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MUKOWISCYDOZA — OD GENU DO TERAPII

WSTEP

Terapia genowa mukowiscydozy stata sie faktem. W USA i Wielkiej Brytanii
w 1993 roku a we Francji rok pézniej rozpoczeto pierwsze préby kliniczne.
Terapie genowg w chorobach genetycznie uwarunkowanych prowadzi sie obec-
nie jeszcze w zespole ztozonego braku odpornosci i rodzinnej postaci hyperchole-
sterolemii. Zgtoszono projekty prob klinicznych w hemofilii i kilku chorobach
lizosomalnych. Ze wzgledu jednak na czestos¢ wystepowania mukowiscydozy,
jej skutki spoteczne i zwigzane z nig spektakularne osiggniecia biologii moleku-
larnej, zainteresowanie opinii publicznej skupia sie wtasnie na tej chorobie.
Mukowiscydoza (CF) jest ogélnoustrojowa chorobg dzieci i dorostych, chara-
kteryzujaca sie nawracajacymi infekcjami drég oddechowych oraz zaburzeniami
procesow trawienia. Patologiczne wytwarzanie gestego Sluzu stanowiw przypad-
ku zalegania w drogach oddechowych podtoze dla infekcji bakteryjnych i jest
przyczyna blokowania przewodow wyprowadzajacych gruczoty wydzielania zew-
netrznego. Sukcesem opieki medycznej jest obserwowane przedtuzenie zycia
chorych na mukowiscydoze. Staje sie ona nie tylko chorobg dzieci, a takze
dorostych.

Mukowiscydoza jest chorobg znang od setek lat. Informacje o chorobie,
wystepowaniu ktérej towarzyszy stony pot— jedna z cech charakterystycznych
dla mukowiscydozy, mozna odnalez¢juz w pismiennictwie epoki Sredniowiecza.
Dopierojednak lata trzydzieste XX wieku przyniosty doktadniejszy opis choroby,
a ostatnie osiggniecia genetyki stwarzajg nadzieje na skuteczna terapie. W Polsce
mukowiscydoza bywa opisywana jako torbielowate zwyrodnienie trzustki.
W pismiennictwie anglosaskim jest znana pod nazwg cystic fibrosis.

ZASADY DZIEDZICZENIA

Mukowiscydoza jest choroba genetycznie uwarunkowana, dziedziczaca sie
w sposOb klasyczny, zgodnie z prawami Mendla. Za wystagpienie choroby sg
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odpowiedzialne mutacje w genie CFTR, zlokalizowanym w chromosomie siod-
mym. Mukowiscydoza ujawnia sie wylacznie u tych oséb, u ktérych mutacje
wystepujgw obu kopiach genu CFTR. Osoby zjedng kopig genu o nie zmienionej
sekwencji (takzwanagen dziki) ijedng kopig genu CFTRz mutacja nie wykazujg

Rys. 1. Dziedziczenie autosomalne recesywne.

objawow choroby, poniewaz gen dziki dominuje nad genem z mutacja. Osoby
o takim genotypie ,przenoszg” jedynie zmutowany gen CFTR.

Fakt wystgpienia choroby u dziecka okresla dang rodzine jako grupe ryzyka
genetycznego, a prwadopodobienstwo urodzenia kolejnego dziecka z mukowiscy-
dozawynosi 25%. Zaréwno ojciec, jak i matka sg bowiem nosicielami zmutowanego
genu CFTR. Na kilkadziesigt tysiecy przebadanych w $Swiecie rodzin, w ktérych
wystgpita mukowiscydoza tylko raz wykazano, ze choroba byla spowodowana
przez nowo powstaltg mutacje. We wszystkich pozostatych przypadkach chore
dziecko odziedziczyto zmutowane kopie genu CFTR od swoich rodzicéw. Zdarza
siejednak (do 1994 roku opisano dwa takie przypadki), ze obie kopie zmutowa-
nego genu CFTR pochodzg tylko od jednego z rodzicéw — od matki.

EPIDEMIOLOGIA

Mukowiscydozajestjedng z najczestszych chorob monogenowych wsrod rasy
biatej, gdzie wystepuje z czestoscig okoto 1 na 2500 zywch urodzen. 4%-5% tej
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populacji to nosiciele mutacji w genie CFTR. W innych populacjach mukowiscy-
doza jest chorobg rzadko spotykang. Wsréd Murzynéw w USA wystepuje
z czestoscig 1 na 17 tys., awsrod Azjatéw spotyka sie ja jeszcze rzadziej, bo
1na 90 tys.

Szacuje sie, ze w roku 1994 zyje na Swiecie ponad 50 000 ludzi, gtéwnie dzieci,
chorych na mukowiscydoze. W Polsce rodzi sie rocznie okoto 200 dzieci dotknie-
tych tg chorobg. Okoto dwoch milionow Polakéw, w rownym stopniu mezczyzn
i kobiet, jest nosicielami zmutowanego genu CFTR.

GEN CFTR — JEGO FUNKCJA | STRUKTURA

W 1985 roku dos¢ przypadkowo okreslono w dtugim ramieniu chromosomu
7 przyblizone potoznie genu, ktérego defektjest odpowiedzialny za wystgpienie
mukowiscydozy. W cztery lata pézniej gen ten — juz o nazwie CFTR — zostat
doktadnie zbadany i opisany. Poznano czesciowo jego strukture, okreslono
przyblizong funkcje kodowanegow nim biatka, znaleziono mutacje odpowiedzial-
ne za jego nieprawidlowe dziatanie.

Sklonowaniu genu CFTR towarzyszyta bardzo silna konkurencja dwéch
osrodkow: ameiykanskiego i brytyjskiego. Anglicy zakonczyli wspétzawodnictwo
falstartem. Zespoty naukowcow kierowane przez Lap-ChiTsui z Toronto i Francisa
Collins z Michigan zostali nie koronowanymi, poki co, zwyciezcami.

FUNKCJA GENU CFTR

Gen CFTR koduje biatko ztozone z 1480 aminokwasOw o masie czgsteczkowej
okoto 170 kilodaltonow (kD). Angielska nazwa tego polipeptydu (cystic fibrosis
transmembrane regulator, CFTR) nawigzuje do funkcji, jaka pierwotnie byta mu
przypisywana. Obecnie wiadomo, ze biatko CFTR petni role kanatu chlorkowego
w komodrkach nabtonkowych drég oddechowych i gruczotdéw wydzielania zewne-
trznego.

W strukturze biatka CFTR wyréznia sie szereg charakterystycznych fragmen-
tow, tak zwanych domen. Pozycje centralng zajmuje domena regulacyjna. Po
obu stronach znajduja sie domeny wewnatrzbtonowe i domeny wigzace nukleo-
tydy. Domeny wewnatrzbtonowe zakotwiczajg biatko w strukturze btony komor-
kowej, a domeny wigzgce nukleotydy i domena regulacyjna sa odpowiedzialne
za otwieranie i zamykanie kanatu, przy czym domena regulacyjna dziata jak
korek zastaniajacy wejscie do kanatu.

STRUKTURA GENU CFTR

Gen CFTRjestjednym z wiekszych gendw cziowieka. Liczy okoto 250 tysiecy
nukleotydéw. Dwukrotnie przewyzsza go swojg wielkoscig gen SCAL, ktérego
defekt jest odpowiedzialny za ataksje rdzeniowo-mézdzkowa, a prawie dziesie-
ciokrotnie wigkszy jest gen DMD, mutacje ktérego wywotuja dystrofie mieSniowa
typu Duchenne’a i Beckera.

Budowa genu CFTRjest podobna do wiekszosci genéw ludzkich. W sekwencji
nukleotydéw genu wyodrebnia sie tak zwane eksony i introny. W swej strukturze
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gen CFTR ma 27 eksonéw o wielkosci zréznicowanej od 38 do 724 nukleotyddw.
Wielkosci intronéw wahaj g sie natomiast od 1,1 tysiaca do 40 tysiecy nukleoty-
déw. mMRNA CFTR czyli matryca, z ktorej jest produkowane biatko (odzwierciedla
gen ztozony jedynie z eksonéw) stanowi jedynie okoto 2,5 % catego genu CFTR.

Warto moze w tym miejscu przypomnieé, ze za rozszyfrowanie ,nieciggtego”
sposobu zapisu informacji genetycznej Sharp i Roberts otrzymali w 1994 roku
Nagrode Nobla.

Typ budowy biatka CFTR (dwie domeny wewnatrzbtonowe, dwie domeny
wiazace nukleotydy) sugeruje, ze sam gen powstat w wyniku podwojenia frag-
mentu DNA. Swiadczyé o tym moze réwniez i to, ze w przypadku eksonéw
kodujgcych domeny wigzace nukleotydy obserwuje sie bardzo wysoka zgodnosc¢
w sekwencji.

MUTACJE | WARIANTY POLIMORFICZNE GENU CFTR

Do konica 1994 roku w genie CFTR opisano blisko 500 réznych mutacji
odpowiedzialnych za modyfikacje lub brak jego funkcji. Wiekszo$¢ z nich to
mutacje punktowe, zmieniajgce sens zapisu informacji genetycznej. Oznacza to,
ze w polipeptydzie, w miejscu odpowiadajacym wystagpieniu mutacji, jest wbu-
dowany inny niz normalnie aminokwas. Inny typ mutacji punktowych, réwniez
czesto wystepujacy w genie CFTR, tak zwane mutacje nonsens, zatrzymujag
powstawanie petnego polipeptydu.

Mutacje typu zmiany sensu stanowig okoto 45% wszystkich znanych mutacji
w genie CFTR, mutacje nonsens okoto 18%, mate insercje/delecje (wstawie-
nie/ubytek) okoto 23%, a mutacje na ztgczach intron/ekson, w wyniku ktérych
btednie sg wycinane introny, okoto 14%. W genie CFTR, w odréznieniu do
wspomianego wyzej genu DMD, wielkie delecje stanowig rzadkos¢. Najwieksza
znana delecja, okoto 40 tysiecy nukleotydéw obejmuje eksony od 11 do 18.

Rozktad mutacji w genie nie jest réwnomierny. Wiekszo$¢ mutacji koncen-
truje sie w eksonach kodujacych domeny wigzace nukleotydy i w domenie
regulacyjnej.

Oproécz mutacji w genie CFTR opisano szereg tak zwanych wariantéw poli-
morficznych. W ten sposéb sa okreslane zmiany w sekwencji nukleotydéw,
ktérych wystagpienie nie pocigaga za sobg zmian w sekwencji aminokwaséw. Moze
tak sie zdazy¢, gdyz wiekszos¢ aminokwasow wchodzgcych w skiad biatek jest
kodowanych przez kilka réznych tréjek nukleotydéw, stanowiacych podstawowg
jednostke informacji genetycznej. R6zne typy zmian polimorficznych sg wykry-
wane réwniez w sekwencjach genu nie kodujacych informacji o biatku, na
przykiad w intronach.

MUTACJA AF508

Najczesciej wystepujgca mutacjgw genie CFTRjest trojnukleotydowa delecjag
w eksonie 10. W wyniku tej mutacji z sekwencji nukleotyddw zostaje usuniety
kodon CTT, aw konsekwencji i aminokwas fenyloalaninaw pozycji 508 tancucha
polipeptydowego CFTR. Powstajgcy produkt jest krotszy tylko o jeden amino-
kwas, ale biatko nie posiadajuz zdolnosci do osiagania w komaérce odpowiedniej
dla niego lokalizacji.
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Mutacja AF508jest odpowiedzialna srednio za okoto 70% wszystkich mutacji
w genie CFTR. W czestosci jej wystepowania obserwuje sie jednak znaczne
réznice geograficzne. Przyktadowo czestos¢ wystepowania delecji F508 wsrod
Turkéw okreslono na 30%, a u Dunczykéw na blisko 90%. Obserwowany
w Europie malejacy gradient czestosci wystepowania mutacji AF508 z pétnoc-
nego zachodu na potudniowy wschéd stal sie podstawag do okreslenia drég
rozprzestrzenienia sie tej mutacji. Uwaza sie, ze mutacja AF508 ,rozchodzita” sie
w Europie wraz migracja ludoéw przybytych ze wschodu lub z centrum konty-
nentu.

Badania genu CFTR przeprowadzone u Baskow, najstarszej powstalej
w paleolicie populacji europejskiej wskazuja, ze mutacja ta istniata juz wtedy
w tej populacji. Szacuje sie, ze mutacja AF508 powstata nie pdzniej niz 53000
lat temu. Takie okreslenie czasu powstania mutacji jest mozliwe na podstawie
przesledzenia rodzaju i tempa zmian mutacyjnych i polimorficznych w danej
sekwencji nukleotydéw w DNA.

Wiekszo$¢ z pozostaich blisko 500 mutacji opisanych dla genu CFTR to
mutacje rzadkie, specyficzne dla danej rodziny. Pewnym wyjatkiem sg mutacje,
charakterystyczne dla grupy etnicznej populacji, to znaczy wystepujace w niej
z duzo wiekszg czestoscig niz gdzie indziej. Swoiste mutacje, ktérych czestos¢
wystepowania przekracza 5%, stwierdzono u Francuzéw z Quebecu, Zydéw
Aszkenazyjskich, czy populacji pochodzenia celtyckiego w Irlandii i Szkocji.

CZESTOSC MUTACJI W GENIE CFTRW POLSCE

Badania molekularne w kierunku mukowiscydozy w Polsce sg prowadzone
zasadniczo w dwoch osrodkach: w Instytucie Matki i Dziecka w Warszawie
i w Zakladzie Genetyki Cztowieka w Poznaniu. W obu tych o$rodkach rutynowo
identyfikuje sie najczesciej wystepujgce mutacje w genie CFTR. Przeprowadzone
do tej pory badania dla ponad 300 chorych na mukowiscydoze wskazuja, ze
obecnie jest mozliwa identyfikacja niespetna 70% wszystkich mutacji w tym

genie (mutacja AF508 jest w Polsce odpowiedzialna za 54% defektéw w genie
CFTR).

GENOTYP A FENOTYP

Zaproponowany ostatnio podziat mutacji w genie CFTR obejmuje zaréwno
rodzaj zmiany molekularnej, jak i spodziewane konsekwencje komoérkowe.
Pierwsza kategoria mutacji to te, ktére wpltywajg na produkcje biatka. Zalicza
sie do nich gléwnie mutacje typu nonsens, w wyniku ktérych obserwuje sie
catkowity brak biatka lub tez obecnos¢ jedynie fragmentu polipeptydu kodowa-
nego w genie CFTR. Kategoria druga, to mutacje zakldcajagce zdolno$¢ do
wiasciwej lokalizacji biatka w komérce. Kategoria trzecia to mutacje zmieniajace
regulacje, a kategoria czwarta zmieniajgce specyficznos¢ kanatu chlorkowego.

Sposrad opisanych wyzej klas mutacji wydzielono mutacje ,,silne” i ,,fagodne”.
Mutacje ,silne” koncentrujg sie w eksonach kodujgcych domeny wigzgce nu-
kleotydy i przewaznie zaliczajg sie do kategorii mutacji decydujgcych o produkcji
biatka lub jego wtasciwej lokalizacji w komorce (na przyktad mutacja AF508).
Towarzyszace im ostre objawy kliniczne ze strony trzustki i drég oddechowych
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decydujg o szczegdblnie ciezkim przebiegu choroby. Grupa mutacji ,fagodnych”
skupia z reguty mutacje zmieniajace specyficznos¢ dziatania kanatu chlorkowe-
go. Towarzyszg im niewielkie zmiany ptucne, a choroba z regutyjest wykrywana
w pozniejszym wieku.

Jak zaznaczono wcze$niej, mukowiscydoza jest uwarunkowana wystgpie-
niem mutacji w obu kopiach genu CFTR. Badania prowadzone w ponad 100
osrodkach w wielu krajach swiata umozliwiajg obecnie stwierdzenie, ze
w uktadzie mutacja ,silna”/mutacja ,fagodna” efekt tej drugiej jest dominujacy.

Na przedstawiony wyzej obraz ekspresji poszczegélnych mutacji naktadaja
sie rowniez inne mechanizmy molekularne. Okazuje sie bowiem, ze nie bez
znaczeniajest ,tto genetyczne”, najakim wystepuje okreslona mutacja. Poprzez
,to” okresla sie zmiany polimorficzne wystepujgce w otoczeniu danej mutaciji.
Podkresla to ztozonos¢ korelacji fenotyp — genotyp.

NIETYPOWE formy mukowiscydozy

Jedng z cech klinicznych, charakterystycznych dla mukowiscydozy, jest
bezptodnos¢ mezczyzn. Z pewnym zaskoczeniem przyjeto wyniki badan moleku-
larnych, prowadzonych w klasyfikowanymjako oddzielnajednostka chorobowa,
wrodzonym braku nasieniowodéw. Okazato sie bowiem, ze u ponad 60% mez-
czyzn z tym zespotem stwierdza sie wystepowanie mutacji typu AF508, z czego
u 1710 wykryto réwnoczesnie inng mutacje (z kategorii ,tagodnych”) w drugigj
kopii genu CFTR.

Wystepowanie mutacji w genie CFTR opisano rowniez dla kilku innych
zespotow. By¢é moze jest zasadne klasyfikowanie wszystkich tych zespotow
jako mukowiscydozy z r6znym stopniem nasilenia okreslonych objawow klini-
cznych.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Obraz kliniczny decyduje o rozpoznaniu mukowiscydozy. Rézne typy testéw
trzustkowych, ocena zmian ptucnych, czy okreslanie stezenia chlorkéw w pocie
sa w dalszym ciggu podstawowymi kryteriami diagnostycznymi. Pamietac jed-
nak nalezy, ze poszczeg6lne objawy, jak chociazby stony pot towarzysza i innym
schorzeniom, na przyktad mukopolisacharydozom, hypotyroidyzmowi czy dys-
plazji ektodermalnej oraz, ze opisano szereg przypadkéw mukowiscydozy, gdzie
stezenie elektrolitéw nie odbiegato od normy.

ANALIZA DNA W DIAGNOSTYCE

Szego6lne miejsce w rozwoju technik biologii molekularnej, przypada technice
tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), ktéra
swojemu wynalazcy Ch. Mullis‘'owi przyniosta w 1994 roku Nagrode Nobla.
Dzieki reakcji PCR istnieje mozliwos¢ analizy DNA, zrodtem ktérego jest, na
przyktad, pojedyncza komérka wiosa czy fragmenty zmumifikowanych tkanek.
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Przy identyfikacji mutacji w genie CFTR stosuje sie r6zne metody badawcze.
We wszystkich tych technikach pierwszyn etapemjestjednak zawsze powielenie
specyficznego fragmentu DNA w reakcji PCR.

WERYFIKACJA ROZPOZNANIA KLINICZNEGO

Tak jak i w innych chorobach dziedzicznych petna weryfikacja rozpoznania
klinicznego jest mozliwa tylko na poziomie molekularnym. W mukowiscydozie
taka weryfikacje zapewnia identyfikacja mutacji w obu kopiach genu CFTR.
W populacji polskiej weryfikacja rozpoznania mozliwa jest dla okoto potowy
diagnozowanych przypadkéw. Wynika to ze stosunkowo niskiej, ponizej 70%,
czestosci wykrywania mutacji w genie CFTR.

BADANIE NOSICIELSTWA MUTACJI W GENIE CFTR

Oprécz weryfikacji rozpoznania klinicznego analiza DNA umozliwia ustalanie
nosicielstwa zmutowanego genu. Pierwszym etapem badania nosicielstwa jest
zawsze proéba identyfikacji mutacji. W przypadku jednak, gdy nie udaje sie
zidentyfikowa¢ mutacji, jest mozliwe tak zwane badanie rodzinne. W analizie tej
korzysta sie z markeréw genetycznych, ktérymi z reguty sg zmiany polimorficzne
zlokalizowane blisko lub wewnatrz genu CFTR. Metoda zaktada wspoélne dziedzi-
czenie (sprzezenie) danego markera z mutacja w genie CFTR. Przesledzenie
sposobu dziedziczenia sie analizowanych markeréw zaréwno od strony matki,
jak i ojca chorego ,przektada” sie na spos6b dziedziczenia zmutowanego genu,
co stwarza mozliwos¢ ustalenia nosicielstwa w badanej rodzinie. Ten typ analizy
DNA nie weryfikuje rozpoznania klinicznego, poniewaz na nim wiasnie bazuje.
Analiza sprzezonych z genem markeréw moze by¢ wykorzystywana réwniez
w diagnhostyce prenatalnej choroby.

DIAGNOSTYKA PRENATALNA

Do czasu wprowadzenia do diagnostyki mukowiscydozy analizy DNA prze-
prowadzenie badania prenatalnego byto mozliwe dopiero w trzecim trymestrze
cigzy. Wykorzystywano w nich wykazang korelacje pomiedzy obecnosciag
mukowiscydozy u ptodu a obnizeniem poziomu niektérych enzymowjelitowych
w plynie owodniowym, uzyskanych drogg amniopunkcji. Po wprowadzeniu
technik molekularnych metoda ta, obarczona dos¢ duzym bledem, zostata
prawie catkowicie zaniechana.

Badanie molekularne, zaréwno identyfikacja mutacji, jak i analiza markeréw
polimorficznych, jest mozliwe juz w pierwszym trymestrze ciazy. Ryzyko poro-
nienia zwigzane z pobraniem materiatu jest poréwnywalne do amniopunkcji
i wynosi 1%-2%. Badania prenatalne w mukowiscydozie sga wykonywane
w Polsce bardzo rzadko. Przykitadowo na przestrzeni ostatnch pieciu lat analize
DNA w badaniu prenatalnym wykonano jedynie w 11 przypadkach.

Mozliwosci jakie dajg techniki biologii molekularnej wydaja sie by¢ nieogra-
niczone. Opisano, na przyktad, diagnostyke preimplantacyjng mukowiscydozy,
podczas ktorej wykonano identyfikacje mutacji AF508 analizujgc DNA wyizolo-
wany z pojedynczej komorki czterokomérkowego ludzkiego zarodka.



426 Jerzy Bal, Dorota Maciejko

LECZENIE

Leczenie mukowiscydozy wymaga dziatann kompleksowych ijest w dalszym
ciggu leczeniem typu objawowego. Do leczenia typu podstawowego nalezy zali-
czy¢ przede wszystkim stosowanie diety wysokoenergetycznej, zabezpieczajgcej
organizm przed wyniszczeniem. W przypadku niedoboru enzymoéw trzustkowych
podaje sie odpowiednie preparaty enzymatyczne, aw zwalczaniu zakazen bakte-
ryjnych jest stosowana antybiotykoterapia. Wazne miejsce przypada fizykotera-
pii, ktéra obejmuije terapie inhalacyjng i drenaz oskrzeli, w czasie ktérego usuwa
sie zalegajacg w drogach oddechowych wydzieline. Przeszczep ptuc czy tez
ptuco-serca, stosowany w zasadzie wytgcznie w USAw bardzo zaawansowanych
przypadkch mukowiscydozy, trudno zaliczy¢ do metod rutynowych.

NOWE KONCEPCJE TERAPEUTYCZNE

Zastugujace na uwage nowe koncepcje farmakologiczne kocentruja sie prze-
waznie na uptynnianiu $luzu, zalegajacego drogi oddechowe choiych namuko-
wiscydoze. Réwniez na tym polu mozna méwic o osiggnieciach inzynierii gene-
tycznej. Jednym z gtéwnych skiadnikéw Sluzu jest DNA, pozostatosé po leuko-
cytach zaangazowanych w zwalczanie infekcji bakteryjnych. Od niedawna sto-
sowany enzym DNaza, fragmentujac DNA nawet do pojedynczych nukleotyddéw
przyczynia sie do zmniejszenia lepkosci i tatwiejszego wydalania $luzu. Preparat
ten podaje sie chorym donosowo, w postaci aerozolu. Otrzymuije sie go w procesie
biotechnologicznym, w ktérym pierwszym etapem byto wyodrebnienie ludzkiego
genu. Innym bioproduktem, znajdujacym zastosowanie w leczeniu choiych na
mukowiscydoze, jest ludzka ai-antytrypsyna, zmniejszajgca stan zapalny drég
oddechowych. Uptynnianie $Sluzu osiaga sie réwniez na drodze podawania
diuretyku, jakim jest amylorid. Blokujac pobiernie jonéw sodowych przyczynia
sie on do wiekszego uwodnienia Sluzu.

Opisane wyzej nowe sposoby terapii nie przynoszg petnego powrotu do
zdrowia i sg niestety bardzo drogie. Przykltadowo roczne leczenie preparatem
DNAzy, poprawiajgce usuwanie $luzu z drég oddechowych, kosztuje ponad
10000 doi. USA. Fakty te dodatkowo zitensyfikowaty zainteresowanie i nadzieje,
jakie taczy sie z terapig genowa mukowiscydozy.

SOMATYCZNA TERAPIA GENOWA

Sklonowanie genu CFTR stato sie sygnatem dla podjecia préb w kierunku
terapii genowej mukowiscydozy. Szybkowykazano, ze ,,sztuczny” gen (doktadniej
cDNA genu CFTR— czyli sekwencja genu pozbawiona intronéw, odpowiadajgca
jego mRNA) jest zdolny do ekspresji biatka CFTRw hodowlach tkankowych oraz,
ze tylko 6%-8% normalnego poziomu mRNAwystarcza do petnego zrekompenso-
wania skutkéw mutacji. Sprzyjajaca okolicznoscig byta réwniez mozliwos¢ po-
dawania genu bezposrednio do tkanek nabtonkowych drég oddechowych, na
przykiad poprzez inhalacje odpowiednio przygotowang mieszaning aerozolu.
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Opisywana w tym artykule terapia genowa mukowiscydozyjest typem lecze-
nia zachowawczego. ,Naprawie” nie ulegajg bowiem linie piciowe, bedgce
zrodtem komorek rozrodczych. Kobiety (mezczyzni z mukowiscydozag sa nie-
ptodni) moga przekazywac wiec zmutowane geny CFTR nastepnemu pokoleniu.
Faktyczny efekt wyleczenia mukowiscydozy mozna by osiggna¢ w tak zwanej
terapii germinalnej (tj. manipulacji genetycznych w komorkach rozrodczych lub
pierwszych stadiach zarodka). W wielu krajach ten typ manipulacji genetycz-
nych jest jednak zabroniony.

Od samego poczatku eksperymentéw z somatyczng terapia genowa uksztat-
towaty sie dwie koncepcje podawania genu. Francuzi i Amerykanie zapropono-
wali uzycie jako nosnika odpowiednio zmodyfikowanego adenowirusa wykorzy-
stujac jego naturalne powinowactwo do komdrek nabtonkowych wyscielajgcych
drogi oddechowe. Pomyst Brytyjczykéw polegat na wykorzystaniu jako nosnika
liposoméw. Zanim przystgpiono do préb klinicznych, wykonano jednak szereg
eksperymentéw na zwierzetach.

MODEL ZWIERZECY

Niektdre ze znanych u ludzi choréb genetycznych majg swoje naturalne
odpowiedniki wsréd zwierzat. Tak zwany kroélik Watanabe to krolik z hypochole-
sterolemig rodzinng (defekt genu kodujacego receptor LDL). Seter irlandzki
z defektem genu kodujacego czynnik VIII to model dla hemofilii A.

Mukowiscydoza nie ma swojego naturalnego modelu zwierzecego, nalezato
go wiec skonstruowaé. Gen cftr u myszy sklonowano wkrétce po sklonowaniu
genu czlowieka. Okoto 80% sekwencji obu genéw okazato sie by¢ identyczne,
a w niektérych eksonach zgodno$¢ przekraczata 90%. Kolejnym etapem
w konstrukcji modelu zwierzecego mukowiscydozy byto wprowadzenie mutaciji
do mysiego genu cftr. Doswiadczenia tego typu wykonano w kilku réznych
laboratoriach. Okazato sie, ze w zaleznosci od zastosowanej techniki unieczyn-
niania genu, myszy réznity sie cechami klinicznymi. Dominujaca cecha u myszy
z defektem obu kopii genu cftr byly objawy ze strony przewodu pokarmowego.
Objawy ptucne, tak niebezpieczne dla zycia ludzi, u myszy prawie zupetnie nie
wystepowaty. Niemniej stworzony zostat model zwierzecy dla eksperymentalnej
terapii genowej.

Doswiadczenia na zwierzetach wykazaty, ze gen CFTR, podany droga inha-
lacyjna do komoérek nablonkowych ulega petnej ekspresji oraz ze zaréwno
wirusy, jak i liposomy nie stanowig zagrozenia dla cztowieka. Jedynym utrud-
nieniem, charakterystycznym dla obu nos$nikéw byta koniecznos¢ podawania
nowego preparatu genu CFTR w odstepach kilkutygodniowych, gdyz byt natu-
ralnie eliminowany z organizmu wraz ze ztuszczajgcym sie nabtonkiem.

PROBY KLINICZNE

Pierwsze podanie genu CFTR osobie chorej na mukowiscydoze miato miejsce
w USAw kwietniu 1993 roku. Po uzyskaniu zgody amerykanskiego Narodowego
Instytutu Zdrowia (NIH) w zespole R. Crystala wprowadzono w adenowirusie
funkcjonalny gen CFTR 23-letniemu mezczyznie z zaawansowang mukowiscy-
doza, u ktérego wykryto dwie mutacie AF508. W tym samym roku Brytyjczycy
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podali liposomy z genem CFTR grupie -dziewigciu chorych. Pierwsze proby
kliniczne koncentrujg sie na okresleniu dawki genu i bezpieczenstwa terapii.
Zaréwno w przypadku terapiii, gdzie nosnikiem genu CFTRjest adenowirus, jak
i w przypadku liposomow nie stwierdzono zadnych skutkéw ubocznych. Wste-
pne wyniki badan elektrochemicznych wskazuja nawzrost przewodnictwajonéw
chlorkowych. Brakjest informacji przesadzajgcych o powodzeniu lub tez niepo-
wodzeniu tak prowadzonej terapii genowej.

Proby kliniczne z terapig genowa w mukowiscydozie prowadzi kilka zespotéw
amerykanskich, jedna grupa w Wielkiej Brytanii ijedna we Francji (od 1994 r.).
Rozwijane sg nowe typy nosnikéw wirusowych dla genu CFTR. Mysli sie jednak
i o innych typach leczenia. Jeden z projektéw przewiduje podawanie chorym
w liposomach nie genu a samego biatka CFTR.

ZAKONCZENIE

Wiedza o podiozu molekularnym mukowiscydozy stata sie podstawg do
wprowadzania terapii genowej w leczeniu tej choroby. Nie znaczy to jednak, ze
wszystkie zagadki zostaly rozwigzane. Bez odpowiedzi pozostaje na przykiad
pytanie, jaki czynnik selekcyjny doprowadzit do tak wysokiej czestosci wystepo-
wania w populacji ludzkiej mutacji w genie CFTR? Najbardziej przekonywujaca
z teorii prébuje laczy¢ nosicielstwo mutacji w tym genie z odpornoscig na
biegunki wywotltywane przez bakterie jelitowe, na przykiad niektore szczepy
Escherichia coli Gtéwng przyczyng Smiertelnosci powodowang przez biegunki
jest odwodnienie organizmu. Nosiciele mutacji, u ktérych wyptyw jonéw chlor-
kowych wraz z wodgjest znacznie obnizony, byliby wiec na te biegunki bardziej
odporni niz osoby, u ktérych obie kopie genu CFTR funkcjonujga normalnie.
Dlaczego jednak wysoka czestos¢ mutacji w genie CFTR jest cechg jedynie
populacji biatej trudno w dalszym ciggu wyjasnic.

Dzieki osiggnieciom biologii molekularnej stale powieksza sie grupa choréb
genetycznie uwarunkowanych, ktérych leczenie staje sie mozliwe. Réwniez
w profilaktyce tych choréb, w ktdrej do niedawna jedyng mozliwoscig byta
rezygnacja z prokreacji, obserwuje sie znaczacy postep. Przykiadem profilaktyki
pierwotnej, to znaczy zapobiegajacej wystgpieniu danej wady, jest podawanie
kobietom w okresie przedkoncepcyjnym i po zajsciu w cigze wysokich dawek
kwasu foliowego. Jak wykazano w okoto 70% przypadkéw redukuje to mozliwos¢
wystgpienia u ptodu wady cewy nerwowej.

Typem dziatan profilaktycznych sa badania przesiewowe umozliwiajgce iden-
tyfikacje nosicieli zmutowanego genu. Jak sie okazuje, fakt ustalenia nosiciel-
stwa danej mutacji w potaczeniu z nowoczesnymi mozliwos$ciami diagnostyczny-
mi moze przynies¢ zaskakujgcy rezultat. Zainicjowane w 1970 roku badania
przesiewowe w chorobie Tay-Sachsa i R-talasemii po 20 latach przyniosty
20-krotng redukcje wystepowania obu choréb w populacjach objetych badania-
mi.

W mukowiscydozie badania przesiewowe w Kierunku nosicielstwa mutacji
w genie CFTR sg w petni mozliwe i optacalne w populacjach, dla ktérych poziom
wykrywalnosci mutacji jest wysoki. W pozostatych, w tym w Polsce, spotecznos¢
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naukowa apeluje o prowadzenie tego typu badan, przynajmniej w rodzinach
ryzyka genetycznego.

W wielu krajach rodziny ryzyka genetycznego skupiajg sie w Towarzystwach
Chorych na Mukowiscydoze. Towarzystwa te popularyzujg wiedze o chorobie,
metodach jej leczenia i diagnostyki, wydaja wiasne czasopisma i informatory,
organizuja pomoc socjalng. W krajach zachodnich, szczegélnie w USA, Towarzy-
stwo Rodzin CF stanowi niebagatelng grupe nacisku na administracje lokalng
i federalna, finansujac w znacznym stopniu réwniez badania naukowe. W Polsce,
w Rabce od Kilku lat dziata towarzystwo o podobnym profilu. Dziata réwniez
Polska Grupa Robocza Mukowiscydozy skupiajaca lekarzy r6znych specjalnosci,
rehabilitantéw i biologéw zajmujgcych sie miedzy innymi diagostykg molekular-
ng tej choroby.

Chcielibysmy bardzo serdecznie podziekowaé¢ Panu Docentowi Taduszowi
Mazurczakowi oraz Kolegom z Zaktadu Genetyki Instytutu Matki i Dziecka za
cenne uwagi, ktéorymi stuzyli nam w czasie pisania tego artykutu.

CYSTIC FIBROSIS FROM GENE TO THERAPY

Summary

The aim of this presentation is to summarize the recent knowladge about cystic fibrosis, one of
the most common autosomal recessive genetic disordes which occurs in Caucasians. Molecular basis
of the disease and diagnostic possibilities are presented. The recent trends in the treatment of cystic
fibrosis patients including somatic gene therapy are discussed.
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