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Huntingtonova bolest nasljedna je neurodegenerativna bolest. Mutacija gena HTT temelji se na
povecanome broju sljedova CAG, §to dovodi do povecane sklonosti agregiranju proteina
huntingtina (HTT) u ziv€anim stanicama mozga. Bolest se oc¢ituje u nekontroliranim pokretima,
problemima u osnovnim fizickim aktivnostima i mentalnoj nazadnosti. U ovome radu prikazan je
pregled istrazivanja Huntingtonove bolesti. Nakon §to je gen HTT mapiran na cetvrtome
kromosomu ¢ovjeka i uspjesno kloniran, krenuo je cijeli niz istraZivanja o samoj mutaciji i njezinu
ucinku na fenotip oboljele osobe na molekulskoj razini. U pocetku se lijecenje ove bolesti svodilo
samo na ublazavanje simptoma, no pokusani su i razni molekularni pristupi lijeCenja poput ciljane
razgradnje mutiranoga oblika huntingtina ili utiSavanja njegove ekspresije djelovanjem RNA i
specificnim protutijelima. U najnovije vrijeme nastoji se razviti genska terapija koja bi konac¢no
mogla sprijeciti napredovanje ove bolesti. lako su terapije molekulama DNA, RNA i protutijelima
pokazivale odredene pozitivne ucinke, potencijalno najboljim lijekom doima se tominersen,
antisense specifiéni oligonukleotid (ASO) koji razgraduje mutirani HTT, a jos je u fazi Il
klini¢koga ispitivanja.
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Huntington's disease is a hereditary neurodegenerative disease. The HTT gene mutation is based
on increased CAG sequences, leading to an increased tendency to aggregate huntingtin protein
(HTT) in brain neuron cells. The disease manifests itself in uncontrolled movements, problems in
basic physical activities, and mental retardation. This paper presents an overview of Huntington's
disease research. After the HTT gene was mapped on the fourth chromosome and successfully
cloned, a whole series of research began on the mutation itself and its effect on the phenotype of
the affected person at the molecular level. In the beginning, the treatment of this disease was limited
to alleviating the symptoms, but various molecular treatment approaches were also tried, such as
the targeted degradation of the mutated form of huntingtin or the silencing of its expression by the
action of RNA or specific antibodies. Recently, efforts are being made to develop a gene therapy
that could finally prevent the progression of this disease. Although therapies with DNA and RNA
molecules and antibodies have shown some positive effects, the potentially best drug at this
moment seems to be tominersen, an antisense specific oligonucleotide (ASO) that degrades
mutated HTT, which is still in the phase Il of clinical trial.
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1. Uvod

Huntingtonova bolest, nazvana prema americkome lije¢niku Georgeu Huntingtonu, geneticki
je uvjetovan progresivni neurodegenerativni poremecaj koji se nasljeduje dominantno autosomalno
na p-kraku cetvrtoga kromosoma (Gusella i sur. 1983). Ta je bolest jedna od devet dominantnih
bolesti zivéanoga sustava nastalih ponavljanjima poliglutamina, S$to dovodi do toksicne
hipermorfne mutacije (engl. gain of function) i nastanku proteinskih agregata (Harper i sur. 2005).
Ocituje se u drhtanju (nekontroliranim pokretima), nespretnosti, problemima u kretanju, gutanju,
govorenju i disanju, tikovima, naglim promjenama ponaSanja, gubitku tjelesne mase i depresiji
(NHS 2021), a sve su te pojave rezultat preuranjenoga propadanja bazalnih ganglija (Gusella i sur.
1983) zbog mutacije u proteinu huntingtinu (Southwell i Patterson 2011). Protein huntingtin veliki
je protein (328 kDa) kodiran genom HTT, cije se tripletne repeticije CAG translatiraju u
poliglutaminski lanac (Bates 2005). Funkcionalni protein sudjeluje u brojnim procesima u stanici,
poput transkripcijske regulacije, supresije apoptoze, signalizaciji u stresu, homeostaze kalcija i
endocitozi (Zuccato i sur. 2010). Mutacijom huntingtina poveéava se broj ponavljajuéih sljedova
CAG, protein se pogre$no smata, te dobiva toksi¢na svojstva i interferira s radom drugih proteina
(Eje i sur. 2023), poput transkripcijskih regulatornih proteina. Interakcije mutiranoga huntingtina
s kalmodulinom, gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenazom i dvama huntingtin protein-interacting
proteinima naruSavaju normalni stani¢ni metabolizam i dovode do toksi¢nosti (Sari 2011).
Mutirani HTT potice i agregaciju divljega tipa HTT (Busch i sur. 2003). Agregati mutiranoga
huntingtina uzrokuju poremecaj funkcije mitohondrija, neuronski stres, egzocitotoksi¢nost i
neuroinflamaciju (Ferguson i sur. 2022) (Slika 1). Huntingtonova bolest naj¢e$¢e se manifestira
kasnije u zivotu, tipi¢no izmedu 30. i 45. godine zivota (Chial 2008), no zabiljeZeni su i slu¢ajevi
pojave simptoma, i to znatno jac¢ih, u ranijoj zivotnoj dobi (MacDonald i sur. 1993). Smrt najcesce
nastupa 10 — 15 godina nakon pojave prvih simptoma (Harper i sur. 2005). U svojemu radu Gusella
i sur. (1983) navode kako ,,zasad nema pouzdane metode lijeCenja ove bolesti, kao ni uéinkovite
terapije”. Tridesetak godina kasnije Southwell i Patterson u svojemu radu (2011) navode da ,,iako
su trenutacno dostupne terapije usredotoCene na ublazavanje simptoma, autosomno dominantni

uzrok i pojava u odrasloj dobi ¢ini ovu bolest idealnim kandidatom za geneticku intervenciju”. Bez



obzira na to §to su istrazivanja o ovoj temi brojna, pomaka u lijecenju u zadnjih dvadesetak godina

gotovo da ni nema (Ferguson i sur. 2022).
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Slika 1. Mehanizmi patogeneze Huntingtonove bolesti. Preuzeto od i prilagodeno prema Ferguson i sur. (2022).

Dovezujuéi se na opaske svojega oca i djeda, mladi lije¢nik George Huntington (1850. — 1916.)
nastavlja proucavati pojavu demencije i koree u rodnome mjestu East Hamptonu (New York). S
obzirom nato da su se ovi poremecaji zadrzavali u odredenim obiteljima, on je zakljucio da se radi
0 nasljednoj bolesti. Kada su mu bile samo 22 godine, prezentira svoja opazanja u radu On chorea
pred Meigs and Mason Academy of Medicine at Middleport. Ondje je napisao: ,,Kada su jedan
roditelj ili oboje pokazali manifestacije bolesti, jedan potomak ili vise njih neizbjezno je oboljelo...

(bolest) nikada ne preskoc¢i generaciju da bi se ponovno pojavila u drugoj...” (Huntington 1872).
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Ovime se ve¢ naslucuje da se radi o dominantnoj autosomalnoj genetskoj bolesti. lako George
Huntington nije bio prvi koji je opisao ovu bolest, njegova objasnjenja i jasnoca izraZzavanja jesu
ono $to je obiljezilo njegova istrazivanja, a to mu je donijelo i eponim ,,Huntingtonova bolest”
(HD), koja je isprva bila poznata kao ,,Huntingtonova korea” (Bhattacharyya 2016). Nazalost,
njegovu radu nije pripisana velika uloga sve do 1900. godine, kada je znanost spoznala vaznost
Mendelovih zakona nasljedivanja, koje se Huntingtonova bolest slijedila (Bates 2005).

Cilj je ovoga rada pobliZe opisati fenotip i geneticke aspekte Huntingtonove bolesti te prikazati
povijest istrazivanja mutacije koja uzrokuje ovu bolest od perioda genskoga mapiranja, preko
kloniranja odgovornoga gena i ranih terapijskih metoda do modernih genskih terapija kojima je cilj

ne samo ublaziti simptome ove bolesti nego zaustaviti ili barem usporiti njezinu progresiju.

2. Mapiranje gena HTT

Gen HTT ili HD, koji kodira za toksi¢ni protein huntingtin (HTT) prvi je gen mapiran
molekularnim biljezima (markerima) na ljudskome kromosomu (Chial 2008; Gusella i sur. 1983).
Gensko mapiranje proces je odredivanja lokacije genskoga lokusa na kromosomu odgovornoga za
fenotip (u ovome slucaju bolest), Sto je temelj za daljnja istrazivanja i terapiju. Problemi u
mapiranju gena odgovornoga za Huntingtonovu bolest bili su kasna manifestacija bolesti kod
oboljelih, nedostatak ljudi za testiranje i nedostatak genetickih biljega (Gusella i sur. 1983).
Razvojem znanosti razvijaju se i nove tehnike istrazivanja, pa se tako 1970-ih i 1980-ih godina
pojavljuju biljezi RFLP (engl. restriction fragment length polymorphism) koji opisuju
polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (Gusella i sur. 1983). RFLP je tehnika usporedbe
fragmenata razlic¢itih duljina nastalih digestijom specificnim restrikcijskim endonukleazama kojom
se mogu uociti razlike (polimorfizmi) u homolognim sekvencijama DNA (National Library of
Medicine 2017). Ukratko, usporedbom homolognih fragmenata DNA kod zdravih i bolesnih
pojedinaca i uocenih razlika medu njima, moze se pretpostaviti da ta razlika odgovorna za nastanak
bolesti (Bates 2005). Kao molekularni biljezi RFLP-ovi su izrazito specifi¢ni, a sonde napravljene
na temelju njih hibridiziraju s fragmentima digerirane DNA dajuci jedinstveni uzorak (obrazac)

karakteristi¢an za odredeni genotip na odredenome lokusu (National Library of Medicine 2017).

Za mapiranje gena za Huntingtonovu bolest kao subjekti istrazivanja uzete su dvije obitelji,

koje su zbog zastite identiteta njihovih ¢lanova nazvane americka i venezuelanska. U tim je dvjema



obiteljima ova bolest bila izrazito cesta (Slika 2). Godine 2005. venezuelanska obitelj obuhvacala
je 15 409 ¢lanova koji su se protezali kroz deset narastaja. Porodica potekla od samo jednoga
oboljelog pretka iz 19. stoljeca dijelila se u 83 uze, neovisne obitelji. U to vrijeme zastupljenost
Huntingtonove bolesti u prouc¢avanoj venezuelanskoj obitelji, nastanjenoj oko jezera Maracaibo,
bila je rekordna u svijetu. Obje su navedene obitelji ispitane, a istrazivanja su se vr$ila na njihovim
eritrocitima i limfocitima. Cilj je bio prona¢i DNA sondu koja bi hibridizirala s biljegom RFLP
povezanim s Huntingtonovom bole$¢u u kromosomskoj DNA pocijepanoj restrikcijskom
endonukleazom Hindlll (Chial 2008; Gusella i sur. 1983). Neke su sonde bile sljedovi DNA tada
ve¢ poznatih genskih lokusa, a druge su bile tzv. anonimne sonde, odabrane jer nisu sadrzavale

ponavljajuce sljedove.

(A) americka obitelj s Huntingtonovom bolescu
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(B) venezuelanska obitelj s Huntingtonovom boles¢u

Slika 2. Rodoslovna stabla dviju obitelji s Huntingtonovom boles¢u koje su bile ispitivane u pokusu koji je omogucio
mapiranje gena za tu bolest. Preuzeto od i prilagodeno prema Gusella i sur. (1983). Legenda: krug oznacava
Zenskoga Clana, kvadrat — muskarac, crno obojenje — preminuli ¢lan obitelji, bijelo obojenje — Zivi ¢lan obitelji.



Od 12 potencijalnih sondi samo je sonda G8 hibridizirala s jedinstvenim RFLP biljegom
povezanim s bolesc¢u. Ona je pokazala specificni RFLP uzorak povezan s Huntingtonovom boles¢u
u dvjema velikim obiteljima s povijeS¢u ucestalih oboljenja. Klon G8 dobiven je iz DNA biblioteke
bakteriofaga A. Usporedbom fragmenata DNA nastalih cijepanjem restrikcijskim endonukleazama
Hindlll i EcoRlI i hibridizacijom sonde G8 na te fragmente metodom Southern blot otkriveno je da
promjene duljina restrikcijskih fragmenata u ovisnosti o prisutnosti navedenih endonukleaza
ukazuju na nasljedivanje po Mendelu. Usporedbom dvaju restrikcijskih mjesta na kojima cijepa
endonukleaza Hindlll, utvrdena je razlika u duljini fragmenata medu razli¢itim haplotipovima
(Slika 3). Kako bi se odredilo na kojemu se kromosomu ¢ovjeka nalazi gen za Huntingtonovu
bolest, sekvencija G8, koja odgovara polimorfnoj kromosomskoj regiji u blizini huntingtina (Chial
2008; Gusella i sur. 1983), mapirana je na ljudskim kromosomima koristenjem hibridnih stanica
ljudi i miSeva. U mi§je stanice ubacili su odredeni broj kromosoma ¢ovjeka (najmanje pet, najvise
21) i promatrali metodom Southern blot s kojim ¢e kromosomom hibridizirati sonda G8. Fragmenti
detektirani sondom G8 ukazivali su na to da se sekvencija G8, pa tako i sekvencija Huntingtonova
gena, nalazi na kromosomu 4 (Gusella i sur. 1983). Nakon $to se odredilo na kojemu se kromosomu

gen nalazi, trebalo je njegovu lokaciju mapirati preciznije.

Istrazivanju o Huntingtonovoj bolesti takoder je znacajno doprinijela Nancy Wexler,
psihoanaliti¢arka s National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke u
Marylandu. Nadahnuta istrazivanjima America Negrettea i Ramona Avila-Girona, dvojice
lije¢nika koji su proucavali istu venezuelansku obitelj kao i James Gusella, i motivirana time §to
su joj majka i djed oboljeli od ove bolesti (Bhattacharyya 2016), odlazi 1981. godine u okolicu
jezera Maracaibo kako bi otkrila oboljele homozigote za huntingtin i prikupila potrebne podatke
za mapiranje toga gena (Bates 2005). Buduc¢i da tada jo$ nije bilo poznato je li Huntingtonova
bolest heterogena, za proucavanje je najbolje bilo uzeti veliku obitelj koja potjece od jednoga
utemeljitelja. Prikupljene uzorke krvi poslala je u laboratorij Jamesa Guselle, gdje je gen za
Huntingtonovu bolest mapiran, s pomo¢u RFLP biljega G8, na p-kraku kromosoma 4 (Gusella i
sur. 1983).
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Slika 3. Restrikcijska mapa inserta G8 i odgovarajuce regije ljudskoga kromosoma 4. Prikazana su dva restrikcijska
mjesta cijepanja endonukleazom HindlIll: H*(1) i H*(2). Preuzeto od i prilagodeno prema Gusella i sur. (1983).

3. Kloniranje gena HTT

Mapiranje gena HTT utrlo je put izolaciji gena, identificiranju mutacije koja uzrokuje
Huntingtonovu bolest i otkrivanju molekularne patogeneze bolesti (Bates 2005). Posto je gen za
Huntingtonovu bolest mapiran na kromosomu 4, The Huntington’s Disease Collaborative
Research Group pocela je s daljnjim istrazivanjima u svrhu identifikacije i opisa toga gena.
Pretpostavili su da se mutacija najvjerojatnije nalazi u samome genu, a ne u nekodirajucoj regiji,
te su se usredotocili na proucavanje kodirajucih sljedova (Chial 2008; MacDonald i sur. 1993).
Kako bi preciznije identificirali gdje se na p-kraku kromosoma 4 nalazi taj gen, znanstvenici su
nastojali otkriti koji su polimorfizmi u neravnotezi vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium —
LD) s genom HTT (Bates 2005). Trazili su da se vezanost dvaju lokusa pojavljuje u postotku
razli¢itome od ocekivanoga (Struna 2011). Dakle, htjeli su pronaci polimorfni DNA biljeg koji
prati fenotipske razlike u manifestaciji bolesti, odnosno zdrave i oboljele pojedince koji se sustavno

razlikuju u polimorfizmima promatranoga DNA biljega. Pronalazak takva biljega znacio bi da se



on nalazi u neposrednoj blizini gena HTT i da izmedu njih nikada ne dolazi do rekombinacije
(Gunjaca 2022). Da bi to postigli, analizirali su ucestalost kojom su specificni polimorfizmi
povezani s Huntingtonovom bole$¢u naslijedeni skupa s mutacijom u genu HTT (Bates 2005).
Analize LD-a, nadovezujuéi se na prethodna istrazivanja koja su posla od pretpostavke da je
telomerna regija manje vjerojatno podrucje u kojemu bi se HTT mogao nalaziti (Bates i sur. 1990),
pokazale su da ¢e se HTT najvjerojatnije nalaziti u podruc¢ju 2 Mb blize sekvenciji G8 nego

telomernoj regiji (MacDonald i sur. 1991).

Sljedeci korak bio je kloniranje gena HTT. Zbog brojnih tehnickih ograni¢enja 1980-ih, poput
maloga broja polimorfnin DNA biljega ograni¢enih samo na bialelne RFLP-ove, ogranicene
duljine DNA fragmenata koja je mogla biti sadrzana u klonovima DNA biblioteka i ograni¢enja
metode chromosome walking na samo 100 — 200 kb, trebale su se razviti nove tehnike i strategije
kako bi se definirala i klonirala regija u kojoj se potencijalno nalazi gen HTT (Slika 4). Upotrebom
nove metode eksonskih zamki (engl. exon traps) eksoni su izdvojeni iz biblioteke kozmida koji su
sadrzavali genomsku DNA iz regije od interesa koja se nalazila 2 Mb prema G8 (Buckler i sur.
1991). ,,Uhvaceni” eksoni koristeni su za pretrazivanje biblioteka cDNA kako bi se izolirali geni
od interesa. Najvazniji gen od interesa bio je IT15. Jedan ekson ovoga gena sacCinjavali su
ponavljajuci sljedovi tripleta dusi¢nih baza CAG. Taj se ekson nalazio upravo u okviru ¢itanja koji
je pokazivao polimorfizam u normalnim kromosomima, a bio je jo§ izrazeniji na kromosomima

koji su imali mutaciju koja rezultira Huntingtonovom boles¢u (MacDonald i sur. 1993).
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Slika 4. Paralelni put kloniranja gena HTT s pomocu analize neravnoteZe vezanosti gena i stvaranja fizickih mapa u
svrhu detekcije kandidatne regije od 2 Mb. Klonski kontig set je preklapajucih klonova koji skupa sadrzavaju
neprekinutu (engl. contigous) genomsku regiju (Green 2023). Preuzeto od i prilagodena prema Bates (2005).

4. Geneti¢ka pozadina Huntingtonove bolesti

Do 1991. godine uopce se nije znalo za mutacije uzrokovane ponavljaju¢im tripletima. Nakon
Sto su one povezane s nastankom bolesti poput fragilnoga kromosoma X i miotoni¢ne distrofije,
pocelo se istrazivati imaju li ljudi s Huntingtonovom boles¢u ponavljanja takva tipa (Bates 2005).
Godine 1992. Anita Harding s Queen Squarea u Londonu opazila je povezanost broja ponavljanja
trinukleotida citozin-adenin-gvanin (CAG) u genu za protein huntingtin i tezine Huntingtonove
bolesti (Bhattacharyya 2016). Nadalje, daljnjim analizama utvrdeno je da ova bolest pokazuje
anticipaciju ili dinami¢nu mutaciju (Bates 2005), odnosno pojavu da se simptomi bolesti po¢inju

pojavljivati sve ranije iz jednoga narastaja u drugi i da postaju jaci kako se bolest prenosi s jednoga



narastaja na drugi (Ingram 2019). Usporedbom bolesnih i zdravih osoba otkrilo se da zdrave osobe
imaju 6 — 35 ponavljanja tripleta CAG, dok ih oboljele osobe imaju 40 ili vise. Ljudi s alelima koji
imaju (CAG)ss-39 pokazuju vedi rizik za razvitak ove bolesti (Rubinsztein i sur. 1996). Takoder je
uocen obrnuto proporcionalan odnos broja ponavljanja tripleta CAG 1 dobi u kojoj pojedinci
obolijevaju, pa tako ponavljanja (CAG)7o izazivaju bolest u jako ranoj dobi (Duyao i sur. 1993;
Bates 2005;). Broj ponavljanja sljedova CAG nije jedino $to utjece na dob razvoja bolesti. Moguce
je da se dob u kojoj bi se bolest trebala pojaviti prema pretpostavci donesenoj na temelju broja
ponavljajucih sljedova CAG 1 dob u kojoj se bolest zapravo pojavila ne poklapaju. Ta varijabilnost
moze biti ¢ak i do 59 %, a moze se pripisati genetickim ¢imbenicima koji nisu povezani s genom
HTT, ali i okoli$nim ¢imbenicima poput prehrane i zivotnih uvjeta. (Wexler i sur. 2004). Broj
tripleta CAG mijenja se prijenosom s jednoga naraStaja na drugi, a te su promjene izrazito
zastupljene u spermijima, tako da se Huntingtonova bolest naj¢es¢e prenosi s oca na potomstvo

(Duyao i sur. 1993; Ranen i sur. 1995) iako su moguce i mutacije de novo (Bates 2005).

Godine 1995. tri neovisne skupine znanstvenika pokazale da je huntingtin vazan u embrijskome
razvoju jer su knock-out misevi za gen HTT uginuli tijekom embriogeneze (Duyao i sur. 1995;
Nasir i sur. 1995; Zeitlin i sur. 1995). To je pokrenulo brojna istrazivanja na proteinu HTT.
Otkriveno je da sadrzi ponavljajuce sljedove od oko 40 aminokiselina s a-uzvojnicama koje se
slazu tako da formiraju izduljenu superuzvojnicu (Andrade i Bork 1995), a i interakcije izmedu
huntingtina i drugih proteina postale su predmetom brojnih istrazivanja (Bates 2005). Uocena je
zanimljivost da poliglutaminski sljedovi mogu medusobno asocirati stvarajuci agregate unakrsnim
B-strukturama (Perutz i sur. 1994), sto je jedan od poremecaja uocen, takoder, kod Parkinsonove i
Alzheimerove bolesti (Bates 2005).

Prvi model Huntingtonove bolesti napravljen je 1996. godine na misu. Ekson 1 u genu HTT,
koji sadrzi ponavljanja poliglutamina u onome rasponu Kkoji izaziva bolest, eksprimiran je pod
kontrolom ljudskih promotorskih sekvencija HTT (Mangiarini i sur. 1996). To je pokrenulo cijeli
niz istrazivanja ove bolesti na misjem modelu. Tako su godinu dana kasnije u mozgovima takvih
pokusnih miSeva pronadeni ubikvitilirani proteinski agregati (Davies i sur. 1997) koji su takoder
detektirani u mozgovima ljudi oboljelih od Huntingtonove bolesti (DiFiglia i sur. 1997). Usto,
analiza razine receptora za neurotransmitere u miseva predvidala je da poremecaj regulacije

transkripcije moze biti jedan od ranih dogadaja u patogenezi Huntingtonove bolesti (Cha i sur.



1998). Nadalje, u jednome pokusu pokazano je da se gaSenjem promotora za umjetni gen HTT
nakon nastanka proteinskih agregata, oni raspadaju, a da se simptomi bolesti gube (Yamamoto i
sur. 2000). Time je pokazano da se tretiranjem bolesti u ranome stadiju mogu izlije¢iti sSimptomi.
Mapiranje gena HTT uvelike je pomoglo u otkrivanju bolesti prije pojave simptoma ili ¢ak i prije

rodenja, uz uvjet uzimanje uzoraka DNA od nekoliko ¢lanova obitelji.

5. Terapija za Huntingtonovu bolest

5.1. Etic¢ki problemi u zacetcima terapije

Nakon $to je gen HTT kloniran, za otkrivanje bolesti potreban je uzorak samo pojedinca kojega
se testira (Bates 2005). Kao i viSe-manje svako vece otkri¢e u znanosti, presimptomatsko testiranje
dobilo je pomijesane kritike. | pozitivni i negativni ishodi prediktivnoga testiranja znali su uzdrmati
obitelji. Zbog toga su International Huntington Association (IHA) i Working Group on Huntington
disease of the World Federation of Neurology (WFN) izdali smjernice u kojima stoji da se
»presimptomatsko testiranje treba ponuditi samo rizicnim osobama koje su imale odgovarajucée
savjetovanje, potpuno su informirane i Zele nastaviti” (Bates 2005). Ovo testiranje povlaci za
sobom jo$ nekakve eticke probleme poput toga da se testiranje u djetinjstvu moze odraziti viSe
negativno nego pozitivno na dijete (Clarke 1994) ili toga da se ovim testiranjem mogu dobiti
informacije o genetiCkome statusu roditelja koji to mozda ne zeli znati (Benjamin i Lashwood
2000). Svi su ovi ¢imbenici, naravno, potaknuli brojne reakcije javnosti, a samo presimptomatsko
testiranje nije odmah zazivjelo. Takvo se testiranje nazivalo 1 genetiCkom diskriminacijom jer su
postojali roditelji koji ne bi Zeljeli dijete koje ¢e gotovo sigurno imati kakvu bolest (Bates 2005).
Ovo je bio jedan od slucajeva gdje se razmisljalo je li moralno pobaciti dijete za koje se zna da ¢e
biti osudeno na otezani i vrlo vjerojatno kraci zivot. Treba li se pravo na Zivot odnositi na sve
slu¢ajeve, ukljucujuéi i bolesti, ili je pak odgovor, kako je Richard Dawkins napisao na svojemu
profilu na Twitteru, ,,abortirati i pokuSati ponovno. Nemoralno je na svijet donijeti (dijete s

Downovim sindromom) ako imate izbor”.

Kako navodi Bates (2005), razumijevanje Huntingtonove bolesti od 1983. godine
eksponencijalno se povecalo, ali jo§ uvijek ne postoji definirana terapija bolja od jednostavnoga
ublazavanja simptoma. Neki su od takvih pokuSaja bile tvari koje povecavaju transkripciju

neuroprotektivnih gena poput histonskih deacetilaza, tvari koje sprjeCavaju apoptozu poput
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inhibitora kaspaza i tvari koje inhibiraju nastanak poliglutaminskih agregata poput trehaloze i
cistamina (Harper i sur. 2005). Interesantno je to $to huntingtin ima mnogo funkcija u stanici, tako
da terapija moze biti usmjerena na velik broj nizvodnih ¢imbenika (Southwell i Patterson 2011).
Selektivni inhibitori ponovnoga preuzimanja serotonina (SSRI) pomagali su s promjenama
raspolozenja, manijama, iritabilnosti i opsesivno-kompulzivnim ponasanjem (Videnovic 2013),
tetrabenazin je koristen protiv koree, antidepresivi citalopram, fluoksetin i sertralin protiv depresije
te antipsihotici olanzapin i risperidon za stabilizaciju duSevnoga stanja (Ferguson i sur. 2022;
Southwell i Patterson 2011; Videnovic 2013). Svi ovi lijekovi samo su smanjivali simptome

bolesti, ali niSta nije utjecalo na njezin napredak.
5.2. Genska terapija

Povijesni razvoj genske terapije

Otkrice prirodnih mehanizama za prijenos gena poput transdukcije (Slika 5) pobudilo je u
brojnih znanstvenika viziju o upotrebi slicne metode u terapijske svrhe. Genska terapija zasniva se
na unosu strane DNA u tijelo s ciljem regulacije, popravka, zamjene, dodatka ili uklanjanja
domacinske sekvencije DNA (Wirth i sur. 2013). Potencijal za prijenos gena pronaden je u
virusima, koji bi se s pomoc¢u odredenih geneti¢kih modifikacija mogli prilagoditi za u¢inkovitu
terapiju (Tatum 1966), no u drugoj polovici 20. stoljeca takve su modifikacije bile jo§ samo
konceptne. Nakon Clineova neodobrena i djelomi¢no neuspjeSna pokusaja genske terapije
rekombinantnom DNA na dvama pacijentima s B-talasemijom 1990. godine, prvi medicinski
odobren postupak genske terapije dogodio se 1995. godine. Blaese i sur. (1995) lijecili su dvoje
djece oboljele od deficijencije adenozin-deaminaze (ADA-SCID), ali bez znacajnih i definiranih
rezultata. Bez obzira na te rezultate genska terapija zazivjela je i pocela se sve ¢esce upotrebljavati,
ali i razvijati. Huntingtonova bolest postala je cilj prvih klinickih ispitivanja genske terapije medu

nasljednim poremecajima (Byun i sur. 2022).
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Slika 5. Vremenska crta s naznacenim vaznim prekretnicama za gensku terapiju. Preuzeto od Wirth i sur. (2013).

Postoje tri vrste genske terapije: in vivo, ex vivo i in situ. U pristupu ex vivo odnosno in vitro
ljudske stanice izoliraju se iz tijela, geneticki modificiraju u laboratoriju i takve, ,,popravljene”
vrate se u tijelo. Ovakav pristup nasao je primjenu za bolesti krvnih stanica. U takvim se
slu¢ajevima retrovirusnim vektorima novi, zdravi gen u sklopu DNA unosi u izolirane stanice, koje
se potom ponovno unose u tijelo pacijenta. Genska terapija in vivo koristi se ako su oboljeli organi
poput mozga, jetre ili kraljezni¢ke mozdine. Tada se virusni vektori koji sadrze ,,popravljeni” gen
izravno unose u tijelo pacijenta kroz krv ili spinalnu teku¢inu. Tehnika specifi¢nija od ove jest
genska terapija in situ, koju karakterizira unos gena izravno u to¢no odredeni organ ili tumor. Unos
gena virusnim vektorima temelji se na prirodnoj integraciji virusnoga genoma u genom domacina

(Papanikolaou i Bosio 2021).

Genska terapija za Huntingtonovu bolest

Huntingtonova bolest pokusala se lijeciti genskom terapijom na misjem modelu raznim
pristupima, poput poboljsanja nizvodne patologije, zamjene unistenih neurona ili smanjenjem
razine ekspresije mutiranoga HTT (Southwell i Patterson 2011). Kao §to je ve¢ navedeno,
presimptomatsko lijeCenje Huntingtonove bolesti moguce je zbog jednostavne geneti¢ke pozadine
nasljedivanja. U novije vrijeme istrazivanja su se okrenula ka korijenu bolesti, odnosno

sprjeCavanju njezina napredovanja. Za konkretno lijecenje ove bolesti koriStene su brojne metode.
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One su ukljucivale terapije ciljnim regulacijskim molekulama antisense RNA i interferiraju¢im
RNA, terapije ciljanim molekulama DNA, sustavom CRISPR-Cas, sustavom proteina s cinkovim
prstima te terapije protutijelima (Slika 6). Zanimljive su i metode koje su ciljale na periferne ciljeve

poput crijevne mikrobiote zbog njezine komunikacije s mozgom (Ferguson i sur. 2022).
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Slika 6. Terapijske metode lijeCenja Huntingtonove bolesti smanjenjem ekspresije mutiranoga huntingtina.
Preuzeto od i prilagodeno prema Tabrizi i sur. (2020).

Prva uspjesna ciljana razgradnja mRNA mutiranoga huntingtina napravljena je upotrebom
oligonukleotidne (~ 30 parova baza) molekule DNA koja ima enzimsku aktivnost cijepanja RNA.
Te kataliticke DNA mjesno specifi¢no prepoznaju i cijepaju mRNA, tocnije ponavljajuce sljedove
CAG. Nazalost, takvi dizajnirani DNA enzimi pokazali su se poprilicno neuéinkovitima i
nespecifi¢nima jer su cijepali i mutiranu mRNA za huntingtin, ali i divlji tip. Tomu je tako jer
ponavljajuéi sljedovi tvore ukosnicu, a povec¢anjem njihova broja ponavljanja u mutiranome
fenotipu ne mijenja se sekundarna struktura, ve¢ samo njezina duljina. DNA enzimi takoder su
cijepali druge mRNA koje su sadrzavale ponavljajuce sljedove CAG. Kako i sami Yen i sur. (1999)
priznaju, neucinkovitost cijepanja ovoga enzima iskljucuje njegovu upotrebu. Ipak, bez obzira na

navedeno, ovi enzimi jo$ uvijek mogu imati potencijalnu upotrebu uz dodatne modifikacije jer
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redukcija huntingtina divljega tipa do 50 % u odraslih moze biti fenotipski neutralna (Yen i sur.
1999).

Zanimljiv je bio pokusaj koriStenja interferiraju¢ih molekula RNA (RNAI) za smanjenje razine
transkripta huntingtina (Harper i sur. 2005). U tome istrazivanju pokazano je na modelu misjega
mozga da interferiraju¢e RNA usmjerene prema mutantnome huntingtinu reduciraju transkripciju
gena HTT kao 1 ekspresiju proteina. Referiraju¢i se na pokus Yamamota i sur. (2000), kojim je
pokazano da se u miSevima utiSavanjem gena HTT simptomi gase i da se dogada reverzija, Harper
I sur. (2005) postavili su hipotezu da bi izravna inhibicija ekspresije mutanta htt RNA
interferencijom molekulama RNA s kratkom ukosnicom (engl. short hairpin RNAs — shRNA)
mogla usporiti ili potpuno eliminirati simptome Huntingtonove bolesti. Pokazano je da jedna
shRNA (shHD2.1) djeluje na okrnjeni fragment patogenoga dijela transgena htt u misu smanjujuci
transkripciju toga fragmenta za ¢ak 85 % i koli¢inu mutiranoga proteina za 55 %. Zanimljivo je da
se isti ovaj rezultat u uvjetima in vitro opaza i in vivo. lako konceptno vrlo zanimljiva ova ideja
ima dvije glavne manjkavosti. Za pocetak, u ljudi oboljelih od Huntingtonove bolesti ovom je
terapijom o¢ekivana smanjena ekspresija i mutiranoga i normalnoga alela gena HTT. Postavlja se
pitanje mogu li ljudski neuroni profitirati utiSavanjem obaju alela. Nadalje, drugi je problem taj sto
bi za utiSavanje samo mutiranoga alela trebalo identificirati i ispitati sve polimorfizme vezane uz

bolest, $to je zahtjevno, ali U nacelu moguce in vivo (Harper i sur. 2005).

Kako bi se bolest uspjesno lijecila, terapijom se ciljalo na ¢imbenike rasta, primjerice, na
¢imbenik rasta zivaca (engl. nerve growth factor — NGF), koji potice prezivljavanje zivéanih
stanica, a moZe i smanjiti ekspresiju proteina HTT. U transgeni¢ne miSeve u kojima je eksprimiran
mutirani huntingtin unesene se mezenhimske stanice s nadeksprimiranim NGF-om, §to je umjereno
poboljsalo motoriku oboljelih miSeva, ali nije povecalo broj neurona (Dey i sur. 2010). Takoder,
pokusalo se u oboljele miSeve unijeti stanice koje imaju nadekspresiju mozdanoga neurotrofnog
¢imbenika (engl. brain-derived neurotrophic factor — BDNF), koji smanjuje Sirenje lezija po
ziv€anim stanicama i njihovu smrt. Taj je pokus ponovno rezultirao poboljSanom motorikom
miseva, koja je inace naru$ena mutiranim huntingtinom (Dey i sur. 2010). Sli¢no je bilo i s nizom
drugih neurotrofnih ¢imbenika poput neurotrofnoga ¢imbenika izvedenoga iz glijalne stani¢ne
linije (engl. glial cell line—derived neurotrophic factor — GDNF) i neuturina (Ntn) (Southwell i

Patterson 2011). Zanimljiv je pristup i1 normalizacija mitohondrijske funkcije unosom
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transkripcijskoga koaktivatora PGC-la, koji ima vaznu ulogu u regulaciji metabolizma
mitohondrija i metabolizma energije. On je takoder popravio motoriku miseva, ali nije imao

utjecaja na broj prezivjelih (Cui i sur. 2006).

Sljedeci pristup borbi protiv Huntingtonove bolesti genskom terapijom bilo je smanjenje razine
proteina HTT povecanjem razine njegove razgradnje. Takav pristup ima puno manju vjerojatnost
za nespecifi¢no djelovanje (tzv. off-target) u usporedbi s terapijom koja cilja na nizvodne funkcije
HTT-a. Pokusalo se degradirati mutirani HTT specifi¢nim unutarstani¢nim protutijelima (iAb) koja
prepoznaju HTT i vezu se na njega (anti-Htt iAb). Takva unutarstani¢na protutijela EM48 i Happl
uistinu su povecala razgradnju mutiranoga HTT-a (Wang i sur. 2008), odnosno smanjila pojavu
agregata i povecala prezivljenje oboljelih miseva za 30 % (Southwell i sur. 2009). Osim degradacije
razina mutiranoga HTT-a moZe se smanjiti i indukcijom autofagije (Southwell i Patterson 2011).
Lijekovima potaknuta autofagija nije specificna i moze imati brojna nespecificna djelovanja.
Medutim, pristup u kojemu se specifi¢no cilja na mutirani oblik huntingtina proteinom koji se veze
na poliglutaminsku regiju i ozna¢uje mutirani HTT za lizosomsku razgradnju pokazao se izrazito

dobrim jer je znacajno povecéao stopu prezivljenja oboljelih miseva (Bauer i sur. 2010).

Najizravniji nacin upotrebe genske terapije protiv mutiranoga huntingtina svakako je smanjenje
njegove ekspresije. Od 2005. godine nekolicina je interferiraju¢ih RNA bila koristena u ovu svrhu.
Gotovo sve male interferiraju¢e RNA imale su pozitivna utjecaja na neki od simptoma bolesti, ali
nijedna od njih nije dovela do potpunoga ozdravljenja. Najbolje $to se dobilo bila je
intraventrikularno unesena siRNA konjugirana s kolesterolom, koja je uspjesno utiSala mutirani
HTT. To je rezultiralo odgodenim gubitkom tjelesne mase, poboljsanom koordinacijom pokreta,
smanjenjem atrofije i povecanjem dugovjecnosti za 14 % (Wang i sur. 2005). Sve ove pristupe
treba uzeti s oprezom jer brojni pokusi napravljeni u miSevima ne pokazuju jednake rezultate u

covjeku.

Najnovija metoda u terapiji za Huntingtonovu bolest sluzi se sustavom CRISPR-Cas9. U
stanicama ljudskih fibroblasta mutirani oblik huntingtina vrlo je precizno cijepan parom
prenamijenjenih nikaza Cas9. Duljina ponavljajuc¢ega slijeda CAG nije utjecala na preciznost
cijepanja, a koli¢ina mutiranoga huntingtina smanjila se za oko 70 % (Dabrowska i sur. 2018). U
tijeku je i razradba terapije koja inducira nastanak delecije u alelu za mHTT, $to ga inaktivira, a

nema utjecaja na alel divljega tipa (Ferguson i sur. 2022).
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ASO lijekovi

Vecina terapija usmjerenin na DNA i RNA u 2022. godini zastala je u nekome stadiju
klinickoga ispitivanja. Prvi primjer antisense specifi¢noga oligonukleotidnog (ASO) lijeka jesu
WVE-120101 i WVE-120102 americke tvrtke Wave Life Sciences (Ferguson i sur. 2022). To su
alelno specifi¢ni oligonukleotidi koji ciljaju na dva razlic¢ita polimorfizma jednoga nukleotida
(SNP-ovi) vezana uz mutirani huntingtin. Buduci da su alelno specifi¢ni, ne djeluju na divlji tip
alela HTT. Nazalost, s obzirom na to da su SNP-ovi neuniverzalni, ovi lijekovi zasebno djeluju
samo na uzu populaciju oboljelih. Medutim, u kombinaciji mogu izlijeciti gotovo 80 % oboljelih
Europljana (Rodrigues i Wild 2018). lako su preliminarni rezultati ispitivanja, nazvanih
PRECISION-HD1 i PRECISION-HD2, puno obecéavali za upotrebu ovih dvaju lijekova,
naposljetku je utvrdeno da nema znacajne razlike u utjecaju na mutirani HTT izmedu lijeka i

placeba, te su ispitivanja prekinuta (Ferguson i sur. 2022).

Trenuta¢no je najrazvijeniji ASO lijek protiv Huntingtonove bolesti tominersen. To je lijek
Svicarske tvrtke Roche namijenjen smanjenju svih oblika HTT-a, ukljucujuéi i njegov mutirani
oblik (lonis Pharmaceuticals 2023). Tominersen je antisense specifi¢ni oligonukleotid (ASO) koji
se veze za HTT i 8alje ga na degradaciju RN-azom H1. U odnosu na WVE-120101 i WVE-120102
negativnije je to sto se tominersen veze alelno nespecifi¢no, dakle veze se i na alel HTT divljega
tipa. Unosi se injekcijom izravno u mozdinu. Istrazivanja na lijeku zavrsila su 2019. godine, a u
pretklinickoj fazi istrazivanja dao je veliku nadu znanstvenicima jer je revertirao mutirani fenotip,
poboljsao prezivljenje i smanjio mozdanu atrofiju na misjim modelima (Kordasiewicz i sur. 2012).
U trecoj fazi klini¢kih istrazivanja, nazvanoj GENERATION HD1, 800 pacijenata podvrgnuto je
ispitivanju na tominersen. Lijek nikada nije prosao tre¢i stupanj klinickoga ispitivanja jer se zbog
nepoznatih razloga pacijentima koji su primili najvece doze lijeka (120 mg) stanje pogorSalo u
odnosu na one koji su primali placebo. Analizom post hoc utvrdeno je da tominersen jest pomogao
odredenoj skupini pacijenata — mladima i onima s manje izrazenim simptomima. U tijeku je novo
istrazivanje, GENERATION HD2. U tome ¢e ispitivanju sudjelovati oko 360 ispitanika izmedu 25
1 50 godina, a davat ¢e im se manje doze lijeka, 60 i 100 mg u usporedbi sa 120 mg u

GENERATION HDI. Istrazivanje ¢e trajati 16 mjeseci (Harding 2023).
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6. Zakljudak

Huntingtonova bolest dominantna je autosomalna bolest za koju nema lijeka. Ne postoje
nikakve koristene terapije koje bi sprijecile zaCetak te bolesti ili njezinu progresiju. Simptomi se
mogu tretirati raznoraznim lijekovima koji umanjuju koreu ili depresiju, ali bolest nastavlja
napredovati. Potencijalno najveéi problem danas$njih mogucih lijekova mogao bi biti taj $to
neuspjesno ciljaju samo mutirani HTT. Cesto je degradiran i divlji tip alela, drugi aleli sli¢ne
sekvencije ili su blokirani drugi procesi koji obavlja zdravi huntingtin (Mestre i Sampaio 2017).
Trebalo bi, dakle, raditi na povecanju specifi¢nosti terapeutika. Najspecifi¢nija metoda koja
trenuta¢no daje najviSe nade za pronalazak lijeka zasigurno je terapija antisense oligonukleotidnim
molekulama RNA poput lijeka tominersena ¢ije se djelovanje trenutac¢no ispituje. S nedavnim
otkri¢em novoga lijeka lecanemaba, koji znacajno usporava Alzheimerovu bolest (van DyckK i sur.
2023), takoder jedan neurodegenerativni poremecaj koji je posljedica nastajanja proteinskih

agregata u mozgu, otvara se perspektiva sli¢ne imunoterapije i za Huntingtonovu bolest.
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