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SLOVAK SUMMARY / ZHRNUTIE V SLOVENCINE

Huntingtonova choroba (Huntington’s disease, HD) patri k doposial nevylieCitelnym
neurodegenerativnym ochoreniam vykazujicim autozomovo dominantnt dedi¢nost.
Samotnou pri¢inou ochorenia je nadpocetné opakovanie C-A-G koddnu, v pocte 40 a viac,
v géne kddujucom protein huntingtin (HTT). Expanziou C-A-G tripletu dochadza k vzniku
mutantnej formy huntigtinu a celkovej zmene jeho funkcie v organizme. Zmutovany HTT
protein sa ukazal byt prevladajicou toxickou entitou, ktora podmienuje vznik HD patogenézy
v mozgu. Velky vyznam sa preto priklada vyvoju terapeutickych stratégii, ktorych cielom je
znizit hladinu zmutovaného HTT proteinu. Mikro (mi)RNA patria do triedy malych bunkovych
RNA, ktoré sa na zaklade komplementarity baz viazu na prislusSné mRNA a tym potlacaju ich
translaciu do proteinu. miRNA mozu potencidlne sluzit ako terapeuticky nastroj na znizenie
expresie mutantného HTT génu. V klinickych aplikaciach je expresna kazeta kddujica danu
terapeuticki miRNA dorucend do mozgu za pomoci adeno-asociovanych virusov (AAV),
kde zaruci dlhodobu expresiou miRNA prekurzorov a to v priebehu niekolkych rokov. Tieto
prekurzory su dalej spracovavané mechanizmom bunkovej RNA interferencie (RNAi) za
vzniku maturovanej miRNA molekuly, ktord rozpoznava Specificki sekvenciu v HTT mRNA
a zabezpedi znizenie produkcie toxického HTT proteinu.

V prvej kapitole opisujeme sucasné poznatky o Huntingtonovej patogenéze,
terapeutickych stratégiach, ktoré znizuju hladinu zmutovaného HTT, a bunkové a Zivocisne
modely umoziujuce preklinicky vyskum tohto ochorenia. Zaradili sme génovu terapiu
vyuzivajuci miRNA dorucovanych pomocov AAV virusov medzi, v sucasnosti Studované,
terapeutické metddy zniZovania hladiny zmutovaného HTT. Popisujeme experimentdlne
poznatky ziskané z predklinickych studii na bunkovych a zvieracich modeloch Huntingtonovej
choroby, ktoré st dékazom potencialnej icinnosti génovej terapie na lieCenie Huntingtonovej
choroby, a potrebnym predpokladom pred zaciatkom klinickej studie.

V druhej kapitole opisujeme pilotnu studiu vyuzivajicu génovu terapiu na zaklade
miRNA. Navrhli a testovali sme Ucinnost réznych terapeutickych miRNA zacielenych na rézne
sekvencie v HTT exdnoch 1, 50 a 67 in vitro a in vivo. Na zaklade ziskanych vysledkov sme
pre dalsi predklinicky vyskum vybrali miHTT konstrukt zacieleny na sekvenciu umiestnenu
jeden nukleotid upstream od zaciatku CAG opakovania v exone 1. miHTT konstrukt vykazoval
najsilnejsiu ucinnost in vitro a v humanizovanom my$acom modeli (hu128/21). Okrem toho
sme ako prvi v oblasti vyskumu Huntingtonovej choroby testovali niekolko pre-miRNA
prekurzorov s ciefom zvysit bezpecnost lieku. Identifikovali sme pre-miR-451 ako jediny
prekurzor, ktory neprodukuje opozitny retazec in vitro a in vivo, a preto zlepsuje profil
bezpecnosti lieku.

V nadvaznosti na predchadzajicu $tddiu sme sa rozhodli otestovat Gc¢innost génovej
terapie vyuZivajucej miHTT-451 konstrukt na potlacenie agregdcie HTT proteinu
a neurodegeneracie. V tretej kapitole sme injektovali AAV5 vektory nesice miHTT-451
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konstrukt bilaterdlne do pruzkovaného telesa (striatum) potkanov, ktoré reprezentuju
lentivirusoy model Huntingtonovej choroby a nasledne sme merali terapeutickd odpoved.
Ukazali sme vyrazné znizenie poctu HTT agregatov, ¢o viedlo k potlaceniu neuronalnej
dysfunkcie dva mesiace po injektovani. Tato Studia preukdzala funkéni Gcéinnost AAVS5-
miHTT-451 konStruktu na potlacenie patologickych prihod spdsobenych zmutovanym
HTT proteinom. NaSe vysledky podporili pokracovanie predklinickych Studii na dalSich
zvieracich modeloch, ktoré su mimo rozsahu tejto prace. V sucasnej dobe je miHTT-451
konstrukt sflubnym kandiddtom (AMT-130) v uniQure pre lie¢enie Huntingtonovej choroby.
V oktdbri 2017 bola AMT-130 génova terapia oznacena organizaciou FDA (Food and Drug
Administration) v USA ako ,,Orphan Drug“ a v januari 2018 organizaciou EMA (European
Medicines Agency) ako ,, Orphan Medicinal Product Designation” (OMPD), vdaka comu
sa stala prvou Studovanou AAV génovou terapiou, ktord prijala toto oznacenie na poli
Huntingtonovej choroby. Ocakava sa, Zze AMT-130 vstupi do klinického vyvoja v roku 2019.

Uloha miRNA v cytoplazme je pomerne dobre popisand, ale ich funkcia v jadre bunky
zacala byt objasriovana iba nedavno. Zaujimavé je znizovanie HTT mRNA v jadre, pretoze
v jadre bola hlasena urcitd Uroven toxicity sp6sobend HTT mRNA. Okrem toho rozsirenie
terapeutického Gc¢inku miRNA do jadra bunky by mohlo v budicnosti pontdknut nové moznosti
v aplikacach aj pre iné ochorenia. V Stvrtej kapitole sme navrhli miRNA, ktoré su Specificky
zamerané na nedavno identifikovanu polymorfnd sekvenciu s deléciou Styroch nukleotidov,
AACTT, ktora sa nachadza v introne 22 zmutovaného HTT mRNA. Tento heterozygotny
polymorfizmus je vo velkej miere charakteristicky pre pacientov Huntingtonovej choroby
haploskupiny Al a preto je mozné sucasne zabezpedit alelovu Specificitu a zniZenie hladiny
jadrového HTT pre lie¢bu Huntingtonovej choroby. V tejto kapitole sme ukdzali 90% zniZenie
zmutovaného HTT proteinu v ludskych neuronalnych bunkovych kultdrach Huntingtonovej
choroby heterozygotnych pre AACTT, a takmer 0% zniZenie v AACTT-negativnych kulturach,
¢o ukazuje najsilnejsiu selektivnu uéinnost génovej terapie do stc¢asnosti vobec. Zaujimavé
je, ze tieto udaje spochybriuju tradi¢ny koncept zmaturovanych miRNA, ktoré poésobia
predovsetkym v cytoplazme. Preto sme navrhli vSeobecnu koncepciu zniZovania expresie
génov v jadre bunky, ktoré spésobuju iné ochorenia, za pomoci terapeutickych miRNA a
odporucame dalsie predklinické valida¢né sStudie.

Klinické studie predstavuju pokrocilt fazu vyvoja nového lieku. Aby bolo mozné zavedenie
vysledkov génovej terapie z preklinickych studii k pacientom s Huntingtonovou chorobou,
dolezitou zlozkou vyskumu je identifikdcia farmakokinetickych/farmakodynamickych
markerov. ldedlne su tieto markery merané na lahko ziskatelnych biologickych tekutindch
ako je krv alebo cerebrospinalna tekutina a ukazuju koreldciu medzi expresiou Ucéinnych
AAV-miRNA vektorov a dlhodobou uéinnostou u pacientov s Huntingtonovou chorobou
lieCenych génovou terapiou. V piatej kapitole sme ukdzali prvé naznaky, Ze terapeutické
miRNA mozu byt vylucované vo vezikuldch obohatenych o exozémy z ludskych neuronélnych
bunkovych kultur pacientov s Huntingtonovou chorobou. Tieto zistenia su vyznamné





