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UvoD

Huntingtonova bolezen je redka neozdravljiva nevrodege-
nerativna dedna bolezen, ki prizadene 5 do 10 ljudi na
100.000. Deduje se avtosomno dominantno in se zacne
izrazati pri ljudeh med 30. in 50. letom starosti. Za znadilno
simptomatiko je zadolzena mutacija v genu za protein hun-
tingtin (HTT), ki se nahaja na kromosomskem lokusu
4p16.3. Zaradi ekspanzije ponovitev trojcka nukleotidov
CAG na 5-koncu HTT nastaja mutiran HTT (mHTT), ki
tvori inkluzijska telesa in povzro€a okvare nevronov v stria-
tumu (1).

POVZETEK

Huntingtonova bolezen je redka neozdravljiva ne-
vrodegenerativna bolezen centralnega zivéevja, ki
jo povzroGa mutacija v genu za huntingtin (HTT).
Trenutno nimamo zdravila, ki bi ozdravilo ali upo-
¢asnilo potek bolezni, zato je zdravljenje vecinoma
simptomatsko. Gensko zdravlienje predstavlja nov
pristop, ki cilja vzrok za nastanek te bolezni. Pre-
ucCujejo vnos nevroprotektivnih genov ter tehnologije
utiSanja genov in urejanja genoma v upanju, da
bodo ti pristopi upocasnili napredovanje bolezni.
Clanek se osredoto&a na principe teh novih pristo-
pov in podaja trenutno stanje razvoja genskega
zdravljenja pri Huntingtonovi bolezni.
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ABSTRACT

Huntington's disease is a rare, incurable neurode-
generative disease of the central nervous system
caused by the mutation in the HTT gene. Currently,
there is no treatment that can cure or slow the
course of Huntington's disease, so the treatment is
aimed at ameliorating symptoms. Gene therapy is
a promising new approach that targets the cause
of Huntington's disease. Insertion of neuroprotective
genes, gene silencing, and genome editing tech-
nologies are being investigated in the hope of pro-
ving effective in stopping progression of the disease.
The article focuses on principles of this new ap-
proaches and presents the current state of deve-
lopment of gene therapy for Huntington's disease.
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Zdravlienje Huntingtonove bolezni poteka simptomatsko,
pri Cemer uporabliamo antipsihotike, antidepresive in te-
trabenazin, ki je namenjen zdravljenju horeje (2). Ker je HD
za razliko od drugih nevrodegenerativnin bolezni mono-
genska bolezen, se v zadnjih letih kot nova moznost zdra-
vljenja ponuja gensko zdravljenje.
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KAJ JE GENSKO
ZDRAVLJENJE?

Pri genskem zdravljenju gre v osnovi za vnos terapevtskega
gena v organizem z uporabo primernega vektorja. Ta je
lahko virusni ali nevirusni, pri Semer so na primeru Hun-
tingtonove bolezni najbolj proucevali adenoasociacijske vi-
rusne (AAV) vektorje. AAV je nepatogen virus z nizko imu-
nogenostjo, ki za okuzbo celic in razmnoZevanije potrebuje
pomo¢ adenovirusa. Sposoben se je pocasi, a z vecjo
specificnostjo, vgraditi na kromosomski lokus 199q13.4,
kar omogocCa dolgotrajno izrazanje terapevtskega gena

@A)

Glavna ovira genskega zdravljenja Huntingtonove bolezni
je tezavna dostava terapevtskih genov v mozgane. Kot
moznosti za dostavo se ponujajo intratekalna in intraven-
trikularna injekcija, vnos s pomodjo ¢rpalke in uporaba vi-
rusnih vektorjev, ki ciligjo mozgane (3). Kot mozni dostavni
sistem lahko omenimo e vsaditev enkapsuliranih celic z
vstavljenim terapevtskim genom (4).

VNOS NEVROPROTEKTIVNIH
GENOV

Vecina terapevtskih genov, vnesenih s pomocjo AAV, deluje
nevroprotektivno in tako zmanjSa simptome bolezni. Do-
kazali so, da je v mozganih bolnikov s Huntingtonovo bo-
leznijo pomanjkanje mozganskega nevrotrofinega dejav-
nika (BDNF), kar je najverjetneje posledica transkripcijske
disregulacije in zmanjSanega aksonskega transporta. Zato
vnos gena za BDNF, ki omogoc¢a prezivetje, rast in plasti-
¢nost nevronov striatuma, predstavlja eno od moznosti za
zmanjSanje degeneracije striatalnih nevronov in upo¢asnitev
napredovanja bolezni (3, 5). Podobno nevroprotektivno
vlogo imata Se gena za nevrotroficni dejavnik celic glije
(GDNF) in neurturin; slednii pri intrastriatalni dostavi deluje
zas¢itno tudi na kortikalne nevrone, katerin spremembe
se pri HD kazejo v kognitivnih in psihicnih motnjah (3).

Med nevrotrofi€nimi dejavniki je po raziskavah na celi¢nih
linijah in zivalskin modelih najvedji obet predstavljal ciliarni
nevrotroficni dejavnik (CNTF), ki spada med citokine in
vodi diferenciacijo celic v astrocite. Bil je prvi trofi¢ni dejav-

nik, ki je vstopil v fazo | klinicnega testiranja. CNTF so
vgradili v ledvine celice mladi¢a hrcka (BHK), ki so jih
nato enkapsulirali in vstavili v desni lateralni ventrikel. Re-
zultati Klini¢ne raziskave niso bili dovolj dobri, da bi nada-
lievali s testiranjem, so pa dokazali prednost takSnega do-
stavnega sistem pred sistemsko aplikacijo (4).

Najverjetneje so razlog za manjSo ucinkovitost nevrotrofi-
¢nih dejavnikov pri simptomatskih pacientin s Huntingto-
novo boleznijo toksi¢ni ucinki mMHTT, ki po dosegu dolocene
koncentraciie mHTT v nevronih postanejo ireverzibilni (3).

UTISANJE GENOV

Za razliko od drugih nevrodegenerativnih bolezni pri Hun-
tingtonovi bolezni dobro poznamo vzrok, zato lahko s pri-
stopi, ki zavrejo izrazanje mHTT na transkripcijskem ali
posttranskripcijskem nivoju, upo¢asnimo ali prepre¢imo na-
stop bolezni (5). Med bolj obetavnimi so naslednji pristopi.

4.1 RNA-INTERFERENCA

RNA-interferenca (RNAI) je evolucijsko ohranjen mehanizem
uravnavanja izrazanja genov na posttranskripcijskem nivoju.
Ko se dolo¢en gen prepiSe, nastane informacijska RNA
(mRNA), ki se prevede v proteinsko zaporedje. Koli¢ino
mMRNA v celicah uravnavajo endogene mikro RNA (miRNA),
ki odvisno od stopnje komplementarnosti bodisi fizicno
zavirajo translacijo bodisi inducirajo razgradnjo mRNA v z
RNA-induciranem kompleksu za utiSanje genov (RISC) (6).

Po prepisu gena za mikro RNA se sprva tvori primarna
miRNA (pri-miRNA), ki zaradi komplementarnosti znotraj
transkripta tvori strukturo lasnice. V jedru pod vplivom en-
cima DROSHA in kofaktorjev nastane manjSa prekurzorska
miRNA (pre-miRNA), ki se preko exportina-5 prenese v ci-
toplazmo. Tam encim DICER prereze lasnico in nastane
dupleks miRNA. Praviloma je le ena od verig dupleksa
miRNA funkcionalna (drugo razgradijo nukleaze) in na os-
novi komplementarnosti v kompleksu RISC prepozna in
veze tarcne mRNA, kar povzroCi njihovo razgradnjo ali (po-
gosteje) ustavi translacijo (slika 1) (6).

Terapevtska RNA-interferenca deluje na posttranskripcij-
skem nivoju in zmanjSa nastajanje mHTT. Ta pristop vklju-
Cuje kratke molekule RNA: kratko interferenéno RNA
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Slika 1: Biogeneza miRNA in njena funkcija.
Figure 1: Biogenesis and function of miRNA.

(siRNA), kratko lasnicno RNA (shRNA) in miBNA (3). V
sploSnem gre za izkoris€anje endogenega sistema za pro-
cesiranje miRNA, s katerim aktiviramo terapevtsko RNAI.

Terapevtske molekule RNAI lahko dobimo z in vitro sintezo
dvoverizne RNA, kot je to znacilno za siRNA, in z ektopi-
¢nim izraZzanjem shRNA ali miRNA v celicah po vnosu
ustreznih genov z virusnimi ali plazmidnimi vektoriji (6). Sin-
tezno ustvarjena siRNA je v osnovi enaka zrelemu dupleksu
miRNA in se lahko po vstopu v celice takoj vgradi v kom-
pleks RISC, medtem ko se morata shRNA in miRNA najprej
prepisati iz vnesene DNA, nato pa Se predelati v istem si-
stemu kot endogena miRNA. Za vnos shRNA ali miRNA je
uporaben vektor AAV, medtem ko lahko siRNA vnesemo z
liposomi. Z vektorjiem AAV vnesena shRNA izkazuje dol-
gotrajnejsi ucCinek. Pri sinteznih molekulah siRNA najvecjo
oviro predstavija tezaven vstop v celice in hitro odstranje-
vanje. Vendar pa lahko sintezne siRNA kemijsko modifici-
ramo, jih konjugiramo s holesterolom in tako izboljSamo
celi¢ni privzem in njihovo stabilnost (6, 7). Poleg tega je
lahko ¢asovno omejeno delovanje siBNA prednost, saj je
mozno spreminjanje ali prenehanje z zdravljenjem (7).

Ceprav RNAI predstavija velik potencial za zdravijenje Hun-
tingtonove bolezni, je prav nepoznavanje vseh molekularnih
poti, v katere se vpletajo vnesene inhibitorne RNA, razlog
za previdnost. Vemo, da je za preprecitev nastopa Hun-
tingtonove bolezni potrebna konstantna zavora translacije
mMRNA, ki nosi zapis za mHTT. To lahko dosezemo z vek-
torjem AAV, ki transgen integrira v . genom, vendar pa se
moramo zavedati, da vnesenega transgena kasneje ne
moremo odstraniti. Zagotoviti je treba ¢im vecjo komple-
mentarnost inhibitorne RNA s taréno mRNA, da zmanj-
Samo moznosti nespecificnih ucinkov (tj. vezavo na druge
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tarCe (off-target effects)) in drugih ucinkov, ki so posledica
vmesSavanja v endogeni sistem miRNA) (6).

Ker je najveC bolnikov s Huntingtonovo boleznijo prav he-
terozigotov, je treba premisliti, ali je smiselno zavirati obe
alelni razlicici, saj so ugotovili, da pogojno izbitje gena za
divji tip huntingtina povzroci nevrodegeneracijo (5). Za do-
seganje specificnosti terapevtika je izkoris¢anje povecanja
ponovitev CAG malo verjetno. Pri specificnem ciljanju je
treba poiskati polimorfizme posameznih nukleotidov (SNP),
ki so znacilni le za mutirano razli¢ico HTT in se pojavljajo v
kodirajoCih segmentih gena, kar je zamudno in drago, po-
leg tega pa je strategija uporabe siRNA ali miRNA, ki ne
razlikujejo med aleli HTT (t. i. pristop alelno nespecificne
RNAI), bolj prou¢evana (6, 8). Obenem obstajajo Studije,
ki na modelih Huntingtonove bolezni pri uporabi alelno ne-
specificne RNAI kazejo izboljSanje vedenija, kljub znizanju
diviega tipa huntingtina (9). Prve inhibitorne molekule RNA
v Kklini¢nih raziskavah bodo zato najverjetneje nespecificne
(6). Z uporabo siRNA bi sicer lahko dosegli visoko sele-
ktivnost, vendar je vpraSanije, ali bi nasli dovolj SNP z dovol]
veliko razSirjenostjo pri bolnikih s Huntingtonovo boleznijo,
da bi bil terapevtik uporaben za vecino bolnikov. Verjetno
bi bilo potrebno ustvariti nabor alelno specificnih siRNA, iz
katerega bi nato na osnovi genotipizacije bolnika izbrali
zanj najbolj ustrezno razlicico siRNA (8).

4.2 PROTISMISELNI OLIGONUKLEOTIDI

Protismiselni oligonukleotidi (ASO) so v povprecju 20 nu-
kleotidov dolge molekule, ki se prav tako kot siRNA vezejo
na komplementarno zaporedje na mRNA HTT, kar fizicno
zavira translacijo mBNA v huntingtin in inducira razgradnjo
mRBNA z RNazo H (10, 11). Za razliko od RNAI, protismiselni
oligonukleotidi za aktivacijo ne potrebujejo endogenega si-
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stema za procesiranje miRNA. Za oligonukleotidna zapo-
redja je znacilno, da so obcutljiva na razgradnjo z eksonu-
kleazami, zato pri nacrtovanju protismiselnih oligonukleo-
tidov pogosto spremenimo fosfodiestrsko vez v
fosforotioatno, modificiramo heterocikle purinskinh ali piri-
midinskih baz in sladkorno-fosfatno verigo (11).

Protismiselne oligonukleotide lahko nadrtujemo tako, da
dosezemo alelno specificnost. Za izvedbo tega poiséemo
heterozigotne SNP, ki so pogosti in prisotni v mutirani ra-
Zli€ici gena in njegovem transkriptu pri Sirokem naboru
bolnikov s Huntingtonovo boleznijo. Ce je bolnik za izbran
SNP homozigot, potem s protismiselnimi oligonukleotidom,
nacrtovanim za ta SNP, ne moremo doseci specificnosti.
Tehnologija protismiselnih oligonukleotidov ima to prednost
pred RNAI, da lahko specifi¢nost dosezemo tudi z uporabo
SNP v intronih, saj se protismiselni oligonukleotidi vezejo
tudi na pre-mRNA, kar inducira njeno razgradnjo z RNazo
H (12).

Protismiselni oligonukleotidi izkazujejo velik potencial na po-
drocju nevrodegenerativnih bolezni, vendar jih je prav tako
kot terapevtike na osnovi RNAI potrebno dostaviti z intrate-
kalno ali intrastriatalno injekcijo (10). Trenutno je IONIS-
HTTRX, alelno nespecificni kemijsko modificiran protismiselni
oligonukleotid, v fazi I/Il Klinicnega testiranja (13, 14).

4.3 PROTEINI Z DOMENAMI CINKOVIH
PRSTOV

Kot zanimiv nacin znizevanja izrazanja mHTT se ponujajo
proteini zdomenami cinkovih prstoy, ki jih lahko nacrtujemo
tako, da prepoznavajo razli¢na zaporedja v DNA. Od prej
omenjenih terapevtskih strategij z RNAI in protismiselnimi
oligonukleotidi se razlikujejo v tem, da delujejo na tran-
skripcijskem nivoju in tako ponujajo drugacen pristop k
utiSanju mHTT.

Na misjem modelu HD R6/2 so dokazali, da proteini z do-
menami cinkovih prstov, ki se vezejo na ponovitve CAG,
izkazujejo doloCeno selektivnost za HTT z vedjim Stevilom
ponovitev trojckov nukleotidov CAG. Z nadaljnjimi poskusi
S0 ugotovili, da se proteini z domenami cinkovih prstov ne
vezejo na druge gene, ki vsebujejo relativno visoko Stevilo
ponovitev CAG (15). Proteini z domenami cinkovih prstov
tako predstavijagjo moznost za zdravljenje Huntingtonove
bolezni, vendar so trenutno raziskave v tej smeri na pred-
klini¢nem nivoju. Tako kot pri terapevtski ShRNA in miRNA
bi bilo tudi za proteine z domenami cinkovih prstov potre-
bno vgraditi gensko informacijo v obliko vektorja AAV, kon-

¢ni produkt pa dostaviti v mozgane z uporabo intrastriataine
injekcije.

UREJANJE GENOMA

Urejanje genoma ima najvedji terapevtski potencial pri ne-
katerih rakavih boleznih in monogenskih boleznih, kot je to
Huntingtonova bolezen. Za razliko od tehnologij utiSanja
genov lahko z uporabo naprednih in prefinjenin tehnologij,
kot sta nukleaze z motivi cinkovih prstov (ZFN) in
CRISPR/Cas9, dosezemo izrez gena, kar trajno zavre nje-
govo izrazanje. Poleg tega lahko na mesto prereza vsta-
vimo nov gen, vendar za zdravljenje Huntingtonove bolezni
bolj prouCujejo izrez mutiranega HTT, ki ga z vecjo speci-
ficnostjo omogoca tehnologija CRISPR/Cas9.

5.1 CRISPR/CAS9

CRISPR/Cas je imunski sistem bakterij, ki skrbi za obrambo
pred tujimi nukleinskimi kislinami, kot so virusni genomi.
CRISPR so skupki urejeno porazdeljenih kratkih palindrom-
skih zaporedij v bakterijskem genomu, kamor se po vdoru
vgradi tuja nukleinska kislina, ki se nato prepise in predela
v CRISPR RNA (crBNA). CrRNA skupaj s trans-aktivirajoco
crRNA (tracrRNA) tvori kompleks s CRISPR-povezanimi
(Cas) proteini, kar predstavlja aktiven sistem. Ko enaka
tuja nukleinska kislina ponovno vdre v bakterijsko celico,
se tvori heterodupleks DNA-RNA, kar vodi v razgradnjo
tuje DNA s sistemom CRISPR/Cas. Eksperimentalno so
ugotovili, da lahko ta trikomponentni sistem poenostavimo
z zdruzitvijo tracrRNA in crRNA v vodiino RNA (gRNA),
znotraj katere priblizno 20 nukleotidov dolgo zaporedje
doloCa specificnost (slika 2). Za najbolj uporabno se je
med nukleazami Cas izkazala Cas9 bakterije Streptococ-
cus pyogenes, ki za delovanje potrebuje zaporedje 5'-
NGG-3' (t.i. PAM) neposredno za tar¢nim mestom (16).

Z uporabo sistema CRISPR/Cas9, ki prereze znotraj iz-
branega gena, lahko specifi¢no in trajno zavremo izrazanje
mHTT, kar predstavija prednost pred protismiselnimi oli-
gonukleotidi in siRNA. Ker ima takSen pristop za posledico
trajno prekinitev transkripcije gena, je treba zagotoviti visoko
alelno specificnost za mutiran HTT, kar lahko dosezemo z
izbiro tistih heterozigotnih SNP, ki se nahajajo v obmocju
PAM. Za cepitev s Cas9 se mora za tar¢nim zaporedjem
nahajati zaporedje PAM 5'-NGG-3', kar pomeni, da mo-
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Slika 2: Urejanje genoma s tehnologijo
CRISPR/Cas9.

Figure 2: Genome editing using CRISPR/Cas9
technology.

ramo v mutiranem alelu imeti NGG, v normalnem pa takSen
trojcek nukleotidov, ki ne vsebuje gvaninskega nukleotida
na drugem ali tretiem mestu (17). TakSen nacin doseganja
specificnosti se je na celi¢nih linijah izkazal za uspesSnega,
vendar je malo verjetno, da bi z izbranimi SNP zajeli celotno
populacijo bolnikov s Huntingtonovo boleznijo.

Ceprav za vnos sistema CRISPR/Cas9 v celice najvedkrat
uporabliamo plazmide, takSen sistem ni primeren za vnos
in vivo. Najboljsi vektorji za in vivo vnos genov so virusni
vektorji, med katerimi je terapevtsko najbolj uporaben vek-
tor AAV. Slabost takega vektorja je predvsem omejena ko-
li¢ina genskega materiala, ki ga lahko vanj vgradimo. Nu-
kleaza Cas9 bakterije S. pyogenes ima priblizno 4,2 kb
veliko cDNA, vektor AAV pa ima kapaciteto, manjSo od
4,8 kb, poleg tega moramo v isti vektor vgraditi Se zapo-
redje za gRNA. Mozna je zamenjava Cas9 z manjSim orto-
logom, kot je npr. Cas9 bakterije Staphylococcus aureus,
ali pa uporaba drugih virusnih vektorjev z vecjo kapaciteto,
ki pa so terapevtsko manj primerni (16).

Tehnologija CRISPR/Cas9 bo pri Huntingtonovi bolezni med
vsemi omenjenimi tehnologijami predstavijala najbolj celovito
in trajno resitev, a morda ne najbolj varno. Zato bo pred uporabo
na Cloveku treba narediti obsezne predklinicne raziskave, ki
bodo opredelile primernost nadaljevanja v klinicno testiranje.

PERSONALIZIRANA GENSKA
TERAPIJA

Z napredkom na podro¢ju genskega zdravijenja se pogosto
omenja personalizacija genskega zdravljenja. Ljudje se

med seboj razlikujemo v SNP. Pri uporabi terapevtikov, ki
se z visoko specificnostjo vezejo na taréna nukleotidna
zaporedja, se tako lahko zgodi, da izbran terapevtik za
nekoga ni najbolj optimalen. Pri CRISPR/Cas9, ki dosega
alelno specificnost z uporabo SNP v PAM, lahko ze en
drugacen nukleotid v zaporedju PAM pomeni neucinkovi-
tost ali neselektivnost (17). Poleg tega so tudi terapevtiki
na osnovi utiSanja genov (RNAIi, ASO), ki selektivnost do-
segajo z upostevanjem pogostin SNP, pri manjsini bolnikov
neuporabni.

Za posameznika s Huntingtonovo boleznijo bi bilo potrebno
izvesti genotipizacijo, da ugotovimo, kateri izmed terapev-
tikov bi bil zanj najbolj primeren, vendar pri¢akovati, da bi
za vsakega posameznika izdelali poseben terapevtik, ni
realno. Vsako zdravilo mora skozi draga kliniCna testiranja,
poleg tega pa so navadno prav genska zdravila tista, ki
imajo najmanjSo cilino populacijo.

SKLEPI

Genska terapija glede na dosedanje simptomatsko zdra-
vljenje predstavlja revolucionaren pristop k zdravljenju Hun-
tingtonove bolezni, saj se prvi€ ponuja moznost preprecitve
nastanka bolezni. Kljub velikemu napredku na tem podrocju
je na pot genskega zdravljenja potrebno stopati pocasi.
Prvi¢ imamo v rokah orodja, s katerimi lahko poljubno pre-
urejamo genom, ob Cemer se pojavljajo Stevilna eticna
vpraSanja, ki jih ne smemo zanemariti. Poleg tega zadnje
Case prednosti, ki jin ponujajo napredni nacini zdravljenja,
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v ozadje potiskajo spoznanja, da ne poznamo vseh mole-
kularnih mehanizmov, v katere se s taksnimi pristopi vple-
tamo. Zato je klju¢nega pomena, da pred uporabo gen-
skega zdravljenja na bolnikin s Huntingtonovo boleznijo
preteCe dovolj ¢asa, da poleg ucinkovitosti dobro ovred-
notimo tudi vidik varnosti.
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