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Tytul: ,,Opracowanie przedklinicznej strategii terapeutycznej choroby Huntingtona i
ataksji rdzeniowo-mozdzkowej typu 3 z wykorzystaniem wyciszajacych reagentow RNA

celujacych w powtorzenia CAG w transkryptach genow HTT i ATXN3”

Choroby poliglutaminowe (poliQ) naleza do grupy 9 rzadkich chorob genetycznych tj. choroba
Huntingtona (HD), ataksje rdzeniowo-mézdzkowe (SCA) typu 1, 2, 3, 6, 7, 17, zanik
czerwienno-z¢baty (DRPLA) i rdzeniowo-opuszkowy zanik mig¢éni (SBMA). Choroby te sa
wynikiem mutacji w regionie kodujagcym genow sprawczych polegajacej na ekspansji
powtdrzen trdjnukleotydowych cytozyna — adenina — guanina (CAG) kodujacych nadmiernie
wydtuzony cigg glutamin w bialku. Pacjenci z chorobami poliglutaminowymi najcze¢sciej
posiadaja dwa allele danego genu. Jeden allel z prawidlowa liczba (okoto 5-35), natomiast
drugi zmutowany allel ze zwickszong liczba (>35) powtérzen CAG. Czgstotliwosé
wystepowania chorob poliQ miesci si¢ w przedziale okoto 1-10 przypadkow 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 sg najlepiej opisane

sposrod wszystkich chorob 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 zbada¢ 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 powtorzenia
CAG w mRNA. Humanizowane modele myszy HD (Hu'28Q21Q) i SCA3 (Ki'3Q21Q) ze
zmutowanym allelem zawierajagcym ponad 100 powtorzen CAG oraz z prawidtowym allelem
zawierajacym 21 CAG wykorzystano do symulacji warunkéw biallelicznych u pacjentow.
Systemowo, do zatoki oczodotowej podano wektory AAV-PHP.eB zawierajace shRNA jako
nieinwazyjna terapi¢ przechodzacg przez barier¢ krew-moézg (ang. blood—brain barier; BBB).

Czasteczki biwalentne z siRNA podano bezposrednio do mézgu poprzez iniekcje lokalne.

Pierwszym celem pracy byl wybodr reagentéw do dalszych badan poprzez przeprowadzenie
krotkoterminowych — eksperymentéw  oceniajagcych  bezpieczenstwo 1 efektywnos¢

zaprojektowanych shRNA. Pozwolilo to wybra¢ dwa reagenty A4(P10A), A4(P10,11A)



cechujace si¢ najnizszymi efektami ubocznymi i najefektywniejszym obnizaniem pozioméw
zmutowanego biatka w r6znych obszarach mézgu w poréwnaniu do pozostatych testowanych
shRNA. Wybrane shRNA w formacie AAV-PHP.eB postanowiono przetestowaé w
dlugoterminowych eksperymentach, uwzgledniajagcych obserwacje pooperacyjna, oceng
zaburzen behawioralnych, ewentualnych skutkéw ubocznych, efektywno$¢ obnizania poziomu
zmutowanych i1 prawidtowych bialek, oceng efektu terapeutycznego na poziomie komérkowym
(inkluzje) oraz zwigzany z tym stopien alleloselektywnosci reagentow. Zaobserwowano, ze
wektor AAV-PHP.eB zawierajacy shRNA skutecznie transdukowat mozg i jego okreslone
regiony przy braku transdukcji tkanek obwodowych. Skuteczno$¢ obnizenia poziomu biatek
zalezata od poziomu transdukcji regionu moézgu. W podejsciu wektorowym, opracowano
skuteczng transdukcj¢ i dostarczanie reagentéw celujacych w CAG do mdzgu przy uzyciu
wektorow przekraczajacych BBB, co jest szczegolnie korzystne w terapii poliQ i innych
zaburzen OUN. Drugim testowanym podejsciem byl czasteczki biwalentne z siRNA celujace
w cigg CAG, ktore rowniez efektywnie transdukowaty mysi moézgu, skutkujac redukcja
zmutowanego biatka. Jednakze w przypadku tych czasteczek zarejestrowano nasilone skutki
uboczne w modelu HD. Wykazano dzialanie zastosowanych reagentéw biwalentnych in vivo
na modelach dwoch najczgsciej wystepujacych chordb poliglutaminowych, jednakze reagenty

te wymagaja dalszych badan w celu zminimalizowania efektow niepozadanych.

Podsumowujac, pokazano skuteczno$¢ podejscia terapeutycznego celujacego w cigg powtdrzen
CAG w mRNA zmutowanych genéw dla HD i SCA3. Badania pokazuja, ze podejscie to moze
zosta¢ zastosowane w terapii wielu choréb poliQ. Co wigcej reagenty shRNA powoduja
obnizanie zmutowanego bialka poliQ w modzgu, a sposobem ich dostarczania jest mato
inwazyjne podanie do krwi i przejécie przez barierg-krew mozg co ma niebagatelne znaczenie

kliniczne.



