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Opracowanie nowych wariantow sztucznych mikroRNA
do selektywnego obnizania poziomu zmutowanego bialka
w podejsciu terapeutycznym dla choroby Huntingtona

Choroba Huntingtona (HD) oraz inne schorzenia spowodowane ekspansja 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 miedzy skuteczno$cia terapeutyczna
a bezpieczenstwem stosowanych czasteczek, ze szczegdlnym uwzglednieniem minimalizacji efektow
niespecyficznych. Wczesniej opracowana czgsteczka bedaca sztucznym mikroRNA, amiR136 A2,
celujaca w powtdrzenia CAG i posiadajaca niesparowanie w pozycji 8 nici wiodacej, wykazywata dobra
efektywnos$¢ wyciszania HTT oraz allelo-selektywnosé, ale jej dalszy rozwdj ograniczaly pewne
niedoskonalosci, takie jak nizsza aktywno$¢ w korze mozgu oraz obecnos¢ w petni 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 efektywnosé
wyciszania zmutowanego genu HTT zar6wno w modelach komorkowych HD, jak i zwierzgcym,
osiagajac porownywalny efekt przy zastosowaniu dawki wektora AAVS5 nizszej o potowe w porownaniu

do wariantu wyj$ciowego.

amiR136-13A charakteryzowata sie zmniejszong liczbg potencjalnych sekwencji off-target,
korzystnym profilem obrobki komorkowej, zwickszonym udziatem nici wiodacej w stosunku do
amiR136-A2, oraz wysokg homogennoscia konca 5’ w prazkowiu myszy YAC128. W modelu in vivo
wykazano, ze czgsteczka 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 komoérkowym
z indukowalng ekspresja HTT1a potwierdzono zdolno$¢ czasteczki do obnizania poziomu toksycznej,

kroétkiej formy huntingtyny, ktora istotnie przyczynia si¢ do patogenezy HD.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze amiR136-13A stanowi bezpieczniejsza 1 efektywniejsza
alternatywe dla amiR136-A2 i jest zarazem obiecujagcym kandydatem do dalszego rozwoju jako

potencjalne narzedzie terapeutyczne dla HD oraz innych chorob poliglutaminowych.



