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Streszczenie

Choroba Huntingtona (HD) oraz inne schorzenia spowodowane ekspansjg powtorzen
CAG nalezg do nieuleczalnych choréb neurodegeneracyjnych. Jedna z najbardziej
obiecujacych strategii terapeutycznych wykorzystuje naturalny mechanizm interferencji RNA
(RNAi). Kluczowym wyzwaniem w tym podejsciu jest zachowanie rownowagi mig¢dzy
skutecznoscig terapeutyczng a bezpieczenstwem stosowanych czasteczek, ze Szczegdlnym
uwzglednieniem minimalizacji efektow niespecyficznych. Wczeéniej opracowana czgsteczka
bedaca sztucznym mikroRNA, amiR136-A2, celujagca W powtorzenia CAG i posiadajgca
niesparowanie w pozycji 8 nici wiodgcej, wykazywala dobrg efektywno$¢ wyciszania HTT oraz
allelo-selektywno$¢, ale jej dalszy rozwoj ograniczaty pewne niedoskonatosci, takie jak nizsza

aktywnos$¢ w korze moézgu oraz obecnos¢ w pelni komplementarnych sekwencji poza celem.

Celem niniejszej rozprawy bylo opracowanie zmodyfikowanej wersji amiR136-A2
poprzez wprowadzenie dodatkowej substytucji nukleotydowej, majacej na celu zwigkszenie
bezpieczenstwa przy zachowaniu albo poprawie skutecznosci. Sposrod przetestowanych
wariantow, czasteczka amiR136-13A — zawierajaca dodatkowe niesparowanie w pozycji 13
— wykazata wyzsza efektywno$¢ wyciszania zmutowanego genu HTT zaréwno w modelach
komorkowych HD, jak i zwierzecym, osiagajac porownywalny efekt przy zastosowaniu dawki

wektora AAVS5 nizszej o potowe w poréwnaniu do wariantu wyj$ciowego.

amiR136-13A charakteryzowata si¢ zmniejszong liczba potencjalnych sekwencji
off-target, korzystnym profilem obrobki komorkowej, zwickszonym udziatem nici wiodacej
w stosunku do amiR136-A2, oraz wysoka homogennoscig konca 5° w prazkowiu myszy
YAC128. W modelu in vivo wykazano, ze czasteczka jest dobrze tolerowana do 28 tygodnia
od iniekcji, nie prowadzi do aktywacji mikrogleju ani astrogleju, nie powoduje wzrostu
poziomu lekkiego polipeptydu neurofilamentow (NfL) w surowicy, a takze nie powoduje
efektow off-target. Dodatkowo, w modelu komérkowym z indukowalng ekspresja HTT1a
potwierdzono zdolno$¢ czasteczki do obnizania poziomu toksycznej, krotkiej formy

huntingtyny, ktora istotnie przyczynia si¢ do patogenezy HD.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze amiR136-13A stanowi bezpieczniejsza i efektywniejsza
alternatywe dla amiR136-A2 i jest zarazem obiecujgcym kandydatem do dalszego rozwoju jako

potencjalne narzedzie terapeutyczne dla HD oraz innych chorob poliglutaminowych.
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Abstract

Huntington’s disease (HD) and other disorders caused by CAG repeat expansions
belong to a group of uncurable neurodegenerative diseases. One of the most promising
therapeutic strategies involves usage of the natural mechanism of RNA interference (RNAI).
However, a key challenge in this approach lies in balancing therapeutic efficacy with safety,
particularly with regard to minimizing off-target effects. A previously developed artificial
microRNA, amiR136-A2, targeting CAG repeats and containing a single mismatch at position
8 of the guide strand, demonstrated good HTT silencing efficiency and allele-selectivity.
Nevertheless, its further development was limited by certain drawbacks, such as reduced
activity in the cerebral cortex and the presence of fully complementary off-target sequences.

The aim of this doctoral dissertation was to improve the previously designed
amiR136-A2 by introducing an additional nucleotide substitution to enhance safety while
maintaining or improving efficiency. Among the variants tested, the molecule amiR136-13A,
featuring an extra mismatch at position 13, showed increased silencing efficiency against
mutant HTT in HD cell models and in vivo, achieving a comparable therapeutic effect at half
the AAVS5 vector dose compared to the original construct.

amiR136-13A exhibited a reduced number of potential off-target sequences, a favorable
cellular processing profile, increased guide strand release compared to amiR136-A2, and high
5’-end homogeneity in the striatum of YAC128 mice. In the in vivo model, the molecule was
well tolerated up to 28 weeks post-injection, did not trigger microglial or astroglial activation,
did not increase serum levels of neurofilament light polypeptide (NfL), and demonstrated no

off-target effects.

Furthermore, in a cell model with inducible HTTla expression, amiR136-13A
effectively reduced levels of the toxic, truncated huntingtin isoform, which is known

to significantly contribute to HD pathogenesis.

Taken together, the results indicate that amiR136-13A is a safer and more effective
alternative to amiR136-A2, and represents a promising candidate for further development

as a potential RNAi-based therapeutic tool for HD and other polyglutamine disorders.
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| Wprowadzenie

1. Choroba Huntingtona
1.1. Charakterystyka choroby

Choroba  Huntingtona (ang.  Huntington’s  disease, HD) jest jedng
z dziewieciu neurodegeneracyjnych choréb poliglutaminowych (poliQ), charakteryzujacych
si¢ obecnoscig wydluzonego ciggu powtdrzen trzech nukleotydéow — cytozyny, adeniny
oraz guaniny (CAG) w regionach kodujacych gendow. Oprocz HD, w grupie tej znajduje si¢
takze migdzy innymi ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 (ang. spinocerebellar ataxia type 3,
SCAY), czy zanik jadra z¢batego, jadra czerwiennego, gatki bladej i jadra niskowzgorzowego
(ang. dentatorubral-pallidoluysian  atrophy, DRPLA). Schorzenia te, ze wzgledu
na stosunkowo dobrze poznang etiologi¢ oraz dostgpne szerokie spektrum modeli badawczych,

nalezg do najczgsciej badanych chordob poliQ (1).

HD po raz pierwszy zostala opisana w 1872 roku przez amerykanskiego lekarza
George’a Huntingtona. Zaproponowana przez niego nazwa — plasawica — wynikata z obecnosci
charakterystycznych, mimowolnych ruchéw plasawiczych obserwowanych u pacjentow.
Huntington zauwazyt rowniez, ze chorzy nie reaguja na zadne dostgpne wowczas leczenie,
a takze, ze schorzenie dotyka wylacznie dorostych i wigze si¢ ze zwigkszong tendencjg do
samobojstw wsrod pacjentdw (2). Pozniej odkryto, ze istnieje takze mtodziencza forma tej
choroby (ang. juvenile HD), ktora objawia si¢ przed 20 rokiem zycia. Charakteryzuje si¢
wystepowaniem znacznie dtuzszego ciagu powtorzen CAG (>60), szybsza progresja
i odmiennym przebiegiem klinicznym, oraz stanowi okoto 5% przypadkow HD (3). Obecnie
przyjmuje si¢, ze liczba powtérzen CAG do 35 jest charakterystyczna dla oséb zdrowych,
jednak wartosci w zakresie od 27 do 35 wskazuja na mozliwos¢ ekspansji sekwencji do
nieprawidlowego zakresu w przysztych pokoleniach. Liczba powtoérzen migdzy 36 a 39
zwigzana jest zZ niepelng penetracjg, co oznacza, ze nie u wszystkich osob z takim wariantem
genetycznym dojdzie do rozwoju schorzenia. Wartosci od 40 sg jednoznacznie patologiczne
i skutkujg wystgpieniem choroby (4). Charakterystycznym zjawiskiem dla HD jest antycypacja
— wczesniejsze wystepowanie objawoéw oraz cigzszy przebieg choroby w kolejnych
pokoleniach. Wynika to ze stopniowego zwigkszania liczby powtorzen CAG podczas transmisji

genetycznej. Szczegolnie w przypadku dziedziczenia choroby od ojca obserwuje si¢ wigksza
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niestabilnos¢ powtdorzen CAG, co prowadzi do dalszego wydluzenia tego ciggu

u potomstwa (5).

HD jest dziedziczona w sposéb autosomalny dominujacy. Ma charakter postepujacy,
a jej przebieg obejmuje nie tylko zaburzenia ruchowe, ale takze poznawcze i psychiatryczne,
ktore pojawiaja si¢ najczeSciej po 40 roku zycia. Oprocz charakterystycznych ruchow
plasawiczych, pacjenci doswiadczajg opdznienia procesow intelektualnych, depresji, apatii,
a takze spowolnienia ruchow (bradykinezji) czy utraty koordynacji ruchowej (6). Objawy
kliniczne wynikaja z postepujacej dysfunkcji i obumierania gtéwnie neuronéw prazkowia
i kory mozgowej. Najwigksza wrazliwoscia wykazuja si¢ $rednie neurony kolczaste
(ang. medium spiny neurons, MSN), stanowigCe wigkszo$¢ neurondéw prazkowia — struktury
mozgu, ktora odpowiedzialna jest za procesy poznawcze i kontrolg ruchéw (6, 7). Oprocz
wspomnianych struktur, neurodegeneracja obejmuje takze mézdzek, wzgorze i pien mozgu (8).
U pacjentow obserwuje si¢ rowniez objawy niezwigzane bezposrednio z degeneracja
oSrodkowego ukladu nerwowego (OUN), takie jak zaburzenia metaboliczne,

endokrynologiczne, czy utrata wagi (9).

HD nalezy do grupy chorob rzadkich, a jej wystepowanie jest zrdznicowane. Wedlug
danych metaanalitycznych opublikowanych przez grupe Tamary Pringsheim w 2023 roku,
w latach 2010-2022 $rednia roczna zapadalno$¢ na HD na $wiecie wynosita 0,48 na 100 000
0s0b, Z czgstszym wystepowaniem choroby w Europie oraz Ameryce Potnocnej (4,88 na
100 000 osob) niz w Afryce czy Azji. Wyzszy odsetek moze by¢ skorelowany z wigksza
dostepnoscig badan molekularnych na tych kontynentach, a takze powigzang z tym szybsza

diagnostyka (10).

Rozpoznanie choroby, poza obserwacjg objawoéw klinicznych, opiera sie przede
wszystkim na testach genetycznych, ktorych celem jest okreslenie liczby powtdrzen CAG
W genie, przy czym najczgéciej stosowang metoda jest tancuchowa reakcja polimerazy
(ang. polymerase chain reaction, PCR) (11, 12). Dodatkowo, w diagnostyce wykorzystuje si¢
rowniez obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging,
MRI), umozliwiajace wykrycie strukturalnych zmian w moézgu, takich jak atrofia
prazkowia (13). Niestety, HD, podobnie jak inne choroby poliQ, czgsto jest diagnozowana zbyt
poézno. Objawy takie jak depresja czy psychoza prowadza do mylnego rozpoznania i moga
prowadzi¢ do niewlasciwego leczenia, W zwigzku z tym, konieczna jest wczesna prawidtowa

diagnostyka, w celu wdrozenia odpowiedniej terapii oraz planowania opieki (14).
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1.2. Podloze genetyczne

HD nalezy do choréb monogenowych, czyli spowodowanych mutacja w jednym genie
(rys. 1). Ekspansja powtorzen CAG wystepuje w pierwszym eksonie genu kodujacego biatko
huntingtyne (ang. huntingtin, HTT), zlokalizowanego na krotkim ramieniu chromosomu 4. Gen
HTT zostal opisany po raz pierwszy w 1993 roku przez konsorcjum Huntington’s Disease
Collaborative Research Group (15). Ulega on ekspresji w calym organizmie, jednak najwyzsze
poziomy HTT obserwuje si¢ W modzgu, zwlaszcza W prazkowiu, korze, hipokampie

oraz mézdzku (16).

Normalny gen huntingtyny Nieprawidtowy gen huntingtyny
<27 powtdrzen CAG >39 powtdrzen CAG

...CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG...W

ekson 1

L m&g@"

biatko

NG

zdrowy neuron zdegenerowany neuron

Rysunek 1. Schemat ekspresji normalnego i patologicznego wariantu genu HTT i jej skutki.

HTT jest biatkkiem o masie czgsteczkowej 348 kDa i wysokim stopniu
konserwatywnos$ci u ssakow. Wystepuje zarowno w jadrze jak i cytoplazmie, gdzie peini
rozmaite funkcje. Cho¢ nadal nie w pelni poznana, odgrywa kluczowe role w uktadzie
nerwowym, zarowno w okresie prenatalnym, jak i zyciu dorostym. Odpowiada za powstawanie
i transport neurotroficznego czynnika pochodzenia moézgowego (ang. brain-derived
neurotrophic factor, BDNF), ktory odgrywa istotng rolg migdzy innymi W procesie
neurogenezy (17). Oddziatujac z biatkiem motorycznym dyneing, HTT koordynuje transport
pecherzykowy (18), a takze uczestniczy w regulacji transkrypcji gendéw 1 procesach

autofagii (19, 20). Jej catkowity brak prowadzi do letalno$ci mysiego ptodu (21), natomiast jej
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deficyt u osobnikéw dorostych powoduje dysfunkcje behawioralne, zaburzenia gospodarki

zelaza, zapalenie trzustki oraz glejoze wzgorza (22, 23).

Patogeneza HD wynika nie tylko z utraty kluczowych funkcji biatka, ale takze z nabycia
szkodliwych funkcji przez jego nieprawidlowa forme. Zmutowana HTT gromadzi si¢
w cytoplazmie oraz jadrach komoérkowych przybierajac nieprawidtowe konformacje, w tym
struktury B-harmonijki, nastepnie tworzac wldkniste agregaty, co prowadzi do proceséw
patologicznych. Biatko w tej formie zakldca transport komoérkowy, a takze jest ciete na
mniejsze fragmenty o duzej toksycznosci. Jego szkodliwe dziatanie polega na hamowaniu
dzialania biatek opiekunczych (chaperonow) i autofagii, atakze aktywacji mikrogleju, co
prowadzi do wzbudzenia stanu zapalnego w mézgu (9). Przypuszcza si¢ takze, ze zmutowana
HTT =zaktoca transkrypcje poprzez oddziatywanie z biatkiem regulujacym biogeneze
mitochondriow, PGClo (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
1-alpha), co prowadzi do dysfunkcji mitochondrialnej i neurodegeneracji (9, 24). Obecnos¢
nieprawidlowego bialka skutkuje takze stresem oksydacyjnym i nadmierng produkcja
reaktywnych form tlenu, o ktérych wiadomo, Ze sg silnie neurotoksyczne (25-27). Oddziatujac
z biatkiem wigzagcym CREB (ang. CREB-binding protein, CBP), zmutowana HTT prowadzi do
zaburzen jego funkcji, co skutkuje zmniejszong acetylacjg histondw 1 represja transkrypcji

gendw niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania neuronow (28, 29).

Z drugiej strony podejrzewa si¢, ze agregaty HTT moga peti¢ role protekcyjna,
stanowigcg odpowiedz na zle sfaldowane biatko. To wlasnie rozpuszczalna forma
zmutowanego biatka wydaje si¢ by¢ bardziej toksyczna, podczas gdy agregacja biatka moze
ogranicza¢ jego interakcje zinnymi biatkami (9). Chociaz obecno$¢ agregatow jest

charakterystyczna dla HD, ich doktadna rola nadal pozostaje dyskusyjna.

Niektore badania wykazuja, ze patogeneza choroby nie jest zwigzana wylacznie
ze zmutowanym biatkiem, lecz pojawia si¢ juz na poziomie mRNA. Nieprawidtowe
transkrypty HTT tworza struktury spinki, ktore ulegaja retencji w jadrze komorkowym, gdzie
moga sekwestrowac biatka wigzagce RNA, prowadzac do zaburzen skladania mRNA
(splicingu). Ponadto, struktury te wykazuja oporno$¢ na potencjalne terapeutyki celujace
w transkrypt (30, 31). Mimo doniesien literaturowych o toksyczno$ci mRNA, zagadnienie to

pozostaje niedostatecznie zbadane.

Kolejnym aspektem patogenezy HD jest alternatywna poliadenylacja i jej skutki.

W genie HTT znajduje si¢ wiele miejsc poliadenylacji. W normalnych warunkach, proces ten
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zachodzi w klasycznym miejscu zlokalizowanym na koncu 3’ mRNA, w wyniku czego
powstaje pelnej dlugosci transkrypt, bedacy matrycg dla syntezy prawidtowego,
funkcjonalnego biatka. Wystepowanie wydtuzonych powtdrzen CAG zaburza prawidlowy
przebieg tego mechanizmu, co moze prowadzi¢ do uzycia alternatywnego miejsca
poliadenylacji, znajdujgcego si¢ w intronie 1. Obecnos¢ skroconego transkryptu, obejmujgcego
wytacznie ekson 1 i fragment intronu 1, zostata potwierdzona zarowno w modelach mysich
HD, jak iw fibroblastach pochodzacych od pacjentow oraz w tkankach moézgowych
uzyskanych posmiertnie. Zaproponowany mechanizm tej nieprawidtowosci zaklada
zwigkszone przylaczanie si¢ czynnika splicingowego SRSF6 (serine/arginine-rich splicing
factor 6) do konca 5’ transkryptu HTT. Charakterystyczng wlasciwoscia tego biatka jest jego
zdolno$¢ do wspomagania translacji cze$ciowo ztozonych transkryptow mRNA, co moze
sprzyja¢ powstawaniu skréconych form biatkowych. Ponadto, podejrzewa sig, ze biatka SR
(o nazwie pochodzacej od obecnosci domen bogatych w seryne — S, oraz argining — R), do
ktorych nalezy SRSF6, moga wigza¢ kompleksy matych rybonukleoprotein Ul. To zjawisko
sprzyja aktywacji ukrytych miejsc poliadenylacji. Konsekwencja tych procesow jest powstanie
skroconego transkryptu, ktory podlega translacji, prowadzac do syntezy krotkiego biatka HTT,
okreslanego jako HTT1a (rys. 2) (32, 33). Podobnie jak pelnej dtugosci zmutowane biatko,
HTT1a wykazuje zdolnos¢ do tworzenia agregatow w komorkach (34). Zidentyfikowano takze
inne izoformy HTT zawierajace kryptyczne eksony, natomiast podlegajg one Procesowi

degradacji (ang. nonsense-mediated mRNA decay, NMD) (33).
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Rysunek 2. Przetwarzanie mMRNA HTT w warunkach fizjologicznych oraz chorobie Huntingtona.

Innym zjawiskiem obecnym w HD jest niekanoniczna translacja zwigzana
z powtorzeniami nukleotydowymi (ang. Repeat-Associated Non-AUG translation), inaczej
RAN translacja. Odkryta w 2011 roku w ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 8 (35), okazata
si¢ by¢ charakterystycznym mechanizmem dla choréb spowodowanych ekspansjami
mikrosatelitarnymi (36). Proces ten zachodzi bez udziatu klasycznego kodonu START (AUG).
Skutkiem RAN translacji jest powstanie nieprawidlowych homopolimerycznych biatek
sktadajagcych si¢ z powtorzonych aminokwasoéw takich jak seryna, leucyna, glutamina, czy
alanina. Rodzaj syntetyzowanego biatka zalezy od sekwencji otwartej ramki odczytu (37).
Skumulowane biatka poliserynowe (z kodonu AGC) oraz polialaninowe (z kodonu GCA)
zostaly wykryte w tkankach najbardziej dotknietych chorobowo, a zwlaszcza w prazkowiu
I mézdzku pacjentow HD, w tym pacjentow dotknigtych odmiang mtodzienczg. Obecno$¢ tych
biatek w obszarach wykazujacych ekspresje proteolitycznego biatka kaspazy 3 sugeruje ich
toksycznos¢. Przypuszcza sig, ze zarowno wydluzony ciag powtorzen CAG, jak i tworzone

przez niego struktury drugorzedowe moga przyczyniac si¢ do inicjacji RAN translacji (36).
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1.3. Aktualny stan wiedzy na temat terapii HD

Mimo tego, ze HD znana jest juz od wielu lat, nadal jest przedmiotem wielu
intensywnych badan, oraz podobnie jak pozostate choroby poliQ, w dalszym ciggu pozostaje
nieuleczalna. Jej ztozona patogeneza utrudnia opracowanie skutecznej terapii, ktora mogtaby
zahamowa¢ albo odwrdci¢ postep choroby. Mediana przezycia od momentu wystgpienia
pierwszych objawow ruchowych wynosi okoto 18 lat (6). Ponadto, jak kazda choroba
neurodegeneracyjna, HD stanowi ogromne wyzwanie nie tylko dla samego pacjenta, ale
rOwniez jego rodziny, otoczenia oraz systemu opieki zdrowotnej. W obliczu starzejacego si¢
spoteczenstwa, obcigzenie to nabiera globalnego znaczenia, stajac si¢ istotnym problemem

zdrowotnym, spotecznym i ekonomicznym na skale §wiatow3.

Obecnie w terapii HD stosuje si¢ jedynie leczenie objawowe, majace na celu poprawe
jakosci zycia pacjentow. Do leczenia plgsawicy wykorzystywana jest podawana doustnie
tetrabenazyna. Ten organiczny zwigzek chemiczny bedacy pochodng benzochinolizyny zostat
zsyntetyzowany w 1950 roku i poczatkowo byt uzywany w leczeniu schizofrenii. Pdzniej
okazato sie, ze jest skuteczny w leczeniu chorob dotykajacych uktad ruchowy, objawiajacych
si¢ zaburzeniami hiperkinetycznymi. W 2008 roku zostal zaakceptowany przez Agencje
Zywnosci i Lekéow (ang. Food and Drug Administration, FDA) do stosowania w leczeniu
HD (38, 39). Tetrabenazyna dziata w OUN poprzez hamowanie transportera monoamin
VMAT2 (vesicular monoamine transporter type2), odpowiedzialnego za transport
neuroprzekaznikow do pecherzykow synaptycznych. Prowadzi to do obnizenia poziomu
serotoniny i dopaminy w synapsach, czego skutkiem jest zmniejszenie nasilenia ruchow
plasawiczych. Niestety, stosowanie tego leku wigze si¢ zryzykiem wystgpienia dziatan
niepozadanych wynikajacych z niedoboru dopaminy, takich jak depresja oraz sktonnos$ci
samobojcze, ktore same w sobie stanowig charakterystyczne objawy u pacjentow z HD. Z tego
wzgledu terapia tetrabenazyng wymaga szczeg6lnej ostroznosci i regularnego monitorowania
stanu psychicznego pacjentéw, poniewaz moze potencjalnie prowadzi¢ do jego
pogorszenia (39). Bezpieczniejsza alternatywa dla tego leku jest jego zmodyfikowana wersja,
a mianowicie deutetrabenazyna, w ktorej niektore atomy wodoru zostaly zastgpione jego
ciezszym izotopem — deuterem. Wigzania miedzy weglem a deuterem sg znacznie mocniejsze
niz migdzy weglem a wodorem, co spowalnia metabolizm leku, a to z kolei przektada si¢ na

lepsza tolerancj¢ przez pacjentéw w poréwnaniu z jego pierwotnym odpowiednikiem.
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Wydhuzony okres pottrwania umozliwia rowniez stosowanie nizszych dawek przy zachowaniu

skuteczno$ci terapeutycznej (40-42).

W leczeniu hiperkinezji od 1970 roku stosuje si¢ réwniez pochodng benzamidu
— tiapryd. Jako antagonista receptoréw dopaminergicznych poprawia funkcje motoryczne
pacjentow HD. Charakteryzuje si¢ fagodniejszymi efektami ubocznymi niz tetrabenazyna, jest

jednak niedostepny w wielu krajach (43, 44).

W przypadku epizodéw depresyjnych i stanow lekowych stosuje si¢ selektywne
inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny, natomiast w leczeniu psychoz - leki
przeciwpsychotyczne. Dodatkowo, w celu minimalizacji skutkow choroby pacjentom oferuje
sic metody niefarmakologiczne, takie jak pomoc psychologiczna, rehabilitacja

oraz logopedia (44).

Wspomniane podejscia terapeutyczne, cho¢ skutecznie tagodza objawy HD, nie
wplywaja w Zaden sposob na spowolnienie neurodegeneracji, ktéra lezy u podstaw tego
schorzenia. Konieczne jest zatem opracowanie leczenia ktore bedzie w stanie zahamowac jej
postep albo zmodyfikowac przebieg choroby. Opracowanie takich strategii terapeutycznych
jest kluczowe, aby poprawi¢ jako$¢ zycia pacjentow oraz znaczaco wydtuzy¢ okres ich

sprawnosci.

Na przestrzeni lat coraz wigkszg uwage skupiajg badania nad wykorzystaniem
naturalnie wystepujacego mechanizmu interferencji RNA (RNAI) w opracowaniu terapii dla

chorob neurodegeneracyjnych, w tym HD.

2. Interferencja RNA

2.1. Charakterystyka RNAI i biogeneza miRNA

Zjawisko RNAi zostalo po raz pierwszy opisane w 1998 roku przez zespot
amerykanskiego biochemika, Craiga C. Mello, ktory wykazat, ze wprowadzenie dwuniciowego
RNA (ang. double-stranded RNA, dsRNA) do nicienia Caenorhabditis elegans skutkuje
skuteczniejszym wyciszeniem ekspresji genow niz podanie jednoniciowego RNA
(ang. single-stranded RNA, ssRNA). Odkrycie to zostalo uhonorowane Nagroda Nobla
w 2006 roku. Rownolegle, w 1993 roku Victor Ambros i Gary Ruvkun odkryli pierwsze
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mikroRNA (miRNA) — czasteczke lin-4 regulujaca ekspresj¢ genu lin-14 poprzez wigzanie si¢
z jego 3’ UTR (ang. untranslated region, region niepodlegajacy translacji) i hamowanie
translacji (45, 46). Za odkrycie to otrzymali Nagrode Nobla w 2024 roku.

RNAI to ztozony mechanizm potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genow, ktory
wykorzystuje miRNA lub egzogenne krotkie interferujace RNA (ang. short interfering RNA,
siRNA). Czasteczki te, wigzgc si¢ z docelowym mRNA, prowadzg do zahamowania translacji

albo degradacji transkryptu, a tym samym zapobiegajg syntezie biatka (47, 48).

miRNA to jednoniciowe czasteczki RNA o dlugosci okoto 22 nukleotydow. Wigza si¢
z mRNA poprzez komplementarne parowanie zasad w obrgbie 3° UTR, a mechanizm ich
dzialania jest dwojaki. W przypadku pelnej komplementarnosci pomigdzy sekwencja miRNA
a docelowym transkryptem dochodzi do degradacji mRNA, natomiast w przypadku niepeinej
komplementarno$ci miRNA tworzy przeszkode dla rybosomu, co prowadzi do zahamowania
translacji. miRNA wigzg si¢ specyficznie przez region zrodtowy (ang. seed region) —sekwencje
obejmujacg 6 albo 7 nukleotydéw zlokalizowanych na odcinku 2-7 albo 2-8 liczac od konca
5” miRNA. Komplementarnos¢ tej sekwencji do fragmentu 3° UTR w mRNA jest kluczowa
dla sity 1specyficzno$ci wigzania. Cho¢ gldéwnym miejscem oddziatywania miRNA jest
3> UTR, istnieja rowniez doniesienia o mozliwos$ci wigzania si¢ miRNA z innymi obszarami,
takimi jak 5° UTR, sekwencje kodujace czy promotory genow (49). Ze wzgledu na krotka
sekwencje regionu zrédtowego, jedno miRNA moze regulowac ekspresje wielu genow (49—
52). Wedlug bazy MirGeneDB 3.0 zidentyfikowano dotad ponad 21 000 gendw miRNA w 114
gatunkach zwierzat. Zaburzenia ich ekspresji sg zwigzane z wieloma chorobami, w tym

nowotworami, chorobami serca, metabolicznymi i neurodegeneracyjnymi (53, 54).

Biogeneza miRNA moze przebiega¢ w sposdb kanoniczny, albo rzadziej w sposob
niekanoniczny (rys. 3). Czasteczki te sg zwykle transkrybowane z DNA przez polimeraze 11
RNA do dlugich transkryptow o dlugosci nawet kilku tysigcy nukleotydow. W niektdrych
przypadkach miRNA przepisywane g jako jeden policistronowy
transkrypt — klaster — a pochodzace z niego miRNA uwaza si¢ za nalezagce do jednej
rodziny (55). Produktem kanonicznej transkrypcji jest pierwotny prekursor zwany pri-miRNA
(ang. primary-miRNA) o strukturze spinki do wilosow z wydluizonymi sekwencjami
flankujacymi. Pri-miRNA rozpoznawane sg przez kompleks zwany Mikroprocesorem. Tworzy
go biatko Drosha (u roslin Pasha), bedace enzymem RNAzg III oraz biatko wiazace
dwuniciowy RNA DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical region 8), wraz z kofaktorami. Drosha
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przecina pri-miRNA w obr¢bie podstawy trzonu, uwalniajgc w ten sposob okoto
70-nukleotydowy prekursor miRNA (ang. precursor miRNA, pre-miRNA) posiadajacy

2-nukleotydowe wystajace odcinki na koncu 3’ (ang. overhangs).
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Rysunek 3. Kanoniczna oraz niekanoniczna biogeneza miRNA.
Niebieskimi strzatkami oznaczono poszczegélne etapy biogenezy kanonicznej, natomiast zottymi,
zielonymi i brgzowymi — niekanonicznej.
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W sekwencji pri-miRNA mogg wystgpowaé motywy, ktore wptywajg na precyzje ciecia
i efektywnosc¢ tego procesu (rys. 4) (47, 56).

potaczenie DROSHA DICER
podstawy ﬂ (\
; 1 f )4
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terminalna

Rysunek 4. Schemat budowy pri-miRNA.
G — guanina, C — cytozyna, U — uracyl, H — nukleotyd nieb¢dacy guaning, N — dowolny nukleotyd.
Wykonano na podstawie: Kotowska-Zimmer i wsp., 2021 (47).

Precyzja cigcia moze by¢ kontrolowana przez obecny w dolnej czgsci trzonu motyw
GHG, ktéry utatwia wigzanie RNA. Miejsce cigcia jest wyznaczane poprzez odlegtos¢ od
potaczenia podstawy (miejsca przejscia trzonu w regiony flankujace) — okoto 13 par zasad od
strony 5’ konca oraz okoto 11 od strony 3’ konca (47, 49, 51). Motyw UG w sekwencji
flankujacej od konca 5° wraz z motywem UGU w petli terminalnej rozpoznawany jest przez
DGCRS i utatwia pozycjonowanie pri-miRNA. Z kolei motyw CNNC znajdujacy si¢ na
przeciwnej sekwencji flankujacej oddziatuje z kofaktorem SRSF3 (serine/arginine-rich
splicing factor 3), co zapewnia ustawienie Droshy w prawidtowej orientacji (57). Warto jednak
zaznaczy¢, ze motywy te nie sg obecne we wszystkich prekursorach. Cigcie pri-miRNA moze
by¢ takze wzmacniane poprzez obecno$¢ innego miRNA w obrgbie tego samego klastra.
Dobrym przyktadem jest tutaj pri-miR-451, ktorego przetwarzanie, ze wzgledu na krotki trzon
0 dhugosci 17 par zasad i mata petlg, jest wspomagane przez obecno$é pri-miR-141 na drodze

biogenezy niekanonicznej (58).

W kolejnym etapie pre-miRNA jest transportowany z jadra komorkowego do
cytoplazmy przez biatko transportowe eksportyng 5 (ang. exportin-5, XPOS5) tworzaca
kompleks z biatkiem RanGTP (59, 60). RanGTP sktada si¢ z biatka Ran (ras-related nuclear
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protein) zwigzanego z czgsteczkg guanozynotrdjfosforanu (ang. guanosine triphosphate, GTP)
I odpowiada za wspomaganie transportu przez pory jadrowe. XPOS5 wigze pre-miRNA i ulatwia
transport do cytoplazmy, natomiast co ciekawe, ostatnie doniesienia sugeruja, ze moze takze
wspiera¢ kompleks Mikroprocesora w przetwarzaniu niektorych pri-miRNA, na przyktad
pri-mir-19a (61).

W cytoplazmie, 2-nukleotydowe wystajgce konce pre-miRNA rozpoznawane sg przez
endonukleaze Dicer (RNAze III), ktora wigze si¢ z prekursorem poprzez swojg domeng PAZ
(Piwi-Argonaute-Zwille) i przecina strukture w odlegloéci okoto 21-25 nukleotydow od
konca (rys. 4) (47, 56). Proces ten wspomagaja dodatkowo biatka TRBP (transactivation
response element RNA binding protein) i PACT (protein kinase R activator) (62, 63). Efektem
ciecia jest usunigcie petli terminalnej i powstanie dupleksu miRNA-miRNA*, sktadajgcego si¢
Z nici wiodgcej oraz pasazerskiej (oznaczonej *). Struktura ta posiada typowe 2-nukleotydowe
wystajace konce 3°. Cigcie przez Dicer moze prowadzi¢ do powstania heterogennej puli
czasteczek o zroznicowanej dlugosci, co skutkuje rowniez zmiennoscia sekwencji regionu
zrodtowego. Kolejno, ni¢ wiodaca zostaje inkorporowana do biatka z rodziny Argonaute (Ago)
1-4 w procesie wspieranym przez biatka chaperonowe. Ni¢ pasazerska wraz z niezwigzanymi
ni¢émi wiodacymi sg rozpoznawane i cigte przez biatko Ago-2 oraz degradowane. Proporcja
uwalnianych nici zalezna jest od typu komorki, organizmu i warunkéw srodowiskowych,
adecyzja o wyborze nici wiodacej i pasazerskiej zalezy od stabilno$ci termodynamicznej
dupleksu i sktadu nukleotydowego. Uwaza si¢, ze ni¢ o stabszym wigzaniu na koncu 5’
oraz posiadajgca w pierwszej pozycji uracyl jest najczesciej wybierana jako ni¢ wiodaca (64).
Ni¢ wiodgca wraz z biatkiem Ago tworzy kompleks RISC (RNA-induced silencing complex),
ktory rozpoznaje docelowe mRNA na podstawie komplementarnosci sekwencji miRNA.
Efektem jest zahamowanie translacji albo degradacja transkryptu. W przypadku degradacji,
biatka z rodziny TNRC6 (trinucleotide repeat containing protein 6) wigzg si¢ z Ago i rekrutuja
kompleksy odpowiedzialne za deadenylacj¢ (usuwanie ogona poliadenylowego) oraz usuwanie
czapeczki guanylowej w mRNA. Powoduje to destabilizacj¢ transkryptu, a nast¢pnie jego

degradacje przez egzorybonukleaze XRN1 (5'-3’ exoribonuclease 1) (65).

Niekanoniczna biogeneza podzielona jest na niezalezng od Drosha i niezalezng od
Dicer. Sciezke niezalezna od Dicer przechodzi jako dotychczas jedyny, wspomniany juz
wczesniej pri-miRNA-451 obecny u krggowcow. Jako zbyt krotki prekursor, po
wyeksportowaniu do cytoplazmy, wbudowywany jest bezposrednio do Ago-2, ktory przycina

ni¢ 3’ okoto 10-11 nukleotydow od konca. Kolejno czgsteczka ta staje si¢ substratem dla
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nukleazy PARN (poly(A)-specific ribonuclease), ktora docina koniec 3’ generujac w ten sposdb
jedynie ni¢ wiodaca (66, 67). Szlak biogenezy niezaleznej od Drosha przechodzg czasteczki
zwane mirtronami. Te nietypowe miRNA sa kodowane w niekodujacych fragmentach
genow — intronach, w zwigzku z tym przetwarzane sa podczas splicingu przez spliceosom.
Powstate prekursory, podobnie jak pre-miR-451, charakteryzujg si¢ krotkim trzonem,
w zwigzku z tym ulegaja rozgalezieniu. Transportowane do cytoplazmy, podlegaja dalszym
etapom klasycznej obrobki. Przyktadowym mirtronem jest miR-1224, bedacy biomarkerem
nowotworowym (47, 67, 68). Obrobki przez Drosha nie wymagaja takze struktury nazwane
endo-shRNA (endo-short hairpin RNA). Czasteczki te tworzg endogenne struktury spinki do
wlosow 1 nie posiadajg charakterystycznych jednoniciowych sekwencji flankujacych,
W zwigzku z czym przypominajg formy prekursorowe. Sg bezposrednio transportowane z jadra
do cytoplazmy poprzez eksportyng¢ 1. Po cieciu przez Dicer, do Ago inkorporowane sg jedynie
nici ramienia 3p, ze wzgledu na obecno$¢ czapeczki metyloguanylowej na koncu 5°.
Przyktadowym endo-shRNA jest miR-320 (49, 69). Obrobce niezaleznej od Drosha ulegaja
takze miRNA pochodzace z matych jaderkowych RNA (ang. small nucleolar RNAs, SnoRNA)
oraz z transportowych RNA (ang. transfer RNA, tRNA) (47, 49).

2.2. Narzedzia technologii RNAi

W ciagu ostatnich dekad badania nad zjawiskiem RNA1 doprowadzily do opracowania
trzech narzedzi opartych na tym mechanizmie — SIRNA, shRNA (ang. short hairpin RNA,
krotkie RNA o strukturze spinki do wlosow) oraz sztuczne miRNA (ang. artificial miRNA,
amiRNA) (tab. 1). Czasteczki te badane sg szczegdlnie intensywnie pod katem potencjalnego

wykorzystania w terapii genowej.
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Tabela 1. Poréwnanie narzedzi RNA.
Wykonano na podstawie: Kotowska-Zimmer i wsp., 2021 (47).

Narzedzie SiRNA ShRNA amiRNA
Struktura
Odpowiednik mMiRNA pre-miRNA pri-miRNA
Dlugos¢ [nt] 21-22 60 ~ 140-310

mozliwe petle

Parowanie | pelna komplementarno$¢ | petna komplementarno$¢ i niesparowane nukleotydy
Obrobka - Dicer Drosha, Dicer
Ekspresja przejsciowa przej$ciowa/stabilna przejsciowa/stabilna
Nos$nik lipid wektor wektor
Promotor - Pol 111 Pol Il
Dostarczanie wielokrotne jednorazowe jednorazowe
Toksyczno$é niska wysoka niska

siRNA znane sg od 2001 roku, kiedy to grupa Thomasa Tuschla zastosowata egzogenne,
syntetycznie zaprojektowane SiRNA do wyciszania ekspresji genéw w ssaczych liniach
komorkowych (70). Strukturalnie czasteczki te przypominaja dojrzatle miRNA, poniewaz sg to
dwuniciowe RNA o dlugosci ok. 22 par zasad z charakterystycznymi, wystajagcymi koncami 3’
rozpoznawanymi  przez elementy komoérkowej maszynerii  RNAIi.  Perfekcyjna
komplementarno$§¢ wzgledem docelowego mRNA powoduje, ze mechanizm ich dziatania
polega na degradacji transkryptu. Dzigki mozliwo$ci zaprojektowania dowolnej sekwenciji,
siRNA pozwalajg na wyciszenie praktycznie kazdego genu, co czyni je poteznym narzedziem
zarowno w badaniach podstawowych, jak i w terapii genowej. Projektowanie skutecznych
siRNA wymaga jednak wuwzglednienia szeregu czynnikow, w tym stabilno$ci
termodynamicznej dupleksu oraz zawarto$ci par GC, co wplywa na wydajnos$¢ 1 specyficznos¢
wyciszania ekspresji genu. Dostarczane do komorek, czasteczki te nie przechodzg obrobki

komorkowej przez Drosha 1 Dicer. Chociaz siRNA, ze wzgledu na wysoka specyficznos¢
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dziatania, w teorii stanowig idealne narzedzie do terapii genowej, w praktyce ich zastosowanie
napotyka ograniczenia. Czasteczki te podatne sg na degradacj¢ przez nukleazy, przez co efekt
ich dziatania jest przejSciowy i wymagaja wielokrotnego podawania w ciggu zycia pacjenta.
Ponadto, siRNA moga wzbudza¢ wrodzong odpowiedz immunologiczng poprzez szlaki zalezne
albo niezalezne od receptorow Toll-podobnych (ang. Toll-like receptors, TLR), co wptywa
negatywnie ich bezpieczenstwo. Aby zminimalizowaé te ograniczenia, opracowano szereg
modyfikacji chemicznych, ktére poprawiaja stabilno$¢, zmniejszaja immunogenno$¢
I zwigkszaja skuteczno$¢ siRNA. Jednym z przyktadow jest 2'-O-metylacja, polegajagca na
dodaniu grupy metylowej do grupy hydroksylowej przy weglu 2' rybozy. Ta modytfikacja nie
tylko wydluza trwalo$¢ czasteczki, ale réwniez zmniejsza ryzyko aktywacji odpowiedzi
immunologicznej (71-74). Obecnie na rynku znajduje si¢ kilka zaaprobowanych przez FDA
lekow wykorzystujacych siRNA. W 2018 roku zostat zatwierdzony Patisiran, jako pierwszy na
Swiecie terapeutyk wykorzystujacy technologie RNAi w terapii dziedzicznej amyloidozy
transtyretynowej. W 2020 roku zatwierdzono natomiast Givosiran w leczeniu pacjentow z ostra
porfirig watrobowa (75). W przypadku badan klinicznych, obecnie testuje si¢ okoto 60 siRNA

w leczeniu roznych schorzen, w tym HD (zrodto: https://clinicaltrials.gov/).

Wspomniane wady SiRNA staty si¢ motorem do rozwoju kolejnych, bardziej trwatych
i efektywnych narzedzi RNAi. Juz rok po doniesieniach o pierwszym siRNA, opracowano
shRNA. Te czasteczki, przypominajgce endogenne pre-miRNA, wykorzystano po raz pierwszy
do wyciszenia ekspresji genéw w modelu Drosophila melanogaster oraz w ssaczych liniach
komorkowych (76). shRNA zbudowane sg zpetli terminalnej oraz trzonu o pelnej
komplementarnosci, zakonczonego dwunukleotydowym wystajagcym koncem 3°. Projektowane
sg tak, aby ulegaty ekspres;ji pod silnymi promotorami polimerazy III RNA, takimi jak H1 albo
U6, co umozliwia ich stabilng i1 dlugotrwaly ekspresj¢ w komorce po dostarczeniu
w odpowiednich wektorach. Ulegajg obrobce jedynie przez Dicer, ktory docina je do
dwuniciowych aktywnych dupleksow siRNA. Poczatkowo uznawane za niezwykle obiecujace
w zastosowaniach terapeutycznych, shRNA szybko ujawnily jednak istotne ograniczenia
zwigzane z toksyczno$cia przy nadmiernej ekspresji. W modelach zwierzecych
zaobserwowano zmniejszong przezywalnos¢ po podaniu shRNA do prazkowia a takze przy
ekspresji w innych organach (77-82). Zglgbienie tego problemu pozwolito wysnu¢ wnioski,
1z toksycznos$¢ ta wynika z nadmiernego obcigzenia i wysycenia maszynerii komorkowej
przetwarzajacej RNA. Nadekspresja shRNA prowadzi do konkurencji z endogennymi
pre-miRNA o kluczowe biatka przetwarzajace 1 transportujace, takie jak Dicer, TRBP, PACT
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czy eksportyny. W efekcie dochodzi do zaburzenia homeostazy komorkowej — obnizeniu ulega
poziom funkcjonalnych miRNA, a akumulujace si¢ formy prekursorowe dodatkowo nasilajg
deregulacje procesow komorkowych (47, 80, 83). Problem toksyczno$ci shRNA stal sie¢
impulsem do optymalizacji konstrukcji i dawkowania tej czasteczki, ale takze do opracowania

kolejnego narzedzia — amiRNA.

amiRNA, okres$lane jako SshRNA drugiej generacji, znane sg takze pod nazwami
ShRNA-miR, miR-shRNA, czy miRNA mimics. Konstrukcyjnie przypominajg naturalnie
wystepujace pri-miRNA, z jednoniciowymi sekwencjami flankujacymi oraz dtugim trzonem
w ktorym dopuszczalne sg petle oraz niesparowane nukleotydy. Rdzen konstruktu stanowi
sekwencja siRNA zaprojektowana wzgledem dowolnego docelowego mRNA, osadzona
w szkielecie (kadlubie) naturalnego pri-miRNA. amiRNA zostaty zaprojektowane tak, aby
wlaczac sie w szlak biogenezy miRNA juz na jego najwczesniejszym etapie, co umozliwia ich
przetwarzanie przez cala endogenna maszyneri¢ RNAi (47, 84). Pierwsze doniesienia
0 zastosowaniu amiRNA pochodza z 2006 roku i dotycza ich uzycia do wyciszania ekspresji
genow w modelach roslinnych (85). Narzedzie to zostato jednak szybko zaadaptowane do
wykorzystania w systemach zwierzecych, a szczegdlnie ssaczych. Podobnie jak shRNA,
amiRNA mogg by¢ dostarczane do komdrek przy pomocy réoznych wektorow, co umozliwia
ich dlugotrwata ekspresje (47, 84). Ekspresja kontrolowana jest przez silne promotory
polimerazy Il, takie jak CMV (ang. cytomegalovirus promoter), CAG (ang. cytomegalovirus
early enhancer/chicken p-actin promoter/rabbit p-globin intron promoter), czy EFla
(ang. elongation factor 1 alpha promoter) (86). Zastosowanie promotorow polimerazy Il
umozliwia regulowang, a takze tkankowo- lub czasowo-specyficzng ekspresje, co pozwala na
precyzyjne kierowanie aktywno$ci amiRNA jedynie do wybranych tkanek albo komorek. Takie
podejécie znaczaco zwigksza bezpieczenstwo systemu. amiRNA szybko okazaty si¢ by¢
znacznie bezpieczniejsza alternatywa dla shRNA mimo poréwnywalnej efektywnosci
W obnizaniu poziomu ekspresji genow (78, 79, 87, 88). Uwaza si¢, ze mniejsze ryzyko
toksyczno$ci tych czasteczek wynika ze znacznie nizszego stopnia saturacji endogennej
maszynerii przetwarzania miRNA. Mechanizm ten tlumaczy si¢ zarowno nizszg ekspresja
amiRNA w poréwnaniu do shRNA (89), jak i ich wigkszym podobienstwem strukturalnym do
naturalnych pri-miRNA, co sprzyja ich efektywnemu i fizjologicznemu przetwarzaniu.
amiRNA sg bardzo dobrze tolerowane w organizmach modelowych (88), co otworzyto droge
do prac nad ich zastosowaniem w terapii genowej i mozliwym wdrozeniem w leczeniu
ludzi (47). Ze wzgledu na swoja ztozonos¢, projektowanie amiRNA stanowi istotne wyzwanie.
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Jego sekwencja ma kluczowe znaczenie w przetwarzaniu, a bledne zaprojektowanie amiRNA
skutkuje jego nieprawidlowa obrobka, prowadzacg do uwalniania heterogennej puli sSiRNA
0 zmiennych dtugos$ciach i sekwencjach, co z kolei moze wpltywa¢ na zmian¢ docelowego
regionu dziatania (off-target). Dodatkowym ryzykiem jest mozliwo$¢ wystgpienia zjawiska
przetaczania ramion (ang. arm switching) — procesu, w ktorym do Ago inkorporowana jest ni¢
pasazerska zamiast wiodacej (90). Obecnie nie istniejg uniwersalne zasady projektowania
amiRNA, gdyz kazdy naturalnie wystepujacy pri-miRNA posiada unikatowe cechy, natomiast
warto uwzgledni¢ charakterystyczne motywy strukturalne wyst¢pujace w naturalnych
pri-miRNA wplywajace na obrobke przez maszynerie komoérkowa (rys. 4). Istotnym
parametrem jest rowniez entropia Shannona, ktora w sposéb numeryczny opisuje zmiennosé
struktury drugorzedowej RNA w danym regionie. Jej wysoka warto§¢ wskazuje na duze
prawdopodobienstwo istnienia alternatywnych, konkurencyjnych struktur, natomiast niska
entropia oznacza mniejszg zmiennos¢ sekwencji 1 wiekszg stabilnos¢ strukturalng, co zwigksza
prawdopodobienstwo precyzyjnego rozpoznania 1 cigcia przez Drosha, sprzyjajac
prawidlowemu przetwarzaniu amiRNA (47, 56, 91, 92). W badaniach wykorzystujacych
amiRNA w potencjalnych terapiach najczgsciej wykorzystywanymi kadlubami sa te
pochodzace od ludzkich pri-miR-30a, pri-miR-155, oraz przetwarzany W sposob
niekanoniczny pri-miR-451, gtéwnie ze wzgledu na charakterystyczng nicobecno$¢ sekwencji
pasazerskiej, co ma wpltyw na specyficznos$¢ i bezpieczenstwo (47). Obecnie w badaniach
klinicznych testowanych jest siedem terapeutycznych amiRNA, obejmujacych nie tylko
leczenie HD, ale roéwniez anemii sierpowatej, dystrofii migdniowej oczno-gardtowej, padaczki

skroniowej i stwardnienia zanikowego bocznego (zrodto: https://clinicaltrials.gov/).

Kluczowym aspektem w projektowaniu terapii genowej jest dostarczanie potencjalnego
terapeutyku. W komorkach krotkie DNA czy RNA moga ulec szybkiej degradacji, w zwigzku
z czym nalezy dobrac¢ taki nos$nik, aby nie tylko zapewni¢ dostarczenie czgsteczki w okre§lone
dotknigte chorobowo miejsca, ale takze zapewni¢ jej stabilno$¢ 1 mozliwie jak najdluzsze

dziatanie. Z kolei sam nosnik powinien by¢ jak najmniej toksyczny i immunogenny (93, 94).

W przypadku siRNA, czasteczki te najczeSciej dostarczane w lipidach, jednak wraz
Zpostepem badan coraz wigkszg uwage skupiaja systemy dostarczania oparte na
nanoczasteczkach albo egzosomach, ktore zapewniaja nie tylko wigkszg stabilno$¢ czasteczki,

ale takze jej precyzyjne dostarczenie w okreslone miejsce w organizmie (84, 94-96).
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shRNA i amiRNA zazwyczaj dostarczane sg w postaci konstruktow genetycznych,
ktorych nos$nikiem s3 rdéznego rodzaju wektory wirusowe, stanowigce obecnie standard
w terapii genowej. Wsrod nich najczgsciej stosowane s wspomniane wczesniej wirusy
zwigzane z adenowirusami (ang. adeno-associated viruses, AAV, aw szczeg6lnosci

te rekombinowane — rAAV), ale takze adenowirusy i lentiwirusy (47, 97).

Adenowirusy, nalezace do rodziny Adenoviridae, wykorzystywane sg jako no$niki
informacji genetycznej juz od lat 80. ubieglego wieku (98). Nalezg do grupy wiruséw
bezostonkowych, z genomem w postaci dwuniciowego DNA. Latwo wnikaja do komorek
dzielacych si¢ oraz niedzielacych sig, lecz nie wbudowuja swojego materialu genetycznego
w genom gospodarza. Skutkuje to przejsciowa ekspresjg transgenu, co moze ograniczac
skuteczno$¢ jednorazowego podania, zwlaszcza w szybko dzielacych si¢ komorkach.
Adenowirusy charakteryzuja si¢ wysoka immunogennos$cig, jednak obecne modyfikacje

pozwalaja na jej znaczace ograniczenie (47, 99, 100).

Lentiwirusy naleza do retrowirusoOw, ktorych przykladem jest najczesciej
wykorzystywany ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus,
HIV) pozbawiony zdolnosci do replikacji. W przeciwienstwie do adenowirusow,
charakteryzuja si¢ jednoniciowym genomem RNA. Istotng cecha dajaca przewage nad
adenowirusami jest ich integracja do genomu gospodarza, co pozwala na dtugotrwata, stabilna
ekspresje w komorkach dzielacych i niedzielacych sie. Jednakze integracja ta wigze si¢
z ryzykiem wbudowania wirusowego DNA w poblizu protoonkogendw, co moze prowadzi¢ do
mutagenezy insercyjnej i ich aktywacji. W konsekwencji moze to prowadzié

do niekontrolowane;j proliferacji komorek i rozwoju zmian nowotworowych (47, 101, 102).

Za najbardziej obiecujace wektory w kontekscie terapii wykorzystujacej technologie
RNAI uznaje si¢ nalezace do rodziny Parvoviridae wektory AAV. Ich nazwa wynika z faktu,
iz do replikacji wymagaja obecnos$ci wirusa pomocniczego, jakim jest najczesciej adenowirus.
AAV sg niewielkimi wirusami bezostonkowymi, o genomie zbudowanym z jednoniciowego
DNA zakonczonego odwroconymi sekwencjami powtorzonymi (ang. inverted terminal
repeats, ITR). AAV moga integrowa¢ do genomu gospodarza, natomiast zazwyczaj przybieraja
forme episomow. Rekombinowane AAV zachowuja te samg strukture kapsydu co wirusy typu
dzikiego, jednak w odroznieniu od nich, ich genomy pozbawione sa sekwencji kodujacych
biatka wirusowe. W ich miejscu umieszcza si¢ sekwencje czasteczek terapeutycznych lub

genow. Ograniczeniem w wykorzystaniu AAV jest, oprocz wysokich kosztéw produkeji, ich
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pojemno$¢ — wynosi jedynie niecate 5 tysiecy par zasad, co jednak nie jest problemem
w przypadku niewielkich kaset ekspresyjnych amiRNA. Dotychczas zidentyfikowano
kilkanascie serotypow AAV, charakteryzujacych si¢ odmiennym tropizmem, czyli preferencja
do infekowania okreslonych typow komorek. Wirusy te charakteryzujg si¢ niskg patogennoscia
— nie sg znane choroby wywolywane przez te wirusy u ludzi — €0, wraz z ich zdolnos$cig do
dlugotrwatej ekspresji transgenu, czyni je doskonalymi nos$nikami dla terapii genowej i RNA..
Obecnie wektory AAV s3 najczesciej wykorzystywanymi nosnikami wirusowymi zaroOwno

w badaniach przedklinicznych, jak i klinicznych, w tym w terapii HD (47, 103-105).

3. Eksperymentalne terapie genowe HD

3.1. Aktualne badania kliniczne

Obecnie prowadzone sg badania kliniczne majgce na celu opracowanie skutecznych
terapii przyczynowych oraz objawowych dla HD. Testowanie Kkliniczne podzielone jest na
cztery fazy i stanowi istotng cze¢$¢ procesu poprzedzajacego wprowadzenie leku do obiegu.
Pierwsza, najkrotsza faza badan, ma na celu wstgpne sprawdzenie bezpieczenstwa
oraz optymalizacje dawki farmaceutyku. Przeprowadzana jest na stosunkowo niewielkiej
grupie uczestnikow. Druga faza obejmuje kilkuset pacjentéw 1 pozwala na oceng skutecznosci
terapii oraz identyfikacj¢ potencjalnych dziatan niepozadanych. Trzecia faza, trwajaca nawet
kilka lat, moze obejmowac kilka tysigcy pacjentow i ma kluczowe znaczenie w ocenie
efektywnosci leku na duza skale. Do ostatniego etapu badan klinicznych, fazy czwartej,
przechodzi jedynie okoto 30% testowanych lekéw. Na tym etapie monitorowane jest
dlugoterminowe bezpieczenstwo i skuteczno$¢ terapii po jej wprowadzeniu na rynek. Catly
proces badan klinicznych jest dlugotrwaly 1 moze trwa¢ nawet do 15 lat (Zrédlo:
https://www.fda.gov/). Niestety, pomimo wieloletnich wysitkow i ponad 99 rozpoczetych
badan klinicznych, wskaznik sukcesu testowanych terapii w chorobie Huntingtona pozostaje
niski. Do 2017 roku wynosit zaledwie 3,5%, a przyczyny niepowodzen leza w braku

skutecznos$ci lekow oraz ich toksycznos$ci (106).

W tabeli 2 przedstawiono aktualnie trwajace badania kliniczne nad terapiami HD.
Obecnie najbardziej zaawansowane pod wzgledem fazy badan sg leki niskoczasteczkowe.
Dzigki niewielkim rozmiarom mogg one przekraczaé bariere krew-moézg, co umozliwia ich

podawanie doustne i tym samym zwicksza komfort pacjentow. Dodatkowa zaleta s3 tez
31



stosunkowo niskie koszty ich produkcji. Wiekszos$¢ z tych substancji (na przyktad pridopidyna)
nie oddziatuje jednak bezposrednio na przyczyne choroby, a jedynie tagodzi jej objawy.
Wyjatkiem jest PTC518 — niskoczasteczkowy modulator splicingu mRNA HTT, opracowany
przez firme¢ PTC Therapeutics. Jego mechanizm dziatania polega na wplywie na sktadanie RNA
poprzez wlaczenie pseudoeksonu, zawierajacego przedwczesny kodon STOP, co prowadzi do
aktywacji mechanizmu NMD. W rezultacie dochodzi do nieselektywnego obnizenia poziomu
HTT. Lek ten charakteryzuje si¢ dobra dystrybucja w organizmie cztowieka, a wstgpne wyniki
badan sg obiecujgce. PTC518 okazat si¢ dobrze tolerowany przez pacjentow podczas
21-dniowego stosowania. Zaobserwowano takze 60% redukcje ekspresji nieprawidlowego
transkryptu HTT oraz 35% obnizenie poziomu biatka we krwi (107). Po roku terapii poziom
HTT zmniejszyt si¢ o 43% w plynie mozgowo-rdzeniowym (ang. cerebrospinal fluid, CSF)
ikrwi, a takze odnotowano redukcj¢  progresji  objawOw  motorycznych
(zrédto: https://ir.ptcbio.com). Co istotne, w badaniach klinicznych testowany byt takze lek
0 podobnym dziataniu jak PTC518 —branaplam. Ta opracowana przez firm¢ Novartis
pochodna pirydazyny poczatkowo stosowana byta eksperymentalnie w terapii rdzeniowego
zaniku mieéni (ang. spinal muscular atrophy, SMA). W 2020 roku pojawily si¢ pierwsze
doniesienia wskazujace, ze branaplam obniza poziom HTT, w zwiazku z tym zadecydowano
0 rozpoczeciu badan klinicznych nad jego potencjalnym zastosowaniem w terapii HD
(VIBRANT-HD). Niestety, w2022 roku zadecydowano o zakonczeniu badan, poniewaz
U pacjentow zaobserwowano objawy neuropatii obwodowej oraz podwyZszony poziom
lekkiego polipeptydu neurofilamentow (ang. neurofilament light
polypeptide, NfL) — biomarkera wskazujgcego na uszkodzenie komorek nerwowych. Uznano,
ze skutki uboczne byly spowodowane dziataniem leku, co doprowadzilo do przerwania

dalszego badania branaplamu w terapii HD (zroédto: https://www.novartis.com).
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Tabela 2. Aktualne badania kliniczne terapii HD (stan na 02.2025r.).
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Inne obecnie testowane w badaniach klinicznych podejs$cia koncentrujg si¢ na dziataniu
bezposrednio na transkrypt HTT, tak jak PTC518. Mechanizm dziatania tych substancji jest
jednak odmienny. Firmy Vico Therapeutics oraz Hoffmann-La Roche opracowaty
oligonukleotydy antysensowe (ang. antisense oligonucleotides, ASO). ASO to krotkie
syntetyczne oligonukleotydy RNA albo DNA o dtugosci do 20 nukleotydow, ktore tgczg si¢ na
zasadzie komplementarno$ci z docelowym mRNA i zapobiegaja powstawaniu biatka poprzez
kilka mechanizmdéw. Najpowszechniejszym jest degradacja mRNA, ktéra nastepuje po
rozpoznaniu przez utworzona hybryde DNA:RNA przez rybonukleaze H1. Wigkszos¢ lekow
opartych na ASO zatwierdzonych przez FDA wykorzystuje wtasnie ten mechanizm. ASO moga
dziata¢ takze poprzez utworzenie przeszkody sterycznej. W tym przypadku degradacja
transkryptu nie nastepuje, a translacja jest zahamowana poprzez niemozliwos¢ zwigzania si¢
podjednostek rybosomalnych. Innym mechanizmem dziatania jest modulacja splicingu.
Niestety, ASO, podobnie jak leki niskoczasteczkowe, wymagaja czgstego podawania i nie
przynosza trwatego efektu terapeutycznego, lecz jedynie czasowa popraweg. Jest to
spowodowane ich ograniczong stabilno$cig — degradowane sg przez enzymy nukleolityczne
i charakteryzuja si¢ krotkim okresem pottrwania. Dodatkowo, nie posiadaja zdolnosci do
przenikania bariery krew-mozg. W celu przedtuzenia ich trwatosci oraz obnizenia reakcji
immunologicznej stosuje si¢ liczne modyfikacje chemiczne (108). Testowane w badaniach
klinicznych VO659 i tominersen wigza si¢ z MRNA genu HTT. V0659 dziata
allelo-selektywnie, wigzac si¢ do wydtuzonych ciggow powtorzen CAG (109), co czyni go
potencjalnie skutecznym w leczeniu innych choréb poliQ, takich jak SCA1 oraz SCA3. Zaktada
si¢ jego podawanie maksymalnie raz na pot roku. W 2024 roku doniesiono o pozytywnych
wynikach fazy 1/2a, wskazujagce na 28% redukcje poziomu HTT w CSF i ogdlng dobrg
tolerancje leku przez pacjentow (zrodto: https://vicotx.com/). Tominersen jest natomiast
niealleloselektywnym, chemicznie zmodyfikowanym 20-nukleotydowym ASO, w petni
komplementarnym do mRNA HTT, ktory obniza poziom zaro6wno prawidlowego, jak
I zmutowanego biatka. Poczatkowo, podczas fazy 1/2 (GENERATION HD1) zaobserwowano
obiecujace wyniki po podawaniu leku dokanatowo co 8 tygodni, w postaci znacznego,
zaleznego od dawki obnizenia poziomu HTT (maksymalnie do 42%) w CSF pacjentow (110).
W 2023 roku zaprzestano dalszych badan na badanej grupie osob, w zwiazku z gorszym stanem
W porownaniu do pacjentdéw przyjmujacych placebo (111). Dodatkowo zaobserwowano
wystepowanie efektow ubocznych. W zwigzku z tym podjeto decyzje 0 wznowieniu badan nad

tominersenem w terapii pacjentow wczesnoobjawowych, U ktorych wystepuje mniejsze
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obcigzenie chorobg (GENERATION HD2) (112). W tym badaniu tominersen podawany jest
co 4 miesigce W zmniejszonej dawce w poréwnaniu do poprzednich badan. Na ostateczne
wyniki trzeba jednak poczekac, bowiem zakonczenie badan planowane jest na 2026 rok

(zrédto: https://clinicaltrials.gov/).

VO659 nie jest jedynym allelo-selektywnym ASO. Podobne podejscie zostato
zaproponowane rowniez przez firme¢ Wave Life Sciences. WVE-003 celuje w polimorfizm
pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism, SNP) rs362273 (SNP3), ktory
wystepuje wylacznie W nieprawidlowym MRNA HTT. Dzigki temu ASO przylacza sie
komplementarnie jedynie do zmutowanego wariantu, a nast¢pnie zapobiega jego
translacji (113). W czerwcu 2024 roku Wave Life Sciences poinformowato o sukcesie badan
w fazie 1b/2a (SELECT-HD). Podawanie leku co 8 tygodni skutkowato obnizeniem poziomu
zmutowanej HTT w CSF pacjentow do 46%, przy jednoczesnej dobrej tolerancji terapii i braku
powaznych efektoéw ubocznych. U pacjentow zaobserwowano takze spowolnienie atrofii jadra
ogoniastego, sugerujac tym samym potencjalny efekt neuroprotekcyjny (114). Niestety terapia
ta bytaby skuteczna tylko u ograniczonej grupy chorych (~40 % pacjentoéw HD) posiadajacych
SNP3 (113).

Na szczeg6lng uwage zastuguja podejscia terapeutyczne wykorzystujace technologie RNAI.

3.2. Podejscia terapeutyczne wykorzystujace RNAI

Obecnie w badaniach klinicznych znajdujg si¢ cztery narzedzia wykorzystujace
technologic RNAi w terapii genowej HD, w tym jedno oparte na SiRNA, oraz trzy
wykorzystujace amiRNA (tab. 2). Czasteczki te prowadza do nieselektywnego wyciszania
ekspresji genu HTT. ALN-HTTO02, opracowany przez firm¢ Alnylam Therapeutics, to w petni
komplementarny do mRNA HTT syntetyczny SiRNA, skoniugowany z 2'-O-heksadecylem
(C16). Ta modyfikacja zwigksza stabilno$¢ czasteczki i wydluza jej czas dzialania, co jest
kluczowe, poniewaz siRNA, podobnie jak ASO, maja stosunkowo krotkg trwalosc.
ALN-HTTO2 celuje w ekson 1 HTT, apierwsza faza badan klinicznych rozpoczgta sie
w listopadzie 2024 roku. Celem badan jest ocena bezpieczenstwa i tolerancji po jednorazowej

iniekcji dokanatowej (zrodto: https://www.alnylam.com/).

Nowatorska strategia zostata zaprojektowana przez EXORNA Bioscience. ER2001 jest
to plazmidowy konstrukt genetyczny, ktory koduje zardéwno nieselektywne amiRNA o kadtubie
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miR-155 skierowane na ekson 1 HTT, jak i neuronotropowy fragment glikoproteiny wirusa
wscieklizny (ang. rabies virus glycoprotein, RVG). To rozwigzanie, podawane dozylnie,
pozwala na przeprogramowanie komorek watroby w taki sposob, aby samodzielnie pakowaty
czasteczki W egzosomy — pecherzyki zewnatrzkomorkowe, ktore naturalnie petnig funkcje
transportowg — umozliwiajagc w ten sposob dostarczanie amiRNA do mozgu. Dzigki
znacznikowi RVG, egzosomy efektywnie wnikaja do neurondéw, co zwicksza skuteczno$¢
terapii (115, 116). ER2001 obecnie znajduje si¢ na etapie rekrutacji uczestnikow (zrédto:
https://clinicaltrials.gov/).

Strategic wykorzystujaca amiRNA dostarczane w wektorze AAV rozwijaja Spark
Therapeutics i UniQure Biopharma. Oba te podejscia sg nieselektywne. Z uwagi na bariere
krew-moézg, terapie oparte na AAV wymagaja precyzyjnego podania do prazkowia poprzez
neurochirurgiczng procedur¢ infuzji, obejmujaca jadro ogoniaste i skorupe. Jest to zabieg
niezwykle inwazyjny, powiazany z ryzykiem powiklan takich jak uszkodzenia modzgu,
krwotoki czy reakcje zapalne, a takze generujacy wysokie koszty. W przypadku terapii
SPK-10001 (Spark Therapeutics) wiadome jest, ze terapeutyk, dostarczany za pomocg AAV
0 serotypie 9, celuje w ekson 48 HTT (117). Badania kliniczne rozpoczely si¢ na poczatku
2025 roku, tak wiec ich wyniki pozostaja  jeszcze niedostepne  (zrodto:
https://clinicaltrials.gov/). AMT-130 (znany takze jako AAVS5-miHTT), opracowany przez
firm¢ UniQure, jest dostarczany za pomoca AAV o serotypie 5, charakteryzujacym si¢
wysokim tropizmem do neuronow oraz niska immunogenno$ciag (118). Podobnie jak
SPK-10001 jest podawany jednorazowo, bezposrednio do jadra ogoniastego i skorupy.
Trwajace obecnie badania kliniczne fazy 1/2 obejmujag USA oraz Europg. Co istotne,
w2022 roku  w  Polsce  przeprowadzono  pierwsza  neurochirurgiczng infuzje
AMT-130. W potowie 2024 roku, po 24 miesigcach od rozpoczecia badan, UniQure
opublikowalo wstepne wyniki, wskazujagce na 80% spowolnienie progresji choroby
U pacjentow po otrzymaniu wysokiej dawki tego amiRNA. Progresjc HD mierzono na
podstawie zlozonego wskaznika Unified Huntington’s Disease Rating Scale (cUHDRS).
Dodatkowo zaobserwowano znaczne obnizenie poziomu NfL w CSF. W zwigzku
Z obiecujgcymi wynikami, UniQure otrzymato od FDA status zaawansowanej terapii
medycyny regeneracyjnej (ang. Regenerative Medicine Advanced Therapy, RMAT). Otwiera
to mozliwos¢ przyspieszenia badan klinicznych (114). Badania nad nieselektywnym AMT-130

nie zostaty jeszcze zakonczone, natomiast niosg duza nadzieje dla pacjentéw HD i ich rodzin.
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3.3 Bezpieczenstwo terapii RNAi

Opracowanie skutecznej i bezpiecznej terapii wykorzystujacej technologic RNAI dla
chorob poliQ wiaze si¢ z licznymi wyzwaniami naukowymi. Potencjalny terapeutyk powinien
cechowac si¢ przede wszystkim wysoka efektywnoscig przy mozliwie niskiej dawce. Obecnie
przyjmuje sig¢, ze okoto 50% obnizenie poziomu nieprawidtowego biatka jest wystarczajace do
osiagnigcia efektu terapeutycznego (119). Dodatkowo, metoda dostarczania terapeutyku musi
by¢ bezpieczna, niewywotujaca odpowiedzi immunologicznej i jak najmniej inwazyjna dla
pacjenta (120).

Ponadto, opracowanie terapii powinno uwzglgdnia¢ minimalizacj¢ ryzyka wystapienia
efektow ubocznych zwigzanych z niespecyficznym wyciszaniem genow, ktére mogloby
zakloca¢ prawidlowe funkcjonowanie komorek. Wspdlng wada wszystkich narzedzi
genetycznych bazujacych na oddziatywaniu Watsona-Cricka jest ich potencjalna zdolno$¢ do
niespecyficznego wigzania si¢ z innymi sekwencjami w transkryptomie, tzw. ,,off-target” (121,
122). Efekty uboczne narz¢dzi RNAI dzielg si¢ na dwa gtowne mechanizmy. Pierwszy z nich
obejmuje oddziatywania typu miRNA (ang. miRNA-like), pojawiajace si¢ w sytuacji nawet
jedynie 7-nukleotydowej komplementarnosci regionu zrodtowego (seed) wzgledem sekwencji
docelowej, znajdujacej sie najcze$ciej w 3° UTR. W takim przypadku siRNA moze
funkcjonowa¢ analogicznie do miRNA, prowadzac gltownie do zahamowania translacji.
Drugim mechanizmem sg oddzialywania typu siRNA (ang. SiRNA-like), ktore wystepuja, gdy
sekwencja SIRNA jest w pelni komplementarna do transkryptu. Skutkuje to aktywacja
degradacji mRNA. Co istotne, siRNA moze wowczas wigzaé¢ si¢ nie tylko z 3 UTR, ale
rowniez z innymi obszarami MRNA, co dodatkowo zwigksza ryzyko niepozadanych efektow

off-target (123, 124).

Efekty off-target istotnie ograniczajg warto$¢ terapeutyczng czasteczki, dlatego ich
minimalizacja jest kluczowym elementem projektowania bezpiecznych terapii. Jedna
z podstawowych strategii ograniczania ryzyka jest precyzyjne dawkowanie potencjalnego
terapeutyku. W badaniach czesto stosuje si¢ nadmiar czasteczek wzgledem poziomu
transkryptu docelowego, co zwigksza ryzyko oddzialywan niespecyficznych. Optymalne
dobranie mozliwie najnizszej dawki, zapewniajacej skuteczne wyciszenie genu docelowego,
pozwala na redukcj¢ efektow off-target. Dodatkowo, takie podej$cie zmniejsza réwniez ryzyko
wystapienia niespecyficznych efektow niezwigzanych z komplementarnosciag sekwencji, w tym

ogranicza aktywacj¢ odpowiedzi immunologicznej (125). W przypadku siRNA, mozliwe jest
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takze zastosowanie modyfikacji chemicznych zmniejszajagcych niepozadane interakcje
kompleksu RISC z transkryptami o0 czg¢éciowej komplementarnoéci. Przyktadem jest
podstawienie 2'-O-metylorybozylowe w pozycji 2 nici wiodacej, czyli na poczatku regionu
zrodlowego, ktore powoduje ograniczenie efektow poza celem bez wplywu na skuteczno$¢
obnizania poziomu ekspresji docelowego genu (126). Skuteczng strategig jest takze stosowanie
puli ro6znych siRNA skierowanych przeciwko odmiennym regionom tego samego mRNA. Taka
kombinacja znaczaco ogranicza ryzyko wystapienia efektow poza celem. Mechanizm ten
wynika z niskiego stezenia kazdej pojedynczej czasteczki siRNA, ktore tgcznie zapewniajg
skuteczne wyciszenie genu docelowego, natomiast réznice w sekwencjach zrodtowych oraz

rozproszenie stezen minimalizujg ryzyko niespecyficznego oddziatywania (127, 128).

Juz podczas projektowania sekwencji siRNA mozna zminimalizowaé ryzyko
wystapienia efektow poza celem. Istniejg proste w obstudze oprogramowania oferujace
bioinformatyczne przewidywania miejsc niespecyficznego wigzania, takie jak NCBI BLAST
(ang. Basic Local Alignment Search Tool), algorytm Smitha-Watermana czy platforma
SiSPOTR (47, 124). Bardziej zaawansowane analizy wykorzystuja oprogramowanie oparte na

jezyku Python, jednak wymagaja one znajomos$ci podstaw programowania.

Niezwykle istotnym etapem weryfikacji bezpieczenstwa terapeutyku RNAI jest ocena
niespecyficznych efektow wywotanych jego wprowadzeniem do komorek. Istnieja roznorodne
metody wykorzystywane do tego celu. Przyktadowa jest analiza ekspresji wybranych
potencjalnych genow bedacych off-targetami — ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym
(ang. Reverse Transcription quantitative PCR, RT-qPCR). Poziom ekspresji mozna takze
sprawdzi¢ wykorzystujac niezwykle precyzyjne transkryptomiczne sekwencjonowanie nowej
generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS), ktore umozliwia analize ekspresji tysiecy
genow w jednym czasie. Mozliwe jest takze wykorzystanie techniki Western blotting, w celu
okreslenia poziomu biatka. Sg tez wuzyciu metody przesiewowe wykorzystujgce
mikromacierze. Nalezy jednak pamigta¢ o wlasciwym doborze punktéow czasowych analizy,
gdyz spadek poziomu biatka moze prowadzi¢ do wtérnych zmian w ekspresji genow, ktore

moga wptywac na wynik analizy (124).

Bezpieczenstwo RNAI zalezy takze od prawidlowego docinania prekursorow miRNA,
oraz kontrolowania ilosci uwalnianej nici wiodacej i pasazerskiej. Nadmiar nici pasazerskiej
zwigksza ryzyko jej inkorporacji do Ago i wyciszania ekspresji niepozadanych genow. Dlatego

w projektowaniu amiRNA istotny jest odpowiedni dobor kadtuba oraz sekwencji siRNA,
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zapewniajacy prawidlowe przetwarzanie prekursora 1 minimalizacj¢ uwalniania nici
pasazerskiej. Stosowane strategie obejmuja migdzy innymi ostabienie stabilno$ci konca 5°,
projektowanie asymetrycznych siRNA z krotsza nicig pasazerska oraz wprowadzanie
niesparowanych nukleotydow, zmieniajagcych stabilno$¢ termodynamiczng dupleksu,

Co sprzyja wybidrczemu inkorporowaniu nici wiodacej do Ago (47, 120, 129, 130).

Wraz z poznawaniem funkcji HTT, rosnie przekonanie o konieczno$ci zachowania jej
prawidlowej formy. W zwigzku z tym Kkluczowe staje si¢ opracowanie terapii
allelo-selektywnej, celujacej tylko w zmutowany transkrypt HTT. Niestety, zdecydowana
wickszos¢ obecnie testowanych podejs¢ terapeutycznych opiera si¢ na nieselektywnym
obnizeniu ekspresji zmutowanej i prawidtowej formy HTT, co moze skutkowaé wystapieniem
niepozadanych efektoéw ubocznych. Oprocz wspomnianych wyzej terapii eksperymentalnych
testowanych w badaniach klinicznych, rozwijane sa takze nowatorskie strategie
allelo-selektywne, ktorych dziatanie jest oparte na réznych mechanizmach molekularnych.
Poza wspomniang wczeséniej szeroko badang RNAI oraz ASO, przedklinicznie testowane sa
mi¢dzy innymi nukleazy palca cynkowego (131, 132). Obiecujace wyniki uzyskuja takze
badania wykorzystujace technologi¢ precyzyjnej edycji genomu CRISPR-Cas (ang. Clustered
Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats Cas). Wykorzystujac roézne warianty
nukleazy Cas oraz zroznicowane modele badawcze, mozliwe jest precyzyjne wprowadzenie
korekcji w genie HTT, co prowadzi do redukcji poziomu nieprawidtowego biatka (133-137).
Dodatkowo w konteks$cie badan nad terapig HD badane sg takze allelo-selektywne zwigzki
niskoczgsteczkowe (138-140).

W Zaktadzie Inzynierii Genomowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN opracowano
amiRNA o nazwie amiR136-A2 (78). Czasteczka ta sklada si¢ z sekwencji siRNA
ukierunkowanej na powtorzenia CAG, osadzonej w kadtubie ludzkiego pri-miR-136 (rys. 5).
Pojedyncza substytucja nukleotydowa U>A wpozycji 8 nici wiodgcej zapewnia

allelo-selektywne wyciszanie ekspresji HTT.
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Rysunek 5. Schemat czgsteczki amiR136-A2.

Zakladany mechanizm dziatania tej czasteczki opiera si¢ na selektywnej inhibicji
translacji poprzez kooperatywne wigzanie si¢ wielu kompleksow RISC do zmutowanego
transkryptu HTT (rys. 6). Wprowadzenie substytucji w czasteczce efektorowej ostabia wigzanie
kompleksu RISC z prawidlowym transkryptem, co umozliwia rybosomowi usuni¢cie mnigj
stabilnych kompleksow RISC podczas translacji allelu zdrowego. W przypadku
nieprawidlowego allelu, obecnos¢ wydluzonych powtérzen CAG sprzyja akumulacji
kompleksow RISC, co prowadzi do zatrzymania rybosomu i zahamowania translacji.
W rezultacie, zmutowany allel ulega skutecznemu wyciszeniu, przy jednoczesnym zachowaniu
ekspresji prawidtowego wariantu. W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano
preferencyjne wyciszanie ekspresji zmutowanego HTT w mysim modelu HD. Uzyskano 50%
obnizenie poziomu zmutowanego biatka oraz zmniejszenie liczby agregatow HTT
w prazkowiu. W trakcie 20-tygodniowej obserwacji nie odnotowano toksyczno$ci ani
aktywacji mikrogleju u myszy. W ten sposob po raz pierwszy przetestowano in vivo terapie
allelo-selektywng ukierunkowang na wydluzone powtorzenia CAG i wykazano jej wysoka
skutecznos¢ (78, 141).
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Rysunek 6. Mechanizm selektywnej inhibicji translacji przez czasteczke A2.
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Il Cel pracy

Mimo obiecujagcych wynikow, strategia terapeutyczna wykorzystujagca czasteczke

amiR136-A2 wiaze si¢ z kilkoma istotnymi ograniczeniami:

e skuteczne wyciszenie HTT w prazkowiu i hipokampie osiggni¢to jedynie przy
zastosowaniu wysokiej dawki wektora AAV,
e stwierdzono niskg efektywnos¢ wyciszenia HTT w korze mozgowej,

e czasteczka A2 posiada 10 potencjalnie ryzykownych, w pelni komplementarnych
sekwencji off-target, co moze prowadzi¢ do niepozadanego obnizenia poziomu

ekspresji tych genow.

W zwigzku z powyzszym zaistniata potrzeba modyfikacji tej strategii terapeutycznej wraz

Z poglebieniem analiz specyficzno$ci dziatania nowo zaprojektowanej czasteczki amiRNA.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zatem opracowanie ulepszonej
i bezpieczniejszej wersji  czasteczki  amiR136-A2, charakteryzujacej si¢  wysoka

specyficznoscig przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej efektywnosci dziatania.
Realizacja celu gldownego obejmowata nastepujace zadania badawcze:

1. Zaproponowanie modyfikacji sekwencji czasteczki A2 w celu ograniczenia liczby

potencjalnych miejsc wigzania poza celem.

2. Ocena efektywnosci i1 specyficznosci zaprojektowanych czasteczek z zastosowaniem

systemu reporterowego oraz w modelach komorkowych HD.

3. Ocena efektywnos$ci amiRNA w obniZzeniu poziomu toksycznego, krotkiego wariantu

biatka HTT1a.
4. Ocena efektywnosci 1 bezpieczenstwa wybranego amiRNA w mysim modelu HD.

5. Analiza obrobki komoérkowej wybranego amiRNA w modelu komoérkowym

oraz modelu mysim.
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IIT Materialy i metody

1. Materialy

1.1. Odczynniki chemiczne i gotowe zestawy komercyjne

Tabela 3. Wykorzystane odczynniki chemiczne.

Nazwa

Producent, numer katalogowy

Albumina surowicy bydlecej (BSA)

Cell Signaling Technology, 9998

Agar

BioShop, AGR001.500

Agaroza

EURX, E0301

Akrylamid/bisakrylamid (29:1) 30% roztwor

BioShop, ACR009.500

Akrylamid

Sigma-Aldrich, A8887

Ambion™ DNaza I

Invitrogen, AM2222

N,N'-Metylenodiakrylamid (Bisakrylamid)

Sigma-Aldrich, 146072

Bromek etydyny Sigma-Aldrich, E1510
Akutaza STEMCELL Technologies, 07920
Ampicylina BioShop, AMP201.25

Antybiotyk, antymykotyk (100x)

Gibco, 15240062

BamHI

Thermo Scientific, ER0051

Blastycydyna S

Gibco, R21001

Blekit bromofenolowy

Sigma-Aldrich, 114391

B-merkaptoetanol

Gibco, 21985023

Chloroform

Sigma-Aldrich, C2432

Dimetylosulfotlenek (DMSO)

Sigma-Aldrich, D2650

Deoksynukletydy

EURX, E0503

DMEM High Glucose

Gibco, 21969035

Doksycyklina

Sigma-Aldrich, D9891

Sél fizjologiczna buforowana fosforanem (PBS)

Gibco, 14190144

EcoRlI

Thermo Scientific, ER0275

Ekstrakt drozdzowy

BioShop, YEX401.1

Etanol absolutny

Merck, 1070172511

Fenol:chloroform:alkohol izoamylowy (25:24:1)

PanReac AppliChem, A0889

Geltrex™ Gibco, A1413302
Glicerol BioShop, GLY001.1
Glicyna BioShop, GLN001.5
Glikogen Thermo Scientific, RO551
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Heksamery

Invitrogen, N8080127

Higromycyna B 50 mg/ml

Invitrogen, 10687010

HiMark™ Pre-stained Protein Standard

Invitrogen, LC5699

I1zopropanol

Acros Organics, 327270010

Kwas octowy lodowaty

POCH, BA8760114

Kwas solny 35-38%

POCH, BA5283115

L-glutamina (100x)

Gibco, 25030081

Ligaza T4

Promega, M1801

Lipofektamina 2000

Invitrogen, 11668019

Ptodowa surowica bydleca (FBS)

EURx, E5050

MEM, NEAA

Gibco, 10370021

Metanol 99,8%

POCH, BA1990110

Mleko odttuszczone w proszku

Spotdzielnia Mleczarska Gostyn

Mssl (Pmel)

Thermo Scientific, FD1344

Chlorek sodu (NaCl)

BioShop, SOD002.1

Nadsiarczan amonu (APS)

BioShop, AMP001.10

Notl Thermo Scientific, ER0591
Octan sodu POCH, 204-823-8
Opti-MEM Gibco, 11058021

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, 26619

NuPAGE™ Tris-Acetate SDS Running Buffer (20x)

Invitrogen, LA0041

STEMdiff™ Neural Progenitor Medium (NPM)

STEMCELL Technologies, 05833

PBS w tabletkach BioShop, PBS404
PEG-8000 BioShop, PEG800.1
Pen Strep Gibco, 15140122

Polietylenoimina (PEI)

Polysciences, 23966-1

Fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF)

Sigma-Aldrich, 93482

Bromek heksadimetryny (Polibren)

Sigma-Aldrich, H9268

Ponceau S

Sigma-Aldrich, P3504

Pozywka SOC

A&A Biotechnology, K-SOC-40

Y-27632 (ROCK inhibitor)

STEMCELL Technologies, 72307

rCutSmart Buffer

New England Biolabs, B6004S

Alkaliczna fosfataza z krewetek (rSAP)

New England Biolabs, M0371S

Laurylosiarczan sodu (SDS) 20%

BioShop, SDS002.500

SDS pellet

BioShop, SDS999.1

Sacharoza

Chempur, 117720907
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STEMdiff™ SMADi1 Neural Induction Kit

STEMCELL Technologies, 08582

StemFlex™ Basal Medium

Gibco, A3349301

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix

Bio-Rad, 1725270

Trypton

BioShop, TRP402.500

XT Tricine 20x

Bio-Rad, #1610790

Tris

BioShop, TRS001.5

TRIzol™ Reagent

Invitrogen, 15596018

0,5% Trypsyna (10x)

Gibco, 15400054

Tween 20

BioShop, TWN510.500

N,N,N',N'-Tetrametyloetylenodiamina (TEMED)

BioShop, TEM001.5

QuickExtract DNA Extraction Solution

Biosearch Technologies, QE0905T

Substrat Westar Antares

Cyanagen, XLS142

Gotowe zestawy komercyjne

Animal Genomic DNA Miniprep Kit (Bio Basic)

GeneJET Plasmid Miniprep Kit, K0502 (Thermo Fisher Scientific)
GeneJET Plasmid Maxiprep Kit, K0492 (Thermo Fisher Scientific)
PicoPure™ RNA Isolation Kit, KIT0204 (Thermo Fisher Scientific)
GeneJET Gel Extraction Kit, KO691 (Thermo Fisher Scientific)
Dual-Luciferase® Reporter Assay System, E1910 (Promega)
SuperScript™ III Reverse Transcriptase, 18080093 (Invitrogen)
GoTagq® G2 Flexi DNA Polymerase, M7805 (Promega)

1.2. Oligonukleotydy i startery

Tabela 4. Sekwencje oligonukleotydow uzytych do stworzenia kaset ekspresyjnych shRNA i amiRNA.

Nazwa Sekwencja 5° — 3’
ShoA GATCCGCAGCAGCAGCTGCAGCAGCTGCTTCCTGTCACAGCTGCTGCAACTGCTG
CTGCTTTTTG
Ssh10A GATCCGCAGCAGCAGCTGCAGCAGCTGCTTCCTGTCACAGCTGCTGCAGATGCTG
CTGCTTTTTG
Ssh11A GATCCGCAGCAGCAGCTGCAGCAGCTGCTTCCTGTCACAGCTGCTGCAGCAGCTG
CTGCTTTTTG
sh13A GATCCGCAGCAGCAGCTGCAGCAGCTGCTTCCTGTCACAGCTGCTGCAGCTGATG
CTGCTTTTTG
sh13G GATCCGCAGCAGCAGCTGCAGCAGCTGCTTCCTGTCACAGCTGCTGCAGCTGGTG
CTGCTTTTTG
AATTCCACTCCACTGCCCGACGTCGCCTCGGTGGTGTTGGATGAGCCCTCGGAGC
amiR136-11A | TGCTGCAGCAGCTGCTGCTGGATTCTTATGCTCCAGCAGCAGCTGCTGCAGCAGT
TCAGAGGGTTCTATCATTTCGTCGGATGGAAAGGAGTGTATTCTGAAGATGC
AATTCCACTCCACTGCCCGACGTCGCCTCGGTGGTGTTGGATGAGCCCTCGGAGC
amiR136-13A | TGCTGCAGCTGATGCTGCTGGATTCTTATGCTCCAGCAGCATCAGCTGCAGCAGT
TCAGAGGGTTCTATCATTTCGTCGGATGGAAAGGAGTGTATTCTGAAGATGC
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AATTCCACTCCACTGCCCGACGTCGCCTCGGTGGTGTTGGATGAGCCCTCGGAGC

amiR136-13G | TGCTGCAGCTGGTGCTGCTGGATTCTTATGCTCCAGCAGCACCAGCTGCAGCAGT

TCAGAGGGTTCTATCATTTCGTCGGATGGAAAGGAGTGTATTCTGAAGATGC

Synteza oligonukleotydow zostala wykonana w Integrated DNA Technologies (amiRNA)

i Metabion (ShRNA).

Tabela 5. Wykorzystane startery.

Nazwa Prawy 5> — 3’ Lewy 5’ — 3’
mysia B-aktyna ACTGTCGAGTCGCGTCCA ATCCATGGCGAACTGGTGG
HTT GTGCAGTGATGACGCAGAGT TCTTCGGGTCTCTTGCTTGT
Hit CCGCTCAGGTTCTGCTTTTA TGGACAGGGAACAGTGTTGG
Ccdcl77 TGCCAGCAGAAAAGACACAC CGTCAGCTTTGTCTTCACCA
Arsb TGGTGGACTCACATCGGTAA ATAGCACTTCTTCGCCCTGA
Kmt2d GCTCAACAGACATTGGCTCA GCCAGTCAAGCCTCTTCAAC
Maml1 AGGCAGGGTTCCCTTACTGT TTTGCCTCAGAACAGCCTTT
Mylip GGCAGATGGGTGTTGAGAGT GAGCATGTCCAGCACGTCTA
Tmem158 CAGGATCTGGTCACTTTCTGC AAAGTGGGGTTTGTGCTGAG
Ppplr3f GCCGCATGACTAAAACCAAT TGCTGCCTCTTCAATGTGTC
Tlel GTGCCTCTTAGGCTGTCTGG CCTCACCCTTCAGGACTTCA
Zcah2 GAACCCAAGGCAAAAACAGA TTACTGCCCCAGTTTGGAAC
Ibal TCTGCCGTCCAAACTTGAAGCC CTCTTCAGCTCTAGGTGGGTCT
Gfap CACCTACAGGAAATTGCTGGAGG CCACGATGTTCCTCTTGAGGT
SOX1 ACCAGGCCATGGATGAAG CTTAATTGCTGGGGAATTGG
SOX2 CAAAAATGGCCATGCAGGTT AGTTGGGATCGAACAAAAGCTATT
PAX6 TGCTCCGGCATGAAATATACTA GTCTCCAAATGTGCAGCAAC
OCT4 AGTTTGTGCCAGGGTTTTTG ACTTCACCTTCCCTCCAACC
EEF2 TCATCGAGGAGTCGGGAGAG ACGACCGGGTCAGATTTCTTG
pCDH - GCACCCGTTCAATTGCCG
pGreenPuro - TGCATGTCGCTATGTGTTCTGGGA
FRT-TO AGAGATCGTCGACGAGCTCG TAGGAAAGGACAGTGGGAGTG
CAG_promotor_vg GGCCCTATAAAAAGCGAAGC TAATTACAGCCCGGAGGAGA

Synteza starteréw zostata wykonana w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

1.3. Plazmidy ekspresyjne

Do ekspresji shRNA uzyto plazmid pGreenPuro (System Biosciences). Czasteczki
shRNA ulegaly ekspresji pod kontrola promotora polimerazy III RNA — H1. Do ekspresji
amiRNA wykorzystano plazmid pCDH-CMV-MCS-EF1a-copGFP (pCDH) (System

Biosciences). Ekspresja docelowych sekwencji byta regulowana przez promotor polimerazy II
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RNA — CMV. Dodatkowo, oba te plazmidy umozliwiaty ekspresj¢ biatka zielonej fluorescencji
(ang. green fluorescent protein, GFP), co pozwalalo na oceng efektywnosci transfekcji

oraz transdukcji.

Do testow lucyferazowych wykorzystano plazmid pmirGLO (Promega) zawierajacy
sekwencje eksonu 1 ludzkiego HTT z réznymi dtugosciami powtorzen CAG (16, 57 oraz 85),
odpowiadajacymi kolejno allelowi prawidlowemu oraz dwom wariantom allelu zmutowanego.
Oprocz tej sekwencji, plazmid zawierat sekwencje kodujace lucyferaze swietlika oraz Renilli,

co umozliwiato normalizacj¢ sygnalu w testach reporterowych.

Do ekspresji skroconego biatka HTTla wykorzystano plazmid pcDNA™S/FRT/TO
(Thermo Fisher Scientific) dedykowany do wykorzystania w systemie Flp-In™ T-REx™
(Thermo Fisher Scientific). Transgen ulegal ekspresji pod kontrolg promotora CMV.

1.4. Bufory i pozywki

Tabela 6. Wykorzystane bufory.

Skladnik Stezenie/ilos¢
Bufor Tris-Glicyna 10x
Tris 250 mM
Glicyna 1,92 mM
SDS 1%
Towbin 10x
Tris 250 mM
Glicyna 1,92 mM
Towbin 1x
Towbin 10x 10%
Metanol 20%
SDS 0,01%
Roztwor Ponceau S 1x
Ponceau S 0,1 %
Kwas octowy 5%
Bufor PB do izolacji bialek 3x
Tris 120 mM
Sacharoza 30%
SDS 6%
Bufor PB 1x
PB 3x 33%
PMSF 2mM
TBS 10x (pH=7,6)
Tris ‘ 200 mM

47




NaCl 15M
TBS-T
TBS 10x 10%
Tween 20 0,1%
PBS-T
Tabletki PBS 5
Tween 20 0,1%

Bufor zageszczajgcy do lentiwirusow 4x (pH=7)

PEG-8000 40%
NaCl 7%
PBS 10x 10%
Bufor obcigzajqcy do bialek 4x
SDS (pellet) 8%
B-merkaptoetanol 6%
Glicerol 38%
0,5 M Tris-HCI (pH = 6,8) 240 mM
Blekit bromofenolowy 0,1%
Bufor blokujgcy do membran w PBS-T/TBS-T
Mleko odtluszczone w proszku ‘ 5%
Tabela 7. Pozywki do hodowli bakterii.
Skladnik | Stezenie
Poiywka LB (ang. lysogeny broth) pH=7
NaCl 1%
Trypton 1%
Ekstrakt drozdzowy 0,5%
Poiywka LB 7 agarem (pH=7)
NaCl 1%
Trypton 1%
Ekstrakt drozdzowy 0,5%
Agar 1,5%

1.5. Przeciwciala

Tabela 8. Wykorzystane przeciwciata.

Nazwa

Producent, numer katalogowy

Rozcienczenie

Bufor

Przeciwciata pierwszorzedowe

Anty-huntingtyna Abcam, ab109115 1:1000 5% mleko PBS-T
Anty-poliQ Sigma-Aldrich, P1874 1:1000 5% mleko PBS-T
Anty-ataksyna 3 Proteintech, 13505-1-AP 1:1000 5% mleko PBS-T
Anty-atrofina 1 Sigma-Aldrich, HPA031619 1:1000 5% BSA TBS-T
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Anty-winkulina Cell Signaling, 4650S 1:1000 5% BSA TBS-T
Anty-kalneksyna Sigma-Aldrich, C4731 1:1000 5% mleko PBS-T
Anty-plektyna Cell Signaling, 12254 1:1000 5% mleko TBS-T
Anty-FLAG-tag Sigma-Aldrich, F1804 1:1000 5% mleko TBS-T
Anty-dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego Millipore, MAB374 1:5000 5% mleko PBS-T
(GAPDH)
Przeciwciata drugorzedowe
Zalezny od
. Jackson ImmunoResearch, . L7
Anty-mysie 715-035-150 1:1000 . przeciwciata
pierwszorzedowego
Zalezny od
L1 Jackson ImmunoResearch, . .7
Anty-krélicze 711-035-152 1:1000 . przeciwciata
pierwszorzgdowego
1.6. Linie komérkowe
Tabela 9. Wykorzystane linie komdrkowe.
Nazwa Pochodzenie Producent
HEK293T Ludzka nerka zarodkowa American Type Culture

Collection

HEK293 Flp-In T-REX Ludzka nerka zarodkowa Thermo Fisher Scientific

GMO04281 Ludzkie fibroblasty od pacjenta HD Coriell Institute
GMO06153 Ludzkie fibroblasty od pacjenta SCA3 Coriell Institute
GM13717 Ludzkie fibroblasty od pacjenta DRPLA Coriell Institute
ND42222 Lud_zkle indukowane pluripotencjalne k(?mérkl Coriell Institute
macierzyste wyprowadzone z fibroblastow HD
1C39 I1zogeniczna linia kontrolna wyprowadzona Wyprowadzona w ICHB PAN

z ND42222 (142)

1.7. Mysi model HD

W niniejszej pracy wykorzystano transgeniczny model mysi HD - YAC128
(FVB-Tg(YAC128)53Hay/J) (Jackson Laboratory). Model ten posiada pelnej dtugosci gen
ludzkiej huntingtyny, ktorego ekson 1 zawiera ciag 125 powtorzen CAG z 9 interrupcjami
CAA (rys. 7). Konstrukcja transgenu zostata opracowana przy uzyciu sztucznego chromosomu
drozdzowego (ang. Yeast Artifical Chromosome, YAC), co pozwala na fizjologiczng ekspresje
genu pod kontrolg jego endogennego promotora. Oprdécz ludzkiego genu HTT, YAC128
posiadaja réwniez mysi allel HTT z 7 powtorzeniami CAG. Chociaz liczba CAG w allelu

mysim jest nizsza niz u ludzi, wystarcza do przeprowadzenia analizy allelo-selektywnosci
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zastosowanego amiRNA. YAC128 wykazuja silny fenotyp HD, objawiajacy si¢ utratg obj¢tosci
moézgu, degeneracja neurondw prazkowia i wystepowaniem agregatow HTT w pdzniejszym

okresie zycia (143-145).

Jako grup¢ odniesienia w niektorych analizach wykorzystano zdrowe myszy FvB/NJ
(Jackson Laboratory).

HTT
ekson 1
B'UTR =w==='  eermememome 3'UTR
CAA CAA CAA CAG CAA CAA CAA CAA CAG CAA CAA
l cigg CAG l l
24-28 109-113 124  powtdrzenia

Rysunek 7. Sekwencja transgenu HTT w myszach YACI128 wraz z lokalizacja interrupcji CAA
w obrgbie ciggu CAG.
Wykonano na podstawie: Kotowska-Zimmer i wsp., 2022 (78).

Hodowlg myszy prowadzono w Zwierzgtarni w Wielkopolskim Centrum Zaawansowanych
Technologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Do$wiadczenia zostaty
zatwierdzone przez Lokalng Komisje Etyczng Ds. Doswiadczen na Zwierzgtach zgodnie
Z uchwatg 48/2018 z dnia 22.11.2018r. Myszy utrzymywano w indywidualnie wietrzonych
klatkach ze stalym dostepem do wody i pokarmu.

1.8. Sprzet laboratoryjny oraz materialy trwale

Aparat do elektroforezy poziomej MultiSub (Cleaver Scientific)

Aparat do elektroforezy pionowej Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad)
Aparat do elektroforezy pionowej XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen)
Aparat do elektrotransferu mokrego Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad)
Automatyczny licznik komorek TC20 (Bio-Rad)

Blok grzewczy z wytrzasaniem TS-100 (Biosan)

Cytometr przeptywowy Attune NxT (Invitrogen)

Czytnik ptytek Victor X (Perkin Elmer)

Inkubator bakteryjny z wytrzgsaniem 311DS (Labnet)

Inkubator CO; do komoérek eukariotycznych (HERACell, Nuaire)
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Komora laminarna do pracy z bakteriami Aura Vertical S.D.4 (BioAir Instruments)
Komora laminarna do pracy z komoérkami eukariotycznymi (Heraeus, HERASafe KS15)
Mikroskop fluorescencyjny z odwroconym kontrastem 1X70 (Olympus)

pH-metr FiveEasy (Mettler Toledo)

Spektrofotometr DS-11 (DeNovix)

System dokumentacji zeli i membran G:box (Syngene)

Termocykler T100 (Bio-Rad)

Termocykler CFX Connect (Bio-Rad)

Waga analityczna AGN100C (Axis)

Wiréwka Mini Spin (Eppendorf)

Wiréwka 5810 R (Eppendorf)

Wytrzasarka kotyskowa MR-1 (Biosan)

Wiytrzgsarka Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Zasilacz do elektroforezy PowerPac Basic (Bio-Rad)

Zasilacz do elektroforezy EV261 (Censort)

Filtry polieterosulfonowe 0,45 um (VWR, 28145-505)

Membrana nitrocelulozowa Amersham Protran 0.45 um NC (Cytiva, 10600002)
Bibuty Whatmana (Cytiva, 3030-917)

Ptytki 96-dotkowe do PCR (Bio-Rad, HSP9601)

Ptytki 96-dotkowe nieprzezroczyste (Sigma-Aldrich, BR781605)

1.9. Pogramy komputerowe oraz bazy danych

CFX Maestro (Bio-Rad) — analiza wynikow gPCR i RT-qPCR

GelPro Analyzer 3.0 (Media Cybernetics) — analiza densytometryczna

FinchTV (Informer Technologies Inc.) — analiza sekwencjonowan Sangera

Prism 8.4.3 (GraphPad Software) — przygotowanie wykresow oraz analiza statystyczna

BioRender — przygotowanie schematow
https://www.biorender.com/

NCBI Nucleotide BLAST — przewidywanie sekwencji off-target
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LO
C=blasthome

Primer3Plus — projektowanie starterow
https://www.primer3plus.com/

Primer-BLAST — projektowanie starterow
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Gene Ontology — ontologia genéw

https://geneontology.org/

SR-plot — przygotowanie wykresow babelkowych
https://www.bioinformatics.com.cn/en
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2. Metody

2.1. Mapowanie bioinformatyczne i analiza BLAST

Celem mapowania bioinformatycznego bylo wyznaczenie miejsc niespecyficznego
wigzania czasteczki A2 w genomie oraz okreslenie pozycji nukleotydowych w jej sekwencji,
ktorych modyfikacja zminimalizuje efekt off-target. Mapowano sekwencje nici wiodacej
siRNA A2 (5 CUGCUGCAGCUGCUGCUGC 3’) do genomu ludzkiego, wykorzystujac
program Bowtie (1.2.3). Jako referencyjny genom wykorzystano zestaw danych hg38 z bazy
UCSC (University of California, Santa Cruz), w wersji opublikowanej 10 sierpnia
2018 roku, dostgpny pod adresem: https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenPath/hg38/bigZips/
latest/hg38.fa.gz. Uwzgledniono wszystkie mozliwe dopasowania sekwencji oraz dopuszczono
maksymalnie 3 niesparowania miedzy A2 a sekwencjami w genomie. Mapowanie
bioinformatyczne zostato wykonane przez dr Martyne Urbanek-Trzeciak z Zaktadu Genetyki

Nowotworow ICHB PAN.

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaprojektowano 5 modyfikacji czasteczki A2,
polegajacych na wprowadzeniu pojedynczej substytucji nukleotydowej w okreslonej pozycji.
W kolejnym etapie czasteczki sprawdzono pod katem ilosci potencjalnych sekwencji
niespecyficznego wigzania w transkryptomie ludzkim przy wykorzystaniu programu NCBI

Nucleotide BLAST, z uwzglednieniem nast¢pujacych parametrow:

- baza danych: RefSeq_Select (RNA),

- organizm: Homo sapiens,

- algorytm wyszukiwania: MegaBLAST,

- rozmiar stowa (ang. word size): 16,

- punktacja za dopasowania/niedopasowania (ang. match/mismatch scores): 4/-5,

- koszt wstawienia luki (ang. gap costs): Existence 12, Extension 8.
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2.2. Konstrukcja wektorow ekspresyjnych shRNA oraz amiRNA

2.2.1. Hybrydyzacja oligonukleotydow

Oligonukleotydy zawierajace sekwencje shRNA oraz amiRNA hybrydyzowano
w parach. W tym celu dodawano po 1 ul kazdego oligonukleotydu do 48 ul wody, a nastepnie
mieszaning inkubowano w temperaturze 90°C przez 5 minut, po czym pozostawiano

W temperaturze pokojowej przez 1 godzing.

2.2.2. Ligacja oligonukleotydéw z plazmidem ekspresyjnym

Przed przeprowadzeniem ligacji plazmidy ekspresyjne poddano trawieniu enzymami

restrykcyjnymi. Sktad mieszanin reakcyjnych przedstawiono w tabelach 10 i 11.

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla plazmidu pGreenPuro.

Skladnik Tlos¢

Plazmid ekspresyjny 1pug

BamHI 2 ul

EcoRI 1l

Bufor Tango 2x 4 ul
H.0 Do 20 pl

Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla plazmidu pCDH.

Skladnik Tlos¢

Plazmid ekspresyjny 1pg

Notl 1 ul

EcoRl 1l

Bufor O 10x 2 ul
H.0 Do 20 pl

Proby inkubowano w temperaturze 37°C przez cala noc, a nastepnie w 80°C przez
20 minut w celu inaktywacji enzymow. Produkt trawienia rozdzielano na 0,9% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Pocigty plazmid wycinano z zelu sterylnym
skalpelem, a nastepnie izolowano przy uzyciu zestawu do oczyszczania GeneJET Gel
Extraction Kit, wedtug protokolu producenta. Stezenie plazmidowego DNA okreslano przy

pomocy spektrofotometru DeNovix DS-11.
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Kolejno przeprowadzono ligacj¢. Sktad mieszaniny ligacyjnej przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Sktad mieszaniny ligacyjnej.
Skladnik Ilos¢

Plazmid ekspresyjny 100 ng

Wyliczono ze stosunku 1:3
(plazmid:oligonukleotydy)

Hybrydyzowane oligonukleotydy

Ligaza T4 1 ul
Bufor do ligazy 10x 1 ul
H20 Do 10 pl

Mieszaning inkubowano w temperaturze 4°C przez noc.

2.2.3. Transformacja bakterii metoda szoku cieplnego

Do transformacji uzyto kompetentne szczepy bakterii Escherichia coli GT116
(InvivoGen) oraz DH5a (Invitrogen). Do 25 ul zawiesiny bakterii dodano 7,5 pl mieszaniny
ligacyjnej, a nastepnie cato$¢ inkubowano na lodzie przez 30 minut. Po uptywie czasu, bakterie
inkubowano w warunkach stresu cieplnego (42°C) przez 30 (w przypadku bakterii GT116) albo
45 sekund (w przypadku bakterii DH5a), a nastgpnie schtodzono na lodzie przez 2 minuty. Do
bakterii dodano 250 pl pozywki LB (GT116) albo SOC (DH5a) bez antybiotyku. Regeneracje
bakterii prowadzono przez 1 godzing w temperaturze 37°C z wytrzasaniem. Nastepnie calg
mieszaning nanoszono na szalki Petriego zawierajace zestalong pozywke LB z agarem oraz

ampicyling w stezeniu 100 pg/ml. Szalki inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.

2.2.4. Propagacja bakterii i izolacja plazmidowego DNA w matlej skali

Pojedyncze kolonie bakteryjne przenoszono do probowek stozkowych typu Falcon,
zawierajagcych 3 ml pozywki LB z ampicyling (100 pg/ml), a nastgpnie inkubowano
w temperaturze 37°C przez noc przy wytrzasaniu. Izolacje plazmidowego DNA
przeprowadzono z 2 ml hodowli z wykorzystaniem komercyjnego zestawu GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific), wedlug protokolu producenta. Stezenie
wyizolowanego plazmidowego DNA okre$lono przy pomocy spektrofotometru DeNovix

DS-11.
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2.2.5. Sekwencjonowanie plazmidowego DNA metodg Sangera

W celu potwierdzenia prawidlowej sekwencji, plazmidowe DNA poddano
sekwencjonowaniu Sangera w Laboratorium Technik Biologii Molekularnej Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Do reakcji przygotowano proby zawierajace po S5 pl
plazmidowego DNA o stezeniu ~120 ng/ul. Dodatkowo, osobno przygotowano po 3 ul startera
(pGreenPuro dla plazmidu pGreenPuro oraz pCDH dla plazmidu pCDH, tab. 5) o stezeniu

10 uM dla kazdej reakcji. Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu programu FinchTV.

2.2.6. Propagacja bakterii i izolacja plazmidowego DNA w duzej skali

W celu uzyskania duzych ilo$ci plazmidowego DNA, bakterie rozpropagowano na duza
skale. 1 ml hodowli ptynnej przeniesiono do 150 ml pozywki LB z ampicyling (100 pg/ml),
anastgpnie inkubowano w temperaturze 37°C przez noc z wytrzasaniem. Izolacje
przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu GeneJET Plasmid Maxiprep Kit
(Thermo Fisher Scientific), wedlug protokotu producenta. Stezenie wyizolowanego
plazmidowego DNA okre$lono przy pomocy spektrofotometru DeNovix DS-11. Otrzymane
DNA przechowywano w temperaturze -20°C.

2.3. Hodowle komorkowe

Komorki eukariotyczne hodowano w inkubatorach utrzymujgcych temperature 37°C
oraz atmosfer¢ zawierajaca 5% CO2. Komorki linii HEK293T hodowano z wykorzystaniem
pozywki DMEM suplementowanej 10% ptodowa surowicg bydleca (ang. Fetal Bovine Serum,
FBS), 1% L-glutaming oraz 1% roztworem antybiotyku z antymykotykiem, natomiast linia
HEK293 Flp-In T-REx hodowana byla w pozywce DMEM =z dodatkiem 10% FBS,
1% L-glutaminy, 1% Pen Strep oraz 5 ug/ml blastycydyny S. Hodowla ludzkich fibroblastow
prowadzona byla w pozywce MEM wzbogaconej o010% FBS, 1% L-glutaminy
oraz 1% antybiotyku z antymykotykiem. Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste
hodowano w pozywce StemFlex z dodatkiem dedykowanego Suplementu (10%) oraz 0,5% Pen
Strep. Wszystkie komorki pasazowane byly w momencie osiggnigcia ~80% konfluencji
z wykorzystaniem trypsyny (1x) albo Akutazy (stosowanej wylacznie do komorek
macierzystych). Dodatkowo, co najmniej godzing przed pasazem komorek macierzystych dotki

hodowlane pokrywano roztworem Geltrex w celu zapewnienia odpowiedniej przyczepnosci.
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Ponadto, po kazdym pasazu do hodowli komorek macierzystych dodawano inhibitor apoptozy

(ROCK inhibitor) w stezeniu koncowym 10 nM, aby zwigkszy¢ ich przezywalno$¢.

2.4. Analiza efektywnoSci reagentow shRNA oraz amiRNA

2.4.1. Testy lucyferazowe

Testy reporterowe wykonywano w celu okreslenia allelo-Selektywnos$ci oraz wstepne;j
oceny efektywnosci shRNA oraz amiRNA. Komorki HEK293T wysiewano na ptytke
24-dotkowa w liczbie 100 000 komorek na dotek. Kolejnego dnia kotransfekowano je
plazmidem pmirGLO w ilosci 50 ng, zawierajacym ekson 1 HTT z 16, 57, albo 85
powtorzeniami CAG oraz plazmidem pGreenPuro zawierajacym sekwencje shRNA albo
pCDH z sekwencjg amiRNA, w ilosciach 5, 10, 50, 150 1 500 ng. Jako kontrole negatywna
w testach shRNA zastosowano plazmid pGreenPuro posiadajacy sekwencje ShRNA nie
celujaca w zadng sekwencje w ludzkim transkryptomie, o skltadzie nukleotydowym
odpowiadajagcym czasteczce A2, okreslang jako ,,Scramble” (SCR). Sekwencja nici wiodacej
miata nastepujaca postaé: 5’-TCACTCGGCTACGGCTGGGCC-3’. W przypadku badan
Zuzyciem amiRNA, jako kontrole negatywna wykorzystano plazmid pCDH pozbawiony
sekwencji celujacej (,,pusty”). Transfekcje¢ przeprowadzano z wykorzystaniem Lipofektaminy
2000, wedlug zalecen producenta. Po uptywie 4 godzin od transfekcji, niesuplementowanag
pozywke hodowlang (DMEM) zastepowano kompletng. Efektywnos¢ transfekcji
monitorowano poprzez obserwacj¢ sygnatu GFP. Po 48 godzinach od transfekcji mierzono
luminescencje pochodzaca z lucyferazy $wietlika oraz Renilli, wykorzystujac komercyjny
zestaw Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) zgodnie z protokotem producenta.
Pomiaru sygnatu dokonywano na nieprzezroczystej ptytce 96-dotkowej z wykorzystaniem
czytnika ptytek Victor X (Perkin Elmer).

2.4.2. Produkcja czgsteczek lentiwirusowych i okreslanie miana wirusa

Czasteczki lentiwirusowe, bedace nosnikami shRNA iamiRNA, produkowano
w komoérkach HEK293T. W tym celu wykorzystano plazmidy kodujace biatka wirusowe:
pCMV-VSV-G oraz pCMV-dR8.2 dvpr (Addgene). Plazmidy wirusowe oraz wektory
ekspresyjne wprowadzano do komorek za pomocg transfekcji  z wykorzystaniem

polietylenoiminy (PEI). Komorki o pelnej konfluencji na szalkach o $rednicy 10 cm poddawano
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transfekcji PElI w stosunku 1:3 (DNA:PEI), zgodnie z protokotem podanym na stronie
producenta plazmidow wirusowych (Addgene). Wiriony zbierano po uptywie 48 i 72 godzin
od transfekcji. W tym celu pozywke znad hodowli filtrowano przy pomocy filtra
polieterosulfonowego o porach 0,45 um, a nast¢pnie mieszano z buforem zaggszczajacym (4x).
Mieszaning inkubowano co najmniej 24 godziny w temperaturze 4°C, a nastepnie wirowano
przy 1500 RCF przez 45 minut w temperaturze 4°C, w celu oddzielenia wirionéw. Osad

zawieszano w 1 ml pozywki Opti-MEM (Gibco), a nastepnie zamrazano w temperaturze —80°C.

W celu okreslenia miana wirusow, przeprowadzano transdukcje komoérek HEK293T
Z uzyciem wirusoéw rozcienczonych 10-, 100- oraz 1000-krotnie. Dzien przed infekcja, komorki
wysiewano w ilosci 100 000 komorek na dotek plytki 6-dotkowej. W momencie podania wirusa
komoérki dodatkowo liczono, aby precyzyjnie okresli¢ liczbe transdukowanych komorek.
Podczas transdukcji stosowano pozywke hodowlang DMEM o obnizonej zawartosci FBS (2%)
bez antybiotyku, z dodatkiem polibrenu (8 pg/ml). Po 18 godzinach pozywke wymieniano na
kompletng. Efektywno$¢ transdukcji monitorowano poprzez obserwacje sygnatu GFP.
Po uplywie 72 godzin, komorki trypsynizowano, a nastepnie wirowano przy 1600 RPM przez
4 minuty. Osad ptukano w 1 ml PBS bez jondw magnezu i wapnia. PO ponownym wirowaniu,
komorki zawieszano w 1 ml PBS, a nast¢pnie okreslano procentowy udziat komorek

wykazujacych sygnal GFP przy pomocy cytometru Attune NxT.

W celu okreslenia miana wirusa w 1 ml, warto§¢ procentowa w formie liczbowej
mnozono razy rozcienczenie oraz liczbg transdukowanych komorek. Do wyliczenia ilosci
mieszaniny wirusa potrzebnej do transdukcji 100 000 (1x10°) komoérek przy zatozonym MOI
(ang. multiplicty of infection) = 10 (10 wirioné6w na 1 komorke) zastosowano nastepujace

obliczenia:

_1x 10° x 10
X= miano

2.4.3. Transdukcja

Fibroblasty wysiewano na szalk¢ 6 cm dzien przed transdukcja w ilosci 100 000.
Komorki transdukowano wirionami o MOI = 10, uprzednio zmieniajac pozywke na MEM

suplementowany 2% FBS z dodatkiem polibrenu (4 pg/ml). Po 18 godzinach pozywke

57



zmieniano na kompletng. Efektywno$¢ transdukcji monitorowano za pomocg obserwacji

sygnatu GFP. Po 7 dniach komorki trypsynizowano i izolowano bialtka.

2.4.4. 1zolacja bialka i elektroforeza w warunkach denaturujacych

Bialka izolowano przy pomocy buforu PB. Do osadu komérkowego dodawano bufor,
nastgpnie rozpraszano osad w zawiesinie poprzez wielokrotne pipetowanie. Po otrzymaniu
klarownego lizatu, proby denaturowano w temperaturze 95°C przez 5 minut. Stezenie biatka

okreslano za pomocg spektrofotometru DeNovix DS-11.

biatek
poliakrylamidowych oraz systemoéw do elektroforezy pionowej: Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Elektroforeze przeprowadzano z  wykorzystaniem roéznych  zeli
(do zeli wylewanych r¢cznie) oraz XCell SureLock™ Mini-Cell (do zeli komercyjnych). Do
rozdziatu biatek wyizolowanych z fibroblastow DRPLA wykorzystywano komercyjne zele
gradientowe NuPAGE™ Tris-Acetate Mini Protein Gels (Invitrogen) o grubosci 1 mm
i zakresie stezenia 3-8%. Biatka wyizolowane z fibroblastow HD i SCA3 rozdzielano na r¢cznie

wylewanych zelach, ktorych sktady podano w tabelach 13 i 14.

Tabela 13. Sktad zelu poliakrylamidowego do elektroforezy biatek z fibroblastow HD.

Skladnik 4% 1zel zageszczajacy 5% zel rozdzielajacy

20% akrylamid:bisakrylamid (49:1) 0,5ml 1,25 ml
Tris-HCI 1,25 ml (pH=6,8, 1 M) 2,5ml (pH=8,8, 1,5 M)

XT Tricine 20x 0,125 ml 0,25 ml

H.0O 0,6 ml 0,95 ml

10% APS 0,025 ml 0,05 ml

TEMED 0,0025 ml 0,005 ml

Tabela 14. Sktad zelu poliakrylamidowego do elektroforezy biatek z fibroblastow SCA3.

Skladnik 5% 1zel zageszczajacy 12% zel rozdzielajacy
30% akrylamid:bisakrylamid (29:1) 0,33 ml 2ml
Tris-HCI 0,25 ml (pH=6,8, 1 M) 1,3 ml (pH=8,8, 1,5 M)
10% SDS 0,02 ml 0,05 ml
10% APS 0,02 ml 0,05 ml
H20 1,4 mi 1,6 mi
TEMED 0,002 mi 0,002 mli
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Do elektroforezy biatek z fibroblastow HD stosowano rozcienczony bufor XT Tricine,
natomiast dla biatek z fibroblastow DRPLA rozcienczony bufor NuPAGE™ Tris-Acetate SDS
Running Buffer. W przypadku elektroforezy bialek z fibroblastow SCA3 wykorzystywano
rozcienczony 10-krotnie bufor Tris-Glicyna. Na zel nakladano 30 pg biatka. Przed
elektroforezg proby mieszano z buforem obcigzajacym do biatek i poddawano denaturacji przez
5 minut w 95°C. Elektroforez¢ prowadzono w temperaturze 4°C. Zastosowano 2 markery
wielkos$ci: PageRuler™ Plus, dla rozdzialu bialek o mniejszej masie czasteczkowe;,
oraz HiMark™ (Thermo Fisher Scientific), dla rozdzialu HTT. Elektroforeze¢ prowadzono przy
napigciu 60 V przez 20 minut, a nast¢pnie 2,5-6 godzin przy napieciu 130 V, w zaleznosci od

rodzaju wizualizowanego biatka.

2.4.5. Western blotting

Biatka przenoszono na membrang nitrocelulozowg (Cytiva) metodg transferu mokrego
z wykorzystaniem zestawu Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad). Membrang, zel, bibuty
Whatmana oraz gabki moczono przez kilka minut w buforze Towbin 1x wykorzystywanym do
transferu. W kasecie do elektrotransferu uktadano kolejno: gabke, 3 bibuty, membrane, zel,
3 bibuly oraz gabke. Pe¢cherzyki powietrza usuwano za pomoca walca. Kasete transferowa
zamykano, upewniajac si¢, ze wszystkie warstwy zostaly utozone S$ci§le 1 rownomiernie.
Dodatkowo weryfikowano, czy membrana byla skierowana w stron¢ elektrody dodatniej
(anody), a zel w strong elektrody ujemnej (katody). Kasetg transferowa umieszczano wraz
z wktadem chtodzacym w zbiorniku transferowym, ktéry nastgpnie napetniano buforem
transferowym. Transfer prowadzono przez 18 godzin przy napigciu 30 V, albo przez 1 godzine
przy napieciu 100 V. Po zakonczeniu transferu biatka wizualizowano za pomocg buforu
Ponceau S (1x). Nastgpnie membrane docinano i blokowano w 5% odtluszczonym mleku
rozpuszczonym w PBS-T albo TBS-T, w zalezno$ci od stosowanego przeciwciata. Kolejno
inkubowano membrang z przeciwciatami I-rzedowymi (3 godziny albo przez noc), a nastepnie
Il-rzedowymi (2 godziny) z wykorzystaniem wytrzasarki kotyskowej. Po kazdej inkubacji
membrane przeptukiwano 3-krotnie w buforze PBS-T albo TBS-T po 10 minut. Biatka
wizualizowano z wykorzystaniem substratu chemiluminescencyjnego dla peroksydazy
chrzanowej Westar Antares (Cyanogen) przy uzyciu urzadzenia G:box. Analiz¢ poziomu biatek
przeprowadzono metodg densytometrii przy uzyciu oprogramowania GelPro Analyzer.

Intensywnos¢ sygnalu dla poszczegoélnych prazkow mierzono jako zintegrowang gestose
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optyczng (ang. Integrated Optical Density, I0D). Otrzymane warto$ci normalizowano

wzgledem sygnatu biatka referencyjnego.

2.5. Analiza efektow niespecyficznych

25.1. Roznicowanie indukowanych pluripotencjalnych komdrek macierzystych
w Kkierunku prekursoréw neuronalnych

Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (linie ND42222 oraz IC39)
roznicowano w Kierunku neuronalnych komoérek macierzystych metoda hodowli
W monowarstwie poprzez inhibicj¢ szlaku sygnalowego SMAD. W tym celu stosowano
pozywke STEMdiff SMADi Neural Induction Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. Po trzech
pasazach pozywke zmieniano na NPM. Po czwartym pasazu potwierdzano ekspresj¢ markeréw
SOX1 (SRY-box transcription factor 1), SOX2 (SRY-box transcription factor 2), PAX6 (paired
box 6) orazobnizenie ekspresji markera charakterystycznego dla indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych (ang. induced pluripotent stem cells, iPSC) — OCT4
(octamer-binding transcription factor 4) metodg RT-qPCR (procedur¢ przeprowadzono
zgodnie z pkt 2.5.6, 2.7.8 1 2.7.9.).

2.5.2. Transdukcja

Prekursory neuronalne wysiewano na ptytke 12-dotkowa w ilosci 150 000 na dotek.
Nastgpnego dnia kKomorki transdukowano czasteczkami lentiwirusowymi o MOI = 10.
Siodmego dnia od transdukcji komoérki poddawano trypsynizacji, oddzielano od pozywki

poprzez wirowanie i izolowano biatka oraz RNA.

2.5.3. Izolacja bialek i elektroforeza w warunkach denaturujacych

Izolacje biatek 1 elektroforeze przeprowadzano zgodnie z opisem w punkcie 2.4.4.
Elektroforeze prowadzono przy napieciu 60 V przez 20 minut, a nastgpnie przez 2 godziny przy
napigciu 130 V z wykorzystaniem Zeli komercyjnych, takich jak w przypadku fibroblastow
DRPLA.
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2.5.4. Western blotting

Procedure przeprowadzano zgodnie z opisem w punkcie 2.4.5.

2.5.6. Izolacja calkowitego RNA

Izolacje catkowitego RNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
PicoPure™ RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific), wedlug protokotu producenta.

Stezenie wyekstrahowanego RNA mierzono przy pomocy spektrofotometru DeNovix DS-11.

2.5.7. Sekwencjonowanie nowej generacji

Sekwencjonowanie  mRNA, poprzedzone przygotowaniem bibliotek, i analize
bioinformatyczng przeprowadzono w Pracowni Genomiki ICHB PAN z wykorzystaniem
sekwenatora Illumina NovaSeq 6000. Do sekwencjonowania przeznaczono 0,5 pg catkowitego

RNA, a glebokos¢ wynosita 100 milionoéw odczytow.

2.6. Ocena poziomu HTT1a

2.6.1. Przygotowanie plazmidu do nadekspresji HTT1a

Do przeprowadzenia tego eksperymentu wykorzystano lini¢ komoérkowa HEK293
Flp-In T-REx, bedaca zmodyfikowang wersja HEK293, zaprojektowang do indukowalnej
ekspresji pozadanych biatek. Wprowadzany transgen jest stabilnie integrowany w locus FRT
(ang. flippase recognition target), ktory jest specyficznie rozpoznawany przez enzym
rekombinaze Flp (ang. flippase), umozliwiajac precyzyjng integracje genu. Dodatkowo, system

Tet-On pozwala na kontrolowang, indukowalng ekspresj¢ transgenu po dodaniu doksycykliny.

Zaprojektowano kaset¢ ekspresyjng umozliwiajacg ekspresje transgenu HTTla,
zawierajaca sekwencje Kozak, ekson 1 genu HTT z 83 powtérzeniami CAG, a takze
4 nukleotydy intronu 1 z kodonem STOP. Ponadto, wprowadzono dodatkowy kodon STOP,
a w celu utatwienia wizualizacji biatka, umieszczono 3 znaczniki FLAG bezposrednio przed

eksonem (rys. 8).

61



Pmel

Fragment intronu 1

Sekwencja Kozak Znacznik FLAG Ekson 1 HTT z kodonem STOP
cccaecace| FLac | FLac | FLac ! cTcAl TAA
83 CAG

Pmel

Rysunek 8. Kaseta ekspresyjna umozliwiajaca ekspresj¢ transgenu HTT1a.

Przeprowadzono klonowanie kasety ekspresyjnej z plazmidu pUC57 (GenScript) do
docelowego plazmidu — pcDNA™S/FRT/TO. W tym celu oba plazmidy poddawano trawieniu

enzymem restrykcyjnym Mssl (Pmel). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Sktad mieszaniny reakcyijnej dla plazmidow pUC57 oraz pcDNA™S5/FRT/TO.

Skladnik Hosé

Plazmid 2 ug

Pmel 2 ul

Bufor Green 10x 2 ul
H-20 Do 20 pl

Mieszaning inkubowano w temperaturze 37°C przez 20 minut, a nast¢gpnie przeprowadzono
elektroforeze w 0,9% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Po rozdziale wycinano
z zelu fragment zawierajacy kasetg¢ ekspresyjng oraz fragment z pocigtym plazmidem
pcDNAT™S/FRT/TO, a nastgpnie izolowano przy uzyciu zestawu do oczyszczania GeneJET
Gel Extraction Kit, wedtug protokotu producenta. St¢zenie DNA okre§lano przy pomocy
spektrofotometru DeNovix DS-11.

Aby zapobiec ligacji przecietego plazmidu pcDNAT™S/FRT/TO, przeprowadzono
reakcje defosforylacji tepych koncow z wykorzystaniem enzymu alkalicznej fosfatazy

z krewetek (rSAP). Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Sktad mieszaniny defosforylacyjne;.

Skladnik Hosé

Plazmid 2 ug

rSAP 2 ul

Bufor rCutSmart 10x 2 ul
H20 Do 20 pul
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Mieszanine inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C, a nast¢pnie przez 12 minut
w 70°C.

Ligacje¢, transformacj¢ oraz izolacje plazmidow przeprowadzano zgodnie z opisem

w punktach 2.2.2.-2.2.6. Do sekwencjonowania Sangera uzyto startera FRT-TO (tab. 5).

2.6.2. Wyprowadzenie linii komoérkowej z indukowang nadekspresja HTT1a

Komérki HEK293 Flp-In T-REx wysiewano na plytki 6-dotkowe w ilosci
500 000 komoérek na dotek. Nastepnego dnia przeprowadzono transfekcje plazmidem
pcDNA™S/FRT/TO zawierajacym kasete ekspresyjng HTTla oraz plazmidem pOG44,
kodujacym rekombinaze Flp, wykorzystujac Lipofektaming 2000 zgodnie z zaleceniami
producenta. Po 24 godzinach od transfekcji pozywke wymieniano na DMEM suplementowany
10% FBS, 1% Pen Strep, 1% L-glutaming oraz 5 ug/ml blastycydyny S. W momencie
osiggnigcia 80% konfluencji, komoérki pasazowano na szalki Petriego o $rednicy 10 cm,

a pozywke wzbogacano o higromycyn¢ B w st¢zeniu 100 pg/ml.

2.6.3. Indukcja ekspresji HTT1a i transdukcja

Dzien przed indukcja, komoérki wysiewano na plytke 6-dotkowa w ilosci
300 000 komorek na dotek. Indukcje ekspresji HTT1la przeprowadzano poprzez dodanie do
hodowli doksycykliny w stezeniu 1 ug/ml. Nastgpnego dnia komorki transdukowano
wirionami o MOI = 10, uprzednio wymieniajac pozywke na DMEM suplementowany 2% FBS,
1% L-glutaming, 1% Pen Strep, 100 pg/ml higromycyny B, 5 ug/ml blastycydyny S, 1 pg/ml
doksycykliny oraz 4 pg/ml polibrenu. Po 18 godzinach od transdukcji pozywke wymieniano
W celu usunigcia polibrenu z hodowli. Czwartego dnia po transdukcji komoérki trypsynizowano

1 1izolowano biatka.

2.6.4. Izolacja bialka i elektroforeza w warunkach denaturujacych

Izolacje bialek i elektroforeze przeprowadzano zgodnie z opisem w punkcie 2.4.4.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono przy napigciu 60 V przez 20 minut, a nastgpnie przez
1,5 godziny przy napigciu 120 V, z wykorzystaniem zeli komercyjnych takich jak w przypadku
fibroblastow DRPLA.
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2.6.5. Western blotting

Procedurg przeprowadzano zgodnie z opisem w punkcie 2.4.5.

2.7. Analiza efektywnosci i bezpieczenstwa amiRNA in vivo

2.7.1. Genotypowanie myszy

W celu potwierdzenia prawidlowego genotypu myszy, przeprowadzono PCR
z wykorzystaniem dwoch par starterow — jednej amplifikujacych fragment mysiego genu Htt
oraz drugiej amplifikujacej fragment ludzkiego genu HTT (tab. 5). Do analizy uzyto DNA
wyizolowany z fragmentow ogonow myszy przy pomocy buforu QuickExtract. W tym celu
fragment ogona inkubowano w 50 pl buforu w temperaturze 65°C przez 7 minut, nast¢pnie
wytrzasano i inkubowano w temperaturze 98°C przez 3 minuty. Lizat rozcienczano 5-krotnie.

Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR przedstawiono w tabeli 17, a warunki reakcji w tabeli 18.

Tabela 17. Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR do genotypowania myszy.

Skladnik Hosé

DMSO 1ul
Starter prawy (10 mM) 0,2 ul
Starter lewy (10 mM) 0,2 ul

Bufor Green 2 ul

MgCl, 1pl
Dekosynukleotydy 0,2 ul
Polimeraza DNA GoTaq® G2 Flexi 0,1 ul
H-0 4,3 ul

Matryca DNA 1 ul

Tabela 18. Warunki PCR.

Etap Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 3 minuty
Denaturacja 95°C 30 sekund
Przylaczanie starter6w 60°C 30 sekund x35
Wydtuzanie 72°C 45 sekund
Wydtuzanie koncowe 72°C 7 minut
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Produkty reakcji rozdzielano na 1,5% zZelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny,
a wizualizacj¢ przeprowadzano przy pomocy systemu G:box. Obecno$¢ prazka na wysokosci
~600 par zasad (pz) i1 ~100 pz $wiadczyta o genotypie YAC128, natomiast prazek jedynie na
wysokosci 100 pz wskazywal na mysz zdrowa (FvB/WT) (rys. 9).

mysz nr 1 mysz nr 2 mysz nr 3

M H mHm Hm

Rysunek 9. Przyktadowe zdj¢cie zelu agarozowego przedstawiajace wynik PCR przeprowadzonego
w celu genotypowania myszy.

M — marker wielkosci, H — wynik reakcji ze starterami dla HTT, m — wynik reakcji ze starterami dla Htt.
Strzatkami oznaczono dtugosci 100 pz i 500 pz. Mysz nr 2 wykazuje fenotyp myszy WT, a myszy nr 1
i 3-YAC128.

2.7.2. Iniekcje

Procedury eksperymentalne na myszach przeprowadzono w Zwierzgtarni
Wielkopolskiego Centrum Zaawansowanych Technologii. Iniekcje, pomiar masy ciata, pobor
tkanek oraz ogdlny nadzor nad zwierzetami sprawowali mgr inz. Dorota Wronka, mgr Anna

Karlik oraz dr Lukasz Przyby?t z Pracowni Modelowych Organizméw Ssaczych ICHB PAN.

Przeprowadzono pojedyncze bilateralne iniekcje do prazkowia w warunkach anestezji
wziewnej, zgodnie z nastgpujacymi wspotrzednymi stereotaktycznymi wzgledem bregmy:
AP +0,7 mm, ML +1,7 mm, DV -3,5 mm. Jako no$nik amiRNA zastosowano wektor AAV
0 serotypie 5 (AAVYS), charakteryzujacy si¢ zwigkszonym tropizmem do komoérek nerwowych.
Wektory zostaty wyprodukowane przez firm¢ Virovek. Grupe kontrolng stanowily zwierzgta,
ktore otrzymaty wektor niezawierajacy amiRNA (tzw. ,.,empty”). Zastosowano dwie dawki
— niska, oraz wysoka, ktorych szczegdtowe wartosci przedstawiono w tabeli 19. Kazda grupe

reprezentowato 4 osobnikoéw, po 2 z obu pici.
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Tabela 19. Zastosowane dawki wektora wirusowego w poszczegodlnych eksperymentach.

amiRNA
Eksperyment Pusty wektor
Dawka niska Dawka wysoka
Krotkoterminowy 2x10" vg na potkule 4x10' vg na potkule 2x10" vg na potkule
DHugoterminowy 1x10" vg na pétkule 2x10" vg na potkule 1x10" vg na pétkule

vg — genomy wektora (ang. vector genomes)

2.7.3. Pobor tkanek

Terminacje¢ zwierzat w eksperymencie krotkoterminowym oraz pobor tkanek
przeprowadzono 11 tygodni poiniekcji, natomiast w przypadku eksperymentu
dlugoterminowego procedure wykonano 28 tygodni po iniekcji. Myszy u§miercono poprzez
przerwanie rdzenia krggowego. Pobrano prazkowie, hipokamp oraz kore moézgu, dokonujac
podziatu na dwie poétkule, a nastepnie kazda z nich rozdzielono na trzy czesci, przeznaczone do
izolacji DNA, RNA oraz biatek. W przypadku eksperymentu dtugoterminowego dodatkowo
pobrano krew, ktora nastepnie odwirowano w celu oddzielenia surowicy. Tkanki natychmiast

zamrozono w temperaturze -80°C.

2.7.4. 1zolacja bialka i elektroforeza w warunkach denaturujacych

Biatka izolowano z wykorzystaniem buforu PB. Tkanke homogenizowano w buforze
poprzez wielokrotne pipetowanie, a nastgpnie inkubowano przez 15 minut na lodzie. Kolejno
calo$¢ denaturowano (95°C, 5 minut), a stezenie biatek okreSlano przy pomocy

spektrofotometru DeNovix DS-11.

Rozdziat biatek przeprowadzano zgodnie z opisem w punkcie 2.4.4 z wykorzystaniem
komercyjnych zeli takich jak w przypadku fibroblastow DRPLA. Elektroforeze prowadzono
przez 20 minut przy napigciu 60 V, a nastepnie przez 2,5 godziny przy napig¢ciu 130 V.

2.7.5. Western blotting

Procedurg Western blottingu przeprowadzono zgodnie z opisem w punkcie 2.4.5.
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2.7.6. 1zolacja calkowitego RNA z prazkowia

Izolacje¢ przeprowadzono z wykorzystaniem TRIzol Reagent (Invitrogen). Tkanki
zawieszono w 250 ul TRIzolu, a nastgpnie homogenizowano poprzez wielokrotne pipetowanie
I inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej. Do prob dodano 50 pl chloroformu
I wytrzasano. Po 15 minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, proby wirowano przy
12000 RCF przez 15 minut w temperaturze 4°C. Faze wodng przeniesiono do nowej probowki
o objetosci 1,5 ml i dodano do niej ekwiwalentng ilo$¢ izopropanolu. Po wymieszaniu proby
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut, a nastepnie wirowano przy 12000 RCF
przez 8 minut. Supernatant usuni¢to, a osad zawieszono w 250 ul 75% etanolu. Proby wirowano
przy 7500 RCF przez 5 minut, po czym supernatant usuni¢to. Osad suszono przez 10 minut
W temperaturze pokojowej, a nastgpnie zawieszono w 20 ul sterylnej wody Milli-Q
i inkubowano przez 10 minut w temperaturze 60°C. St¢zenie wyekstrahowanego RNA

okreslano przy pomocy spektrofotometru DeNovix DS-11.

2.7.7. Oczyszczanie calkowitego RNA z zanieczyszczen DNA

Do 10 pg RNA dodano 2 ul DNAzy 11 10 ul buforu do DNAzy (Ambion), a nast¢pnie
objetos¢ probki uzupetniono sterylng wodg do 100 pl. Proby inkubowano w temperaturze 37°C
przez 30 minut. Kolejno dodano 300 pl sterylnej wody Milli-Q oraz 2 objetosci mieszaniny
fenol:chloforom:alkohol izoamylowy (25:24:1). Po wytrzasaniu, proby zwirowano przez
3 minuty przy 15000 RCF w temperaturze 4°C. Faze wodng przeniesiono do nowej probowki
o objetoscit 1,5 ml 1 dodano rownowazng objetos¢ chloroformu. Po wymieszaniu, proby
ponownie wirowano przez 3 minuty przy 15000 RCF w temperaturze 4°C. Fazg¢ wodng
przeniesiono do nowej probowki, nastepnie dodano 1/10 objgtosci 3 M octanu sodu (pH = 5,2),
2,5 objetosci 99% etanolu oraz 1 ul glikogenu. Mieszaning inkubowano w temperaturze -20°C
przez noc, a nastgpnie wirowano przez 20 minut przy 20000 RCF w temperaturze 4°C.
Supernatant odrzucono, a osad zawieszono w 750 ul 75% etanolu. Po ponownym zwirowaniu
w tych samych warunkach przez 10 minut supernatant odrzucono, osad wysuszono
W temperaturze pokojowej, a nastepnie rozpuszczono w 20 ul sterylnej wody Milli-Q. Stezenie

oczyszczonego RNA okreslano przy pomocy spektrofotometru DeNovix DS-11.
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2.7.8. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje syntezy komplementarnego DNA (ang. complementary DNA, cDNA) na
matrycy RNA przeprowadzono z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy SuperScript 11l
(Invitrogen) zgodnie z zaleceniami producenta. Matryce stanowit wyizolowany i 0czyszczony
calkowity RNA z prgzkowa myszy w ilo$ci 500 ng na probe. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla

1 proby i etapy reakcji przedstawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Etapy reakcji odwrotnej transkrypcji.

Etap Nazwa skladnika Ilos¢ Warunki

Matryca RNA 500 ng

Heksamery 1 ul 65°C, 5 minut:

Przytgczanie starterow Deoksynukleotydy 1 ul 1 minuta na lodzie
H-20 Do 11 pl

Odwrotna transkryptaza 0,7 ul

Inhibitor RNaz (RNaseOUT) 0,7 ul 259C, 5 minut:

Synteza cDNA 0,1 M ditiotreitol (DTT) 1 “’1 50°C, 60 minut

Bufor 5x 4 ul
Inaktywacja enzymu - - 70°C, 15 minut

Reakcja odwrotnej transkrypcji w analizie efektow niespecyficznych in vivo zostata

przeprowadzona przez mgr Juli¢ Balcerek.

2.7.9. Ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym

RT-qPCR przeprowadzono przy uzyciu termocyklera CFX Connect (Bio-Rad)
z wykorzystaniem matrycy cDNA rozcienczonej 10-krotnie. Wyniki analizowano przy pomocy
oprogramowania CFX Maestro (Bio-Rad). Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 21,

a warunki w tabeli 22.

Tabela 21. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej do qPCR oraz RT-qPCR.

Skiadnik Mos¢

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix Sul
Starter prawy (10 mM) 0,5 ul

Starter lewy (10 mM) 0,5 pl

H20 3ul

Matryca 1 ul
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Tabela 22. Warunki RT-qPCR.

Etap Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 30 sekund
Denaturacja 95°C 15 sekund
x40
Przyltaczanie starterow i elongacja 58,8°C 30 sekund

RT-gPCR w analizie efektow niespecyficznych in vivo zostal przeprowadzony przez mgr Juli¢

Balcerek.

2.7.10. Izolacja DNA z prazkowia

Izolacje DNA przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Animal
Genomic DNA Miniprep Kit (Bio Basic) wedlug protokolu producenta. Stezenie

wyizolowanego DNA okreslano przy pomocy spektrofotometru DeNovix DS-11.

2.7.11. llesciowy PCR

DNA rozcienczono do st¢zenia ~10 ng/pl. Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono
w tabeli 21. Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera CFX Connect wedlug

warunkéw podanych w tabeli 23.

Tabela 23. Warunki gPCR.

Etap Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95°C 30 sekund
Denaturacja 95°C 15 sekund
x40
Przytaczanie starterow i elongacja 63°C 30 sekund

qPCR zostat przeprowadzony przez mgr. Michata Smuszkiewicza.

2.7.12. OKkreslenie poziomu NfL

Stezenie biatka NfL oznaczano w surowicy krwi myszy 28 tygodni po iniekcji. Analizie
poddano myszy traktowane dawka niska, wysoka, wektorem pustym, a takze myszy zdrowe
oraz chore nietraktowane wektorem. Analiz¢ przeprowadzono w firmie Raybiotech (USA)
z wykorzystaniem techniki Simoa Assay. Kazda proba analizowana byla w trzech

powtorzeniach technicznych.
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2.8. Analiza obrébki komorkowej amiRNA

2.8.1. Transfekcja

Komorki HEK293T o ~80% konfluencji na szalce o $rednicy 6 cm transfekowano 4 pg
plazmidu przy uzyciu Lipofektaminy 2000, zgodnie z zaleceniami producenta. Po 4 godzinach
od transfekcji pozywke zmieniano na kompletng. Po uptywie 24 godzin od transfekcji, komorki

trypsynizowano, oddzielano od pozywki poprzez wirowanie, a nastepnie izolowano RNA.

2.8.2. 1zolacja calkowitego RNA i oczyszczanie z zanieczyszczen DNA

Izolacje RNA i oczyszczanie z DNA wykonano tak jak w punkcie 2.7.6 1 2.7.7.

2.8.3. Sekwencjonowanie nowej generacji

Sekwencjonowanie nowej generacji matych RNA, poprzedzone przygotowaniem
bibliotek RNA, przeprowadzono z wykorzystaniem materialu pochodzgcego z komodrek

HEK?293T oraz materiatu z prazkowia myszy YACI128.

Sekwencjonowanie RNA z komoérek HEK293T przeprowadzono w Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego, natomiast sekwencjonowanie RNA z materiatu
mysiego zrealizowano w firmie Novogene. W obu przypadkach wykorzystano sekwenator
llumina NovaSeq 6000. Dla probek pochodzacych z komoérek HEK293T do
sekwencjonowania wykorzystano 2 pg catkowitego RNA, a glebokos¢ sekwencjonowania
wynosita 10 milionéw odczytow. W przypadku probek mysich, do sekwencjonowania
przeznaczono rowniez 2 pg catkowitego RNA, a glebokos¢ sekwencjonowania wynosita
30 milioné6w odczytow. Analizy bioinformatyczne uzyskanych danych przeprowadzita firma

Data2biology.

2.9. Analiza statystyczna

Kazdy eksperyment przeprowadzono w co najmniej trzech niezaleznych powtorzeniach
biologicznych oraz co najmniej trzech technicznych, z wyjatkiem analizy markeréw
prekursoréw neuronalnych, ktorg wykonano w dwoch powtorzeniach biologicznych. Szczegoty
przeprowadzonych testow statystycznych przedstawiono pod poszczegdlnymi rysunkami.

Analizg statystyczng wykonywano z wykorzystaniem programu Prism (GraphPad).
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IV Wyniki

1. Optymalizacja sekwencji czasteczki A2 w celu redukcji potencjalnych efektow
off-target

W pierwszym etapie przeprowadzono bioinformatyczne mapowanie sekwencji nici
wiodacej A2 do genomu ludzkiego (hg38/GRCh38). Analiza ta miala na celu oszacowanie
ryzyka niespecyficznego wigzania A2 w kontekscie calogenomowym, a takze identyfikacje
miejsc mozliwych substytucji, ktorych wprowadzenie mogtoby ograniczy¢ liczbe sekwencji
poza celem. Wykres kotowy ilustruje rozktad liczby potencjalnych sekwencji off-target z 1, 2
i 3 niedopasowaniami (rys. 10). W tabeli zestawiono 10 genoéw, w ktorych transkryptach
zidentyfikowano fragmenty w petni komplementarne do nici wiodacej A2. Sekwencje te sa
szczegOlnie niebezpieczne, gdyz niezaleznie od lokalizacji w obrgbie transkryptu moga
skutkowa¢ wigzaniem A2 i degradacja mMRNA. Dla kazdego z tych trafien okreslono rowniez
lokalizacje dopasowania. W przypadku dwoch genow (PEG3, MINK1), pelna
komplementarno$¢ wystgpowata jednocze$nie w regionie kodujagcym (ang. Consensus Coding
Sequence, CCDS) oraz w niekodujagcym 3’ UTR, co moze dodatkowo zwigksza¢ ryzyko

niepozadanego wyciszenia ekspres;ji.

Nazwa genu Lokalizacja
Bromodomain-containing protein 4 (BRD4) CCDS
( Insulin-like growth factor 2 receptor (IGF2R) CCDS
TOX high mobility group box family member 3 (TOX3)| CCDS, 5 UTR
Myelin transcription factor 1 (MYT1) CCD5
) Coiled-coil domain containing 177 (CCDC177) CCDS
~ 105 Paternally-expressed gene 3 protein (PEG3) CCDS, 3' UTR
,---"'/ Solute carrier family 16 member 2 (SLC164A2) 5" UTR
Bassoon presynaptic cytomatrix protein (BSN) CCDSs
1012 L Misshapen like kinase 1 (MINK1) CCDS, 3' UTR
B MTCL family member 3 (MTCL3) CCDS
3537 1117
B 0 niesparowan 1 niesparowanie 2 niesparowania 3 niesparowania

Rysunek 10. Liczba sekwencji poza celem w genomie ludzkim z 0, 1, 2 albo 3 niesparowaniami do
sekwencji nici wiodacej A2, z wyszczegolnieniem 10 w petni komplementarnych sekwencji.
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Dodatkowo, analiza wykazata obecno$¢ 1012 sekwencji z jednym niedopasowaniem,
1117 sekwencji z dwoma niesparowaniami, oraz 3537 sekwencji z trzema niesparowaniami
wzgledem A2 w genomie cztowieka. Tak wysoka liczba sekwencji poza celem wskazata na
potrzebe modyfikacji czasteczki A2 w celu zwigkszenia jej specyficznosci, w zwigzku z duzym
ryzykiem wystgpienia efektu off-target. Warto jednak zaznaczy¢, ze zdecydowana wigkszo$¢
sekwencji off-target zawiera niedopasowania zlokalizowane w regionie zréodtowym nici
wiodacej] A2 — obszarem kluczowym dla specyficznego wigzania z mRNA (rys. 11).

W zwigzku z tym ryzyko przylaczenia si¢ czasteczki do 93% sekwencji jest niskie.

7%

93%

w regionie zrodtowym poza regionem Zrodtowym

Rysunek 11. Procentowy rozklad sekwencji off-target zawierajgcych niesparowania zlokalizowane
w regionie zrodtowym nici wiodacej A2 albo poza nim.

W przypadku sekwencji nie w pelni komplementarnych, mozliwe jest wystapienie
zahamowania translacji, szczegélnie gdy region docelowy jest zlokalizowany w 3° UTR.
Mechanizm ten jest charakterystyczny dla dzialania endogennych czasteczek miRNA.
Przeprowadzona analiza wykazata, ze 26% wszystkich przewidywanych sekwencji off-target

zlokalizowanych byto wtasnie w tym obszarze (rys. 12).

26%
47%

27%

5'"UTR 3'UTR CCDS

Rysunek 12. Procentowy rozklad sekwencji off-target z uwzglednieniem lokalizacji w obrebie
transkryptu.
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W nastepnym etapie sprawdzono liczbe sekwencji off-target posiadajgcych pojedyncze
niesparowanie wzgledem okreslonej pozycji nukleotydowej nici wiodacej A2 (rys. 13).
Odnotowano najwigksza liczbe sekwencji poza celem (515 przypadkdéw) z niesparowaniem
w pozycji 8, czyli w miejscu gdzie czgsteczka A2 posiada substytucje U>A. Sa to
najprawdopodobniej miejsca wystepowania czystych ciggow CAG w genomie. Co ciekawe,
w pozycjach 1,9,11,13 oraz 16 nie odnotowano zadnych sekwencji z 1 niesparowaniem.

Oznacza to, ze modyfikacja tych pozycji niesie ze sobg najmniejsze ryzyko efektow off-target.
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Pozycja nukleotydowa nici wiodacej siA2

Rysunek 13. Liczba sekwencji poza celem z pojedynczym niesparowaniem w okreslonej pozycji
nukleotydowej nici wiodacej A2.

Kolejno przeanalizowano liczbe sekwencji off-target posiadajacych dwa niesparowania
do sekwencji nici wiodacej A2 przy zatozeniu, ze jedno z tych niesparowan wystepuje w jednej
z tych pozycji nukleotydowych, dla ktorej wczeéniej nie odnotowano zadnych sekwencji off-
target z pojedynczym niedopasowaniem (rys. 14). Do analizy wybrano jedynie pozycje 9, 11
oraz 13, pomijajac pozycje skrajne (1 i 16), ze wzgledu na ich mniejszg role w oddziatywaniu

z sekwencja docelowa w transkrypcie.
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Rysunek 14. Liczba sekwencji poza celem z podwojnym niesparowaniem, z ktérych jedno jest zawsze

W pozycji (A) 9, (B) 11, albo (C) 13 nici wiodacej A2.
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We wszystkich trzech przypadkach (A-C) odnotowano znaczgce zmniejszenie liczby
sekwencji off-target w porownaniu do sytuacji z pojedynczym niesparowaniem (rys. 13).
Najwicksza liczba dopasowan w kazdym przypadku dotyczyla sytuacji, w ktorej drugie
niesparowanie wypadalo w pozycji 8, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami.
Na podstawie uzyskanych wynikéw zadecydowano o wprowadzeniu dodatkowej substytucji

w pozycje 9, 11 albo 13.

W tabeli 24 przedstawiono zaproponowane substytucje nukleotydowe w sekwencjach
nici wiodacych zaprojektowanych pigciu czasteczek. W przypadku czterech zdecydowano
0 podstawieniu nukleotydu adeniny, natomiast w jednym przypadku, w pozycji 13,
zaproponowano takze podstawienie guaniny. Nazewnictwo poszczegolnych wariantow odnosi
si¢ do pozycji nukleotydowej, w ktorej wprowadzono modyfikacje, oraz do rodzaju
podstawionego nukleotydu. Sekwencja czasteczki wyjsciowej (A2) zostata zestawiona w celu

umozliwienia bezposredniego poréwnania.

Tabela 24. Sekwencje nici wiodgcych zaprojektowanych czgsteczek oraz czasteczki wyjsciowej A2
z zaznaczonymi substytucjami.
A —adenina, G —guanina.

Nazwa Sekwencja nici wiodacej 5° — 3’
A2 CUGCUGCAGCUGCUGCUGC
9A CUGCUGCAACUGCUGCUGC
10A CUGCUGCAGAUGCUGCUGC
11A CUGCUGCAGCAGCUGCUGC
13A CUGCUGCAGCUGAUGCUGC
13G CUGCUGCAGCUGGUGCUGC

Dodatkowo, zaproponowane czasteczki przeanalizowano z wykorzystaniem algorytmu
NCBI BLAST w celu okreslenia liczby sekwencji off-target w ludzkim transkryptomie, z 0,
1 albo 2 niesparowaniami do ich przewidywanych sekwencji nici wiodacych. Zgodnie
z zatozeniem, liczba sekwencji poza celem ulegta zmniejszeniu w poréwnaniu do czasteczki
wyjsciowej A2 (tab. 25). W przypadku sekwencji w pelni komplementarnych, dla czterech
czasteczek (9A, 10A, 13G oraz 13A) nie zidentyfikowano zadnych sekwencji off-target.
Jedynie dla czasteczki 11A odnotowano pojedyncze w petni komplementarne dopasowanie
w genie kodujacym biatko polypyrimidine tract binding protein 2 (PTBP2). Co istotne, rowniez
liczba sekwencji z jednym albo dwoma niedopasowaniami ulegla istotnemu obnizeniu
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we wszystkich wariantach w poréwnaniu do A2. Sposrod wszystkich analizowanych
modyfikacji, czasteczka 13A wykazata najnizsza liczbe sekwencji off-target z jednym i dwoma
niesparowaniami, co czyni ja pod tym katem najbardziej obiecujacym kandydatem do dalszych

analiz funkcjonalnych.

Tabela 25. Liczba sekwencji off-target z 0, 1 albo 2 niesparowaniami w ludzkim transkryptomie
wzgledem nici wiodacej siRNA dla nowo zaprojektowanych czasteczek, w odniesieniu do A2.

Liczba Czgsteczka
niesparowan A2 9A 10A A e 13A
0 10 0 0 1 0 0
1 368 51 34 82 37 18
2 208 30 35 123 65 25

2. Analiza efektywnosci i allelo-selektywnosci zaprojektowanych shRNA

2.1. Wstepna ocena dzialania czasteczek ShRNA w systemie lucyferazowym

Wstepna selekcje nowych wariantow czasteczki A2 przeprowadzono z wykorzystaniem
testu lucyferazowego w komorkach HEK293T. Do tego celu zastosowano uproszczony format
czasteczki — ShRNA, zamiast docelowego amiRNA. Czasteczki te zaprojektowano w formie
oligonukleotydéw, sktadajacych si¢ z trzonu siRNA oraz petli ludzkiego pri-miR-23.
Reporterowa analiza umozliwita poréwnanie efektywnosci wyciszania ekspresji HTT (wariantu

prawidlowego — 16 CAG oraz zmutowanego — 85 CAG) przez rézne shRNA.

Analiza wykazata, iz wszystkie czasteczki obnizaly poziom nieprawidiowej HTT
w badanym modelu, natomiast efektywnos$¢ i1 selektywno$¢ poszczegoélnych czasteczek
zalezata od pozycji wprowadzonej substytucji (rys. 15). W przypadku czasteczek sh9A i sh10A
odnotowano relatywnie nizsze wyciszenie ekspresji allelu zmutowanego (do ~50%)
W poroéwnaniu do shA2. Jednoczesnie, dla sh9A zaobserwowano takze umiarkowang, 30%
redukcje ekspresji allelu normalnego, co wskazuje na ograniczong selektywnosc tej czasteczki.
Wyraznie wyzszg preferencyjnoscia wobec allelu zmutowanego charakteryzowaly si¢
natomiast czasteczki sh11A, sh13G oraz sh13A. Najwickszg efektywnoscig wyciszenia tego
allelu charakteryzowata si¢ czasteczka sh13G (61%), ktora byta porownywalnie efektywna jak

shA2. Podobny poziom odnotowano dla sh11A i sh13A (kolejno 60% i 59% wyciszenia).
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Najwickszg allelo-selektywnoscig charakteryzowata si¢ czgsteczka sh11A (p <0,0001, ****),
co wskazuje na silng preferencje czasteczki shl11A wobec allelu zmutowanego przy

jednoczesnym ograniczonym wplywie na allel prawidtowy.

Na podstawie tych wynikéw, zadecydowano o przeznaczeniu do dalszych analiz
czasteczek najbardziej efektywnych oraz cechujacych si¢ najwyzsza preferencja wzgledem

allelu zmutowanego — sh11A, sh13A oraz sh13G.
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Rysunek 15. Analiza wyciszenia ekspresji HTT w systemie lucyferazowym.

Komoérki linii HEK293T transfekowano plazmidami kodujagcymi shRNA (w tym kontrolne shSCR)
w iloéciach 5, 10, 50, 150 1500 ng oraz plazmidami z sekwencjg eksonu 1 HTT z 16 albo 85
powtdrzeniami CAG w ilosci 50 ng. Pomiar sygnatu bioluminescencji przeprowadzono 48 godzin po
transfekcji. Punkty na wykresie przedstawiaja $rednie wartosci stosunku aktywnosci lucyferazy
swietlika do lucyferazy Renilli (F/R) + SEM (standardowy btad pomiaru), obliczone na podstawie trzech
powtodrzen biologicznych i trzech powtorzen technicznych. Wyniki normalizowano wzgledem sygnatu
dla czasteczki shSCR. Kolor zielony odpowiada wynikowi dla wariantu 16 CAG, a czerwony dla
85 CAG. Analize statystyczng przeprowadzono metodg dwukierunkowej ANOVA z zastosowaniem
korekty Sidaka. Warto$ci p wynikow uzyskanych dla réznych dtugosci powtorzen CAG przy dawce
500 ng amiRNA oznaczono za pomoca gwiazdek: p < 0,05 — *; p < 0,01 — **; p < 0,001 — ***;
p < 0,0001 — ****,
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2.3. Ocena efektywnosci wybranych shRNA w modelu fibroblastow HD

Wybrane czasteczki ShRNA przeanalizowano pod katem efektywnosci w modelu
fibroblastow pochodzacych od pacjenta HD posiadajgcego 68 powtorzen CAG (68Q) w allelu
zmutowanym oraz 17 powtorzen CAG (17Q) w allelu prawidtowym. W tym celu, komorki
transdukowano czasteczkami lentiwirusowymi zawierajacymi ShRNA, a nastgpnie wykonano

analiz¢ poziomu HTT metodg Western blotting.

Wyniki tej analizy byly zgodne z obserwacjami uzyskanymi w systemie reporterowym.
Zaobserwowano statystycznie istotne obnizenie poziomu zmutowanej HTT, wynoszace
odpowiednio 59%, 68% i 75% (p < 0,0001, ****) dla czgsteczek shllA, sh13A ishl13G
(rys. 16). Jednocze$nie nie zaobserwowano redukcji poziomu biatka prawidtowego. Wszystkie
analizowane czasteczki wykazywaly podobng preferencje wzgledem allelu zmutowanego

W poréwnaniu do shA2.

Wyniki te potwierdzaja, ze wprowadzenie dodatkowego niesparowania w sekwencji
nici wiodacej czasteczki A2 wzglgdem docelowego mRNA nie prowadzi do obnizenia jej
efektywnosci dzialania. Ze wzgledu na zblizony profil aktywnos$ci wybranych wariantow,

zdecydowano si¢ na ich ponowng oceng, tym razem w formacie docelowym — amiRNA.
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Rysunek 16. Analiza poziomu biatka HTT w fibroblastach HD.

Komorki linii GM04281 (68/17Q) transdukowano wirionami zawierajacymi sekwencje shA2, sh1lA,
sh13A oraz sh13G a takze kontrol¢ negatywna shSCR, przy MOI=10. Po 7 dniach przeprowadzono
analiz¢ metoda Western blotting. Stupki na wykresie przedstawiaja srednie poziomy biatka + SEM
obliczone na podstawie trzech powtorzen biologicznych oraz przynajmniej trzech powtorzen
technicznych. Kolorem czerwonym o0znaczono poziom biatka zmutowanego, a kolorem zielonym
—normalnego. Poziom HTT znormalizowano wzgledem poziomu biatka referencyjnego — plektyny.
Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem jednokierunkowej ANOVA z zastosowaniem
korekty Tukeya. Warto$ci p oznaczono za pomoca gwiazdek: p < 0,001 —***; p < 0,0001 — ****,
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3. Analiza efektywnoSci i allelo-selektywnos$ci wybranych amiRNA

3.1. Wstepna ocena dzialania czasteczek amiRNA w systemie lucyferazowym

Projektujac czasteczki amiRNA, sekwencje siRNA 11A, 13A oraz 13G umieszczono
w kadtubie ludzkiego pri-miR-136, tym samym, w ktorym testowano wczesniej czasteczke A2.
Co ciekawe, podczas etapu transformacji uzyskano rowniez przypadkowo konstrukt
zawierajacy sekwencje amiRNA z trzema niesparowaniami wzgledem ciggu CAG (pozycje
8:A, 13:G, 16:U), ktory nazwano amiR136-13G16U (rys. 17). Zdecydowano o wiaczeniu tego
wariantu do dalszych analiz obok pozostatych zaprojektowanych czasteczek. Eksperyment
z wykorzystaniem systemu reporterowego przeprowadzono analogicznie jak w przypadku
shRNA. Dodatkowo zastosowano konstrukt odpowiadajacy krotszemu wariantowi allelu

nieprawidlowego, zawierajacy 57 powtorzen CAG.

Zaobserwowano, iz czasteczki amiRNA charakteryzowaty si¢ podobng efektywnoscia
wzgledem swoich odpowiednikow w formacie shRNA (rys. 17). Najnizszy stopien wyciszenia
ekspresji allelu zmutowanego odnotowano dla wariantu amiR136-11A (60%), natomiast
najwyzszy dla amiR136-13A (72%). Dla wariantu amiR136-13G16U uzyskano zblizony
poziom wyciszenia obu alleli zmutowanych (57 1 85 CAQG), ktéry wynosit ~65% przy 500 ng
amiRNA. Minimalna redukcja ekspresji allelu prawidtowego, mieszczaca si¢ w zakresie
10-27%, potwierdza wysoka preferencj¢ czasteczek do allelu nieprawidtowego. Eksperyment
ten potwierdzil dodatkowo, i1z wprowadzenie trzeciej substytucji wzgledem ciggu CAG

W pozycji 16 nie obniza efektywnosci 1 selektywnosci czasteczki.

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych analiz wybrano czasteczki
amiR136-13A oraz amiR136-13G16U, charakteryzujace si¢ wysoka efektywnoscia

i allelo-selektywnoscia.
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Rysunek 17. Analiza wyciszenia HTT w systemie lucyferazowym.

Komorki linii HEK293T transfekowano plazmidami kodujacymi amiRNA w ilosciach 5, 10, 50, 150
i 500 ng oraz plazmidami z sekwencja eksonu 1 HTT z 16, 57 albo 85 powtdrzeniami CAG w ilosci
50 ng. Pomiar sygnatu bioluminescencji przeprowadzono 48 godzin po transfekcji. Punkty na wykresie
przedstawiajg $rednie wartoSci stosunku aktywnosci lucyferazy swietlika do lucyferazy Renilli (F/R)
+ SEM, obliczone na podstawie trzech powtdrzen biologicznych i trzech powtdrzen technicznych.
Wyniki normalizowano wzgledem sygnatu dla plazmidu nieposiadajacego sekwencji amiRNA, tzw.
,pustego”. Kolor zielony odpowiada wynikowi dla wariantu z 16 CAG, niebieski dla 57 CAG,
aczerwony dla 85 CAG. Analiz¢ statystyczna przeprowadzono metoda dwukierunkowej ANOVA
z zastosowaniem korekty Sidaka. Wartosci p wynikow uzyskanych dla roznych dtugosci powtorzen
CAG przy dawce 500 ng amiRNA oznaczono za pomocg gwiazdek: p < 0,05—%*; p < 0,01 — **;
p < 0,001 — ***,

3.2. Ocena efektywnos$ci wybranych amiRNA w modelu fibroblastow HD, SCA3
i DRPLA

W kolejnym eksperymencie przetestowano wybrane amiRNA w modelach fibroblastow
pochodzacych od pacjentow. Oprocz HD, zakres badan rozszerzono o modele komoérkowe
dwoch innych choréb poliQ — SCA3 oraz DRPLA. Zastosowanie trzech niezaleznych modeli
komorkowych, reprezentujacych roézne jednostki chorobowe z grupy poliQ, miato na celu nie

tylko oceng¢ skuteczno$ci dziatania zaprojektowanych czasteczek amiRNA w warunkach
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bardziej zblizonych do rzeczywistego kontekstu chorobowego, ale rowniez weryfikacj¢ ich
uniwersalnosci, czyli potencjalnego zastosowania w terapii innych chordb charakteryzujacych

si¢ ekspansjg CAG.

W modelu fibroblastow od pacjenta HD, najwigksze obnizenie poziomu biatka
zmutowanego uzyskano po zastosowaniu amiR136-13G16U (70%, p < 0,0001, ****)
(rys. 18A). W przypadku amiR136-13A, czasteczka ta charakteryzowata si¢ lepsza
selektywnos$cig niz amiR 13G16U i uzyskata 64% (p < 0,0001, ****) obnizenie poziomu biatka
zmutowanego (ang. mutant HTT, mHTT), przy jednoczesnym catkowitym braku wyciszenia
allelu normalnego. Obie te czasteczki okazaty sie by¢ bardziej efektywne od amiR136-A2 pod

wzgledem redukcji poziomu mHTT.

W modelu SCA3 zaobserwowano odmienny profil redukcji poziomu nieprawidlowego
biatka (rys. 18B). Najwickszy poziom redukcji zmutowanej ATXN3 (mATXN3) uzyskano po
zastosowaniu amiR136-A2 (87%, p < 0,01, **). W przypadku pozostalych czasteczek
zaobserwowano jedynie trend spadku poziomu mATXN3, ktéry nie osiggnat istotnosci

statystycznej. Poziom normalnego biatka nie ulegt istotnej zmianie.

W fibroblastach DRPLA takze zaobserwowano odmienng efektywnos¢ dla kazdego
amiRNA (rys. 18C). Czasteczka amiR136-A2 nie powodowala istotnej statystycznie redukcji
poziomu biatka, z kolei amiR136-13A wptynela istotnie na ekspresj¢ allelu zmutowanego,
obnizajac poziom zmutowanej ATN1 (MATN1) o ~50% (p < 0,01, **). Istotng statystycznie
redukcje poziomu biatka normalnego odnotowano w przypadku amiR136-13G16U (38%,

p <0,0001, ****). Pozostate czasteczki nie miaty wptywu na poziom prawidlowej ATNI.

Dla kazdego z badanych modeli poliQ zaobserwowano odmienne poziomy wyciszenia
ekspresji po zastosowaniu roznych amiRNA. Dodatkowo, czasteczki te utracily
allelo-selektywnos$¢ w fibroblastach SCA3 i DRPLA. Z tego wzgledu nie wytoniono jednego
wspolnego kandydata na uniwersalng czasteczke terapeutyczng o jednakowym profilu
efektywnosci i allelo-selektywnosci. W celu pelniejszej oceny dziatania badanych amiRNA
w SCA3 oraz DRPLA konieczne byloby rozszerzenie badan o inne modele badawcze.
W przypadku HD, najbardziej obiecujaca czasteczka okazata si¢ amiR136-13A, ktora
zapewnila silne i statystycznie istotne obnizenie poziomu MHTT bez wptywu na ekspresje
allelu prawidlowego. Ze wzgledu na jej wysoka efektywnos$¢ potwierdzong w dwodch
niezaleznych modelach HD oraz najnizszg liczbg sekwencji poza celem zadecydowano o jej

wyborze do dalszych analiz.
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Rysunek 18. Analiza poziomow biatek poliglutaminowych w fibroblastach (A) HD, (B) SCA3
i (C) DRPLA.

Komorki linii GM04281 (HD, 68/17Q), GM06153 (SCA3, 69/18Q) i GM13717 (DRPLA, 68/16Q)
transdukowano czasteczkami lentiwirusowymi zawierajacymi sekwencje amiR136-A2, amiR136-13A
oraz amiR136-13G16U, a takze kontrole negatywna o sekwencji celujacej w gen lucyferazy
—amiR136-LUC (MOI=10). Po 7 dniach przeprowadzono analiz¢ metoda Western blotting. Stupki na
wykresie przedstawiajg $rednie poziomy biatka £ SEM obliczone na podstawie trzech powtorzen
biologicznych oraz przynajmniej trzech powtorzen technicznych. Kolorem czerwonym oznaczono
poziom biatka zmutowanego, a kolorem zielonym — normalnego. Poziom biatek poliQ znormalizowano
wzgledem poziomow bialek referencyjnych — plektyny, winkuliny oraz kalneksyny, odpowiednio.
Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem jednokierunkowej ANOVA z zastosowaniem
korekty Tukeya. Wartosci p oznaczono za pomoca gwiazdek: p<0,05 — *; p<0,01-**
p < 0,001 — ***; p < 0,0001 — **** ns — wynik nieistotny statystycznie.
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4. Analiza efektow niespecyficznych w modelu ludzkich prekursoréw neuronalnych

Celem niniejszego eksperymentu byta kompleksowa analiza zmian ekspresji genow,
ze szczegolnym uwzglednieniem potencjalnych efektow off-target, w transkryptomie
komoérkowym, po zastosowaniu amiR136-13A w modelu ludzkich prekursoréw neuronalnych

(ang. neural stem cells, NSC) HD, wyprowadzonych z iPSC.

4.1. OKkreslenie markerow prekursorow neuronalnych

iPSC HD roznicowano w kierunku NSC na drodze hodowli w monowarstwie.
Kluczowym etapem weryfikacji prawidlowego przebiegu réznicowania byta ocena poziomu
ekspresji markerow charakterystycznych dla NSC (SOX1, SOX2, PAX6) oraz markera
pluripotencji (OCT4), w celu potwierdzenia osiggnigcia prawidtowego fenotypu. W tym celu,
po czwartym pasazu komoérek przeprowadzono analize ekspresji gendéw metoda RT-gPCR.
Otrzymane wyniki zostaly znormalizowane wzglgdem poziomu ekspresji genu referencyjnego

EEF2 (Eukaryotic Elongation Factor 2).

W wyniku analizy ekspresji markerow roznicowania stwierdzono znaczny,
statystycznie istotny wzrost ekspresji genow SOX1, SOX2 oraz PAX6, przy jednoczesnym
obnizeniu poziomu OCT4, markera komoérek pluripotencjalnych, co potwierdza utrat¢ cech

charakterystycznych dla iPSC (rys. 19). Wynik ten potwierdza prawidtowy fenotyp NSC.
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Rysunek 19. Poziom ekspresji genéw OCT4, PAX6, SOX1 oraz SOX2 w NSC.

Poziom ekspresji mierzono przy pomocy RT-qPCR po 4 dniu pasazu NSC wyprowadzonych z iPSC.
Wynik znormalizowano wzglgdem poziomu ekspresji w iPSC. Stupki na wykresie przedstawiaja srednie
poziomy mRNA £+ SEM obliczone na podstawie dwdch powtdrzen biologicznych oraz trzech powtdrzen
technicznych. Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem testu t-Studenta. Wartosci p
oznaczono za pomocg gwiazdek: p < 0,05 -*; p < 0,01 —**,
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4.2. Analiza poziomu HTT

Kolejnym istotnym etapem, poprzedzajagcym analiz¢ transkryptomiczng, byto
okreslenie efektywnosci amiR136-13A w NSC HD. W tym celu komorki poddano transdukcji
lentiwirusowej. Nie zaobserwowano istotnych roznic fenotypowych pomiedzy komoérkami
transdukowanymi amiR136-13A a amiR136-LUC (rys. 20).

Rysunek 20. Obraz mikroskopowy NSC HD (ND42222) 72 godziny od transdukcji (A) amiR136-13A
oraz (B) amiR136-LUC.

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ poziomu HTT z wykorzystaniem metody Western
blotting oraz dwoch przeciwciat — anty-HTT, rozpoznajace catkowita HTT oraz anty-poliQ,

specyficzne do regionu poliglutaminowego, umozliwiajace selektywng detekcje mHTT.

Zastosowanie czgsteczki amiR136-13A doprowadzito do istotnego statystycznie
obnizenia poziomu mHTT o ~40% (p < 0,05, *), potwierdzonego przy uzyciu obu przeciwciat
(rys. 21). Efekt ten byt jednak nizszy niz w modelu fibroblastow HD. Obserwowany trend
redukcji poziomu biatka zmutowanego przy jednoczesnym braku wptywu na ekspresje allelu
prawidtowego wskazuje na korzystny profil selektywnosci dzialania czasteczki amiR136-13A.
Wynik ten jest spojny zdanymi uzyskanymi przy uzyciu przeciwciata anty-poliQ,

wykazujacego istotne obnizenie poziomu mHTT.
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Rysunek 21. Analiza poziomu HTT w ludzkich NSC HD.

NSC HD (109/19Q) transdukowano wirionami zawierajgcymi sekwencj¢ amiR 136-13A oraz czasteczke
bedaca kontrolag negatywna — amiR136-LUC, przy MOI=10. Po 7 dniach przeprowadzono analiz¢
metoda Western blotting. Stupki na wykresie przedstawiajg srednie poziomy biatka + SEM obliczone
na podstawie trzech powtorzen biologicznych oraz przynajmniej trzech powtdrzen technicznych.
Kolorem czerwonym oznaczono poziom biatka zmutowanego, a kolorem zielonym — normalnego.
Poziom HTT znormalizowano wzgledem poziomu biatka referencyjnego — kalneksyny. Analize
statystyczng wykonano z wykorzystaniem testu t-Studenta, poréwnujac wynik dla mHTT po
traktowaniu amiR136-LUC z wynikiem dlamHTT po traktowaniu amiR136-13A. Warto$¢ p 0znaczono
za pomocg gwiazdki: p < 0,05 —*. ns —wynik nieistotny statystycznie. poliQ — przeciwciato anty-poliQ.

4.3. Analiza transkryptomiczna

W  kolejnym etapie przeprowadzono sekwencjonowanie mRNA. Analiza
bioinformatyczna wykazata, iz proby nalezace do jednej grupy eksperymentalnej wykazuja
zblizone rozktady ekspresji, co potwierdza ich wewngtrzng jednorodno$¢ (rys. S1, materiaty
suplementarne). Rozktad logarytmicznej liczby odczytéw dla poszczegdlnych probek wskazuje
na wysoka jakos$¢ i spojnosc uzyskanych danych. Obserwowane rdznice pomiedzy grupg NSC
zdrowych a NSC HD odzwierciedlaja rzeczywiste zmiany biologiczne. Taki wynik wspiera

wiarygodnos¢ dalszych analiz ekspresji genow.

Kolejno przeprowadzono réznicowa analizg ekspresji gendéw, poréwnujac zmiany

transkryptomiczne pomiedzy nastepujacymi grupami:

- NSC HD po 7 dniach od transdukcji amiR136-13A w odniesieniu do kontroli negatywnej
(amiR136-LUC),

- NSC HD traktowanymi amiR136-LUC wzgledem komoérek HD nietraktowanych,

- NSC HD traktowanych amiR136-13A wzgledem komorek zdrowych (izogeniczna linia

IC39/WT).
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Porownanie NSC HD transdukowanych amiR136-13A do amiR136-LUC wykazato
niewielkie zmiany w profilu ekspresji genow (rys. 22A). Statystycznie istotne zmiany
odnotowano dla 122 gendéw, z czego poziomy ekspresji 102 gendéw ulegly obnizeniu,
a 20 — podwyzszeniu. Poziom ekspresji HTT nie ulegl statystycznie istotnym zmianom.
Na szczegdlng uwage zastuguje gen SRP14 (signal recognition particle 14), ktérego ekspresja
zostata istotnie obnizona po transdukcji amiR136-13A. Gen ten wykazuje cze$ciowq
komplementarnos¢ do sekwencji nici wiodacej 13A — zawiera dwa niesparowania i osiem
powtorzen CAG, co moze wskazywaé na potencjalny efekt off-target wymagajacy dalszej
weryfikacji (146). SRP14 koduje biatko uczestniczace w Kotranslacyjnym kierowaniu biatek do
retikulum endoplazmatycznego. Warto jednak podkresli¢, ze zmiana jego ekspresji byta
umiarkowana (log2FC= -0,5229). Analiza ontologii genow (ang. Gene Ontology) ujawnita, iz
deregulowane geny zwiagzane sg gtownie z procesami przebudowy i organizacji chromatyny
(rys. 22B). Brak zmian w ekspresji kluczowych gendéw zwigzanych z apoptoza, odpowiedzig
zapalng czy stresem komorkowym sugeruje, ze zastosowanie amiR136-13A nie powoduje
aktywacji niepozadanych szlakow i potwierdza korzystny profil bezpieczenstwa tej czasteczki

w NSC.
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Rysunek 22. Roznicowa analiza ekspresji genow pomigdzy NSC HD transdukowanych lentiwirusami
niosgcymi amiR136-13A a NSC HD transdukowanych lentiwirusami niosgcymi amiR136-LUC.

(A) Wykres volcano plot. O$§ X przedstawia logarytm przy podstawie 2 ze zmiany ekspresji genu
(logFC), natomiast 0§ Y — ujemny logarytm dziesigtny ze skorygowanej wartos$ci p (-10gio(Pagj))-
Kolorem czerwonym o0znaczono statystycznie istotne zmienione geny (p < 0,05) (tab. S1, materiaty
suplementarne).

(B) Wykres babelkowy prezentujacy ontologic deregulowanych gendw.

Liczba analizowanych prob w kazdej grupie wynosita 3.

88



Aby przeanalizowa¢ wplyw transdukcji lentiwirusowej na ekspresje genow,
przeprowadzono analiz¢ réznicowej ekspresji genow pomigdzy NSC HD transdukowanymi
czasteczkami lentiwirusowymi niosagcym amiR136-LUC, a NSC HD nietraktowanymi.
Poroéwnanie to ujawnito znaczace zmiany transkryptomiczne, obejmujace 810 gendéw o istotnie
zmienionej ekspresji (rys. 23A). Analiza funkcjonalna wskazata ze deregulowane geny sa
zaangazowane w liczne procesy biologiczne, takie jak neurogeneza, angiogeneza, $ciezka
sygnatowa VEGF, a takze z procesy rozwojowe (rys. 23B). Uzyskane dane pokazuja, ze sam
proces transdukcji lentiwirusowej moze prowadzi¢ do istotnych zmian transkryptomicznych,

zwlaszcza w komorkach tak wrazliwych jak NSC.
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Rysunek 23. Roznicowa analiza ekspresji genow pomigdzy NSC HD transdukowanych lentiwirusami
niosgcymi amiR136-LUC a NSC HD nietraktowanymi (ang. untreated, UTR).
(A) Wykres volcano plot. O§ X przedstawia logarytm przy podstawie 2 ze zmiany ekspresji genu
(logFC), natomiast 0§ Y — ujemny logarytm dziesi¢tny ze skorygowanej wartosci p (-10g10(Padj))-
Kolorem czerwonym oznaczono statystycznie istotne zmienione geny (p < 0,05).
(B) Wykres bgbelkowy prezentujacy ontologie deregulowanych gendw.
Liczba analizowanych prob w kazdej grupie wynosita 3.
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Aby oceni¢ potencjalny efekt przywracania prawidtowego profilu ekspresji genow po
zastosowaniu amiR136-13A, poréwnano wspdlng pule genow istotnie zmienionych zar6wno
w porownaniu NSC HD UTR vs WT NSC (komorki zdrowe), jak i NSC HD traktowanych
amiR136-13A vs WT NSC.

Zaobserwowano silng, istotng statystycznie odwrotng korelacje (r = -0,8116;
p < 0,0001), co wskazuje, ze wprowadzenie do NSC HD czagsteczki amiR136-13A skutkowato
czesciowym ,,odwroceniem” profilu deregulacji 111 genéw w kierunku pozioméw ekspres;ji
typowych dla komorek zdrowych (rys. 24). Zjawisko to moze wynikac¢ z obnizenia poziomu
MHTT przez amiR136-13A, co prowadzi do posredniego wptywu na ekspresj¢ innych genow

deregulowanych w wyniku obecnosci nieprawidtowej HTT.
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Rysunek 24. Roznicowa analiza ekspresji genow. O§ X przedstawia logarytm przy podstawie 2 ze
zmiany ekspresji genow (logzFC) istotnie zmienionych (p < 0,05) w NSC traktowanych amiR136-13A
w porownaniu do NSC WT. O$ Y przedstawia log-FC dla tych samych genow w nietraktowanych NSC
HD wzgledem NSC WT. Kazda kropka reprezentuje jeden wspolny gen istotnie zmieniony w obu
poréwnaniach. Kolorem czerwonym oznaczono geny wykazujace kierunek zmiany przeciwny w obu
porownaniach — czyli takie, dla ktérych zastosowanie amiR136-13A prowadzito do ekspresji bardziej
zblizonej do poziomu obserwowanego w zdrowych komorkach WT. Ukos$na linia obrazuje korelacje
Pearsona pomigdzy zmianami ekspresji: r =-0,8116 , p < 0,0001. Liczba analizowanych prob w kazde;j
grupie wynosita 3.

Co ciekawe, analiza ontologii gendéw, ktorych ekspresja ulegla przywrdceniu po
zastosowaniu amiR136-13A w kierunku pozioméw obserwowanych w komorkach zdrowych,

wykazata istotne wzbogacenie procesOw biologicznych zwigzanych z rozwojem uktadu
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nerwowego. W szczegdlnosci, znaczaco reprezentowane byty procesy takie jak rozwdj struktur
anatomicznych ukltadu nerwowego, formowanie synaps, roznicowanie neurondw, tworzenie
aksonow, a takze chemiczne przekazywanie sygnalow synaptycznych. Wyniki te sugeruja, ze
obnizenie poziomu MHTT moze skutkowaé przywroceniem prawidtowej aktywnosci gendw
zwigzanych z neurogenezg i funkcjonowaniem synaps, co wskazuje na mozliwos¢ odwrdcenia

niektorych efektow patologicznych wywotanych przez mHTT (rys. 25).
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Rysunek 25. Wykres babelkowy prezentujacy ontologi¢ deregulowanych gendéw, ktorych ekspresja po
zastosowaniu amiR136-13A zblizyta si¢ do poziomoéw w NSC WT.

5. Ocena efektywnos$ci amiRNA w obnizeniu poziomu toksycznego bialka HTT1a

Waznym etapem badan bylo okreslenie efektywnosci redukcji poziomu krotkiej formy
HTT — HTT1a, ktora powstaje na skutek alternatywnej poliadenylacji transkryptu HTT. Liczne
badania wskazuja, ze HTT1a wykazuje szczegdlnie wysoka tendencj¢ do tworzenia agregatow
w komorkach nerwowych, co przeklada si¢ na jej wysoce toksyczny charakter. Z tego wzgledu
skuteczna redukcja poziomu HTTla uznawana jest za jeden z istotnych celow strategii
terapeutycznych (33, 34).
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Ze wzgledu na trudnosci w detekcji endogennej formy HTT1a przy uzyciu kKlasycznych
przeciwcial w modelach komorkowych HD, zadecydowano o zastosowaniu uproszczonego
systemu ekspresyjnego. W tym celu, eksperyment przeprowadzono z wykorzystaniem linii
HEK293 Flp-In T-REX z indukowalng ekspresja HTT1a oznakowanego potrojnym epitopem
FLAG w celu ufatwienia detekcji. Po indukcji ekspresji doksycykling, komorki poddano
transdukcji  lentiwirusowej  wektorem  ekspresyjnym  amiR136-13A, a nastg¢pnie

przeprowadzono analiz¢ poziomu biatka (rys. 26).
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Rysunek 26. Schemat eksperymentu.

Przed wykonaniem transdukcji, sprawdzono skutecznos¢ indukcji ekspresji krotkiej
formy HTT (rys. 27A). Wykazano, iz dodanie doksycykliny skutkuje ekspresja transgenu

I powstaniem HTT1a.

Wyniki eksperymentu wykazaty istotne statystycznie obnizenie poziomu HTTla
0 okoto 75% (p < 0,001, ***) po zastosowaniu czgsteczki amiR136-13A (rys. 27B). Uzyskany
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rezultat potwierdza, ze czasteczka ta jest skuteczna réwniez wobec skroconej, patologicznej

formy biatka HTT, co dodatkowo potwierdza jej terapeutyczny potencjat.
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Rysunek 27. Analiza poziomu HTT1a w indukowanym systemie HEK293 Flp-In T-REX.

Komorki indukowano doksycykling w celu nadekspresji krotkiej formy HTT z 83 powtorzeniami CAG
W genie, a nastgpnie transdukowano wirionami zawierajacymi sekwencje amiR136-13A oraz kontrolg
negatywng amiR136-LUC, przy MOI = 10. Po 4 dniach przeprowadzono analiz¢ metoda Western
blotting z wykorzystaniem przeciwciata anty-FLAG.

(A) Reprezentacyjny wynik analizy Western blotting potwierdzajacy indukowalng ekspresj¢ transgenu
HTT1a.

(B) Ocena efektywnosci amiRNA w obnizeniu poziomu toksycznego biatka HTT1a. Stupki na wykresie
przedstawiajg $rednie poziomy biatka = SEM obliczone na podstawie trzech powtorzen biologicznych
oraz przynajmniej trzech powtorzen technicznych. Poziom HTT1a znormalizowano wzgledem poziomu
biatka referencyjnego — GAPDH. Analizg statystyczng wykonano z wykorzystaniem testu t-Studenta.
Wartos¢ p oznaczono za pomocg gwiazdek: p < 0,001 — ***,

6. Analiza obrébki komdérkowej amiR136-13A w modelu komérkowym

Niezwykle istotnym etapem oceny bezpieczenstwa amiR136-13A bylo okreslenie jej
obrébki komorkowej przez maszyneri¢ RNAi. W tym celu przeprowadzono analiz¢ NGS na

materiale pochodzacym z komérek HEK293T traktowanych czasteczka amiR136-13A.
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6.1. Analiza uwalnianych wariantow 13A

Pierwszym etapem analizy bylo okreslenie procentowego udziatu uwalnianych
wariantow nici wiodgcych i pasazerskich z formy prekursorowej amiR136-13A (rys. 28).
Odnotowano wyrazng przewage udzialu nici wiodacej (85,5%) wzgledem nici pasazerskiej
(14,5%). Wynik ten $wiadczy 0 niskim prawdopodobienstwic wystgpienia efektow
niespecyficznych wynikajacych z inkorporacji do Ago nici pasazerskiej. Zaobserwowano
takze, ze cigcie przez Drosha nie zachodzi w jednym, $cisle okre§lonym miejscu, lecz prowadzi
do powstania heterogennej puli wariantow z ré6znym koncem 5°. Wariantem o najwigkszej
czestotliwosci  uwalniania (21% catej puli) okazala si¢ forma 21-nukleotydowa
(CUGCUGCAGCUGAUGCUGCUG), dla ktorej niesparowania do ciagéw CAG znajduja si¢
w pozycji 8 i 13, tak jak zaktadano przy projektowaniu. Innym wariantem o podobnym
procentowym udziale (18%) byta sekwencja 22-nukleotydowa
(GCUGCUGCAGCUGAUGCUGCUG), w ktorej niesparowania do ciaggdw CAG znajdujg si¢
w pozycji 9 i 14. Zmianie ulegla takze w tym przypadku sekwencja regionu zrédtowego.
Sumarycznie, procentowy udziat wariantow nici wiodacej z niesparowaniami w pozycji 91 14,
o koncu 5’ rozpoczynajacym si¢ w tym samym miejscu wynosita 35,2%, natomiast dla nici

wiodgcej o niesparowaniach w pozycji 8 i 13 — 29,8%.

Z punktu widzenia projektowania czasteczek terapeutycznych, homogenno$¢ konca 5’
jest istotna, poniewaz to wiasnie znajdujacy si¢ w tym miejscu region zrodtowy decyduje
0 rozpoznawaniu docelowego mRNA i efektywnosci dziatania kompleksu RISC (147).

Stabilny i jednolity profil obrobki moze przektadaé si¢ na wicksza przewidywalno$¢ dziatania

czasteczki.
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Rysunek 28. Warianty najcze¢sciej uwalnianych nici wiodacych oraz pasazerskich 13A w komoérkach
HEK?293T.
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6.2. Okreslenie poziomu ekspresji 13A w porownaniu do endogennych miRNA

Kolejnym etapem analizy bylo pordéwnanie poziomu ekspresji dojrzatej formy
amiR136-13A do ekspresji endogennych miRNA. Celem bylto okreslenie, czy wprowadzenie
amiRNA mogto prowadzi¢ do zaburzenia funkcjonowania endogennego szlaku RNAi, w tym

do potencjalnego wysycenia jego elementow, takich jak biatka kompleksu RISC.

Analiza ekspresji 50 endogennych miRNA o najwyzszej liczbie odczytow w modelu
HEK293T wykazata, ze udzial dojrzatej formy czasteczki 13A w catkowitej puli miRNA byt
znikomy 1 wynosit zaledwie 0,71% (rys. 29). Tak niski poziom ekspresji 13A w stosunku do
catosciowej puli miRNA sugeruje, ze czasteczka nie konkuruje z endogennymi miRNA o biatka

szlaku RNAI i nie ma negatywnego wptywu na ich poziom ekspresji.

Podsumowujac, przeprowadzone analizy wykazaly, ze czasteczka amiR136-13A
charakteryzuje si¢ zarowno korzystnym stosunkiem uwalniania nici wiodacej do pasazerskiej,
jak i niskim ryzykiem wysycenia endogennego szlaku RNAI. Tym samym, uzyskane wyniki

stanowig silny argument potwierdzajacy bezpieczenstwo czasteczki amiR136-13A.
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Rysunek 29. Liczba odczytow dla 50 miRNA o najwyzszej ekspresji w komorkach HEK293T po
transfekcji komorek plazmidem ekspresyjnym amiR136-13A.
Uwzgledniono sumaryczng ilo$¢ odczytow dla wszystkich wariantow nici wiodace;j.
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7. Analiza efektywnosci i bezpieczenstwa amiRNA in vivo

Kluczowym etapem analizy bezpieczenstwa i efektywnosci czasteczki amiR136-13A
byta walidacja w modelu zwierzecym HD. W tym celu wykorzystano transgeniczne myszy
YACI28 (125/7Q). Eksperyment zaplanowano w dwoéch etapach — krotkoterminowym,
majacym na celu ustalenie optymalnej dawki oraz wstgpng ocene efektywnosci czasteczki,
oraz dlugoterminowym,  ukierunkowanym na  okre$lenie  dlugofalowego  efektu
oraz bezpieczenstwa zastosowania amiRNA. Taka strategia stanowi istotny etap weryfikacji
skuteczno$ci i bezpieczenstwa kandydata terapeutycznego przed jego ewentualnym

zastosowaniem w przyszlych badaniach klinicznych.

7.1. Ocena efektywnos$ci amiR136-13A w eksperymencie krotkoterminowym

Myszy YAC128 podzielono na trzy grupy (po 4 osobniki): otrzymujace niska
(2x10™ vg) albo wysoka dawke (4x10'! vg) wektora AAV5 niosagcego amiR136-13A, a takze
grupe kontrolng otrzymujacg pusty wektor (ang. empty) w ilosci odpowiadajgcej dawce niskiej.
Iniekcje stereotaktyczne przeprowadzono w 14 tygodniu zycia myszy, bilateralnie do
prazkowia. Po uptywie 11 tygodni od podania wektorow, zwierzgta usmiercono, a nastgpnie
pobrano mozgi, z ktorych wydzielono trzy regiony: prazkowie, kore moézgowa oraz hipokamp.
Z kazdej z tych struktur izolowano biatka, ktore nastepnie poddawano analizie Western

blotting. Do detekcji wykorzystano dwa przeciwciata: anty-HTT oraz anty-poliQ.

W prazkowiu — strukturze najbardziej dotknigtej chorobowo, a jednocze$nie miejscu
bezposredniego podania wektora — zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie poziomu
mHTT o okoto 70% (p < 0,0001, ****), potwierdzone przy uzyciu obu przeciwciat (rys. 30A).
Co ciekawe, efekt ten byt zblizony dla obu zastosowanych dawek — niskiej oraz wysokiej.
W przypadku biatka mysiego, bgdacego w tym eksperymencie odpowiednikiem wariantu
prawidtowego HTT, nie odnotowano redukcji jego poziomu, co wskazuje na wysokg

allelo-selektywnos¢ dziatania amiR136-13A w prazkowiu.

W korze mozgowej odnotowano 75% obnizenie poziomu mHTT po podaniu wyzszej
dawki oraz ~60% w przypadku dawki niskiej (rys. 30B). Oba wyniki byly istotne statystycznie
(p < 0,0001, ****). Nalezy jednak zaznaczy¢, iz w przypadku grupy traktowanej niskag dawka
analizowano 7 potkul, zamiast 8. W obu grupach nie odnotowano istotnej zmiany poziomu
biatka prawidtowego, co wskazuje na zachowanie allelo-selektywnos$ci w tej czesci mozgu.
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W hipokampie, podobnie jak w korze, odnotowano wyrazniejsze obnizenie poziomu
MHTT przy zastosowaniu wysokiej dawki (~70%, p < 0,0001, ****), w poréwnaniu do grupy
traktowanej nizszg dawka (~55%, p < 0,0001, ****) (rys. 30C). Zaobserwowano takze istotng
statystycznie redukcj¢ poziomu biatka normalnego w przypadku dawki wysokiej (34%,
p < 0,001, ***), co wskazuje na czeSciowg utrat¢ selektywnosci w tym obszarze mozgu przy

zastosowaniu tej dawki.

Uzyskane wyniki potwierdzajg wysoka efektywnos¢ amiR136-13A w redukcji poziomu
mHTT w analizowanym modelu in vivo, zarowno w strukturze docelowej, jaka jest prazkowie,
jak 1 w korze moézgu oraz hipokampie. Zaobserwowano wyrazng preferencje czasteczki
wzgledem allelu zmutowanego, co jest niewatpliwa zaletg i spelnia zalozenie jednego z celow,

jakim bylo zachowanie allelo-selektywnosci.

Ze wzglegdu na wysokie wyciszenie ekspresji mHTT we wszystkich trzech
analizowanych strukturach, zadecydowano o redukcji dawki o potowg¢ w eksperymencie

dlugoterminowym.
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Rysunek 30. Analiza poziomu HTT w (A) prazkowiu, (B) korze mézgu i (C) hipokampie myszy
w eksperymencie krotkoterminowym.

Analize Western blotting wykonano na materiale pobranym 11 tygodni po iniekcji myszy YAC128
wektorem AAVS5 z czasteczkg amiR136-13A w dwoch dawkach oraz kontrolg negatywna (empty).
Stupki na wykresie przedstawiaja srednie poziomy biatka = SEM obliczone na podstawie siedmiu albo
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o$Smiu powtorzen biologicznych oraz przynajmniej trzech powtorzen technicznych. Kolorem
czerwonym oznaczono poziom biatka zmutowanego, a kolorem zielonym — normalnego. Poziom HTT
znormalizowano wzgledem poziomu biatka referencyjnego — kalneksyny. Analize statystyczna
wykonano z wykorzystaniem jednokierunkowej ANOVA z zastosowaniem korekty Tukeya. Wartosci
p oznaczono za pomocg gwiazdek: p < 0,05 — *; p < 0,01 — **; p < 0,001 — ***; p < 0,0001 — ****,
ns — wynik nieistotny statystycznie, n — liczba potkul mézgu.

7.2. Ocena efektywnos$ci amiR136-13A w eksperymencie dlugoterminowym

Do tego eksperymentu wykorzystano ten sam model mysi, a zwierzg¢ta podzielono na
trzy grupy (po 4 osobniki): otrzymujace niska (1x10'! vg) albo wysoka dawke (2x10*! vg)
wektora AAVS kodujacego amiR136-13A, a takze grupe kontrolng otrzymujaca pusty wektor
(ang. empty) w ilosci odpowiadajacej dawce niskiej. Iniekcje przeprowadzono w 10 tygodniu
zycia myszy, bilateralnie do prazkowia. Po uptywie 28 tygodni od podania wektoréw zwierzeta
u$miercono, a nast¢pnie pobrano mozgi, ktérych poszczegolne czgsci przeznaczono do analizy

poziomu HTT, tak jak w eksperymencie krotkoterminowym.

W wyniku tego eksperymentu, w prazkowiu zaobserwowano statystycznie istotne,
~50% (p <0,0001, ****) obnizenie poziomu mHTT po zastosowaniu obu dawek wektora
wirusowego, potwierdzone przy uzyciu dwoch przeciwciat (rys. 31A). Nie odnotowano istotnej
redukcji poziomu biatka prawidtowego. Cho¢ poziom wyciszenia mMHTT w tej strukturze byt
nizszy niz w eksperymencie krotkoterminowym, uzyskany efekt nadal mozna uzna¢ za

wystarczajacy z perspektywy terapeutyczne;j.

W korze moézgowej osiggnicto redukcje mMHTT na podobnym poziomie (~50%,
p < 0,0001, ****) dla obu zastosowanych dawek (rys. 31B). W tym wypadku zaobserwowano
niewielkie, lecz istotne statystycznie obnizenie poziomu biatka prawidtowego w grupie
z wyzsza dawka (32%, p < 0,01, **), co sugeruje niewielki spadek allelo-selektywnosci

czasteczki w tej strukturze mozgu.

W hipokampie poziom redukcji zmutowanego biatka byl poréwnywalny do dwdch
pozostatych struktur i réwniez wynidst okoto 50% (p <0,0001, ****) (rys. 31C). W tym

regionie mozgu nie zaobserwowano obnizenia poziomu prawidtowej HTT.

Podsumowujac, czasteczka amiR136-13A wykazata trwala 1 wysoka skuteczno$¢
w preferencyjnym obnizaniu  poziomu zmutowanego biatka HTT we wszystkich
analizowanych strukturach mozgu, nawet przy =zastosowaniu zredukowanej dawki

terapeutycznej. Efekt ten utrzymywat si¢ co najmniej do 28 tygodnia od iniekcji. Wyniki te
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potwierdzajg potencjat terapeutyczny amiR136-13A oraz wspierajg jej dalsza ocene pod katem

bezpieczenstwa.
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Rysunek 31. Analiza poziomu HTT w (A) prazkowiu, (B) korze mézgu oraz (C) hipokampie myszy

w eksperymencie dlugoterminowym.

Analize Western blotting wykonano na materiale pobranym 28 tygodni po iniekcji myszy YAC128

wektorem AAVS z czasteczka amiR136-13A w dwoch dawkach oraz kontrola negatywna (empty).

Stupki na wykresie przedstawiajg $rednie poziomy biatka £+ SEM obliczone na podstawie o$miu
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powtdrzen biologicznych oraz przynajmniej trzech powtérzen technicznych. Kolorem czerwonym
oznaczono poziom biatka zmutowanego, a kolorem zielonym — normalnego. Poziom HTT
znormalizowano wzgledem poziomu biatka referencyjnego — kalneksyny. Analize statystyczna
wykonano z wykorzystaniem jednokierunkowej ANOVA z zastosowaniem korekty Tukeya. Wartosci
p oznaczono za pomoca gwiazdek: p < 0,01 — **; p < 0,001 — ***; p < 0,0001 — ****, ns —wynik
nieistotny statystycznie, n — liczba potkul mézgu.

7.3. Analiza zmian w przyroscie masy ciala

W trakcie trwania eksperymentow zwierzeta regularnie monitorowano pod katem zmian
W przyro$cie masy ciala. Pomiaru dokonywano raz w tygodniu, obejmujac zarowno myszy
traktowane wektorem AAV5 z czasteczka w dwoch dawkach, jak i wektorem pustym, a takze

zwierzeta zdrowe (WT) oraz nietraktowane YAC128.

Zgodnie z danymi literaturowymi, myszy YAC128 wykazuja tendencje do przybierania
na wadze w porownaniu do myszy WT (143, 148). Zostato to zaobserwowane i potwierdzone
rowniez w niniejszych badaniach na grupie samcow, gdzie osobniki YAC128 nietraktowane
charakteryzowaly si¢ wigcksza masa ciala niz ich odpowiedniki WT (rys. 32). W przypadku
grupy samic, zarowno YAC128 jak i WT charakteryzowatly si¢ zroznicowanymi masami ciala,
co utrudnia jednoznaczng interpretacje wyniku i pozostaje niezgodne z doniesieniami

literaturowymi.

Pomimo braku statystycznie istotnych réznic migdzy analizowanymi grupami
osobnikow, zaobserwowano interesujacy trend w dynamice przyrostu masy ciata u samcoéw
w koncowych tygodniach eksperymentu. Osobniki traktowane niska 1 wysoka dawka
wykazywaly stabilnos¢ w masie ciala, zblizong do tej obserwowanej u myszy zdrowych.
Natomiast osobniki z grupy kontrolnej (empty) zaczety pod tym wzgledem przypominaé myszy
YAC128 nietraktowane, co moze sugerowaé korzystny wplyw terapii na ogoélny stan
fizjologiczny zwierzat. Ponadto, brak widocznych odchylen badZz anomalii w dynamice
przyrostu masy ciala myszy moze $wiadczy¢ o dobrej tolerancji amiR136-13A oraz sugeruje

brak ogoélnoustrojowej toksycznosci.

Warto rowniez podkresli¢, Zze stan zwierzat byt monitorowany przez caty okres trwania
obu eksperymentow, 1 nie odnotowano zadnych niepokojacych zmian w ich zachowaniu,

co dodatkowo potwierdza bezpieczenstwo terapii.
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Rysunek 32. Przyrost masy ciala myszy w eksperymencie dtugoterminowym.

Pomiaru masy ciata dokonywano raz w tygodniu przez caly czas trwania eksperymentu. Punkty na
wykresie przedstawiaja Srednig warto$¢ masy ciala w danym tygodniu = SEM dla poszczegdlnych grup.
Analiza obejmowata myszy YACI128 traktowane wektorem AAV5 zawierajacym amiR136-13A
w dwoch dawkach (1x10! vg oraz 2x10™ vg), grupe kontrolng otrzymujgcg pusty wektor (empty),
a takze grupy odniesienia: osobniki nietraktowane oraz zdrowe (WT). Liczebnos$¢ kazdej grupy (n)
wynosita 4 myszy. Analiza statystyczna przeprowadzona metodg dwukierunkowej ANOVA
z zastosowaniem korekty Tukeya nie wykazata istotnych r6znic pomiedzy grupami.

7.4. OKkreslenie liczby kopii genomow wektora

Celem okreslenia liczby kopii genomoéw wektora bylo sprawdzenie jego dystrybucji
W poszczegblnych strukturach mozgu, a takze analiza zaleznosci migdzy wyciszeniem ekspresji
MHTT a iloscig wektora w tkance. W tym celu z prazkowia, hipokampu i kory mozgu myszy
w eksperymencie krotkoterminowym wyizolowano DNA, a nastgpnie na otrzymanym
materiale wykonano qPCR z zastosowaniem starterow na promotor CAG, pod ktorym amiRNA

ulegat ekspresji.

Wyniki wskazuja na przewidywang dystrybucje wektora wirusowego w mozgu
(rys. 33). Najwigksza liczbe kopii genomu AAV w mikrogramie DNA zaobserwowano
w prazkowiu (do 5,21x10°vg/ug) w prawej potkuli myszy nr 2, czyli miejscu iniekcji, co
wskazuje na skuteczne i lokalne dostarczenie czasteczki. Nieco mniejsze ilosci odnotowano

W hipokampie, natomiast najnizsze w korze mozgowej, ktora znajduje si¢ najdalej od miejsca
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podania. Rozktad ilosci genomoéw wektora jest zgodny z przewidywanym rozprzestrzenianiem

si¢ wirusa w obrebie mozgu.

W prazkowiu, przy zastosowaniu niskiej dawki, odnotowano ustabilizowane obnizenie
poziomu mHTT, niezalezne od liczby kopii wektora, co moze §wiadczy¢ o osiggnigciu progu
wysycenia maszynerii komorkowej przetwarzajacej amiRNA. W przypadku dawki wysokiej
zaobserwowano niewielkg zaleznos¢ miedzy poziomem mHTT a liczbg kopii genomow AAVS,
ale takze wigkszg zmienno$¢ miedzy osobnikami, co moze sugerowac indywidualne roznice

w ekspresji wektora.

W korze mézgu, dla dawki niskiej, zaobserwowano umiarkowang zalezno$¢ pomigdzy
poziomem mHTT aliczbg kopii genoméw wektora. W przypadku wyzszej dawki, mimo,
ze poziom mHTT pozostal znacznie obnizony w wigkszoséci probek, zalezno$¢ ta ulegla

zatarciu.

W hipokampie, w przypadku dawki wysokiej zaobserwowano podobny trend do
obserwowanego w prazkowiu — wigksza liczba kopii genomu wigzata si¢ z nizszym poziomem

MHTT. Natomiast w przypadku dawki niskiej wzorzec ten byt odwrotny.

Uzyskane wyniki wskazuja na skuteczne dostarczenie czasteczki amiR136-13A.
Zaobserwowane zmiennos$ci I brak wyraznej korelacji migdzy poziomem wyciszenia mHTT
aliczbag kopii wirusa moga wynika¢ z indywidualnych roznic biologicznych miedzy
zwierzgtami, a takze aspektow technicznych zwigzanych z izolacja DNA 1 biatka z r6znych

fragmentow tkanki.
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Rysunek 33. Zaleznos$¢ poziomu mHTT od liczby kopii genomu wektora AAV5 w mikrogramie DNA
w (A) prazkowiu, (B) korze mozgu, oraz (C) hipokampie myszy w eksperymencie krétkoterminowym.
Kropki na wykresie przedstawiaja srednig warto$¢ z trzech powtorzen technicznych dla jednej potkuli
mozgu bedacej jednym powtdrzeniem biologicznym (Kropki zacienione po stronie prawej — prawa
potkula, a po lewej — lewa potkula) + SEM. Poziom ekspresji wektora normalizowano wzgledem
poziomu ekspresji mysiej f-aktyny. Analiza obejmowata myszy YAC128 traktowane wektorem AAV5
zawierajacym amiR136-13A w dwoch dawkach (2x10* vg oraz 4x10™ vg). Analiza statystyczna nie
zostata przeprowadzona.
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7.5. Analiza efektow niespecyficznych

Niezwykle istotnym aspektem bezpieczenstwa potencjalnej terapii opartej na RNAI jest
ocena efektow niespecyficznych typu off-target, wynikajacych z pelnej albo czg$ciowej
komplementarnosci czgsteczek do niezamierzonych transkryptéw. Zgodnie z wczes$niejszg
analizg bioinformatyczng sil3A nie posiada w petni komplementarnych sekwencji poza celem
w transkryptomie ludzkim i mysim. W zwiazku z tym, przeprowadzono analiz¢ NCBI BLAST
dla organizmu Mus musculus dla trzech najczgéciej uwalnianych wariantow nici wiodace;j:
CUGCUGCAGCUGAUGCUG  (21%), GCUGCUGCAGCUGAUGCUGCUG (18%)
oraz AGCUGCUGCAGCUGAUGCUGCU (11%), wyselekcjonowanych na podstawie
wyniku opisanego w punkcie 6.1., przy dopuszczeniu 1 niesparowania z sekwencja docelowa,
analogicznie jak w przypadku analizy opisanej w rozdziale 1.

W wyniku analizy zidentyfikowano 9 potencjalnych miejsc wigzania czasteczki sil3A,
znajdujacych si¢ w sekwencjach kodujacych (tab. 26). W celu okreslenia poziomu ich ekspresji,
wyizolowano RNA z prazkowia myszy 28 tygodni od iniekcji wektorem AAV5 niosagcym
amiR136-13A (dawka niska — 1x10* vg i wysoka — 2x10*! vg), wektorem kontrolnym (empty),
a takze od osobnikéw nietraktowanych. Nastepnie przeprowadzono analiz¢ ekspresji genow

metoda RT-gPCR.

Tabela 26. Geny zawierajace sekwencje z pojedynczym niesparowaniem do przewidywanych
uwalnianych wariantow sil3A.

Nazwa genu Lokalizacja
Arylsulfatase B (Arsb) CCDS
Histone-lysine N-methyltransferase 2D (Kmt2d) CCDS
Coiled-coil domain containing 177 (Ccdcl177) CCDS
Zinc finger CyssHis,-type (Zc4h?2) CCDS
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3F (Ppp1r3f) CCDS
Transducin-like enhancer of split 1 (Tlel) CCDS
Transmembrane protein 158 (Tmem158) CCDS
Mastermind-like protein 1 (Maml1) CCDS
Myosin regulatory light chain interacting protein (Mylipl) CCDS

Odnotowano, iz poziom ekspresji analizowanych genéw nie ulegt istotnym zmianom
pomiedzy grupami eksperymentalnymi (rys. 34). Dla niektorych gendéw (np. Ppplr3f,
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Tmem158) wida¢ pewien rozrzut wartosci, co moze wynika¢ z naturalnej zmiennos$ci ekspresji
tych genéw U réznych osobnikdéw, mimo to nie przeklada si¢ to na statystycznie istotne zmiany.
Eksperyment ten potwierdza, iz amiR136-13A nie wywoluje efektow niespecyficznych typu

off-target w badanym modelu.
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Rysunek 34. Analiza poziomu mRNA genoéw off-target z 1 niesparowaniem do nici wiodacej 13A
w prazkowiu myszy.

Analizie RT-qPCR poddano RNA wyizolowane z prazkowi 28 tygodni po iniekcji. Poziom mRNA
znormalizowano wzgledem poziomu ekspresji genu referencyjnego — f-aktyny. Stupki na wykresie
przedstawiaja $rednie poziomy mRNA + SEM obliczone na podstawie 4 powtdrzen biologicznych (n=4
myszy) i 3 powtorzen technicznych. Wartosci stanowig Srednig z lewej i prawej potkuli moézgu. Analiza
statystyczna przeprowadzona metoda dwukierunkowej ANOVA z zastosowaniem korekty Tukeya nie
wykazata istotnych statystycznie r6znic pomigdzy analizowanymi grupami.

7.6. Okres$lenie markerow progresji choroby

Istnieje wiele markerow progresji HD, ktorych podwyzszone poziomy sg S$cisle
skorelowane z nasileniem objawow chorobowych i wskazuja na toczacy si¢ proces
neurodegeneracji badz aktywacj¢ odpowiedzi zapalnej w organizmie. Do najczesciej
analizowanych w modelach eksperymentalnych jak i badaniach klinicznych nalezy miedzy
innymi kwasne biatko wiokienkowe (ang. glial fibrillary acidic protein, Gfap) obecne
w astrocytach. Wzrost jego poziomu $wiadczy o aktywacji astrogleju (149). Kolejnym
markerem jest biatko wigzace wapn (ang. ionized calcium-binding adapter molecule 1, 1bal),

stanowigcy wskaznik aktywacji mikrogleju, a jego podwyzszone poziomy odnotowano m.in.

108



w prazkowiu pacjentoéw HD (150). Markery te sg charakterystyczne dla odpowiedzi zapalnej
w OUN. Ponadto, coraz czgsciej analizuje si¢ takze poziom NfL. Biatko to jest uznanym
markerem degeneracji neurondéw —jego stezenie we krwi oraz CSF wzrasta w wyniku

uszkodzenia komorek nerwowych, ktore uwalniajg ten komponent cytoszkieletu (149).

W modelu myszy YAC128 podwyzszone poziomy wspomnianych markerow sa
wyraznie skorelowane z rozwojem objawdOw neurodegeneracyjnych, takich jak zanik struktur
mozgu, utrata neuronow oraz nasilona aktywacja komorek glejowych. Analiza poziomu Gfap,
Ibal i NfL w tym modelu pozwala nie tylko na monitorowanie skutecznosci zastosowane;j
terapii, ale rowniez na ocen¢ potencjalnych efektow ubocznych zwigzanych z reakcja zapalna
albo uszkodzeniem neuronéw. W zwigzku z tym, przeprowadzono analiz¢ poziomu tych
markeréw w materiale pochodzacym od myszy YAC128 traktowanych niska 1 wysoka dawka
wektora AAV5 z amiR136-13A w eksperymencie dlugoterminowym. Poziom ekspresji
markeréw Gfap oraz Ibal analizowano metodg RT-qPCR na materiale pochodzagcym
z prazkowia myszy, natomiast stezenie NfL okre§lono w surowicy krwi z wykorzystaniem

technologii immunoenzymatycznej — Simoa Assay.

W przypadku analizy ekspresji Gfap zaobserwowano tendencje wzrostowa w grupach
poddanych dziataniu amiRNA w poréwnaniu do grupy kontrolnej (empty), natomiast zmiany
te nie byly istotne statystycznie, co wskazuje na brak aktywacji astrogleju (rys. 35). Z kolei
poziom ekspresji Ibal nie roznit si¢ pomigdzy badanymi grupami, co sugeruje brak aktywacji
mikrogleju. Wyniki te potwierdzaja, iz czasteczka amiR136-13A dostarczana w wektorze

AAVS5 nie wywoluje odpowiedzi zapalnej w badanym modelu.
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Rysunek 35. Analiza poziomu mRNA markerow progresji HD — Gfap oraz Ibal.

Analizie RT-qPCR poddano RNA wyizolowane z prazkowia myszy 28 tygodni po iniekcji. Poziom
mRNA znormalizowano wzgledem poziomu ekspresji genu referencyjnego — f-aktyny. Stupki na
wykresie przedstawiaja Srednie poziomy mRNA + SEM obliczone na podstawie czterech powtorzen
biologicznych (n=4 myszy) z ktorych kazde stanowilo $rednia z lewej i prawej potkuli mozgu oraz co
najmniej trzech powtérzen technicznych. Analiza statystyczna przeprowadzona metoda
jednokierunkowej ANOVA z zastosowaniem korekty Tukeya nie wykazata istotnych réznic pomiedzy
grupami.

W przypadku analizy poziomu NfL, u myszy YAC128 odnotowano istotne statystycznie
podwyzszone stezenie tego biatka w poréwnaniu do poziomu u myszy WT (p < 0,01, **), co
potwierdza obecno$¢ zmian o charakterze neurodegeneracyjnym w badanym modelu
(rys. 36A). Cho¢ redukcja stezenia NfL po zastosowaniu amiR136-13A w dawce niskiej byta
widoczna, roznice te nie osiggnety poziomu istotnosci statystycznej. Dodatkowo, analiza
wspotczynnika korelacji nie wykazata istotnego zwigzku pomiedzy poziomem mHTT
w prazkowiu a stezeniem NfL w surowicy (rys. 36B). Wynik ten moze by¢ konsekwencja

niewielkiej grupy badanych osobnikow, a takze zmienno$ci osobnicze;.
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Rysunek 36. Stezenie NfL w surowicy krwi myszy w eksperymencie dlugoterminowym (A) oraz jego
korelacja z poziomem mHTT (B).

Analizie Simoa Assay poddano surowice krwi pobrang od myszy 28 tygodni od iniekcji. Liczebnosé
grupy (n) wynosita 4 myszy.

(A) Stupki na wykresie przedstawiaja $rednie stezenia NfL + SEM obliczone na podstawie
trzech powtérzen technicznych.  Analiz¢  statystyczng  przeprowadzono z wykorzystaniem
jednokierunkowej ANOVA z zastosowaniem korekty Tukeya. Wartos¢ p dla porownania wyniku
osobnikow WT z osobnikami nietraktowanymi oznaczono za pomoca gwiazdek: p< 0,01 — **,
ns — wynik nieistotny statystycznie.

(B) Korelacja pomig¢dzy poziomem mHTT (srednia mHTT dla kazdej myszy) w prazkowiu a st¢zeniem
NfL w surowicy krwi tych samych osobnikow (korelacja Pearsona: r=0,2142, p=0,5038). Stezenie NfL
przedstawiono w postaci wartosci logarytmu naturalnego.

7.7. Ocena obrobki komérkowej amiR136-13A

Ze wzgledu na doniesienia literaturowe sugerujgce odmienne przetwarzanie amiRNA
w zaleznosci od typu komorek i tkanki (151, 152), w kolejnym etapie przeprowadzono takze
oceng obrobki komdrkowej amiR136-13A w prazkowiu myszy YAC128 po podaniu wysokiej
i niskiej dawki wektora w eksperymencie dlugoterminowym. Analizowano uwalniane warianty

dojrzatej formy czgsteczki oraz poziom jej ekspresji, analogicznie jak w rozdziale 6.

7.7.1. Analiza uwalnianych wariantow 13A

Podobnie jak w modelu komoérkowym, réwniez w prazkowiu myszy odnotowano
znaczaca przewage uwalniania nici wiodacej sil3A (rys. 37). Jej udzial procentowy byt nawet
wyzszy niz w komorkach HEK293T i wynidst 94,4%. Wynik ten potwierdza niewielkie ryzyko
inkorporacji nici pasazerskiej do Ago, a w zwigzku z tym znikome prawdopodobienstwo

wystgpienia efektow niespecyficznych zwigzanych z jej dziataniem.
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W tym modelu zaobserwowano takze znacznie bardziej ukierunkowang obrobke,
a w rezultacie wigkszag homogenno$¢ konca 5°, a najczgéciej uwalnianym wariantem
sekwencyjnym  (33% zcalej puli) okazal si¢ by¢ wariant 19-nukleotydowy
(GCUGCUGCAGCUGAUGCUG), posiadajacy niesparowania do ciggu CAG w pozycji 91 14.
Ponadto, sumaryczny procentowy udziat wszystkich wariantow nici wiodgcej o tym samym
koncu 5’ i niesparowaniach w pozycji 9 i 14 wynosit 76%. Z kolei w przypadku sekwencji
0 niesparowaniach w pozycji 8 i 13, sumaryczny udziat wszystkich wariantow jej nici wiodacej
wyniost 19%. Homogennos¢ konca 5 wskazuje na to, iz w warunkach in vivo przetwarzanie
amiR136-13A przez maszyneri¢ komorkowa zachodzi w sposob bardziej precyzyjny, co moze
korzystnie wptywacé na przewidywalnos$¢ dziatania czasteczki. Ponadto, wyniki te potwierdzaja
wspomniane wczesniej doniesienia literaturowe, wskazujagce na odmienng obrobke

prekursoréw miRNA w zaleznosci od typu komorki 1 tkanki.
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Rysunek 37. Warianty uwalnianych nici wiodacych oraz pasazerskich 13A w prazkowiu myszy
YAC128 w eksperymencie dlugoterminowym.
Wynik stanowi $rednig dla myszy traktowanych niskg i wysoka dawka wektora AAV.

7.7.2. Okreslenie poziomu ekspresji 13A w porownaniu do endogennych miRNA

W modelu mysim poziom dojrzatej formy 13A w stosunku do 50 endogennych miRNA
o najwyzszej ekspresji byl jeszcze mniejszy niz w modelu komoérkowym 1 wynosit zaledwie
0,02% (rys. 38). Tak niski udziat egzogennej czasteczki w puli miRNA $wiadczy o tym, Ze nie
zaburza ona naturalnego profilu miRNA w prazkowiu oraz nie powoduje przecigzenia szlaku

RNAI w warunkach in vivo nawet podczas dtugotrwatej (28-tygodniowej) ekspozycji.

Wyniki uzyskane z modelu mysiego jak i komérkowego (rozdzial 6) potwierdzaja
bezpieczenstwo stosowania amiR136-13A 1 sugeruja, ze jej obecnos¢ nie zaktoca prawidtowe]

regulacji ekspresji miRNA.
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Rysunek 38. Zsumowana liczba odczytow dla S0 miRNA o najwyzszej ekspresji w prazkowiu myszy
YAC128 po zastosowaniu amiR136-13A w porownaniu do odczytéw dla dojrzatej formy 13A.
Uwzgledniono sumaryczng ilo$¢ odczytow dla wszystkich wariantow nici wiodace;j.
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V Dyskusja

Pomimo wielu lat intensywnych badan nad chorobami z ekspansjg powtdrzen CAG,
skuteczna terapia przyczynowa, moggca zahamowac albo odwrécic postep tych schorzen nadal
pozostaje poza zasiggiem medycyny. Terapie genowe oparte na mechanizmach RNAi daja
jednak realne szanse na opracowanie nowych, precyzyjnych strategii terapeutycznych.
Jednoczesnie ich zastosowanie wigze si¢ z koniecznos$cig spetnienia rygorystycznych kryteriow

efektywnosci 1 bezpieczenstwa, stanowigcych obecnie gtowne wyzwania w tej dziedzinie.

Warto podkresli¢, ze wiele dotychczasowych badan skupia si¢ przede wszystkim na
aspekcie efektywno$ci, natomiast kompleksowa analiza bezpieczenstwa — zwlaszcza
w konteks$cie efektow niespecyficznych — czgsto pozostaje niedostatecznie przeprowadzona.
Brak pelnej oceny potencjalnych efektow ubocznych moze stanowi¢ powazng bariere
w translacji terapii RNAi do zastosowan klinicznych. Niniejsza praca stanowi probe
odpowiedzi na te wyzwania poprzez optymalizacj¢ konstruktu amiRNA do selektywnego
obnizania poziomu zmutowanej HTT w HD oraz szerokg ocen¢ jego wtasciwosci w licznych

modelach eksperymentalnych, ze szczegdlnym uwzglednieniem aspektow bezpieczenstwa.

1. Efektywnos$¢ i allelo-selektywnos$¢ amiR136-13A

Ze wzgledu na istotne funkcje HTT, zaréwno w rozwoju zarodkowym jak i zyciu
pozaptodowym, strategia allelo-selektywnego wyciszania ekspresji genu jest obecnie uznawana
za najbardziej pozadane i bezpieczne podejscie terapeutyczne. Nieselektywna, dtugoterminowa
redukcja poziomu HTT, wigze si¢ z ryzykiem powaznych, nieprzewidywalnych efektow
ubocznych, zwlaszcza, ze peten zakres funkcji HTT nadal nie zostat w petni okreslony (22, 23).
Obecnie, allelo-selektywne podejscia sa opracowywane jedynie przez Wave Life Sciences
oraz Vico Therapeutics, przy czym obie opierajg si¢ o wykorzystanie ASO. Jak wspomniano
wczesniej, WVE-003 celuje w SNP3 obecny u 40% pacjentéw, co znaczaco ogranicza liczbe
potencjalnych beneficjentow terapii. V0659, pomimo ukierunkowania na wydluzone
powtorzenia CAG, jako ASO wymagalby czestego inwazyjnego podawania do OUN,
co mogtoby obnizy¢ komfort zycia pacjentow i zwickszaloby ryzyko powiktan. Ponadto, jego
w pelni komplementarna do ciggéw CAG sekwencja stwarza wysokie ryzyko wystgpienia

efektu off-target, ze wzgledu na obecnos¢ takich motywoéw w wielu genach.
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W niniejszej pracy opisano nowe warianty amiRNA ukierunkowane na ciagi CAG,
bedace zmodyfikowang czasteczkg amiR136-A2, ktore osiagaja allelo-selektywnos¢ dzigki
umiejetnemu wprowadzeniu niesparowan W sekwencji nici wiodacej. Modyfikacje te obnizaja
stabilno$¢ wigzania kompleksu RISC z docelowym transkryptem. W praktyce oznacza to,
ze podczas translacji rybosom z fatwoscig usuwa przeszkode w postaci stabo zwigzanego
kompleksu z transkryptu normalnego o krotkiej sekwencji CAG. Z kolei w przypadku allelu
zmutowanego, kumulacja komplekséw RISC stanowi efektywng barier¢ blokujaca
translacje (153).

Wszystkie zaprojektowane zgodnie z tg strategig czasteczki dziataty preferencyjnie
wobec zmutowanego allelu zaréwno w uproszczonym formacie shRNA, jak i docelowym
—amiRNA. W niektérych modelach poziom wyciszenia przewyzszat efekt obserwowany dla
amiR136-A2. Zgodnie z literatura, 50% obnizenie poziomu zmutowanego biatka uwazane jest
za warto$¢ progowa wystarczajaca do uzyskania efektu terapeutycznego (119). Badane
W niniejszej pracy czasteczki nie tylko osiagnety ten poziom, lecz w zdecydowanej wiekszo$ci
przypadkéw charakteryzowaly si¢ znacznie wyzsza efektywnoscia. Szczegdlnie korzystny
profil wykazata wyselekcjonowana czasteczka amiR136-13A, ktora w modelach komorkowych
HD (HEK293T, fibroblasty, NSC), jak i zwierzecym (myszy YACI28), osiggata istotng
efektywnos¢ redukcji poziomu mHTT do okoto 40-75%, zaleznie od modelu, przy
jednoczesnym braku istotnego wptywu na poziom prawidtowej HTT. Co istotne, w modelu in
vivo, efekt wyciszenia ekspresji utrzymywat si¢ przez co najmniej 28 tygodni po pojedynczym
podaniu wektora AAVS5 zawierajagcego amiR136-13A, co wskazuje na dlugoterminowa

trwalos¢ efektu terapeutycznego bez potrzeby powtarzania administracji.

Porownujac amiR136-13A do amiR136-A2, zaobserwowano wyzsza efektywnos¢
obnizania poziomu mHTT w modelu fibroblastow HD 1 DRPLA, a takze, co szczegdlnie
istotne, w badaniach in vivo. W przypadku amiR136-A2, w 20-tygodniowym eksperymencie,
zastosowanie dawki 2x10* vg (niskiej) i 4x10* vg (wysokiej) skutkowato wyciszeniem mHTT
na poziomie ~50% (78). Tymczasem czgsteczka amiR136-13A osiggata porownywalny poziom
redukcji nieprawidlowego biatka w 28-tygodniowym eksperymencie, przy uzyciu dawki
wektora nizszej o polowe. Uzyskanie tego samego efektu terapeutycznego przy nizszej dawce
wektora nie tylko wskazuje na wyzsza efektywno$¢ tej czasteczki, ale rowniez istotnie
ogranicza ryzyko wystapienia efektow niespecyficznych zwigzanych z wysokimi dawkami
AAVS5, takimi jak aktywacja odpowiedzi immunologicznej zaleznej od limfocytow T,

pobudzenie TLR, czy indukcja odpowiedzi humoralnej przeciwko kapsydowi wirusa (154—
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156). Dodatkowo, amiR136-13A charakteryzowata si¢ podobng efektywnos$cig we wszystkich
analizowanych strukturach mozgu — prazkowiu, korze oraz hipokampie, podczas gdy
czasteczka wyjsciowa nie uzyskata istotnego wyciszenia w korze moézgu. Moze to byc¢
zwigzane zaroOwno z lepsza dystrybucja lub stabilnoscig nowego wariantu amiRNA w r6znych
populacjach komorek nerwowych, jak 1 odmiennym profilem obrobki komoérkowej tej
czasteczki, co pozwala na efektywniejsze oddziatywanie z docelowym mRNA w trudniej
dostepnych obszarach mézgu. Hipotetycznie, wyzsza efektywnos¢ amiR136-13A wzgledem
amiR136-A2 moze wynika¢ z optymalnego rozmieszczenia niesparowan w nici wiodgcej, ktore

poglebiaja roznice w powinowactwie do zmutowanego transkryptu.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sg zgodne z wczesniejszymi obserwacjami
dotyczacymi allelo-selektywnego wyciszania genu HTT z wykorzystaniem réznych podejsc,
takich jak narzedzia RNAi czy ASO. Model inhibicji translacji poprzez chemicznie
modyfikowane ASO celujace w ciagi CAG zostal zaproponowany juz w 2010 roku przez grupe
D. Coreya (157). Modyfikacje polegajace na wstawieniu m.in. zablokowanego nukleotydu
(ang. locked nucleic acid, LNA) miaty na celu zwigkszy¢ preferencyjnosé czasteczek do allelu
zmutowanego. Opracowane ASO charakteryzowaty si¢ zréznicowang efektywnos$cig
i allelo-selektywnoscia ~w  zaleznosci od  pozycji  wprowadzonej  modyfikacji.
W opublikowanym 2 lata pozniej artykule, ten sam zespot przetestowal siRNA celujace w ciagi
CAG, w pelni komplementarne, jak i zawierajace pojedyncze oraz podwojne niesparowania
w roznych pozycjach nici wiodacej (158). Autorzy wykazali, ze dwuniciowe RNA
Z niesparowaniami w sekwencji komplementarne; do powtérzeh CAG moga selektywnie
obniza¢ poziom zmutowanego biatka HTT w komorkach od pacjentow HD oraz w prekursorach
neuronalnych myszy. Podobne efekty odnotowano w niniejszej pracy, gdzie zaprojektowane
ShRNA oraz amiRNA z niesparowaniami rowniez wykazywaty selektywnos¢ i efektywnos¢
zalezng od pozycji wprowadzonej substytucji. Co istotne, mechanizm dziatania ASO rdzni si¢
od RNAI, jednak w obu przypadkach kluczowy jest wybor celu molekularnego — region
wydluzonych powtérzen CAG. Oba podejscia potwierdzaja, ze wlasciwa optymalizacja
sekwencji umozliwia uzyskanie wysokiej efektywnosci oraz allelo-selektywnosci, co stanowi

wazny postep w konteksScie opracowywania skutecznych strategii terapeutycznych dla HD.

W przypadku podejs¢ wektorowych, wachlarz wariantéw 2z substytucjami
nukleotydowymi w sekwencji czasteczek, skutkujacy niesparowaniami do ciggdéw CAG, zostat
przetestowany w jednej z niedawno opublikowanych prac (159). Badacze zastosowali zar6wno

SshRNA, jak i amiRNA o kadtubie miR-33, modyfikujac sekwencje siRNA w celu uzyskania
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allelo-selektywnos$ci. Ich analizy, przeprowadzone w testach lucyferazowych oraz na
fibroblastach pochodzacych od pacjentow HD, wykazaty, ze niektore warianty rzeczywiscie
charakteryzowaly si¢ selektywnym wyciszaniem allelu zmutowanego. Alternatywne podejscie,
nie celujagce w ciggi CAG, lecz wrézne SNP, zostalo przetestowane przez grupe
P. Konstantinovej (160). Autorzy zaprojektowali serie amiRNA zawierajacych pojedyncze
substytucje nukleotydowe w roznych pozycjach nici wiodacej, analizujac ich wplyw na
allelo-selektywnos¢. Wyniki wykazaly zroznicowang efektywnos$¢ i selektywnos$é, zalezng od
lokalizacji niesparowania, przy czym najbardziej obiecujgce warianty zawieraty modyfikacje
w pozycjach 7 i 16. Autorzy obu tych prac podkreslili, ze osiggnigcie wysokiej selektywnos$ci
zalezy od precyzyjnego rozmieszczenia niesparowan w nici wiodacej oraz, co istotne, od
procesu komoérkowej obrobki tych czasteczek, co jest zgodne z uzyskanymi wynikami

w niniejszej pracy doktorskiej.

Warto podkresli¢, ze uzyskana w niniejszej pracy allelo-selektywnos¢ nie jest reguta dla
wszystkich podejs¢ RNAi. Wigkszo$¢ wczesniej opisywanych strategii wykorzystujacych
shRNA lub amiRNA celujace w HTT nie wykazuje dostatecznej selektywnosci, a stosowanie
shRNA wiaze si¢ z wysokim ryzykiem efektow ubocznych, m.in. z powodu przeciazenia
maszynerii biogenezy miRNA (117, 161). To dodatkowo podkresla przewage zaprezentowane;j

strategii amiRNA, taczacej selektywnos¢, efektywnos¢ 1 bezpieczenstwo dzialania.

Dodatkowym waznym aspektem oceny efektywnosci amiR136-13A byta analiza
zdolnosci do obnizania poziomu krotkiej toksycznej formy huntingtyny — HTT1a. W literaturze
podkresla sie, ze to wlasnie HTT1a, poprzez szybkie tworzenie agregatow biatkowych, moze
w istotnym stopniu przyczyniac si¢ do patogenezy HD i postepu neurodegeneracji (34). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze nie wszystkie dotychczasowe badania uwzgledniajg ten aspekt w ocenie
skuteczno$ci terapeutycznej. W niniejszej pracy wykazano, ze amiR136-13A skutecznie
redukuje poziom HTT1la w modelu HEK293 Flp-In T-REX z indukowang ekspresjg tej formy
biatka. Uzyskany poziom wyciszenia (~75%) jest porownywalny do wyciszenia peinej dlugosci
HTT, co jest kluczowe z punktu widzenia prewencji agregacji toksycznej formy
oraz potencjalnego spowolnienia procesu neurodegeneracyjnego. Nalezy podkresli¢, ze nie
wszystkie strategie wyciszania ekspresji HTT sg skuteczne wzgledem formy HTTla.
Potencjalne terapeutyki celujace w dalsze eksony genu HTT nie sa efektywne w przypadku
skroconych transkryptow, ktoére powstaja w wyniku wyboru alternatywnego miejsca
poliadenylacji w intronie pierwszym. Przyktadem jest nieselektywne amiRNA rozwijane przez

Spark Therapeutics, ktore celuje w ekson 48 HTT, a takze allelo-selektywny ASO WVE-003,
117



ktorego celem jest SNP3 zlokalizowany w eksonie 57 (162). W obu przypadkach krotszy
transkrypt HTT1a, pozbawiony dalszych eksonéw, nie bedzie celem terapii. W zwigzku z tym,
skuteczno$¢ amiR136-13A wobec obu toksycznych form biatka podkresla potencjat tej
czasteczki jako narzedzia terapeutycznego dla HD oraz wskazuje na przewagge tej strategii nad

innymi podej$ciami terapeutycznymi.

Dodatkowo, jednym ze zjawisk wyst¢pujagcych w HD jest ekspansja somatyczna
powtorzen CAG. U pacjentow HD obserwuje si¢ postepujace zwigkszanie liczby tych
powtorzen w czasie, siggajace nawet Kilkuset CAG, szczegdlnie w MSN prazkowia oraz
w korze mozgu (163, 164). Uzasadnia to stosowanie strategii terapeutycznej celujacej w ciagi
CAG ktorej celem jest preferencyjne wyciszanie allelu zmutowanego. Podstawa
allelo-selektywnosci tej strategii jest wlasnie rdéznica w dlugosci ciggu normalnego
i zmutowanego, ktora poglebia si¢ wraz z czasem prowadzac do degeneracji komorek

nerwowych.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszej pracy jednoznacznie wskazuja,
ze amiR136-13A stanowi skuteczng i bezpieczng alternatywe dla dotychczas rozwijanych
allelo-selektywnych strategii. Jej zdolnos¢ do dlugotrwalego wyciszenia ekspresji mHTT po
jednorazowej aplikacji oraz skuteczno$¢ wobec toksycznej formy HTTla stanowig istotng
przewage nad dotychczasowymi strategiami terapeutycznymi. Brak zaleznosci od
polimorfizméw SNP czynig z tego podejscia atrakcyjna opcje terapeutyczng dla HD

I potencjalnie rowniez innych chorob poliQ.

2. Ocena bezpieczenstwa amiRNA

W przypadku terapii genowych opartych na RNAI, szczegdtowa ocena potencjalnych
efektow niespecyficznych stanowi kluczowy element przedklinicznej walidacji kandydatéw
terapeutycznych. Mimo wysokiej skutecznosci w redukcji ekspresji docelowych genow,
czasteczki RNAi moga rowniez oddziatywac z transkryptami o czesciowej komplementarnosci,
prowadzac do efektow off-target. Dodatkowo, ich obecno$§¢ w komodrkach moze powodowac
niespecyficzng aktywacj¢ odpowiedzi immunologicznej (165). Dlatego tez, w niniejszej pracy
dokonano wieloaspektowej analizy bezpieczenstwa amiR136-13A, obejmujacej analize
bioinformatyczng, analiz¢ transkryptomiczng oraz ocen¢ ekspresji potencjalnych genow

off-target, ale takze markerow neurodegeneracji i odpowiedzi zapalnej w OUN.
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W pracy doktorskiej, jako docelowy format wybrano amiRNA, ktore ze wzgledu na
swoje podobienstwo do endogennych pri-miRNA wiaczane sg do szlaku biogenezy miRNA na
bardzo wczesnym etapie, co minimalizuje ryzyko przecigzenia elementow szlaku RNAi
i potencjalnej toksyczno$ci. W odrdznieniu od czgsteczek shRNA, amiRNA sg powszechnie
uznawane za format bezpieczniejszy dla zastosowan terapeutycznych (47). W niniejszych
badaniach wykazano, ze czasteczka amiR136-13A byta dobrze tolerowana in vivo w modelu
myszy YAC128, nawet do 28 tygodni od iniekcji wektorem AAVS5. Nie zaobserwowano
zadnych niepokojacych zmian w zachowaniu zwierzat ani utraty masy ciala, co dodatkowo

potwierdza dobra tolerancj¢ zarowno samej czasteczki amiRNA, jak i zastosowanego wektora.

Analiza transkryptomiczna wykonana w modelu ludzkich NSC HD wykazata, ze
czasteczka amiR136-13A nie powoduje szerokich zmian w ekspresji genéw. Obserwowana
deregulacja miala ograniczony charakter, co potwierdza korzystny profil bezpieczenstwa
czasteczki. Na szczeg6lng uwage zasluguje umiarkowane obnizenie ekspresji genu bedacego
potencjalnym off-targetem z dwoma niesparowaniami do sekwencji nici wiodgcej 13A
(SRP14). Pomimo, ze zmiana byta niewielka, nie powinna by¢ pominigta w dalszych analizach.
Konieczne byloby przeprowadzenie walidacji na poziomie mRNA (RT-gqPCR), a takze biatka
(Western blotting), w celu ostatecznego potwierdzenia potencjalnego efektu off-target.
Zaobserwowany brak istotnych roéznic w poziomie ekspresji HTT potwierdza zakladany
mechanizm dziatania amiR136-13A, czyli inhibicj¢ translacji bez degradacji transkryptu.
W niniejszych badaniach wykazano rowniez, ze transdukcja lentiwirusowa moze powodowac
deregulacje niektorych genow. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze w eksperymentach in
vivo wykorzystano alternatywny wektor AAV5, ktory w odroznieniu od lentiwirusow nie
integruje do genomu i cechuje si¢ korzystniejszym profilem bezpieczenstwa oraz mniejszym
potencjalem immunogennym, co znaczaco zwigksza translacyjny potencjat analizowanego
podejécia terapeutycznego. Niezwykle istotnym =z punktu widzenia mozliwosci
terapeutycznych amiR136-13A byla rowniez analiza zjawiska tzw. odwrocenia fenotypu
(ang. phenotype reversal). Przeprowadzona analiza r6znicowej ekspresji wykazata, ze wiele
gendw deregulowanych w komorkach HD wzgledem izogenicznych komorek zdrowych
wykazywato tendencj¢ do normalizacji poziomu ekspresji po zastosowaniu amiR136-13A.
Moze to sugerowac, ze selektywna redukcja zmutowanej HTT przyczynia si¢ do czeSciowego
przywrocenia bardziej fizjologicznego profilu transkryptomicznego w komoérkach HD. Warto
podkresli¢, ze tak korzystne zmiany transkryptomiczne zaobserwowano juz przy ~40%
obnizeniu poziomu mHTT. Fakt ten sugeruje, ze efekty przywracajace homeostaze
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molekularng moga by¢ jeszcze bardziej nasilone w przypadku skuteczniejszego wyciszenia

ekspresji nieprawidtowego wariantu genu HTT.

W przypadku analizy efektow off-target in vivo, zaprojektowana czgsteczka
amiR136-13A, podobnie jak wigkszos$¢ pozostatych zaprojektowanych wariantow, nie posiada
zadnych w pelni komplementarnych sekwencji poza celem w transkryptomie ludzkim
oraz mysim, co wykazata analiza BLAST. Juz na etapie projektowania stanowito to przewage
bezpieczenstwa nad czasteczka wyjsciowg amiR136-A2 i sugerowato wysoka specyficznosc.
Analiza ekspresji potencjalnych genow off-target, posiadajacych pojedyncze niesparowanie
wzgledem nici wiodacej 13A, w prazkowiu myszy 28 tygodni po iniekcji wykazata brak
statystycznie zmian w poziomie ekspresji analizowanych 9 genow. We wczesniejszych
badaniach nad bezpieczenstwem amiR136-A2, przeanalizowano ekspresje 6 genow o pelnej
komplementarnosci do nici wiodacej tej czasteczki w modelu YAC128 20 tygodni od iniekcji.
Réwniez w tym przypadku nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian ekspresji, cho¢
nie mozna wykluczy¢ potencjalnych efektow w innych modelach biologicznych. Co istotne,
we wczesniejszych badaniach przeprowadzonych na fibroblastach HD i SCA3 (141)
odnotowano statystycznie istotne obnizenie ekspresji genu PEG3 (paternally-expressed gene 3)
po zastosowaniu amiR136-A2, co dodatkowo podkresla konieczno$s¢ kompleksowej
i wiclomodelowej analizy efektow niespecyficznych dla potencjalnych kandydatow
terapeutycznych opartych na RNA.I.

Analiza poziomu mRNA Gfap oraz Ibal w prazkowiu myszy 28 tygodni po iniekcji nie
wykazata istotnych statystycznie zmian, co sugeruje, ze w badanym modelu czgsteczka
amiR136-13A oraz nos$nik w postaci wektora AAV5 nie indukuja aktywacji mikrogleju oraz
astrogleju. Wyniki te sg spdjne z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi czasteczki
amiR136-A2, dla ktoérej rowniez nie zaobserwowano wzrostu poziomu ekspresji tych
genow (78). Potwierdzono to zarowno w analizach RT-qPCR, jak i barwieniach
immunohistochemicznych. Sugeruje to dobra tolerancje obu tych czasteczek oraz ich
wspolnego nosnika — wektora AAVS — oraz brak wywotywania reakcji zapalnej w OUN.
Brak odpowiedzi immunologicznej w odpowiedzi na podanie wektora AAV2/1 niosgcego
amiRNA celujagcego w HTT odnotowano takze w badaniach prowadzonych przez Lise Stanek
I wsp. (166). W modelu YAC128 autorzy zastosowali iniekcj¢ do prazkowia, a poziomy
markeréw analizowano po 1 oraz 5 miesigcach od podania, przy czym czas analizy po
5 miesigcach byt poréwnywalny do okresu obserwacji w przypadku badan nad czasteczka

amiR136-A2. Co ciekawe, autorzy okreslili takze poziom ekspresji markera Darpp-32
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(dopamine- and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein), markera MSN, ktérego obnizona
ekspresja charakterystyczna jest dla modelu YAC128 i pacjentow HD. Zauwazono, ze podanie
amiRNA skutkowalo czg$ciowym przywrdceniem poziomu Darpp-32, co sugeruje potencjalng
ochrone funkcji neuronalnych. Wyniki te wskazujg, ze analiza ekspresji Darpp-32 moze
stanowi¢ dodatkowy, wartosciowy wskaznik skutecznosci terapeutycznej i powinna by¢
uwzgledniona w przysztych badaniach. Zblizone obserwacje zostaty poczynione przez zespo6t
P. Konstantinovej. W tych badaniach zastosowano nieselektywna czasteczke amiRNA
0 kadtubie miR-451 w wektorze AAV5 u szczurow z ostrym fenotypem HD (167). Opisywana
przez nich czasteczka (AMT-130), ktora obecnie jest testowana w badaniach klinicznych,
charakteryzowata si¢ wysoka efektywnosciag dziatania i skutkowala takze poprawa
funkcjonowania neurondéw, czego dowodzit wzrost poziomu Darpp-32. Co istotne, podanie
AMT-130 nie prowadzito do aktywacji mikrogleju ani astrogleju, ocenianej w analizie
immunohistochemicznej. Dane uzyskane w niniejszej pracy, W potaczeniu z doniesieniami
innych, niezaleznych grup badawczych, wskazujg, ze zastosowanie wektorow AAV niosagcych
czasteczki amiRNA celujagce w transkrypt HTT nie indukuje istotnej odpowiedzi
immunologicznej w OUN. Wyniki te sugeruja dobra tolerancje zarbwno samego wektora AAV,
jak 1 zastosowanych czasteczek amiRNA, cho¢ dla petnej oceny bezpieczenstwa konieczne sg

dalsze, pogtebione badania.

W niniejszej pracy przeanalizowano takze poziom NfL w eksperymencie
dhugoterminowym. Podwyzszone poziomy tego biatka obserwuje si¢ zarowno w modelach
zwierzecych, jak i u pacjentow HD, a ich stezenie w krwi oraz CSF wzrasta wraz z postgpem
choroby (168-170). W przeprowadzonych badaniach nie odnotowano istotnie statystycznego
spadku poziomu NfL w surowicy po podaniu amiR136-13A, ani korelacji pomi¢dzy poziomem
MHTT ast¢gzeniem NfL. Na korzy$¢ natomiast przemawia brak réznic w poziomie NfL
pomiedzy osobnikami nietraktowanymi, a tymi traktowanymi wektorem kontrolnym
oraz z czasteczka amiRNA, co wskazuje, ze ani wektor AAVS ani amiR136-13A nie powoduja
uszkodzen neuronow. Szczegélowa analize tego zagadnienia przeprowadzita grupa Michaela
Haydena, ktora w 2024 roku opublikowata wyniki badan prowadzonych na tym samym modelu
—myszach YAC128 (171). Autorzy analizowali poziomy NfL w surowicy oraz CSF po
zastosowaniu ASO celujacego w mMHTT, wykorzystujac te samg technike detekcji,
a mianowicie Simoa Assay. Analogicznie do wynikéw uzyskanych w niniejszej pracy,
zaobserwowali oni znaczny wzrost poziomu NfL u myszy YAC128 w stosunku do osobnikoéw
zdrowych. Co istotne, pomimo istotnego wyciszenia mMHTT w mézgu, autorzy nie odnotowali
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obnizenia st¢zenia NfL w surowicy. Zaobserwowano natomiast istotny, zalezny od dawki ASO
spadek poziomu NfL w CSF, co sugeruje, Ze stezenia tego biatka w surowicy i CSF nie zawsze
wykazuja bezposrednig korelacje. W niniejszych badaniach nalezatoby réwniez rozwazy¢
analiz¢ poziomu NfL w CSF, aby uzyskac¢ pelniejszy obraz wptywu proponowanego podejscia
terapeutycznego na proces neurodegeneracji. Dodatkowo, w pracy G. Bates i wsp. (170)
wykazano, ze poziomy NfL w CSF sg znacznie wyzsze niz we Krwi zaréwno u myszy YAC128,
jak i w innych mysich modelach HD (zQ175, R6/2). Sugeruje to, ze CSF jest bardziej czutym
materialem biologicznym do wykrywania neurodegeneracji w tych modelach. Autorzy tej
pracy wskazali roéwniez inne potencjalne markery biologiczne, takie jak biatko
neuroprotekcyjne Tau (tubulin associated unit) i wskaznik stanu zapalnego BRP-39 (breast
regression protein 39), jako uzyteczne narz¢dzia do monitorowania progresji HD, co moze

stanowi¢ ciekawy kierunek dla przysztych badan.

Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzaja wysokie bezpieczenstwo zastosowania
czasteczki amiR136-13A oraz wektora AAV5 w myszach YAC128 i NSC HD. W modelu in
vivo nie odnotowano efektow off-target, aktywacji odpowiedzi zapalnej ani wzrostu poziomu
markera neurodegeneracji. Brak zmian w ekspresji Gfap i Ibal, zmian w poziomie NfL
oraz stabilna masa ciala 1zachowanie zwierzat potwierdzaja dobra tolerancje
AAV5-amiR136-13A. W modelu ludzkich NSC HD czasteczka amiR 136-13 A nie powodowata
znaczacych globalnych deregulacji w ekspresji genow. Wyniki te, wspierane przez niezalezne
doniesienia literaturowe, wskazuja na korzystny profil bezpieczenstwa terapii opartych na

amiRNA celujacych w transkrypt HTT.

3. Obrobka komorkowa amiR136-13A w roznych modelach badawczych

amiRNA, jako konstrukty oparte na endogennym kadlubie pri-miRNA, podlegaja
W komorce takim samym mechanizmom obréobki jak naturalne miRNA. Proces ten obejmuje
poczatkowe cigcie przez kompleks Drosha/DGCRS8 w jadrze, a nastepnie dalsze przetwarzanie
przez enzym Dicer w cytoplazmie, prowadzace do uwolnienia dwuniciowego RNA, z ktorego
tylko jedna ni¢ — zwykle wiodaca — jest inkorporowana do Ago tworzac kompleks RISC.
Prawidtowa obrobka odgrywa kluczowa role nie tylko w efektywnosci czasteczki, ale takze

W jej bezpieczenstwie (47, 56, 172).
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Wiadome jest, ze nawet niewielkie zmiany nukleotydowe w okreslonych pozycjach
sekwencji mogg istotnie wplywaé na komorkowa obrobke amiRNA. Modyfikacje te wptywaja
na profil uwalnianych wariantow nici wiodgacej i pasazerskiej, ale takze moga indukowaé
przetaczanie ramion, prowadzace do inkorporacji nici pasazerskiej do Ago (90). W niniejszej
pracy wykazano, ze wprowadzenie dodatkowej substytucji w pozycji 13 nici wiodacej A2
zmienia profil jej obrobki. Konfrontujac wyniki uzyskane dla amiR136-13A z opisanym
wczesniej profilem obrobki amiR136-A2 (78), zaobserwowano pewne zmiany. W modelu
HEK293T, amiR136-13A wykazywala nieco wyzszy udzial nici wiodgcej oraz zmieniony
zestaw dominujgcych wariantow w porownaniu do amiR136-A2. Réznice te sugeruja, ze
dodatkowa substytucja w pozycji 13 moze wplywac na rozpoznanie lub cigcie sekwencji przez
elementy maszynerii obrobki miRNA, prowadzac do zmiany wariantow uwalnianych z tego
samego kadiluba. Nie jest znana obrobka amiR136-A2 w prazkowiu myszy, CO ogranicza
mozliwo$¢ bezposredniego poréwnania obu czasteczek w tym samym $rodowisku
fizjologicznym, natomiast poroéwnujac profil obrobki amiR136-13A migedzy modelem
HEK293T a YACI128, zaobserwowano pewne réznice. W modelu mysim, zdecydowanej
poprawie ulegta homogenno$¢ konca 5° (§wiadczaca o jednorodno$ci sekwencji regionu
zrodlowego) oraz wzrést procentowy udzial uwalnianej nici wiodacej, €O sugeruje
korzystniejszg obrobke przez maszynerie RNAi w komoérkach mézgu. Stosunkowo wysoki
udziat nici wiodacej o niesparowaniach w pozycji 91 14 (zamiast 8 i 13, jak zaktadano
w projektowaniu), a co za tym idzie, o odmiennej sekwencji regionu zrodtowego, mogiby
tlumaczy¢ wyzsza efektywnos¢ amiR136-13A w modzgu, w tym szczeg6lnie w korze, gdzie
wariant 136-A2 wykazywal ograniczong aktywnos¢. Aby jednak w petni wyjasni¢ t¢ zaleznosc,
nalezaloby przeprowadzi¢ analiz¢ obrobki takze w innych obszarach OUN, takich jak kora czy
hipokamp. Warto tez podkresli¢, ze nie jest obecnie wiadome, ktore sposréd uwalnianych
wariantow sg preferencyjnie inkorporowane do Ago. Analiza immunoprecypitacji Ago-2, ktora
umozliwia bezposrednie wyodrgbnienie funkcjonalnych komplekséw RISC oraz identyfikacje
zwigzanego miRNA, bylaby warto§ciowym narzedziem do okreslenia aktywnych wariantow,

rzeczywiscie uczestniczacych w wyciszaniu ekspresji HTT.

Pomimo réznic w uwalnianych wariantach nici wiodacej migdzy amiR136-13A
oraz amiR136-A2, dodatkowa analiza BLAST wykazata, ze nie stanowig one ryzyka pod
wzgledem wystgpienia potencjalnych efektow off-target. Wszystkie najczeéciej uwalniane
warianty zarowno w HEK293T jak i modelu mysim maja mniejsza liczbe potencjalnych
sekwencji poza celem (w tym brak sekwencji w pelni komplementarnych) w ludzkim
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transkryptomie w poréwnaniu do amiR136-A2 (tab. 27). Sugeruje to, Zze nawet mimo rdznic
W obrobce i pomimo heterogennosci konca 5° (w modelu HEK293T), amiR136-13A jest
czasteczka bezpieczniejszg od wyjsciowego wariantu. Dodatkowo niski poziom ekspresji
dojrzatej formy 13A w stosunku do ekspresji endogennych miRNA potwierdza jej

bezpieczenstwo przy zachowaniu wysokiej efektywnosci.

Tabela 27. Liczba potencjalnych sekwencji off-target w genomie czltowiecka dla najczesciej

uwalnianych wariantdw nici wiodacych 13A.

GCUGCUGCAGCUGA | CUGCUGCAGCUGA | AGCUGCUGCAGCUGA
UGCUGCUG UGCUGCUG UGCUGCU

Sekwencja

Nukleotydowe
. pozycje 9, 14 8,13 10, 15
niesparowan do
ciaggu CAG
Liczba w pelni
komplementarnych
sekwencji
off-target
Liczba sekwencji
off-target z 1 30 25 28
niesparowaniem
Liczba sekwencji
off-target z 2 214 34 101
niesparowaniami

Wyniki niniejszych badan znajduja potwierdzenie w pracach publikowanych przez inne
grupy badawcze. Proces obrobki komorkowej reagentow RNAi omoéwiony zostal w jednej
ze wspomnianych wczesniej prac (159), w ktorej autorzy zastosowali czgsteczki shRNA
oraz amiRNA celujace w powtorzenia CAG z wprowadzonymi niesparowaniami w obu niciach
w pozycjach 9-11. Dodatkowo, w niektorych czasteczkach zmodyfikowali takze
sekwencje nosnikowego pri-miR-33. Modyfikacje te skutkowaly znaczacym zréznicowaniem
obrobki czasteczek w modelu HEK293T. W niektorych przypadkach odnotowano, ze nié
wiodaca byta uwalniana zaledwie w 2-4%, mimo to, czasteczki te osiggaly istotne obnizenie
poziomu mHTT, siegajace okoto 50%. W zwiazku z tym, autorzy wysnuli wniosek, ze nawet
niewielkie iloSci nici wiodgcej moga by¢ wystarczajgce do efektywnego wyciszania ekspresji
HTT. Nalezy w tym miejscu jednak zaznaczyé, ze tak duzy (ponad 90%) udzial nici
pasazerskiej zwigksza ryzyko wystapienia efektéw niespecyficznych wynikajacych z jej

aktywnosci.

124



Znaczenie doktadnej analizy obrobki narzgedzi RNAi w komorkach docelowych
podkreslaja réwniez wyniki pracy Shih-Ching Lo i wsp. (173). Autorzy poréwnali dwa
warianty czasteczek amiRNA celujgcych w SOD1 (superoxide dismutase 1), rdézniagce si¢
wylgcznie zastosowanym kadlubem (miR-155 i miR-30). Czasteczki zbudowane w oparciu
0 kadtub miR-155 cechowaly si¢ znacznie wyzszym poziomem uwalnianej nici wiodacej,
jednak prowadzity do wystapienia dzialan niepozadanych i toksyczno$ci u myszy. Z kolei
zastosowanie kadluba miR-30 skutkowato nizsza ekspresja dojrzatej formy amiRNA, ale
jednoczesnie pozwalato unikna¢ toksycznosci. Co istotne, w tej pracy zaobserwowano wysoka
zgodno$¢ obrobki czasteczek w neuronach pochodzacych z komorek iPSC oraz w mozgu
myszy — dominujagcym wariantem uwalnianej nici wiodacej byta identyczna sekwencja,
a docinanie wykazywalo podobny profil. Stoi to w kontrze do wynikow uzyskanych
W niniejszej pracy, gdzie profil obrobki amiR136-13A rdznit si¢ pomiedzy modelem HEK293T
a tkanka moézgowa myszy YAC128. Roznice te moga wynikac ze specyfiki linii HEK293T,
ktore jako komorki ludzkiego embrionalnego pochodzenia nerki nie odzwierciedlajg profilu
ekspresji typowego dla komoérek neuronalnych, w tym takze zwigzanego z komponentami
szlaku RNAI. Tym samym, linia ta moze by¢ mniej odpowiednia do oceny obrobki RNAi
w kontekscie chorob neurodegeneracyjnych. Wniosek plynacy z poréwnania obu badan
wskazuje, ze wiarygodna analiza obrobki amiRNA powinna by¢ przeprowadzana bezposrednio
w tkance docelowej — w tym przypadku w mozgu — co pozwala na uchwycenie istotnych réznic
w przetwarzaniu, mogacych wptywaé na efektywnos¢, selektywno$¢ oraz bezpieczenstwo

zastosowanej terapii RNA.I.

Podsumowujac, obrobka amiRNA jest silnie zalezna od typu komorki co wptywa
zardwno na udziat nici wiodacej, jak i roznorodnos¢ wariantow sekwencyjnych. Czasteczka
amiR136-13A wykazata bardziej jednorodny i korzystny profil obrobki w mézgu niz w modelu
HEK?293T, a generowane warianty, pomimo zréznicowania sekwencyjnego, charakteryzowaty
si¢ nizszym ryzykiem off-target w porownaniu do amiR136-A2. Obserwacje te podkreslaja
konieczno$¢ oceny przetwarzania RNAi bezposrednio w tkance docelowej oraz znaczenie
optymalizacji konstruktu, dla zapewnienia bezpieczenstwa i efektywnosci potencjalnego

podejscia terapeutycznego.
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4. Ograniczenia i perspektywy dalszych badan

Pomimo uzyskania szeregu istotnych wynikow dotyczacych efektywnosci,
selektywnos$ci oraz bezpieczenstwa czasteczki amiR136-13A, nalezy podkresli¢, ze niniejsze
badania majg pewne ograniczenia, ktoére nalezy uwzgledni¢ przy projektowaniu przysztych

eksperymentow.

Istotng wadg badanych reagentow jest brak uniwersalno$ci dziatania. Najbardziej
pozadanym rozwigzaniem terapeutycznym bylaby pojedyncza czasteczka zdolna do
skutecznego i selektywnego obnizania poziomu nieprawidtowych biatek poliQ. W praktyce
jednak, amiR136-13A, podobnie jak inne badane w niniejszej pracy amiRNA, wykazywaty
zroznicowang efektywnosc oraz allelo-selektywnos¢ w zalezno$ci od modelu komoérkowego
choroby poliQ — fibroblastow pochodzacych od pacjentow HD, SCA3 oraz DRPLA — pomimo
wspolnego celu, jakim sa ekspansje CAG. Zjawisko to moze by¢ czgsciowo wyjasnione
réznicami w lokalizacji ciagow CAG w poszczegdlnych genach: HTT, ATXN3 oraz ATNLI.
W przypadku genu HTT powtdrzenia CAG zlokalizowane sa na poczatku 5’ otwartej ramki
odczytu (ang. open reading frame, ORF), w ATXN3 — w czesci 3' ORF (ekson 10), natomiast
w ATN1 — w $rodkowej czesci ORF (ekson 5) (174, 175). Istotny wpltyw lokalizacji powtdrzen
CAG na efektywnos¢ wyciszania wykazata grupa A. Fiszer (176). Wykorzystujac system
reporterowy autorzy wykazali, iz SIRNA charakteryzujg si¢ r6zng aktywno$cig w zaleznosci od
lokalizacji  sekwencji  docelowej. Co wigcej, zaobserwowali wyraznie Wwyzszg
allelo-selektywnos¢ w przypadku konstrukcji zawierajacych sekwencje flankujace HTT, co
sugeruje, ze nie tylko lokalizacja powtdrzen, ale réwniez ich sekwencje otaczajagce moga
wplywa¢ na specyficzno$¢ dzialania czasteczki RNAi. Podsumowujac, skutecznose¢
oraz allelo-selektywnos$¢ narzedzi RNAi zaleza w istotnym stopniu od charakterystyki
konkretnego genu i jego otoczenia sekwencyjnego, co wymusza indywidualng optymalizacje

projektowanych czasteczek.

Waznym ograniczeniem niniejszych badan jest takze brak pelnej analizy ekspres;ji
amiRNA i obrobki w poszczegdlnych cze$ciach moézgu. Choé¢ wykazano korzystny profil
obrobki w prazkowiu, nie przeprowadzono analogicznej analizy w innych strukturach, takich
jak kora czy hipokamp, mimo ze rowniez zostaly objete oceng efektywnosci. Biorac pod uwage,
ze poziomy biatek takich jak Drosha, Dicer czy Ago moga si¢ istotnie r6ézni¢ pomigdzy
poszczegblnymi obszarami mézgu, moze t0 wptywaé na efektywnos$¢ dzialania czasteczki

oraz ryzyko wystgpienia efektow niespecyficznych. Ponadto, ocena przetwarzania amiRNA
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powinna zosta¢ uzupetniona 0 analiz¢ w modelu ludzkich komoérek nerwowych — NSC albo
neuronach, poniewaz profil obrobki rozni si¢ takze miedzygatunkowo. Dodatkowo,
W niniejszej pracy badano jedynie poziom ekspresji dojrzatej formy czasteczki 13A, pomijajac
natomiast okreslenie poziomu ekspresji form prekursorowych, powstatych po cigciu Drosha.
W eksperymencie in vivo zaobserwowano porownywalng redukcj¢ poziomu HTT w przypadku
obu dawek wektora, co moze co moze sugerowac, ze komorkowa maszyneria przetwarza
jedynie okreslong ilo$¢ prekursora czasteczki, po ktorej dalszy wzrost dostepnosci nie przektada
si¢ na zwigkszong aktywno$¢ biologiczng. Metoda typu Northern blot moglaby umozliwié¢
okreslenie, czy dochodzi do akumulacji posrednich form, co mogloby $wiadczy¢ o zaburzeniu

rownowagi szlaku biogenezy miRNA 1 potencjalnie skutkowac toksycznoscia.

Niezwykle istotne z punktu widzenia patogenezy HD byly analizy efektywnosci
amiR136-13A w redukcji poziomu krotkiej, toksycznej formy huntingtyny — HTTla,
wykazujacej wysoki potencjat do tworzenia agregatéw biatkowych. W celu petniejszej oceny
skuteczno$ci terapeutycznej, istotne byloby rozszerzenie tych badan o analize poziomu
agregatow w modelu in vivo. Obecnie prowadzone sg badania z wykorzystaniem linii HEK293
Flp-In T-REx z indukowalng eckspresja HTTla i analizy histochemicznej z uzyciem
przeciwciala anty-FLAG, umozliwiajacej wizualizacj¢ zmian w ilosci lub rozmiarze agregatow
HTTla po zastosowaniu czgsteczki amiR136-13A. Uzyskanie takich wynikow mogloby
stanowi¢ istotne potwierdzenie wysokiego potencjatu terapeutycznego badanego amiRNA

oraz jego wptywu na kluczowe mechanizmy patofizjologiczne zwiagzane z choroba.

Dodatkowo, bioragc pod uwage wspomniane we wstepie doniesienia dotyczace
obecnosci zjawiska RAN translacji u pacjentéw HD oraz w modelach eksperymentalnych,
nalezatoby oceni¢ wplyw amiR136-13A na powstawanie biatek powstatych w wyniku tego
mechanizmu. Z uwagi na ich potencjalng toksyczno$¢, okreslenie, czy terapia oparta na
amiRNA wptywa na poziom bialek RAN translacyjnych, mogtoby dostarczy¢ dodatkowych

informacji na temat skutecznosci tej czasteczki.

Ponadto, sama metoda dostarczania, AAV5, cho¢ wyjatkowo skuteczna
I wykorzystywana w badaniach klinicznych od kilku lat, posiada pewne wady. Wprawdzie
W niniejszych badaniach nie odnotowano wystapienia efektow niespecyficznych, ktére mozna
by przypisa¢ bezposrednio dziataniu wektora, literatura donosi o mozliwosci wywolania
odpowiedzi immunologicznej, zwlaszcza przy wysokich dawkach lub powtéornym

podaniu (154, 177). Dodatkowo, stereotaktyczna iniekcja do prazkowia, cho¢ precyzyjna, jest
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zabiegiem inwazyjnym. Rozwigzaniem mogloby by¢ zastosowanie serotypow AAV
0 zdolnosci przenikania bariery krew-mozg, takich jak wspomniany wcze$niej AAV-PHP.eB.
Nalezy jednak pamigtac, ze tego rodzaju serotyp jest skuteczny przede wszystkim u myszy
Z okreslonym wariantem receptora Ly6a, ktorego ekspresja jest ograniczona albo nieobecna
U ludzi i niektorych szczepoéw gryzoni (178, 179). W zwigzku z tym, w przypadku przetozenia
tego podej$cia na modele ludzkie, konieczna bylaby dalsza optymalizacja kapsydow,
uwzgledniajaca ich tropizm gatunkowo-specyficzny. Systemowe podanie zwigksza tez ryzyko
ekspresji transgenu w tkankach obwodowych i zwigzanych z tym efektow ubocznych.
Konieczna bylaby zatem doktadna analiza biodystrybucji i ekspresji w calym organizmie.
Alternatywa do podejs¢ wektorowych, sa strategie oparte na nanono$nikach, takich jak
egzosomy (180). Takie podejscie w badaniach klinicznych wykorzystuje wspomniana
wczesniej firma EXORNA Bioscience. Cho¢ no$niki te mogg ograniczy¢ immunogenno$é
oraz konieczno$§¢ wykonania inwazyjnego =zabiegu, cechuja si¢ nizsza efektywnos$cia

I stabilnoscia, co moze wymagacé czestszych podan i generowac wyzsze koszty produkcji.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze przed ewentualnym wdrozeniem do badan klinicznych,
konieczne jest przeprowadzenie kompleksowej oceny bezpieczenstwa i farmakokinetyki
amiR136-13A w modelach naczelnych innych niz cztowiek (ang. non-human primates), ktore
ze wzgledu na wigksze podobienstwo do cztowieka w zakresie anatomii, fizjologii
oraz ekspresji genow, stanowig kluczowy etap walidacji potencjalnych terapeutykow opartych

na technologii RNA..

5. Znaczenie uzyskanych wynikéw dla rozwoju terapii chorob poliQ

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy stanowig istotny wktad w rozwdj terapii
wykorzystujacych narzgdzia RNAI ukierunkowanych na redukcje poziomu zmutowanych
biatek poliQ, aw szczegoélnosci HTT. Przedstawione wyniki dowodzg, ze odpowiednio
zaprojektowany konstrukt amiRNA moze nie tylko osigga¢ wysoka efektywno$¢ wyciszania,

ale réwniez minimalizowac ryzyko dziatah niepozadanych, w tym efektow off-target.

W pracy tej istotnym punktem odniesienia byta czasteczka amiR136-A2, stanowigca
punkt wyjscia dla dalszych modyfikacji konstrukcyjnych. Nowa czgsteczka, amiR136-13A,
charakteryzuje si¢ wyraznie korzystniejszym profilem zar6wno pod wzgledem efektywnosci

wyciszania mHTT, jak i bezpieczenstwa (tab. 28). Modyfikacja sekwencji skutkowata m.in.
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redukcja liczby w pelni komplementarnych potencjalnych sekwencji off-target do zera,
poprawa efektywnosci w mozgu myszy YAC128, a takze jej korzystniejsza obrobka
komorkowsa. Co istotne, efekty te uzyskano przy uzyciu dwukrotnie nizszej dawki wektora
AAVS,

terapeutycznych (181). Zestawienie to jednoznacznie wskazuje na wyzszy potencjal

co dodatkowo ogranicza ryzyko zwigzane z podaniem wysokich dawek

terapeutyczny wariantu amiR136-13A i uzasadnia jego wybor jako najlepszego kandydata do

dalszego rozwoju.

Tabela 28. Porownanie amiR136-A2 oraz amiR136-13A.

Cecha

amiR136-A2

amiR136-13A

Przewidywana sekwencja
nici wiodgcej

CUGCUGCAGCUGCUGCUGC

CUGCUGCAGCUGAUGCUGC

Liczba w petni
komplementarnych
sekwencji off-target

w ludzkim transkryptomie

10

Efektywnosc¢ wyciszania
mHTT w modelu
fibroblastow HD

50%

64%

Dawka wektora AAV5
potrzebna do osiggniecia
50% redukcji poziomu
MHTT W prgzkowiu

4x10% vg

2x10 vg

Redukcja poziomu mHTT
w korze mozgowej

20%

50%

Udzial nici wiodgcej
w HEK293T

81,1%

85,5%

Udziat w ekspresji
endogennych miRNA

0,15% w HEK293T

0,71% w HEK?293T,
0,02% w YAC128

Glowne warianty Nici
wiodgcej w HEK293T

CUGCUGCAGCUGCUGCUGCUGG
22 nt (42%)

CUGCUGCAGCUGAUGCUGCUG
21 nt (21%)

GCUGCUGCAGCUGCUGCUGCU
21 nt (17%)

GCUGCUGCAGCUGAUGCUGCUG
22 nt (18%)

Aktywacja odpowiedzi
zapalnej w modelu
YAC128

nie stwierdzono

nie stwierdzono

Obnizenie poziomu
ekspresji potencjalnych
genow off-target w modelu
YAC128

nie stwierdzono

nie stwierdzono

Ogolna tolerancja

czgsteczki w modelu dobra dobra
YAC128
Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzaja, ze strategia oparta na

allelo-selektywnym amiRNA o wysokiej efektywnosci moze stanowi¢ nie tylko bezpieczng

alternatywe¢ dla istniejacych strategii, lecz réwniez platform¢ wyjsciowa do tworzenia
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uniwersalnych  rozwigzan  terapeutycznych  dla  szerokiego  spektrum  choréb

neurodegeneracyjnych zwigzanych z ekspansjg powtorzen CAG.
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VI Whnioski

Celem niniejszej pracy bylo przezwyci¢zenie ograniczen czasteczki amiR136-A2,

a w szczeg6lnosci  zwickszenie jej bezpieczenstwa przy jednoczesnym zachowaniu

efektywnosci i allelo-selektywnosci, poprzez wprowadzenie dodatkowych substytucji

nukleotydowych w sekwencji nici wiodace;j.

Na podstawie przeprowadzonych badan sformutowano nastepujace wnioski:

1.

Wprowadzenie dodatkowych substytucji nukleotydowych (niesparowan) w pozycjach
9, 11 oraz 13 sekwencji nici wiodacej A2 poskutkowalo zredukowaniem liczby
potencjalnych sekwencji poza celem w ludzkim transkryptomie, przy jednoczesnym
zachowaniu albo zwigkszeniu efektywnosci dziatania czgsteczek.

Efektywnos¢ amiRNA byta zalezna od modelu komérkowego i choroby poliQ, co
wskazuje na konieczno$¢ indywidualnej selekcji terapeutycznego wariantu amiRNA
w zaleznos$ci od konkretnej jednostki chorobowe;j.

Sposrod wszystkich badanych wariantow, czgsteczka amiR136-13A (substytucja C>A
w pozycji 13) okazata si¢ najkorzystniejszym kandydatem — wykazywata najwyzsza
efektywno$¢ wyciszania ekspresji mMHTT i najnizszy potencjat off-target.

Zastosowanie amiR136-13A w badaniach in vivo pozwolito na zredukowanie dawki
wektora o polowg w poréwnaniu do amiR136-A2, z zachowaniem podobnej
efektywnosci w prazkowiu 1 hipokampie oraz wigkszej efektywnosci w korze mozgu.
Profil obrobki komorkowej amiR136-13A okazat si¢ korzystny: dominujaco uwalniana
byta ni¢ wiodgca, odnotowano wysoka homogenno$¢ konca 5’ in vivo, nie
obserwowano nadmiernego udzialu nici pasazerskiej ani zaklocenia szlaku
endogennych miRNA.

Zastosowanie amiR136-13A nie wywotalo istotnych efektow ubocznych ani objawow
toksycznos$ci w badanym modelu komoérkowym i in vivo, co potwierdza jej wysokie
bezpieczenstwo.

amiR136-13A redukuje poziom zmutowanej huntingtyny o peinej dtugosci, ale takze
efektywnie obniza poziom krotkiego, toksycznego biatka HTT1a.

amiR136-13A jest obiecujagcym kandydatem do dalszych badan nad jego potencjalnym

zastosowaniem w terapii HD.
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VIII Materialy suplementarne
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Rysunek S1. Rozktad gestosci logarytmicznej liczby odczytéw (ang. logcount density plot) dla
poszczegoblnych prob.
0O$ X pokazuje logarytmiczng liczbe odczytow, natomiast o$ Y przedstawia gesto$¢ rozktadu.

X13A — préby z NSC HD traktowanych amiR136-13A, IC39 — proby z NSC zdrowych, LUC — proby
zNSC HD traktowanych amiR136-LUC (kontrola negatywna), UTR — proby z NSC HD
nietraktowanych.

Tabela S1. Transkrypty o istotnej statystycznie roznicy w

vs amiR136-LUC.

ekspresji w grupie amiR136-13A

Ensembl ID ar:iaéelgn; ig A arrﬂall?si?':/l;ﬁrbc baseMean Fol dl(c):ghzange IfcSE stat pvalue Padj Symbol genu
ENSG00000259932.1 | 164,091746 | 277,942676 | 221,017211 |-0,75787944 | 0,17541796 | -4,32042093 | 1,5573E-05 |0,00760373 -
ENSG00000202515.1 | 293,883075 484,19833 389,040703 | -0,71952615 | 0,16791583 | -4,28504064 | 1,8271E-05 (0,00760373| VTRNAL-3
ENSG00000207008.1 | 289,271863 | 469,939362 | 379,605612 | -0,69692736 | 0,15482478 | -4,50139421 | 6,7509E-06 |0,00443353| SNORA54
ENSG00000120708.17| 293,454477 | 456,977325 | 375,215901 | -0,64308241 | 0,14058978 | -4,57417595 | 4,781E-06 |0,00391116| TGFBI
ENSGO00000198218.12| 543,712889 836,048007 689,880448 -0,6190472 | 0,13014223 | -4,75669726 | 1,9679E-06 [0,00241476| QRICH1
ENSG00000183598.4 | 3621,19261 | 5476,13826 | 4548,66544 |-0,59660081 | 0,10710678 | -5,57014992 | 2,5452E-08 |0,00025215| H3C13
ENSG00000004779.10| 1954,47542 | 2905,74178 2430,1086 | -0,5716995 | 0,12487109 | -4,57831742 | 4,6873E-06 |0,00391116| NDUFAB1
ENSGO00000028277.22| 226,794024 336,628367 281,711195 | -0,56733917 | 0,13348681 | -4,25015149 | 2,1363E-05 |0,00794365| POU2F2
ENSG00000243449.8 | 240,330035 | 352,562572 | 296,446303 | -0,55332788 | 0,13160576 | -4,20443513 | 2,6173E-05 |0,00893997| NICOL1
ENSGO00000179085.8 | 723,981161 1062,64144 893,311303 | -0,55260215 | 0,12471895 | -4,43077922 | 9,3893E-06 |0,00523711 DPM3
ENSG00000100285.10| 202,239248 | 295,900238 | 249,069743 | -0,54934258 | 0,1537666 | -3,57257422 | 0,00035349 |0,04053894| NEFH
ENSGO00000276966.3 | 40980,7194 59161,3333 50071,0263 | -0,52967597 | 0,11352527 | -4,66570996 | 3,0755E-06 |0,00290307 H4C5
ENSGO00000283498.1 | 272,414784 392,72514 332,569962 | -0,52704666 | 0,13761001 | -3,83000224 | 0,00012814 | 0,0253618 | MIR1244-2
ENSG00000278463.2 | 10112,286 14557,8242 | 12335,0551 | -0,52558546 | 0,09707963 | -5,41396225 | 6,1645E-08 |0,00025215| H2AC4
ENSGO00000196683.12| 3160,19447 4546,24853 3853,2215 | -0,52421861 | 0,12288704 | -4,26585756 | 1,9914E-05 |0,00763624| TOMM7
ENSG00000204065.3 | 673,812095 | 969,435274 | 821,623684 | -0,52344999 | 0,14281644 | -3,66519413 | 0,00024715 |0,03425709| TCEALS5
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ENSG00000140319.11| 6822,19195 | 9803,99428 8313,09311 | -0,5229786 | 0,09866827 | -5,30037246 | 1,1557E-07 |0,00035453 SRP14
ENSG00000177700.6 | 1082,0149 1536,80442 1309,40966 | -0,50581111 | 0,1245603 | -4,06077299 | 4,8911E-05 (0,01364047| POLR2L
ENSG00000160201.12| 1105,58485 | 1566,68345 1336,13415 | -0,50212866 | 0,12939618 | -3,88055244 | 0,00010422 (0,02282275| U2AF1
ENSG00000104979.9 | 1572,98895 | 2224,09115 1898,54005 | -0,4990135 | 0,11666227 | -4,27741967 | 1,8907E-05 (0,00760373| C190rf53
ENSG00000134809.9 | 702,871618 | 991,495027 847,183323 | -0,49536796 | 0,13151576 | -3,76660539 | 0,00016548 |0,02896953| TIMM10
ENSG00000124172.10| 6953,47267 | 9784,58875 8369,03071 | -0,49264443 | 0,11393282 | -4,32399035 | 1,5323E-05 |0,00760373| ATP5F1E
ENSG00000155368.18| 4042,98105 | 5672,40331 4857,69218 | -0,48834805 | 0,1085739 | -4,4978403 | 6,8647E-06 |0,00443353 DBI
ENSG00000143977.14| 3204,44347 | 4481,67752 3843,0605 | -0,48377415 | 0,11262399 | -4,29548059 | 1,7432E-05 (0,00760373| SNRPG
ENSG00000130332.15| 2320,07488 | 3244,26061 2782,16775 | -0,4833883 | 0,0989231 | -4,88650585 | 1,0264E-06 |0,00209919 LSM7
ENSG00000103363.16| 4316,55017 | 6024,16067 5170,35542 | -0,48060786 | 0,10805835 | -4,44766976 | 8,6807E-06 |0,00507241 ELOB
ENSG00000197780.11| 749,884043 | 1042,63804 896,261044 | -0,47470079 | 0,13277152 | -3,57532077 | 0,0003498 |0,04049415| TAF13
ENSG00000181218.6 | 1275,18512 | 1772,67153 1523,92833 | -0,4746444 | 0,0978409 | -4,85118593 | 1,2273E-06 (0,00215138| H2AC25
ENSG00000196787.5 | 19860,7584 27570,695 23715,7267 | -0,47315649 | 0,08650522 | -5,46968712 | 4,5083E-08 |0,00025215| H2AC11
ENSG00000276368.2 | 12467,1536 17230,719 14848,9363 | -0,46675938 | 0,09753724 | -4,78544786 | 1,7061E-06 (0,00241476| H2AC14
ENSG00000164713.10| 1527,99243 | 2112,32072 1820,15658 | -0,46657661 | 0,09980114 | -4,6750629 | 2,9386E-06 |0,00290307 BRI3
ENSG00000171530.15| 7128,72242 | 9848,21495 8488,46868 | -0,46605798 | 0,10903508 | -4,27438577 | 1,9166E-05 |0,00760373 TBCA
ENSG00000162385.11| 1859,29432 | 2568,71939 2214,00686 | -0,46578716 | 0,12220505 | -3,81152122 | 0,00013811 |0,02676562| MAGOH
ENSG00000170906.16| 1695,69565 | 2336,22084 2015,95825 | -0,46157298 | 0,10303423 | -4,47980241 | 7,4712E-06 |0,00458397| NDUFA3
ENSG00000189043.10| 7982,44186 | 10935,1981 9458,81999 | -0,4539517 | 0,10948359 | -4,14629904 | 3,3789E-05 | 0,0103657 | NDUFA4
ENSG00000150779.12| 1498,54628 | 2048,34335 1773,44482 | -0,45070315 | 0,10545501 | -4,27389019 | 1,9209E-05 (0,00760373| TIMMS8B
ENSG00000279407.1 | 439,300718 | 600,365757 519,833237 | -0,45004149 | 0,12453307 | -3,61383129 | 0,00030171 |0,03777783 -
ENSG00000182899.17| 31642,6868 | 43202,9094 37422,7981 | -0,44921703 | 0,11125978 | -4,03755083 | 5,4012E-05 |0,01440833| RPL35A
ENSG00000277157.2 | 27013,3064 | 36870,0145 31941,6604 | -0,4487317 | 0,09395013 | -4,77627523 | 1,7857E-06 |0,00241476 H4C4
ENSG00000198618.5 | 1455,47957 | 1984,19162 1719,83559 | -0,44672441 | 0,12811081 | -3,48701558 | 0,00048844 (0,04953457| PPIAP22
ENSG00000166562.10| 1162,72755 | 1585,24465 1373,9861 | -0,44620545 | 0,12178629 | -3,66383972 | 0,00024846 |0,03425709| SEC11C
ENSG00000163584.18| 1739,83825 | 2369,99655 2054,9174 | -0,44566204 | 0,11416028 | -3,90382761 | 9,4683E-05 (0,02151589| RPL22L1
ENSG00000186395.9 | 438,844019 | 594,038565 516,441292 | -0,43541134 | 0,12168743 | -3,57811257 | 0,00034608 |0,04044573 KRT10
ENSG00000264364.3 | 8096,84729 | 10947,9877 9522,41749 | -0,43513436 | 0,10437111 | -4,16910742 | 3,0579E-05 |0,00973217| DYNLL2
ENSG00000065518.8 | 3763,03637 | 5086,24534 4424,64085 | -0,43436745 | 0,11205438 | -3,87639872 | 0,00010601 |0,02282275| NDUFB4
ENSG00000115128.7 | 3431,19042 | 4633,79416 4032,49229 | -0,4331921 | 0,10547314 | -4,10713208 | 4,006E-05 | 0,0115947 SF3B6
ENSG00000276410.5 | 6266,31885 | 8452,80026 7359,55956 | -0,43155882 | 0,10265512 | -4,20396799 | 2,6228E-05 |0,00893997| H2BC3
ENSG00000277075.4 | 30559,6328 | 41158,9684 35859,3006 | -0,42953037 | 0,10867285 | -3,95250874 | 7,7336E-05 |0,01936717| H2AC8
ENSG00000185222.10( 2875,09977 | 3867,38699 3371,24338 | -0,42730673 | 0,12249829 | -3,48826706 | 0,00048616 |0,04953457| TCEAL9
ENSG00000137210.14| 1550,06501 | 2077,92374 1813,99437 | -0,42230827 | 0,12036761 | -3,50848766 | 0,00045066 | 0,0472656 | TMEM14B
ENSG00000182004.13| 6539,70666 | 8762,52846 7651,11756 | -0,42198514 | 0,11715639 | -3,60189615 | 0,0003159 |0,03876465| SNRPE
ENSG00000122026.12| 38990,6822 | 52235,3704 45613,0263 | -0,42186426 | 0,10820968 | -3,89858154 | 9,6758E-05 |0,02158755 RPL21
ENSG00000126267.11| 4669,67333 | 6254,33981 5462,00657 | -0,42129115 | 0,10647473 | -3,95672437 | 7,5985E-05 |0,01936717| COX6B1
ENSG00000144034.16| 1458,51978 | 1953,53616 1706,02797 | -0,42124862 | 0,11088649 | -3,79891744 | 0,00014533 [0,02702028| TPRKB
ENSG00000090266.13| 1102,69947 | 1470,81754 1286,75851 | -0,41503382 | 0,11385984 | -3,64512908 | 0,00026726 |0,03603866| NDUFB2
ENSG00000145592.14| 24160,9948 | 32171,6907 28166,3427 | -0,41306043 | 0,10904121 | -3,78811294 | 0,0001518 |0,02739245 RPL37
ENSG00000277775.2 | 14951,9691 | 19907,5406 17429,7549 | -0,41290234 | 0,09063866 | -4,5554769 | 5,2267E-06 |0,00400854 H3C7
ENSG00000170310.15| 1170,4918 1559,62625 1365,05903 | -0,41283922 | 0,1182126 | -3,49234518 | 0,0004788 (0,04937263 STX8
ENSG00000185088.14| 2790,0261 3709,58947 3249,80779 | -0,41058373 | 0,11326612 | -3,62494746 | 0,00028902 |0,03656255| RPS27L
ENSG00000125995.16| 1470,84432 | 1955,20151 1713,02291 | -0,41030519 | 0,11002183 | -3,72930701 | 0,00019201 |0,03059895| ROMO1
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ENSG00000137818.12| 35598,1891 | 47288,2614 41443,2253 | -0,40963558 | 0,1061315 | -3,85969842 | 0,00011353 | 0,0236117 RPLP1
ENSG00000105193.9 | 26442,3954 | 35112,1057 30777,2505 | -0,40905449 | 0,1075032 | -3,80504469 | 0,00014178 |0,02676562 RPS16
ENSG00000184260.6 | 18792,7449 | 24925,1699 21858,9574 | -0,40733169 | 0,10331397 | -3,94265819 | 8,0583E-05 |0,01977679| H2AC20

ENSG00000183011.14| 1046,55137 | 1387,84166 1217,19651 | -0,40674878 | 0,09869842 | -4,12112743 | 3,7702E-05 [0,01128402| NAA38
ENSG00000227063.5 | 2036,58705 | 2699,08839 2367,83772 | -0,40614002 | 0,10554871 | -3,84789177 | 0,00011914 | 0,0239664 | RPL41P1
ENSG00000278828.2 | 12317,6868 | 16323,8666 14320,7767 | -0,40612904 | 0,08980485 | -4,52235111 | 6,1157E-06 |0,00441442| H3C10
ENSG00000278637.3 | 3307,48674 4375,6497 3841,56822 | -0,40373497 | 0,09996159 | -4,03890106 | 5,3702E-05 |0,01440833 H4C1
ENSG00000231500.7 | 53861,7823 | 71242,2164 62551,9994 | -0,40344234 | 0,11349361 | -3,55475813 | 0,00037833 |0,04206228 RPS18
ENSG00000273983.2 | 14188,4736 | 18753,1767 16470,8251 | -0,40231076 | 0,08206547 | -4,9023148 | 9,4714E-07 (0,00209919 H3C8
ENSG00000273802.3 | 18511,6548 | 24299,4174 21405,5361 | -0,39240652 | 0,09965262 | -3,93774427 | 8,2251E-05 |0,01979028| H2BC8

ENSG00000198258.11| 3317,03125 | 4353,50132 3835,26628 | -0,39200224 | 0,10480067 | -3,74045561 | 0,00018369 |0,03041308 UBL5

ENSG00000189171.16| 994,993876 1304,6901 1149,84199 | -0,38969526 | 0,10426723 | -3,73746644 | 0,00018588 (0,03041308| S100A13

ENSG00000166441.13| 42357,8946 | 55479,4544 48918,6745 | -0,38928791 | 0,10596956 | -3,6735824 | 0,00023917 |0,03425709| RPL27A
ENSG00000274750.3 | 121755612 | 15862,8828 14019,222 | -0,38156282 | 0,08870385 | -4,30153629 | 1,6962E-05 |0,00760373 H3C6

ENSG00000197728.11| 4983,38534 | 6488,95759 5736,17146 | -0,38068959 | 0,10682908 | -3,56353903 | 0,00036589 |0,04119096 RPS26
ENSG00000233927.5 | 11939,376 15530,7774 13735,0767 | -0,37929739 | 0,1042642 | -3,63784871 | 0,00027492 | 0,0362753 RPS28
ENSG00000131174.7 | 2858,72288 | 3717,96966 3288,34627 | -0,37901571 | 0,10323539 | -3,67137383 | 0,00024125 |0,03425709| COX7B
ENSG00000160124.9 | 885,63826 1150,83024 1018,23425 | -0,37735531 | 0,09665523 | -3,90413755 | 9,4562E-05 (0,02151589 MIX23

ENSG00000106803.10| 2842,45222 | 3685,58175 3264,01699 | -0,37436675 | 0,09122292 | -4,10386702 | 4,063E-05 | 0,0115947 | SEC61B

ENSG00000213741.11| 15421,0126 | 19943,8259 17682,4192 | -0,37097604 | 0,10118162 | -3,66643709 | 0,00024595 |0,03425709 RPS29

ENSG00000130255.13| 15102,9743 19522,542 17312,7582 | -0,37021025 | 0,10336563 | -3,58156041 | 0,00034155 (0,04044573 RPL36
ENSG00000278771.1 | 12156,1958 | 15707,5588 13931,8773 | -0,36979035 | 0,0991271 | -3,73046677 | 0,00019113 [0,03059895| RN7SL3

ENSG00000164104.12| 30651,7087 | 39582,3245 35117,0166 | -0,36885805 | 0,10158034 | -3,63119517 | 0,00028211 |0,03646152| HMGB2
ENSG00000158164.7 | 7299,57606 | 9400,83807 8350,20706 | -0,36484797 | 0,09451757 | -3,86010737 | 0,00011334 | 0,0236117 | TMSB15A
ENSG00000198796.7 | 508,149938 | 653,669423 580,90968 | -0,36322976 | 0,10070944 | -3,60671025 | 0,0003101 |0,03843719| ALPK2

ENSG00000164587.13| 45566,0938 | 58457,9567 52012,0253 | -0,35939989 | 0,09472612 | -3,79409502 | 0,00014818 |0,02713959 RPS14
ENSG00000158373.9 | 25616,0515 | 32863,0383 29239,5449 | -0,35935571 | 0,09787064 | -3,67174174 | 0,0002409 |0,03425709| H2BC5
ENSG00000163344.6 | 761,733057 | 976,373746 869,053402 | -0,35789952 | 0,09998906 | -3,57938681 | 0,0003444 |0,04044573 PMVK
ENSG00000197153.5 | 8186,01094 | 10432,5205 9309,26571 | -0,34976564 | 0,09284053 | -3,76738093 | 0,00016497 |0,02896953| H3C12

ENSG00000100142.16| 1065,68028 | 1356,87425 1211,27727 | -0,34832704 | 0,09803018 | -3,55326326 | 0,00038048 (0,04206228| POLR2F
ENSG00000164778.4 | 3490,71408 | 4440,64513 3965,67961 | -0,34718825 | 0,07907946 | -4,39037178 | 1,1316E-05 |0,00603717 EN2
ENSG00000276168.1 | 944600,796 | 1198206,84 1071403,82 | -0,34310031 | 0,08914269 | -3,84888864 | 0,00011865 | 0,0239664 | RN7SL1

ENSG00000178878.13| 726,496251 | 915,867986 821,182119 | -0,33565742 | 0,09519955 | -3,52582978 | 0,00042216 |0,04584339| APOLD1
ENSG00000175550.8 | 2133,96359 | 2688,46678 2411,21518 | -0,33306118 | 0,08751848 | -3,80560953 | 0,00014146 |0,02676562| DRAP1

ENSG00000180573.10| 16857,0101 | 21138,6372 18997,8236 | -0,32644097 | 0,0899069 | -3,63087776 | 0,00028246 [0,03646152| H2AC6

ENSG00000106244.13| 4593,99038 | 5761,25452 5177,62245 | -0,32643886 | 0,09230832 | -3,53639698 | 0,00040562 |0,04444125| PDAP1

ENSG00000204387.15| 3290,75163 | 4117,51118 3704,13141 | -0,32299377 | 0,08784541 | -3,67684288 | 0,00023614 |0,03425709| SNHG32
ENSG00000247077.8 | 1423,92832 | 1780,51746 1602,22289 | -0,32211741 | 0,09207513 | -3,49841915 | 0,00046802 |0,04867063| PGAM5

ENSG00000175756.14| 1420,12827 | 1770,42493 1595,2766 -0,3182552 | 0,08479946 | -3,75303325 | 0,00017471 |0,02936764| AURKAIP1

ENSG00000177600.10( 12701,1151 | 15741,7691 14221,4421 | -0,3095165 | 0,08811617 | -3,5125961 | 0,00044375 [0,04694202| RPLP2

ENSG00000147224.13| 4944,60972 | 6124,06012 5534,33492 | -0,3085618 | 0,06522803 | -4,73050923 | 2,2396E-06 |0,00249835 PRPS1

ENSG00000233639.10| 4908,19343 | 5983,30824 5445,75084 | -0,28542153 | 0,07845198 | -3,63816857 | 0,00027458 | 0,0362753 | PANTR1

ENSG00000189184.12| 16917,3734 | 14389,3562 15653,3648 | 0,23354664 | 0,06436737 | 3,62833925 | 0,00028525 (0,03646152| PCDH18
ENSG00000113369.9 | 13392,2505 | 11282,3691 12337,3098 | 0,24732415 | 0,06739769 | 3,66962367 | 0,00024291 (0,03425709| ARRDC3
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ENSG00000138448.13| 4712,72858 3888,5946 4300,66159 | 0,27776464 | 0,07558725 | 3,67475507 | 0,00023808 |0,03425709 ITGAV
ENSG00000083097.15| 2361,93765 | 1945,89061 2153,91413 0,2797294 | 0,07436634 | 3,76150558 | 0,00016889 (0,02896953| DOP1A
ENSG00000184465.17| 3565,46307 | 2913,53084 3239,49696 | 0,29128094 | 0,07747031 | 3,75990408 | 0,00016998 |0,02896953| WDR27
ENSG00000151320.11| 1985,45194 | 1617,14385 1801,29789 | 0,29604107 | 0,08425015 | 3,51383454 | 0,00044169 [0,04694202| AKAP6
ENSG00000140450.9 | 8607,72622 | 7001,65301 7804,68961 | 0,29796276 | 0,07618064 | 3,91126628 | 9,1813E-05 |0,02151589| ARRDC4
ENSG00000100852.14| 15207,4685 | 12358,0756 13782,7721 | 0,29948575 | 0,07156985 | 4,18452408 | 2,8576E-05 [0,00947733| ARHGAPS5
ENSG00000078114.19| 1939,41513 | 1568,55141 1753,98327 | 0,30610145 | 0,07346726 | 4,16650131 | 3,0931E-05 (0,00973217 NEBL
ENSG00000111799.22| 2794,98236 | 2258,37016 2526,67626 | 0,30673042 | 0,08304119 | 3,69371436 | 0,000221 |0,03425709| COL12A1
ENSG00000173482.17| 1137,23585 | 908,609836 1022,92284 | 0,32356761 | 0,09020883 | 3,58687292 | 0,00033467 |0,04044573| PTPRM
ENSG00000162692.12| 2485,82267 | 1962,94177 2224,38222 | 0,34093594 | 0,08107482 | 4,20520153 | 2,6085E-05 |0,00893997| VCAM1
ENSG00000203930.15( 7512,85157 | 5927,82914 6720,34035 | 0,34166902 | 0,09810754 | 3,48259687 | 0,00049658 |0,04994654| LINC00632
ENSG00000177853.15| 6346,21993 | 5007,87647 5677,0482 | 0,34211888 | 0,08575374 | 3,98955052 | 6,6199E-05 |0,01728347| ZNF518A
ENSG00000197044.11| 1707,45738 | 1340,10824 1523,78281 | 0,35089099 | 0,09549268 | 3,67453276 | 0,00023829 (0,03425709| ZNF441
ENSG00000152208.13| 647,070427 | 506,003228 576,536827 | 0,35468501 | 0,09701607 | 3,65594088 | 0,00025624 |0,03493696| GRID2
ENSG00000144642.22| 892,619363 | 698,408925 795,514144 | 0,35614251 | 0,10114159 | 3,52122709 | 0,00042955 |0,04623741] RBMS3
ENSG00000185189.18| 718,332118 551,3518 634,841959 | 0,37995177 | 0,10655644 | 3,5657325 | 0,00036284 |0,04119096| NRBP2
ENSG00000134376.17| 674,949425 | 503,198201 589,073813 0,4242746 | 0,11514637 | 3,68465455 | 0,00022901 (0,03425709 CRB1
ENSG00000164796.18| 263,419302 186,5539 224,986601 0,4991178 | 0,13920399 | 3,58551368 | 0,00033642 (0,04044573| CSMD3
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