzat. W zadnej z grup eksperymentalnych
$redni wynik nie przekroczyt 4,5 punktu w 12-punktowej skali. Statystycznie istotne
pogorszenie fenotypu w poréwnaniu do grup kontrolnych Scrambled zaobserwowano po

iniekcjach A4(P10A) (p = 0,0233) (Rys. 13 C).
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U zwierzat z grupy HD z reagentami A4(P10A) oraz A4(P10,11A) po uptywie 4 tygodni
od iniekcji zaobserwowano lekkie drzenie podczas przenoszenia, jednak nie
obserwowano dalszej progresji tego fenotypu. Podobnych objawdw nie obserwowano u
myszy nastrzyknigtych reagentem kontrolnym Scrambled. Zastosowano subiektywnag
skale (patrz 6.2.5) i ten efekt uboczny u myszy po iniekcji A4(P10A) oraz A4(P10,11A)

zaklasyfikowano jako ( + ; drzenie obserwowane podczas przenoszenia).
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Rysunek 13. Zmiany fenotypowe (ocena zmiany masy ciala, masy poszczegolnych
narzadow oraz punktowa ocena fenotypu po iniekcji A4(P10A) i A4(P10,11A)

(A) Procentowy wykres zmiany masy ciata myszy w ciggu 15 tygodni eksperymentu.
Masg ciata mierzono przed iniekcja (0 tygodni) oraz w 4, 10, 12 1 15 tygodniu po iniekcji
A4(P10A), A4(P10,11A). Aby pokaza¢ roznice w przybieraniu na wadze w czasie,
poczatkowa waga zostala wyrazona jako 100%; (B) Masa narzagdéw wazona po$miertnie:
mozg, serce, Sledziona i jadro 15 tygodni po iniekcji reagentami do mysiego modelu HD;
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(C) Podsumowanie wynikéw testu oceny fenotypu (PST). Test t-test p < 0,05; stupki
btedow +SEM, N=3-6.

7.2.6. Ocena wplywu iniekcji A4(P10A) i A4(P10,11A) na tkanki obwodowe w
mysim modelu HD

W mysim modelu HD, sygnal eGFP zaobserwowano w mniej niz 1,5% wszystkich
komorek watroby (Rys. 14 A). W celu uzupelniania wiedzy o wptywie zastosowane;j
terapii na fizjologi¢ watroby zbadano poziom biochemicznych markeréw watrobowych
ALT 1 AST w surowicy krwi (Rys. 14 B). Poziomy tych parametrow wykazywaly jedynie
niewielkie réznice u myszy, ktérym podano A4(P10A) lub A4(P10,11A), w porownaniu
do grupy kontrolnej Scrambled. Obnizenie ALT byto statystycznie istotne po iniekcji
A4(P10A)1A4(P10,11A), co moze wskazywad na zmniejszenie stanu zapalnego watroby
w Hu!28Q21Q_ Stad mozemy wywnioskowaé, ze systemowe iniekcje AAV-PHP.eB maja
minimalny wplyw na transdukcje watroby i1 nie maja niekorzystnego wplywu na

parametry biochemiczne ALT i AST.

Przeanalizowano takze zmiany w metabolizmie lipidow, tj. poziomy cholesterolu i
trojglicerydow (Rys. 14 C), stezenie magnezu i wapnia (Rys. 14 D), oraz specyficzne dla
serca izoformy kinazy kreatynowej (Rys. 14 E). Zaobserwowano obnizenie ogdlnego
poziomu cholesterolu po iniekcji dwoma reagentami A4(P10A) i A4(P10,11A).
Najwyzszy poziom cholesterolu odnotowano u myszy HD, ktore otrzymaty reagent
Scrambled i wykazaty najwigkszy przyrost masy ciata po 15 tygodniach. Pomiary st¢zen
magnezu 1 wapnia we krwi nie ujawnil znaczacych zmian w pordéwnaniu z grupa
kontrolng. Ocena parametru kinazy kreatynowej, nie wykazata zmian po podaniu

reagentow AAV-PHP.eB_shRNA.

75



120+
*%k
| ———
1004
) 80
2
H -
4
é 20+
10 \
[
¢ & B ¢ & P
' QN N O Q’s N
P R A R P
& o o o
AST ALT
c 250 D E
l 10 80
0 L _ T
2 1.1
o B T
£ 1504 % -
e )
Z o .l 5
g - - ;‘ 404
= [=2
® = =
S 100 X
? o 4 o
3 =
3 8
3 P 204
5 504 » 2
0 o D N o N
& & & & & & & @ P & &
@ v“s > o v°§ &> o v-’g & o v’g <> & ‘?9'8 5.3@
3 o~ o N ~ W~ (9
K 2 & e & e & o &
Chol TG Mg Ca

Rysunek 14. Transdukcja watroby i ocena parametrow biochemicznych w modelu
myszy HD.

(A) Sygnal eGFP w reprezentatywnym wycinku watroby myszy Hu'28Q2!Q: (B) Zmiana
parametrow AST i1 ALT; (C) poziom cholesterolu catkowitego i trojglicerydow; (D)
stezenie magnezu (Mg) i wapnia (Ca) oraz (E) kinazy kreatynowej (CK-MB) w surowicy
myszy Hu!2Q21Q 15 tygodni po wstrzyknieciu AAV-PHP.eB_shRNA. W parametrach
biochemicznych wyniki porownano z myszami po iniekcjach A4(P10A), A4(P10,11A) i
Scrambled. Test t-test p < 0,05; stupki btedow £SEM, N=3 lub 4.

7.2.7. Analiza zmiany poziomu ekspresji mRNA 47XN3 w wybranych
tkankach mézgowych po iniekcjach A4(P10A) i A4(P10,11A) mysiego
modelu choroby SCA3

W mysim modelu SCA3 Ki'3%Q21Q oceniono efekt dziatania reagentow na poziom mRNA
genu ATXN3. Podobnie jak we wczesniejszej ocenie pozioméw mRNA w HD, wybrano
dwie struktury mozgu dobrze oraz dwie stabiej wyznakowane eGFP. W modelu SCA3
nie zaobserwowano istotnego obnizenia poziomu genu 4ATXN3 po iniekcjach A4(P10A)
oraz A4(P10,11A) w wybranych strukturach moézgu. We wszystkich badanych

strukturach zaobserwowano zwickszenie ekspresji 4A7XN3 po iniekcjach dwoma
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reagentami w stosunku do reagenta kontrolnego Scrambled. Myszy z reagentem

A4(P10,11A) wykazaty wigkszy wzrost ekspresji badanego genu niz myszy z A4(P10A).
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Rysunek 15. Wzgledny poziom mRNA ATXN3 w roznych regionach mozgu modelu
myszy SCA3 po wstrzyknieciu A4(P10A) i A4(P10,11A).

Poziomy transkryptu ATXN3 (zmian¢ krotno$ci) mierzono metoda qPCR i
znormalizowano poziomem ekspresji genu Aktyny 5. mRNA wyizolowano ze wzgorza,
moézdzku, kory mozgowej i pragzkowia myszy SCA3 Ki'*9Q21Q, Test t-test p < 0,05; stupki
btedow +SEM, N=3.

7.2.8. Analiza zmiany poziomu bialka ATXN3 w wybranych tkankach
mozgowych po iniekcjach A4(P10A) i A4(P10,11A) mysiego modelu
choroby SCA3

Metoda Western blottingu oceniono poziom biatka ATXN3 w biallelicznym mysim
model SCA3. Zmutowana ludzka ATXN3 zawierata okoto 150 glutamin jednak doktadna
liczba glutamin w biatku byta zalezna od osobnika (co mozna zaobserwowac¢ na obrazach
western blot) w zwiazku z ekspansja mi¢dzypokoleniowg CAG. Prawidlowa ludzka
ATXN3 zawierata cigg 21 glutamin. Analiz¢ poziomu biatka przeprowadzono, jak we
wczesniejszym dos§wiadczeniu w tych samych strukturach mézgu. Zastosowano ten sam
podziat na struktury o dobrym (Rys. 16 A) i stabym wyznakowaniu biatkiem eGFP (Rys.
17 B). W modelu SCA3 najlepsze efekty obnizenia poziomu biatka ATXN3
zaobserwowano w moézdzku, ktory odgrywa kluczowa role w patologii tego zaburzenia.
Obydwa reagenty spowodowaty spadek zmutowanego biatka ATXN3 w mézdzku o 26%
po wstrzyknigciu A4(P10A) i 17% po wstrzyknigciu A4(P10,11A) (Rys. 16 A). (Rys. 16
A). Podobnie jak w badaniach nad myszami HD, nie stwierdzono statystycznie istotnych

wynikéw w obszarach mézgu myszy Ki'3Q21Q ze stabym wyznakowaniem eGFP (kory
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moézgu, prazkowiu), tylko w hipokampie A4(P10A) spowodowat 24% spadek poziomu
zmutowanej ataksyny-3 (Rys. 16 B). Nie zaobserwowano selektywnego efektu shRNA
dla alleli. Zaobserwowane roznice w skuteczno$ci obnizania poziomu biatek w réznych
strukturach wynikaty przede wszystkim z ré6znych poziomow transdukcji w obszarach

mozgu. Ponadto, slabo wyznakowane regiony wykazywaly duze roznice migdzy

osobnikami.
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Rysunek 16 . Zmiana poziomu bialka ATXN3 we wzgorzu, mézdzku, pniu mozgu,
korze mozgowej, prazkowiu i hipokampie myszy Ki'3'?21Q  ktérym wstrzyknieto
AAV-PHP.eB z ekspresja A4(P10A) i A4(P10,11A) oraz Scrambled (1,5 x 103
vg/kg).
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(A) Gorny panel przedstawia dobrze wyznakowane eGFP struktury moézgu (wzgodrze,
moézdzek 1 pien mozgu); (B) Przedstawia stabiej wyznakowane eGFP struktury mozgu
(kor¢ moézgowa, prazkowie i hipokamp). Biatko ATXN3 znormalizowano o biatko
referencyjne Laming B1. Reprezentatywne obrazy western blottingu pokazano pod
wykresami; 150Q reprezentuje zmutowane biatko ATXN3, a 21Q prawidlowe biatko
ATXN3. Test one-way ANOVA 1 t-test jako posthoc p < 0,05; stupki bledow +SEM,
N=3.

Dane ze struktur mozgu zagregowane zgodnie z ich poziomem wyznakowane eGFP po
iniekcjach A4(P10A) w mysim modelu SCA3 pokazuja obnizenie poziomu
zmutowanego ATXN3 o 17% (p = 0,1437) i brak obnizenia w strukturach slabiej
wyznakowanych eGFP (Rys. 17).
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Rysunek 17. Wykresy usrednionych zmian poziomu bialka ATXN3 dla dobrze i
stabiej wyznakowanych sygnalem eGFP regionéw mézgu myszy Ki'>*Q21Q, ktérym
wstrzykni¢to AAV-PHP.eB z ekspresja A4(P10A) i A4(P10,11A) oraz Scrambled
(1,5 x 1013 vg/kg).

(A) Wykres pokazujacy usrednione dane ze struktur mozgu o dobrym stopniu
wyznakowania eGFP (wzgorze, mozdzek i pien mozgu); (B) Wykres pokazujacy
usrednione dane ze struktur mézgu o stabym stopniu wyznakowania eGFP (korg
mobzgowa, prazkowie i hipokamp). 150Q reprezentuje zmutowane biatko ATXN3,a21Q
biatko prawidtowej ATXN3. Bialko ATXN3 znormalizowano o biatko referencyjne
Laming B1. Test one-way ANOVA i t-test jako posthoc p < 0,05; stupki btgdow +SEM,
N=9.
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7.2.9. Wplyw czasteczek A4(P10A) na obnizenie poziomu agregatow ATXN3 w
wybranych strukturach mézgu mysiego modelu choroby SCA3

Przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne z pomocg przeciwciata 1H9 dla
agregatow ATXN3. Poniewaz pien mozgu jest silnie dotknigty patogeneza SCA3,
eksperyment przeprowadzono w tej strukturze. Zaobserwowano istotny statystycznie
spadek % agregatéw w pniu moézgu 57% (p = 0,0031) po iniekcji A4(P10A). Obliczono
takze zintegrowang gesto$§¢ agregatow, jednak nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zmian, po poroéwnaniu wynikow grupy kontrolnej z myszami, ktorym

wstrzyknigto reagent.
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Rysunek 18. Agregaty ATXN3 pniu mozgu wybarwione przeciwcialem anty-
ATXN3 1HO9.

Wykres przedstawia % agregatow ATXN3 i zintegrowang gesto$¢ agregatdow w pniu
moézgu 15 tygodni po wstrzyknigciu A4(P10A) jako reagenta i kontroli Scrambled
dostarczonej w wektorze AAV-PHP.eB. Zdjecia pokazuja ATXN3 (r6zowy) i DAPI
(niebieski). Dawka 1,5 x 10'3 vg/kg. Powiekszenie 40x; skala 1000 pm. Test t-test p <
0,05; stupki bledow £SEM, N=3.

7.2.10. Zmiany fenotypowe w mysim modelu SCA3 po iniekcji retro-orbitalnej
po iniekcjach A4(P10A) i A4(P10,11A)

W mysim modelu choroby SCA3 przeprowadzono pomiary masy ciata w okreslonych
punktach czasowych. Po 10 tygodniach od rozpoczecia eksperymentu myszy Ki'30Q21Q.

ktérym podano reagent A4(P10A), miaty istotnie nizszy przyrost masy ciala niz grupa
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kontrolna z Scrambled. Po zakonczeniu eksperymentu ich waga byta o 10% (p = 0,0149)
nizsza niz u myszy z grupy Scrambled (Rys. 19 A). Myszy nastrzyknigte A4(P10,11A)
cechowaly si¢ mniejszym przyrostem wagi w porownaniu do myszy kontrolnych
Scrambled, ale wickszym niz myszy z czasteczkag A4(P10A) (Rys. 19 A). Zwierzeta z
A4(P10,11A) w 15 tygodniu trwania eksperymenty wykazaty o 6% nizszy przyrost masy

niz myszy shScrambled.

Po u$mierceniu zwierzat oceniono mas¢ wybranych narzadéw (moézgu, serca, $ledziony,
jader, Rys. 19 B). Po iniekcjach A4(P10A) zauwazono niewielki spadek masy moézgu
myszy 0 4% (p = 0,0164), natomiast po A4(P10,11A) masa mdzgu si¢ nie zmienita (Rys.
19 B). W mysim modelu choroby SCA3 po iniekcjach A4(P10A) masa serca zmniejszyta
si¢ 0 11%, a $ledziony o 14%, natomiast masa jader si¢ nie zmienita w stosunku do myszy
nastrzyknietych Scrambled (Rys. 19 B). Po iniekcjach drugim reagentem A4(P10,11A)
masa serca spadla o 15%, masa $ledziony i jader wzrosta w poréwnaniu do grupy

kontrolne;.

Nastgpnym przeprowadzonym badaniem byta punktowa ocena fenotypu (PST) (patrz
6.2.5). Pierwszy test PST przeprowadzono dzien przed iniekcjami, a ostatni w dniu
poswiecenia myszy. Warto$ci istotne statystycznie wykazaty niewielkie pogorszenie
fenotypu w stosunku do grup kontrolnych po iniekcjach A4(P10A) (p = 0,0001). Wynik
ten jest zblizony do wynikdéw z grupy kontrolnej Scrambled, co sugeruje niewielkie

pogorszenie si¢ fenotypu u zwierzat (Rys. 19 C).

U zwierzat z grupy SCA3 nastrzyknigtych reagentami A4(P10A) oraz A4(P10,11A) po
uplywie 4 tygodni po iniekcji pojawito si¢ lekkie drzenie podczas przenoszenia, ktére nie
powodowato $miertelnosci u myszy. Pozostaje wnioskowac, ze reagenty powoduja lekkie
zmiany zachowania fenotypowego w stosunku do myszy kontrolnych. Zastosowano
subiektywna skale (patrz 6.2.5) i zachowanie myszy po iniekcji oceniono jako ( + )

drzenie obserwowane podczas przenoszenia.
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Rysunek 19. Zmiany fenotypowe (ocena zmiany masy ciala, masy poszczegolnych
narzadow oraz punktowa ocena fenotypu po iniekcji A4(P10A) i A4(P10,11A).

(A) Procentowy wykres zmiany masy ciata myszy w ciggu 15 tygodni eksperymentu.
Masg ciata mierzono przed iniekcja (0 tygodni) oraz w 4, 10, 12 1 15 tygodniu po iniekcji
A4(P10A), A4(P10,11A). Aby pokaza¢ réznice w przybieraniu na wadze w czasie,
poczatkowa waga zostala wyrazona jako 100%; (B) Masa narzagdow wazona po$miertnie:
mobzg, serce, Sledziong i jadro; (C) Podsumowanie wynikow testu oceny fenotypu (PST)
15 tygodni po iniekcji mysiego modelu HD. Test t-test p < 0,05; stupki bledow =SEM,
N=3-6.
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7.2.11. Ocena wplywu iniekcji A4(P10A) na tkanki obwodowe w mysim modelu
SCA3

Dla potwierdzenia bezpieczenstwa stosowanej terapii postanowiono oceni¢ ogolny stan
zdrowia myszy w Ki'3Q21Q "W pierwszej kolejnosci oceniono liczbe stransdukowanych
komoérek watroby po iniekcji reagentem AAV-PHP.eB. Zbadano sygnat eGFP w
wycinkach watroby pobranych od grup zwierzat doswiadczalnych. Liczba komorek
watroby wybarwionych eGFP, w poréwnaniu do komoérek nie wybarwionych, byta
mniejsza niz 1,5%. (Rys. 20 A). W surowicy krwi oceniono poziomy enzymoé6w ALT i
AST (Rys. 20 B), ktore sa zwigzane ze stanem watroby. Poziomy tych parametrow nie

wykazywal istotnych zmian u grupy myszy Ki'3Q21Q po iniekcji A4(P10A).

Zbadano rowniez parametry biochemiczne w surowicy krwi tj. poziom cholesterolu i
trojglicerydow (Rys. 20 C), stezenie magnezu i wapnia (Rys. 20 D), oraz specyficzng dla
serca izoforme kinazy kreatynowej (Rys. 20 E). U myszy Ki'3Q2!Q nie zaobserwowano
znaczacych roznic w poziomie cholesterolu, trojglicerydow oraz magnezu. Pomiary
stezen wapnia w surowicy ujawnity niewielki wzrost poziomu wapnia po podaniu
reagenta A4(P10A) do Ki'3%Q21Q (p = 0,0132) o 9%. Pomiar parametru kinazy
kreatynowej nie wykazal znacznej zmian po podaniu reagentow AAV-
PHP.eB A4(P10A) u myszy SCA3. Podsumowujac reagenty AAV okazaly si¢

bezpieczne oraz nie wplywaja na badane tkanki i parametry obwodowe.
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Rysunek 20. Transdukcja watroby i ocena parametrow biochemicznych w mysim
modelu SCA3.

(A) Sygnat eGFP w reprezentatywnym wycinku watroby myszy Ki'3°Q21Q (B) Zmiana
parametrow AST i1 ALT; (C) poziom cholesterolu catkowitego i trojglicerydow; (D)
stezenie magnezu (Mg) i wapnia (Ca) oraz (E) kinazy kreatynowej (CK-MB) w surowicy
myszy Ki'30Q21Q 15 tygodni po wstrzyknigciu AAV-PHP.eB_shRNA. W parametrach
biochemicznych wyniki pordwnano z myszami nastrzyknigtymi reagentem A4(P10A) i
Scrambled. Test t-test p < 0,05; stupki btedow £SEM, N=3 lub 4.

7.3. Efektywnosci siRNA w chemicznym, biwalentnym formacie po iniekcjach
domoézgowych

Sekwencje reagentow AG4 oraz A4(P10A) umieszczono w formacie chemicznie
modyfikowanych krotkich RNA (biwalentny RNA). Wybrano sekwencje siRNA AG4,
ze wzgledu na obiecujace wyniki w eksperymencie krétkoterminowym. W wyniku
iniekcji reagentem AAV.PHP.eB_ AG4 zaobserwowano znaczne efekty uboczne, dlatego
tej czasteczki nie uzyto do eksperymentow dtugoterminowych w formacie wektorowym.
Poniewaz shRNA AG4 wykazala duza efektywno$¢ wyciszania biatka HTT,

zdecydowano o sprawdzeniu jej efektywno$¢ terapeutycznej w formacie biwalentnym.
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Drugim chemicznym reagentem siRNA w formacie biwalentnym byla czasteczka
A4(P10A). Reagent ten w formacie wirusowym AAV-PHP.eB wykazywat potencjat dla
wdrazania terapii genowych ukierunkowanych na cigg CAG. Cechowat si¢
bezpieczenstwem stosowania w eksperymencie krotko i1 dlugoterminowych oraz
jednoczesnie obnizal biatka HTT i ATXN3. Dlatego podjeto decyzj¢ o sprawdzeniu

efektywnosci reagenta w formacie chemicznym.

Reagenty biwalentne

Biv-AG4
Biv-A4(P10A)  [HIIIIIII
Saline I
Terapia poliQ T CAG..
Obserwacje behawioralne
% .
T !
[mmmmmm] - =

——

Dystrybucja

Analiza poziomu biatka

\ (TR

Mysi model HD i SCA3 -

Rysunek 21. Schemat doswiadczenia z zastosowaniem siRNA w formacie
chemicznym.

Iniekcje domozgowe 2 reagentami mysiego modelu HD oraz SCA3 na okres 2,5 1 4
tygodni oraz kierunki badan.

7.3.1. Ocena dystrybucji reagentow biv-AG4 i biv-A4(P10A) po iniekcjach
domézgowych w prazkowie

Zwierzetom Hu!28Q21Q j Kj150Q21Q witrzyknigto domozgowo wyznakowane znacznikiem
fluorescencyjnym Cy3 reagenty biv-AG4 i biv-A4(P10A) w dawce 25ug/mysz (12,5ug
odczynnika do lewego i 12,5ug prawego prazkowia). Po 2,5 tygodnia od iniekcji

zaobserwowano sygnal fluorescencji znacznika Cy3 w korze mozgowej oraz prazkowiu.
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Rysunek 22. Jakos$ciowa ocena intensywnosci sygnalu czerwonej fluorescencji (Cy3)
w mysim mozgu modelu SCA3 2,5 tygodnia od iniekcji reagenta biwalentnego do
prazkowia.

(A) Reprezentatywne zdjecia przekroju sagitalnego mozgu; (B) Zblizenie na miejsce
iniekcji reagenta biwalentnego siRNA w prazkowiu; (C) Zblizenie na komorki prazkowia
w miejscu iniekcji. Zdjecia pokazujg znacznik Cy3 (czerwony) i DAPI (niebieski).
Dawka 25 pg/mysz. Powigkszenie (A) 20x, skala 100 pm (B) 40x, (C) 63x; skala 1000
pm, N=3.

7.3.2. Analiza zmiany poziomu bialka HTT w prazkowiu po iniekcji
domodzgowej do prazkowia reagentéow biv-AG4 i biv-A4(P10A)

Pomiar biatka HTT przeprowadzono za pomoca metody western blotting w miejscu
iniekcji, czyli prazkowiu. Wykorzystujac mysi bialleliczny model choroby HD,
przeanalizowano poziom zmutowane] huntingtyny (128Q) i prawidtowej huntingtyny
(21Q). Po iniekcjach reagentem biv-AG4 obserwowano obnizenie poziomu
zmutowanego biatka HTT o 27% (p = 0,2020) oraz statystycznie znaczace obnizenia
prawidlowego biatka HTT 0 61% (p = 0,0267). Natomiast reagent biv-A4(P10A) wykazat
istotng redukcje zarowno zmutowanego, jak i prawidlowego biatka (odpowiednio o 68%,
p=0,0154,10 72%, p = 0,0158) w porownaniu do myszy kontrolnych nastrzyknigtych

sola fizjologiczna.
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Rysunek 23. Zmiana poziomu bialka HTT w miejscu iniekcji (prazkowiu) u
myszy, ktorym wstrzyknieto biv-AG4 i biv-A4(P10A) oraz sdl fizjologiczna jako

kontrole (25 pg/mysz).

HTT znormalizowano o biatko referencyjne winkuline. Reprezentatywne obrazy western
blottingu pokazano obok wykresu; 128Q 1 21Q oznacza odpowiednio zmutowane i
prawidtowe biatko. Test one-way ANOVA 1 t-test jako posthoc p < 0,05; stupki btedow

+SEM, N=4.

7.3.3. Analiza zmiany poziomu bialka ATXN3 w prazkowiu po iniekcji

domodzgowej do prazkowia reagentéow biv-AG4 i biv-A4(P10A)

W mysim modelu choroby SCA3 przetestowano réwniez dwa biatka, ataksyne-3

zmutowang (150Q) i1 prawidlowa (21Q). Czasteczka biv-AG4 obnizyla poziom
zmutowanego biatka ATXN3 o 24% (p = 0,0354), natomiast biv-A4(P10A) o0 39% (p =

0,0004) w porownaniu do myszy kontrolnych nastrzyknigetych sola fizjologiczna
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Rysunek 24. Zmiana poziomu bialka ATXN3 w miejscu iniekcji (prazkowiu) u
myszy, ktorym wstrzyknieto biv-AG4 i biv-A4(P10A) oraz sdl fizjologiczna jako
kontrole (25 pg/mysz).

Biatko ATXN3 znormalizowano o bialko referencyjne GAPDH. Reprezentatywne
obrazy western blottingu pokazano obok wykresu; 128Q i 21Q oznacza odpowiednio
zmutowane 1 prawidlowe biatko.Test one-way ANOVA 1 t-test jako posthoc p < 0,05;
shupki btedow £SEM, N=4.

7.3.4. Ocena dystrybucji reagentow biv-AG4 i biv-A4(P10A) po iniekcjach do
ukladu komor

Aby poszerzy¢ wiedze na temat efektywnosci reagentow w innych regionach moézgu oraz
poznac¢ ich dystrybucje w ptynie moézgowo rdzeniowym wykonano iniekcj¢ domozgowe
do uktadu komorowego mozgu. Myszom HD i SCA3 podano dwa reagenty biv-AG4 oraz
biv-A4(P10A) w dawce 200 pg/mysz (2*100 pg/mysz) obustronnie do uktadu

komorowego mozgu.
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- -
Rysunek 25. Ocena sygnalow Cy3 w mysim mozgu modelu SCA3 2,5 tygodnia od
iniekcji do ukladu komorowego mozgu (ICV).

(A) Reprezentatywne zdjgcie calego mozgu w przekroju sagitalnym; (B) mozdzku, (C)
prazkowiu, (D) opuszkach wegchowych. Zdjecia pokazuja znacznik Cy3 (czerwony) i

DAPI (niebieski). Dawka 200 pg/mysz. Powickszenie (A) 20x, pasek skali 100 um (B-
D) 40x, skali 1000 um, N=3.

7.3.5. Analiza zmiany poziomu bialka ATXN3 w wybranych tkankach
mozgowych po iniekcji reagentow biv-AG4 i biv-A4(P10A) do ukladu
komorowego mozgu

Poziomy biatka poliQ oceniano za pomoca Western blottingu w 5 obszarach mozgu
myszy SCA3 nastrzyknigtych reagentem biv AG4 oraz biv A4(P10A), w ktorych wykryto
sygnat Cy3 (Rys. 25). Stosowany bialleliczny mysi model choroby SCA3 pozwolil na
ocen¢ zmutowanej ludzkiej ATXN3 (150Q) oraz normalnej ludzkiej ATXN3 (21Q).
Najlepsze efekty terapeutyczne w wyciszaniu zmutowanego biatka ATXN3
zaobserwowano po iniekcjach reagentem biv-AG4. Po terapii tym odczynnikiem
zaobserwowano istotnie statystycznie wyciszenie zmutowanego biatka w prazkowiu o
41% (p = 0,0019). Spadek poziomu patologicznego biatka w korze wynosit 22% (p =
0,734), wzgoérzu 18% (p = 0,2161) oraz mézdzku o 25% (p = 0,1093). Po iniekcji
biwalentnym reagentem A4(P10A) zauwazono spadek poziomu zmutowanej ataksyny-3

w placie czotowym o 42% oraz w médzdzku o 32% (p = 0,0048; p = 0,0649) (Rys. 26).
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Najsilniejsze spadek poziomu zmutowanego biatka po terapii biwalentnymi reagentami

zaobserwowano w prazkowiu oraz mézdzku.

Myszy Ki'30Q21Q dobrze znosily podanie reagenta i nie zaobserwowano u tych myszy

efektow ubocznych lub byly one niskie. U myszy HD nastrzyknigtymi tymi samymi

reagentami biwalentnymi zaobserwowano duzg $miertelnos$¢ po iniekcji lokalnej mogaca

$wiadczy¢ o toksycznosci u tych myszy. Nie jest fatwe do zinterpretowania biorac pod

uwage dobra kondycje myszy SCA3 po iniekcjach. Dlatego u wszystkich myszy HD z

reagentami biwalnetnymi zdecydowano si¢ zakonczy¢ eksperyment wczesniej.

Kora mézgowa

1.5
.
—
p=0.0734
S P
E 2104 L
583
E8
gz
2
g8
g £ 0.5
5
35
0.0
S N
<'~‘"°\ ~\‘7§;“2'&?~
¥ < v&\
Q'é
biv A4(P10A) saline biv AG4
@ 1500 N L LT LT L
3
= 210 | - - - - -
GAPDH | ™= - -
Wzgorze

o
L

ATXN3 wspétezynnik zmiany
(znomnalizowany do GAPDH}
&
1

0.0

biv A4(P10A)

saline biv AGA

-~
15000 |- - Lkl A

- ——————— . -

15m= Mézdzek
P=0.0649
e
p=0.1093
—
5104 L
53
E8
8t
g g
§ £ 0.5+
S
<8
0.0
> S
& 4‘5?‘2 &
o Ny
& @y
&
biv A4{P10A) saline biv AG4
1500 |- ———— -

ATXN3

Plat czotowy

Prazkowie

T

|_|

ATXN3 wspoiczynnik zmiany
(znormalizowany do GAPDH)
o
o
1

0.0

biv AG4

biv A4(P10A) saline

1500 | - - ¢ - -

210 - ————

GAPDH | 0 e e oo o e gy g g o e o

[1150Q
£ 21Q
o+
—
oT
52 o T
53
E8
gz
28
2
gg 05+
=3
<8
0.0
4 N
0‘&\ AV(}Q\Q?
¢ & N
&
biv A4(P10A) saline biv AGA
2 150Q T L L LI T LA
= -
< 210 S e . .
GAPDH | ™0 v s s s s s s s s o =

Rysunek 26. Zmiana poziomu bialka ATXN3 w korze mozgowej, mozdzku,
prazkowiu, wzgorzu i placie czolowym myszy Ki'>'Q21Q ktorym wstrzyknigto biv-
AG4 i biv-A4(P10A) oraz sol fizjologiczna jako kontrole (200 pg/mysz/reagent).
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Biatko ATXN3 znormalizowano o bialko referencyjne GAPDH. Reprezentatywne
obrazy western blottingu pokazano pod wykresami; 150Q reprezentuje zmutowane biatko
ATXN3 i 21Q biatko prawidtlowe ATXN3. Test t-test p < 0,05; stupki bledow +SEM,
N=3.

8. Dyskusja i perspektywy

Przyczyna rozwoju chordb poliQ jest obecnos$¢ toksycznych bialek z wydluzonym
ciggiem glutamin. Dlatego zmniejszenie poziomu toksycznych biatek poprzez celowanie
w mRNA jest obecnie uznawane za najbardziej obiecujgca strategi¢ terapeutyczng
(Borbolla-Jiménez i in., 2021; Costa i Maciel, 2022). Metody te wykorzystuja
niemodyfikowane lub chemicznie modyfikowane oligonukleotydy RNA oraz czasteczki
takie jak shRNA dostarczane z pomoca wektorow wirusowych. Obnizanie poziomu
zmutowanych bialek z wykorzystaniem tych krotkich RNA odbywa si¢ na drodze
aktywacji roznych mechanizméw m.in. zwigzanych z RNaza H, kompleksu RISC i Ago2,
co moze skutkowa¢ degradacja mRNA lub zahamowaniem jego translacji Ciesiotka i in.,
2021; Minakawa i Nagai, 2021). Mimo testowania podobnych podejs¢ w badaniach

klinicznych, nie osiaggni¢to dotychczas dostatecznej skutecznos$¢ tych terapii.

Dlatego zalozeniem rozprawy doktorskiej jest testowanie strategii terapeutycznej majace;j
spelni¢ wymagania skutecznej terapii choréb poliQ. Co wigcej celem rozprawy jest
testowanie dostarczania lekow RNA do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) droga
podania systemowego oraz testowanie shRNA celujacych w CAG w mRNA jako $rodka
o uniwersalnym potencjale terapeutycznym dla wielu choroby poliQ. Obnizenie poziomu
biatek moze by¢ ograniczone przez nieskuteczne dostarczanie lekow do OUN i chorych
populacji komoérek, nawet w przypadku stosowania bezposrednich wstrzyknigé. Co
wiecej, bezposrednie dostarczanie moze by¢ inwazyjne i moze powodowac komplikacje
medyczne. Potencjalnym rozwigzaniem tych problemow w terapii chordb
neurodegeneracyjnych moga by¢ nosniki AAV oraz biwalentne chemicznie
modyfikowane oligonukleotydy RNA. Te metody moga by¢ bardzo efektywnym
narzedziem do dostarczenia czasteczek do komorek nerwowych (Alterman i in., 2019;

Bijlani i in., 2022; Issa i in., 2023).

Rozne serotypy AAV zawieraja zmodyfikowane biatka powierzchniowe, ktore

odpowiadajg za tropizm tych wektorow do okreslonych typow komorek i organow.
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Waznym elementem tych no$nikow jest promotor zastosowany w konstruktach shRNA
dobierany w zalezno$ci od komorek, ktore nalezy transdukowac. Systemowe iniekcje
AAV-PHP.eB_eGFP_shRNA transdukuja komérki w mozgu. W literaturze
zaobserwowano silniejszy poziom transdukcji moézgu serotypem AAV-PHP.eB, w
poréwnaniu do innym badanych serotypow przekraczajacych barier¢ krew-moézgu
(Mathiesen 1 in., 2020). Jednak moga réwniez powodowaé pewien poziom transdukcji
tkanek obwodowych. Taki proces moze powodowa¢ niepozadane efekty tj. integracje
konstruktu do genomu lub odpowiedz zapalng organizmu (Timmers i in. 2020). Podanie
reagentow do pltynu moézgowo-rdzeniowego stosowane u pacjentdw niesie za sobg
wigksze ryzyko w postaci powiktan pooperacyjnych. W zwigzku z tym przetestowano
reagenty ukierunkowane na CAG w nieinwazyjnym, systemowym dostarczaniu wektora
serotypu AAV-PHP.eB (Chan i in., 2017). Serotyp ten moze przekracza¢ BBB i wigzad
si¢ z populacjami neuronéw i astrocytow dotknietych patogeneza (Surdyka i in., 2022).
Z kolei czasteczke biwalentna, ktdra nie przechodzi przez BBB podano droga iniekcji

domédzgowe;j.

Bezpieczne stosowanie terapii wymaga oceny potencjalnych skutkow ubocznych dla
stosowane] sekwencji RNA. Podanie reagentu A2 in vitro ludzkim fibroblastom
cechowato si¢ selektywnym wyciszeniem réznych biatek poliQ i brakiem toksycznos$ci
komoérkowej. Wezesniejsze analizy pokazaty rowniez brak lub mata liczbe genéw, do
ktorych moglby wigzaé si¢ reagent A2. Sugerowalo to niskie prawdopodobienstwo
niespecyficznego wigzania si¢ reagenta A2, wyciszania innych genéw i pojawienia si¢
skutkow ubocznych (Ciesiolka i in., 2021; Fiszer i in., 2013). Mimo obiecujacych
wczesniejszych wynikow, po przejsciu do eksperymentow in vivo, nawet po zastosowano
3 razy nizszych dawek A2 w poréwnaniu do innych shRNA, zaobserwowano
niekorzystne skutki uboczne. Pojawily si¢ one w postaci drzenia catego ciala myszy i
zostaly wykryte przez krotkoterminowe obserwacje behawioralne (Tab. 17). W
odpowiedzi na to, zostata wykonana przez nas analiza in silico, ktora pokazata duza liczba
potencjalnych miejsc wigzania A2 z sekwencjami RNA innych gendéw zawierajacych

sekwencja CAG (Tab. 18).

Aby zminimalizowa¢ nadmierne wykorzystanie zwierzgcych modeli badawczych oraz
wykluczy¢ potencjalng toksyczno$¢ zaprojektowano nowe reagenty. Zaktadajac przy tym
zmniejszenie bezposredniej homologii tych reagentdw do sekwencji zawierajacych CAG

innych gendéw wystepujacych w genomie, przy jednoczesnym zachowaniu znacznego
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stopnia homologii do dtugich ciaggdéw CAG w genach poliQ. Projektowanie i analiza in
silico pokazala, ze zwigkszenie liczby substytucji A 1 G w sekwencji reagenta w
poréwnaniu do regenta A2 skutkuje obnizeniem liczby miejsc niespecyficznego wigzania
si¢ takich reagentow i zapobiega celowaniu w inne geny. Mimo zwigkszenia liczby
substytucji 1 obnizenia homologii regenta do samego ciggu CAG zatozono, ze nadal
bedzie wystepowato wiele dostepnych miejsc wigzania co prawdopodobnie wystarczy do
osiggnigcia synergistycznego wyciszania przez mechanizm podobny do miRNA lub inny

(Fiszer i in., 2013; Matsui & Corey, 2012).

Zaprojektowane reagenty z podstawieniami tj. A2(P10,11A) w warunkach in silico
wykazaly mniej sekwencji typu off-target niz reagent A2, jednakze nieco wigcej niz
reagenty A4, A4(P10A) i1 A4(P10,11A). Zgodnie z liczba sekwencji typu off-target oraz
ze wstepnymi, krotkoterminowymi badaniami wykazano, Ze czasteczki bedace
pochodnymi A2 maja mniej skutkdw ubocznych niz samo A2, mimo podania wigkszej
dawki. Jednakze wigcej niz pochodne A4, ktére maja potencjalnie najmniej skutkow
ubocznych, nawet w wyzszych dawkach reagentow. Substytucja w regencie AG4
wykazywata duzo potencjalnych miejsc wigzania z innym RNA poza docelowym oraz
efekty uboczne we wstepnym eksperymencie (Tab. 17, 18), jednak jej potencjat
terapeutyczny wydawal si¢ obiecujacy. Dlatego postanowiono, przetestowaé te

sekwencje w czasteczce biwalentnej.

Opublikowane badania pokazuja, ze myszy o roznym tle genetycznym moga wykazywacé
r6zng site transdukcji po wstrzyknigciu AAV-PHP.eB (Huang i in., 2019). Nosnik AAV-
PHP.eB dla reagentow shRNA byly znakowany eGFP pod promotorem CMV. Moje
eksperymenty pokazuja, ze lokalizacja eGFP w mézgu jest podobna w dwdoch modelach
mysich, HD Hu!?8Q21Q i SCA3 Ki»%Q2IQ ktére reprezentujg rozne tto genetyczne,
odpowiednio FVB i C57 (Rys. 8). Ten podobny wzor transdukcji u obydwoch modeli
pokazal rowniez, ze istniejg znaczace roéznice w intensywnos$ci transdukcji pomigdzy
réznymi strukturami mozgu (Rys. 8). Z tego powodu w obu badanych modelach mozna
byto stosowac ten same podziat struktur oraz skorelowa¢ intensywnos¢ transdukcji dane;j

struktury moézgu z efektywnos$cia obnizenia HTT i ATXN3 przez reagenty.

Pierwsze przeprowadzone badanie w przypadku wektoréw wirusowych polegato na
obserwacji dystrybucji wstrzykiwanych reagentow w mozgu. Zaobserwowano silng

transdukcje w opuszce wechowej, wzgorzu, mézdzku i pniu moézgu. Zaobserwowano
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réwniez, ze kora mozgowa, prazkowie 1 hipokamp byly stabiej transdukowane (Rys. 4).
Nalezy wspomnie¢, ze réznice w intensywno$¢ transdukcji struktur mézgu, nie nalezy
przypisywac roznej efektywnosci, selektywnosci promotora CMV lub stabilnosci biatka
eGFP. Nowoczesne hybrydowe promotory CMYV sg bardzo efektywne, promuja ekspresje
w wielu roznych typach komorek i nie sg dotkniete problemem wyciszania obecnym w
pierwszej generacji tych promotorow CMV (Moritz i in., 2015; Surdyka 1 in., 2022).
Hybrydowe promotory CMV sg takze uzywane do transgenezy, eksprymowane w
komorkach macierzystych, a takze s3 cze$cia zaawansowanych terapii z udzialem
wirusow AAV w takich preparatach jak Zolgensma, Luxturna i Glybera (Arnold i in.,
2015; Bansal i in., 2024; Ferreira i in., 2014). W moich eksperymentach transdukcja i
sygnal eGFP byly stabilne w czasie, zarowno po 3 tygodniach (Rys. 5 A, C jak i po 15
tygodniach (Rys. 8). Podobne wyniki uzyskano we wczesniejszych badaniach, w
publikacji, ktérej jestem wspdtautorem, majacych na celu oceng skutecznosci transdukcji
komorek mézgowych po podaniu dwdch serotypdw, tj. wektoréw wirusowych AAVrh10
i1 AAV-PHP.eB trzema drogami: do jader glebokich mézdzku, do lobul moézdzku i
ogblnoustrojowo (Surdyka i in., 2022). Badania sugeruja, ze te same reagenty
wstrzyknigte w ré6znych miejscach wykazuja rézny tropizm do komoérek (Mathiesen i in.,

2020; Surdyka i in., 2022).

Reagenty biwalentne rowniez zdecydowano si¢ poda¢ dwom mysim modelom
chorobowym HD i SCA3. Z uwagi na kluczowa role prazkowia w rozwoju choroby
Huntingtona oraz na zakladang wysoka transdukcje czasteczek biwalentnych po 48h w
prazkowiu (Alterman i in., 2019) zdecydowano si¢ wykona¢ operacje stereotaktyczne do
prazkowia. Nie osiggni¢to poziomu wyznakowania Cy3 w mysim mozgu raportowanego
w publikacji opisujacej regenty biwalentne (Alterman i in., 2019). Sygnat znacznika Cy3
zaobserwowano tylko w okolicy miejsca wstrzyknigcia. Po 2,5 tygodniach od iniekcji
zaobserwowano sygnal fluorescencji znacznika Cy3 w korze mézgowej oraz prazkowiu,
czyli w obrebie miejsca iniekcji (Rys. 22). Moze to by¢ zwigzane z budowg anatomiczng
prazkowia. Prazkowie sklada si¢ gtownie ze $srednich neurondow kolczastych (MSN) oraz
licznych wtdkien zawierajacych lipidowe btony mielinowe, przez co jest tkankg gestsza
niz otaczajace struktury mozgu. Moze to powodowa¢ gromadzenie si¢ reagenta w tej
tkance 1 stabszg transdukcje struktur oddalonych od miejsca podania/iniekcji (Witzig i
in., 2020; Zhang i in., 2012). Po obiecujacych rezultatach terapeutycznych uzyskanych

poprzez iniekcje biwalentnych reagentow do prazkowia w mysich modelach,
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postanowiono poszerzy¢ zakres eksperymentu, kierujac uwage¢ na inng lokalizacje
iniekcji. Wybrano iniekcje reagentéw bezposrednio do uktadu komorowego mozgu (ICV)
w nadziei na szerszg bio-dystrybucje do innych struktur mozgu. Iniekcje bezposrednio do
komér moézgu s3 wybierane w celu pominigcia bariery krew-mozg, co pozwala na
przeniknigcie substancji bezposrednio do ptynu mézgowo-rdzeniowego, a tym samym jej
dotarcie do wielu obszarow mozgu (Cohen-Pfeffer i in., 2017). Iniekcje reagentami
biwalentnymi do ICV pokazaly szeroka dystrybucje¢ w mysim moézgu. Transdukuja
wszystkie obszary mozgu, przede wszystkim korg przedczolowej, srodkowej i tylne;j,
prazkowie, hipokamp, wzgorze, podwzgorze, mézdzek, pien mdzgu oraz odcinki szyjne
(Rys. 25). Wykazuja akumulacj¢ w zdecydowanej wigkszo$ci neuronéw (Alterman i in.,

2019).

W przypadku systemowej dystrybucji za posrednictwem AAV nalezy sprawdzi¢ czy
wektory AAV-PHP.eB. nie transdukujg tkanek obwodowych niebedacych celem terapii.
Weczesniejsze badania pokazuja, ze serotyp AAV-PHP.eB powoduje niewielki procent
transdukcji komorek watroby (Konno & Hirai, 2020; Mathiesen i in., 2020; Seo i in.,
2022). Analizy mikroskopowe przeprowadzone w tej pracy pokazuja 1,5%
transdukowanych komorek watroby co jest warto$cig bardzo nieznaczng nie wywotujaca
istotnych zmian w fizjologii (Rys. 14 A, 21 A). Dodatkowo oceniono, dwa parametry
biochemiczne wystgpujace w watrobie, ktore odpowiadajg za ogdlny stan watroby. Nie
zaobserwowano zwigkszonego poziomu ALT i ASP u myszy HD i SCA3 po iniekcjach.
W celu oceny stanu zwierzecia i bezpieczenstwa stosowanej terapii postanowiono
sprawdzi¢ podstawowe parametry biochemiczne krwi. Ocenie poddano poziom
cholesterolu, trjglicerydéw, magnezu, wapnia oraz CK-MB, zaobserwowano tylko
nieznaczne zmiany w niewielu biochemicznych parametrach krwi u myszy

nastrzyknigtych reagentami (Rys. 14 B - E, 21 B - E).

W oparciu o niewielkie skutki uboczne podczas wstepnej selekcji i skuteczno$¢ redukcji
zmutowanego biatka huntingtyny, oceniono efekt terapeutyczny dwoch reagentow
A4(P10A) 1 A4(P10,11A) w dlugoterminowym eksperymencie 15 tygodni po podaniu
odpowiedniego reagenta. Wykonano testy oceniajace kondycje myszy przed i po
iniekcjach. Test punktowej oceny fenotypu myszy HD (Rys. 13 C) i SCA3 (Rys. 19 C)
wykazaty niewielkie nieprawidtowosci behawioralne. W PST po 15 tygodniach po
podaniu A4(P10A) i A4(P10,11A) myszy Hu'?8Q21Q j Ki!50Q21Q otrzymaty $rednio po 4

punkty z catkowitej skali punktacji fenotypowej, ktorej maksymalny sumaryczny wynik
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to 12 punktow, ktory oznacza najci¢zszy fenotyp myszy. Regularne pomiary masy ciata
dla obu modeli wykazaly spadek masy ciata po wstrzyknigciu A4(P10A) i A4(P10,11A)
(Rys. 13 A, 19 A). Przypuszcza si¢, ze zmiany fenotypowe prawdopodobnie wynikaty z
objawow tagodnego drzenia obserwowanego od 3 tygodnia eksperymentu. Masa
narzadoéw nie zmienila si¢ w grupie shRNA w porownaniu z grupa kontrolng (Rys. 13 B,
19 B). Wazna obserwacja z terapeutycznego punktu widzenia jest fakt, ze masa mozgow
modeli HD i SCA3 byla podobna, mimo ze masa ciata myszy Hu'?8??1Q byla o okoto
27% wigksza niz myszy Ki'**Q2!1Q_ Biorgc rowniez pod uwage brak transdukcji tkanek
obwodowych i silng transdukcje o$rodkowego uktadu nerwowego, mozna zatozy¢, ze
przy obliczaniu dawki reagenta na podstawie masy ciata myszy (vg/kg), model myszy
HD otrzymat wyzsza dawke terapeutyczng niz myszy SCA3, dla mézgu o podobnej
masie. Obserwacje te s3 zgodne z wynikami analiz molekularnych, ktore wskazuja na
stabszy efekt terapeutyczny w modelu SCA3. Takie obserwacje z pewnoscig powinny
by¢ brane pod uwage przy okreslaniu metod obliczania dawek terapeutycznych. Jednak
nie zaobserwowano znacznego pogorszenia stanu zdrowia oraz $miertelno$¢ grupy
zwierzat HD z reagentem shRNA A4(P10A) oraz A4(P10,11A) mimo wigkszych dawek

w przeliczeniu na wage mozgu.

Eksperyment kréotkoterminowy pozwolit oceni¢ wstepne efekty terapeutyczne po
iniekcjach 8 wybranych reagentow w formacie wirusowym. Przeanalizowano 3 struktury
moézgu: wzgorze, kore oraz prazkowie (Rys. 6). Ze wszystkich reagentow, reagenty
A4(P10A) i A4(P10,11A) wykazywaly najbardziej obiecujacy efekt terapeutyczny i
potwierdzity stuszno$¢ wybrania ich do dalszych badan. Po 15 tygodniach od iniekcji
tymi reagentami z ShRNA oceniono poziom ekspresji biatek HTT i ATXN3 oraz mRNA
myszy HD i SCA3, odpowiednio w kilku wybranych strukturach moézgu. Statystycznie
istotng redukcje ekspresji mRNA genu H77T odnotowano w 4 z 5 analizowanych struktur
mozgu, tj. w korze, mézdzku, wzgorzu i prazkowiu, po wstrzyknigeciu A4(P10,11A).
Drugi reagent, A4(P10A), wykazywal tendencj¢ do obnizania ekspresji genu HTT we
wszystkich strukturach (Rys. 9). Wyniki dla mRNA genu 47XN3 pokazaty nadekspresje
genu ATXN3, w poréwnaniu do iniekcji reagentem kontrolnym, jednak nie wykazano
istotno$ci statystycznej. Sam poziom ekspresji mRNA réznit si¢ znacznie miedzy
osobnikami (Rys. 15). Wyniki uzyskane dla pozioméw mRNA tylko w matym stopniu
korelowaty z wynikami uzyskanymi w badaniu poziomoéw bialek HTT i ATXN3.
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W przypadku HD reagenty wyraznie obnizaty poziom biatka w obszarach moézgu, w
ktorych transdukcja byla stosunkowo wysoka (Rys. 10). Najwicksze wyciszenie
zmutowanego biatka zaobserwowano we wzgoérzu oraz w pniu mézgu dla dwoéch
stosowanych reagentow. Zagregowane obnizenie dla A4(P10A) osiagneto 47% redukcji
zmutowanego biatka i dla A4(P10,11A) wynosito 29% (Rys. 11) dla struktur dobrze
wyznakowanych eGFP. Natomiast struktury mozgu slabiej wyznakowane nie
wykazywaty znaczacego obnizenia biatka (Rys. 11), tylko hipokamp wykazywal spadek
biatka HTT. W przypadku biatka ATXN3 uzyskano obnizenie w mo6zdzku, ktory jest
jedna ze struktur najsilniej dotknigtg patogenezg SCA3 (Rys. 16). W analizie agregatow
po wstrzyknieciu A4(P10A) zaobserwowano zaré6wno obnizenie zintegrowanej gestosci
optycznej, jak i procentowej ilosci agregatow [%] biatka HTT w czterech badanych
strukturach (Rys. 12). W przypadku biatka ATXN3 zaobserwowano obnizenie
procentowej ilosci agregatow [%] w obszarze, ale nie gestosci (Rys. 18). Obnizenie
agregatow jako gtownej cechy charakterystycznej choroby wskazuje na jej obiecujacy

potencjat terapeutyczny w chorobach poliQ.

W eksperymencie z reagentami biwalentnymi oceniono efekt terapeutyczny w postaci
obnizenia biatka poliQ po iniekcjach lokalnych reagentami AG4 oraz A4(P10A). Po
iniekcji reagentow do prazkowia zaobserwowano znaczng redukcje zmutowanego
poziomu biatka HTT o0 27% (dla AG4) oraz o 68% (dla A4(P10A)) w strukturze bedace;j
miejscem iniekcji (Rys. 23). W mysim modelu SCA3 zaobserwowano statycznie istotne
obnizenie biatka ATXN3 w prazkowiu (Rys. 24). Natomiast po iniekcjach do uktadu
komoér moézgu, najlepsze dzialanie biwalentnych reagentéw zaobserwowano w prazkowiu
oraz mézdzku. W prazkowiu zaobserwowano obnizenie poziomu zmutowanego biatka
ATXN3 041% (p =0,0019), a w m6zdzku o 25% (p = 0,1093) (Rys. 26). Sa to struktury
petiace kluczowe role w HD oraz w SCA3. Myszom HD roéwniez wstrzyknigto
biwalentne reagenty AG4 oraz A4(P10A) do uktadu komér moézgu, jednak dla tego
modelu iniekcje spowodowaty skutki uboczne. W przysztych badaniach nalezy dalej

bada¢ potencjal czasteczek biwalentnych, modyfikujac miejsce iniekcji oraz dawki.

Zarowno po podaniu reagentow wirusowych, jak i biwalentnych zaobserwowano wigksza
wrazliwo$¢ w mysim modelu Hu'?%?21Q myszy te wykazywaly wicksze objawy
niepozadane prawdopodobnie spowodowane toksyczno$cia reagenta. Jednakze te same
reagenty dostarczone do myszy Ki'*°?21Q nie wywolaty u nich skutkéw ubocznych lub

skutki uboczne byty znacznie stabsze. Taka roznica we wplywie reagentow moze by¢
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spowodowana réznicami zwigzanymi z tlem genetycznym, ktore dla obu modeli jest
rézne, odpowiednio FVB i C57 oraz masg ciata zwierzat. Mysi model HD cechuje si¢
wyzsza masg ciata, zauwazalng wigksza iloscig tkanki thuszczowej oraz niewiele wyzsza
masg mézgu (Rys. 13 B, 19 B). Nie bez znaczenia moze by¢ réwniez brak normalne;j
mysiej huntingtyny w modelu HD, natomiast s obecne formy ludzkie ktdre sg obnizane
przez reagenty CAG. By¢ moze, znaczne obnizenie catkowitego poziomu HTT moze

okazac si¢ niebezpieczne dla pacjentow.

Podsumowujac, wykazano obnizenie poziomu zmutowanych bialek za pomoca
reagentéw ukierunkowanych na cigg CAG w warunkach in vivo, podawanych zar6wno
systemowo, jak 1 lokalnie. Pozadang i mniej inwazyjna metoda jest dostarczenia
reagentOw za pomocg iniekcji systemowej. Po pierwsze, wykazano, Ze reagenty w formie
wirusowej, jak i biwalentnej s3 w stanie osiaggna¢ odpowiedni poziom transdukcji tkanki
moézgowej. Wykazano, ze wybrane reagenty w formacie AAV-PHP.eB oraz czasteczki
biwalentne sg w stanie obnizy¢ poziom biatek poliQ w wielu regionach moézgu, co daje
nadziej¢ na zredukowanie zmutowanego biatka. Zaobserwowano zalezno$¢, w ktorej
wysoki poziom wyznakowania eGFP, korelowat z wicksza efektywno$cig reagentow w
obnizaniu poziomu HTT i ATXN3. Wskazuje to na zaleznos¢ efektywnos$ci regentow od
poziomu transdukcji struktur mozgu i na ich r6zng podatno$¢ na reagenty w formacie
AAV, co moze mie¢ ogromny wptyw na i efekt terapeutyczny w klinice. Co wiecej,
pokazano, ze poziom transdukcji pewnych regiondéw modzgu moze by¢ znaczacy, ale
niewystarczajacy do obnizenia poziomu biatka, co moze réwniez zaleze¢ od rodzaju
komorek zawierajacych huntingtyng oraz ataksyne (transdukowane populacje komorek)

1 od zastosowanego serotypu AAV.

Dodatkowo, w eksperymencie z wektorami wirusowymi sprawdzano efekty terapii na
poziomie mRNA. W przypadku HTT, A4(P10,11A) znaczaco obnizyt poziom mRNA w
wigkszosci badanych struktur mézgu, podczas gdy nie odnotowano statystycznego
obnizenia dla A4(P10A); zaobserwowano jednak pewng tendencje (Rys. 9). Wplyw obu
reagentoOw na poziom mRNA A 7XN3 nie byt jednolity migdzy strukturami mézgu, a takze

mi¢dzy wstrzyknigtymi zwierzetami (Rys. 15).

W  badaniach u Kotowska-Zimmer i in. oraz Niewiadomska-Cimicka 1 in.
zaobserwowano preferencyjne obnizanie zmutowanej ludzkiej HTT w poréwnaniu do

mysiej HTT. Przeprowadzono je na mysich modelach zawierajacych wydtuzony trakt
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poliQ w ludzkiej huntingtynie i z 5 powtdrzeniami CAG w mysiej huntingtynie. Taka
konfiguracja eksperymentalna jest metoda z wyboru, poniewaz 5 CAG w takim mysim
mRNA HTT moze by¢ zbyt krotkie, aby przetestowac jakiekolwiek preferencyjne
obnizenie w stosunku do ludzkiej zmutowanej HTT przez reagenty celujace w CAG
(Kotowska-Zimmer 1 in. 2022, 2020). W moich badaniach przeprowadzono
eksperymenty na biallelicznych myszach posiadajacych dwa ludzkie allele: z prawidtowa
i zwiekszong liczbg ludzkich powtorzen CAG. Obserwujac usredniony poziom HTT w
dobrze strandsukowanych strukturach w mysim modelu HD, zauwazono, ze reagenty
bardziej obnizaja poziom zmutowanej huntingtyny niz prawidtowej (Rys. 11). Natomiast
w mysim modelu SCA3 w strukturach dobrze strandukowanych, zaobserwowano
dziatanie reagentow tylko na zmutowang ataksyne (Rys. 17). Mimo ze w konkretnych
strukturach reagenty dzialaly na zmutowane i prawidtowe bialka, jednak usrednione
obnizenie wskazuje na potencjat reagentow i ich dalsze modyfikacje w kierunku wigkszej
preferencji dla allelu zmutowanego. W pracach opublikowanych wcze$niej, reagenty
ukierunkowane na CAG osiagnely redukcje biatka ATXN3 i wykazaty pewien stopien
alleloselektywnosci w precyzyjnie zoptymalizowanych warunkach hodowli komérkowe;j
in vitro. Jednak nawet w tych zoptymalizowanych warunkach reagenty CAG byly mniej
skuteczne na ATXN3 niz w przypadku obnizenia biatka HTT in vitro (Fiszer i in., 2011).
Roéznica w skutecznosci obnizania dla huntingtyny i biatka ataksyny-3 moze zaleze¢ od

lokalizacji szlaku CAG w eksonach odpowiednich genow (Ciesiolka i in., 2021).

Zaproponowane podejscie wskazuje, ze reagenty celujace w CAG dostarczane w
wektorze wirusowym AAV-PHP.eB przez BBB oraz czasteczki biwalentne sa
obiecujacym podejs$ciem terapeutycznym w chorobach poliQ. Moje wyniki wskazuja, ze
dostarczenie AAV-PHP.eB poprzez iniekcj¢ retro-orbitalne ma duzy potencjat w leczeniu
chorob poliQ, ze wzgledu na nizszg inwazyjno$¢, selektywnos¢ do tkanki mézgowej za
sprawg przekraczania bariery krew-moézg i ogoélnym profilem bezpieczenstwa za sprawg
niewielkiego wptywu na tkanki obwodowe i fizjologi¢ organizmu. Jednym z mozliwych
kierunkow dalszego rozwoju tych terapeutykow jest zbadanie ich potencjalnego wptywu
na obnizanie poziomu zmutowanych bialek powstajacych jako rezultat ekspansji

somatycznych w chorobach poliQ.
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9. Whioski

o Reagenty AAV-PHP.eB shRNA dostarczone poprzez iniekcje retro-orbitalne
przechodza przez barier¢ krew-moézg i s3 w stanie osiggnaé bardzo dobra
biodystrybucje w mysim mézgu juz po 3 tygodniach od iniekcji. Wysoki poziom
transdukcji tkanek mozgowych utrzymywat si¢ niezmiennie, az do zakonczenia
eksperymentu w 15 tygodniu po iniekcji.

o Iniekcje lokalne z zastosowaniem czasteczek biwalentnych réwniez wykazuja
transdukcje tkanek w mozgu, zardwno po iniekcji do prazkowia, jak i do uktadu
komoér mézgu.

o Wykazano, ze wybrane reagenty w formacie AAV-PHP.eB oraz czasteczki
biwalentne z RNA sg w stanie obnizy¢ poziom biatek poliQ w wielu regionach
modzgu oraz poziom ich agregatow.

o Wykazano zalezno$¢ pomigdzy trandsukcja wybranych regionow moézgu, a
obnizeniem poziomu zmutowanego biatka poliQ.

o Reagenty AAV-PHP.eB shRNA s3 bezpieczne, nie transdukuje tkanek
obwodowych i nie zmieniajag parametrow biochemicznych organizmu. Nie
zaobserwowano zmian w masie badanych narzadéw. Test punktowej oceny
fenotypu nie wykazat istotny zmian $wiadczacych o postepujacych objawach
fenotypowanych zwigzanych z badanymi chorobami HD i SCA3.

o Najwigkszy potencjal reagentow zaobserwowano na mysim modelu choroby

Huntingtona.
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11.Spis skrotow

3HK - 3-hydroksykinureniny

AAYV - wektory wirusowych zwigzanych z adenowirusami
ABE - edytory zasad adeninowych

ATXN3 - biatko ataksyny-3

BBB - bariera krew-mozg

CAA - cytozyna — adenina — adenina

CAG - cytozyna — adenina — guanina

CBE - edytory zasad cytozynowych

DCN - jadra glgbokie mozdzku

DOPEC - kwas 3,4-dihydrofenylooctowy

DRPLA - zanik czerwienno-z¢baty i rdzeniowo-opuszkowy zanik mieéni
EAAT1 - astrocytowy transporter glutaminianu

EF3 - wspotczynnik wydtuzania 3

GABA - organiczny zwigzek chemiczny z grupy aminokwasow
GLT]1 - transporter glutaminianu 1

H202 - nadtlenek wodoru

HAP1 - biatko zwigzane z huntingtyng 1

HD - choroba Huntingtona

HEAT - Huntingtyna, Wsp6lczynnik wydtuzania 3

ICYV - iniekcje do komor mézgowych

iPSCs - komorki indukowane pluripotencjalne

miRNA - mikro RNA

MSN - $rednie neurony kolczaste

MT- mikrotubule

NES - sygnat eksportu jadrowego

NLS - sygnat lokalizacji jadrowe;j

NMDA - receptor N-metylo-D-asparaginowy

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy
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poliQ - choroba poliglutaminowa
PP2A - fosfataza biatkowa 2A

QA - kwas chinolinowy

ROS - reaktywne formy tlenu

SBMA - choroba Kennedy’ego

SCA - ataksje rdzeniowo-moézdzkowe
SCA3/MJD - ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3/choroba Machado-Josepha
shRNA - krotkie RNA o strukturze petli
siRNA - matfe interferujace RNA
TORI1- kinaza drozdzowa

UIM1 — motywow interakcji z ubikwityng

UPS - system ubikwityna — proteasom
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12.Zalaczniki

Tabela 18. Migjsca poza celem terapeutycznym (ang. off-targets) u cztowieka (tac.

Homo Sapiens) 1 myszy (Yac. Mus Musculus)

Reagent Nazwa Opis Dhug Ekspre Ekspre Wyni
genu o§¢ sja sja k
(nt) mozgu innych bitow
tkanek y
Off-targets Homo Sapiens
zakres od 21nt do 18nt; granica: 17 i mniej
A4(P10A ELN Elastyna 19 niska szeroka 32,210
) &
$rednia
KMT2D Metylotransfera 19 niska szeroka 32,210
za lizyny 2D &
niska
LINC01209 Dtugi 19 b.d. b.d. 32,210
mi¢dzygenowy
niebiatkowy
RNA 1209
MLLT6 MLLT®6, palec 19 wysoka szeroka 32,210
zawierajacy &
PHD wysoka
WDR97 Domena 19 bardzo bardzo 32,210
powtérzen WD niska niska
97
BCARI1 BCARI1 biatko 18 niska szeroka 30,228
rusztowania, &
cztonek rodziny $rednia
Cas
CHDS8 Helikaza 18 Srednia szeroka 30,228
chromodomain &
owa biatko $rednia
wigzace DNA 8
RIMBP2 Biatko wigzace 18 $rednia niska 30,228
RIMS 2
A4(P10,1 PPP2R5SE Podjednostka 17* $rednia szeroka 34,192
1A) regulatorowa &
B'epsilon srednia
fosfatazy
bialkowej 2
A4 ELN Elastyna 20 niska szeroka 40,14
&
$rednia
KMT2D Metylotransfera 20 niska szeroka 40,14
za lizyny 2D &
niska
MLLT6 MLLT®6, palec 20 wysoka szeroka 40,14
zawierajacy &
PHD wysoka
CCDC177 Domena 20 very very 34,192
Zwojowa low low
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zawierajaca

177
ISL2 ISL LIM 20 bardzo niska 34,192
homeobox 2 niska =
MINK1 Kinaza 1 20 bardzo szeroka 34,192
podobna do wysoka &
misshapen wysoka
MYTI1 Czynnik 20 niska niska 34,192
transkrypcji
mieliny 1
PEG3 Ekspresja 20 wysoka wysoka 34,192
ojcowska 3
PIP4P2 4-fosfataza 20 Srednia szeroka 34,192
fosfatydyloinoz &
ytolo-4,5- $rednia
bisfosforanu 2
RIMBP3 Biatko wiazace 20 b.d. b.d. 34,192
RIMS 3
SLC16A2 Nos$nik 20 Srednia szeroka 34,192
substancji &
rozpuszczonych $rednia
rodzina 16
cztonek 2
TFAP4 Czynnik 20 bardzo szeroka 34,192
transkrypcyjny niska &
AP-4 niska
TRERF1 Transkrypcyjny 20 bardzo szeroka 34,192
czynnik niska &
regulujacy 1 niska
KMT2D Metylotransfera 19 niska szeroka 30,228
za lizyny 2D &
niska
A2 CCDC177 Domena 21 bardzo bardzo 42,122
Zwojowa niska niska
zawierajaca
177
MINK1 Kinaza 1 21 bardzo szeroka 42,122
podobna do wysoka &
misshapen wysoka
MYTI1 Czynnik 21 niska niska 42,122
transkrypcyjny
mieliny 1
PEG3 Ojcowska 21 wysoka wysoka 42,122
ekspresja 3
SLC16A2 Nos$nik 21 Srednia szeroka 42,122
substancji &
rozpuszczonych $rednia
rodzina 16
cztonek 2
BRD4 Bromodomena 20 Srednia szeroka 40,14
zawierajaca 4 &
$rednia
BSN Presynaptyczne 20 wysoka bardzo 40,14
biatko niska
cytomatrix
fagotu
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SOGA3 Czlonek 20 Srednia niska 40,14
rodziny SOGA
3
TOX3 Cztonek 20 niska szeroka 40,14
rodziny
skrzynek
grupowych o
duzej
mobilnos$ci
TOX 3
SLFNL1 Schlafen jak 1 19 bardzo bardzo 38,157
niska niska
A2(P10,1 ADD3-AS1 ADD3 20 niska szeroka 34,192
1A) antysensowny &
RNA 1 niska
Clz1 CDKNIA 20 wysoka szeroka 34,192
oddziatujace &
bialko palca wysoka
cynkowego 1
TOX3 TOX czlonek 19 niska szeroka 26,263
rodziny o
wysokiej
mobilnosci 3
AG4 CCDC177 Domena 20 bardzo bardzo 34,192
Zwojowa niska niska
zawierajaca
177
MINK1 Misshapen jak 20 bardzo szeroka 34,192
kinaza 1 wysoka &
wysoka
MYTI1 Czynnik 20 niska niska 34,192
transkrypcyjny
mieliny 1
PEG3 Ekspresja 20 wysoka wysoka 34,192
ojcowska 3
RIMBP3 RIMS binding 20 b.d. b.d. 34,192
protein 3
SLC16A2 Cztonek 20 Srednia szeroka 34,192
rodziny &
no$nikow $rednia
substancji
rozpuszczonych
162
TNRC6A Powtodrzenie 20 Srednia szeroka 34,192
trinukleotydow &
¢ zawierajace $rednia
adaptor 6A
CCARI1 Regulator cyklu 18 $rednia szeroka 36,175
podziatu & 3
komorki i $rednia
apoptozy 1
AA4 ACSS1 Czlonek 18 wysoka szeroka 24,281
rodziny &
kroétkotancucho wysoka
wych syntetaz
acylo-CoA 1.
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AlS PPARD Receptor delta 15 $rednia szeroka 30,228
aktywowany &
proliferatorami $rednia
peroksysomow
Off-targets Mus Musculus
zakres mi¢dzy 21nt a 18nt; odcigcie: 17 i mniej
A4(P10A - - - - - -
)
A4(P10,1 - - - - - -
1A
A4 STC1 Stanniokalcyna 21 bardzo $rednia 42,122
1 niska 3
A230006K0 RIKEN cDNA 20 - - 40,14
3Rik A230006K03
PUMI Pumilio 20 wysoka szeroka 40,14
cztonek rodziny &
wigzacej RNA wysoka
1
D6Ertd527e - 20 - - 34,192
9
MADILI1 Niedobor 20 niska szeroka 34,192
zatrzymania & 9
mitotycznego 1 niska
jak 1
TBL1X Transducyna 20 niska szeroka 34,192
beta podobna & 9
do 1 sprzezona srednia
z
chromosomem
X
Z{p853 Biatko palca 20 niska szeroka 34,192
cynkowego 853 & 9
niska
BSN Biatko 18 wysoka bardzo 36,175
presynaptyczne niska 3
j cytomatrycy
fagota
Ztp804a Biatko palca 18 niska b.d. 36,175
cynkowego 3
804A
A2 CCDC177 Domena 21 bardzo bardzo 42,122
zwinigtej cewki niska niska 3
zawierajaca
177
MAMLI1 Koaktywator 21 niska szeroka 42,122
transkrypcyjny & 3
mastermind 1 $rednia
PPPIR3F Podjednostka 21 niska bardzo 42,122
regulatorowa niska 3
fosfatazy
biatkowej 1 3F
GOLGA4 Golgin A4 20 $rednia szeroka 40,14
&
$rednia
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SOGA3 Czlonek 20 Srednia niska 40,14
rodziny SOGA
3
TH Hydroksylaza 20 b.d. b.d. 40,14
tyrozynowa
MINK1 Misshapen jak 20 bardzo szeroka 38,157
kinaza 1 wysoka & 6
wysoka
A2(P10,1 - - - - - -
1A)
AG4 CCDC177 Zawierajaca 20 bardzo bardzo 34,192
domenge niska niska 9
zwinigtej cewki
177
LRCH3 Powtorzenia 20 niska szeroka 34,192
bogate w & 9
leucyne i niska
domena
homologii
kalponiny
zawierajaca 3
MAMLI1 mastermind 20 Srednia szeroka 34,192
like & 9
transcriptional $rednia
coactivator 1
PPPIR3F Mastermind jak 20 niska bardzo 34,192
koaktywator niska 9
transkrypcyjny
1
STC1 Stanniokalcyna 20 bardzo szeroka 34,192
1 niska & 9
niska
A230006K0 RIKEN cDNA 19 - - 32,210
3Rik A230006K03 5
GOLGA4 Golgin A4 19 srednia szeroka 32,210
& 5
$rednia
ZFHX3 Palec cynkowy 19 niska szeroka 26,263
homeobox 3 & 5
niska
AA4 KMT2D Metylotransfera 19 niska szeroka 26,263
za lizyny 2D & 5
niska
LOC115489 - 19 - - 26,263
118 5
AlS5 LOC105245 - 17 - - 28,245
978

Dane opracowane na podstawie publikacji: ,,CAG-targeted brain-permeable therapy

tested in biallelic humanized polyQ mouse models” (w trakcie publikacji)
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