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MOLEKULARNE PODLOZE ZESPOLU HUNTERA

WPROWADZENIE

Zespot Huntera nalezy do grupy dziedzicznych choréb metabolicznych zwa-
nych mukopolisachaiydozami, ktére wynikajg z niedoboru enzyméw lizosomal-
nych, rozktadajgcych wielocukry zwane mukopolisacharydami lub glikozamino-
glikanami. Nieroztozone Ilub czesciowo zdegradowane glikozaminoglikany,
a mianowicie siarczan dermatanu, siarczan heparanu, siarczan keratanu lub
siarczan chondroityny sg gromadzone w lizosomach komérek i czesciowo wyda-
lane z moczem. Obecnos$¢ duzych ilosci mukopolisachaiydéw w komoérkach
powoduje progresywne uszkodzenie ich funkgcji.

W katabolizmie mukopolisachaiydéw bierze udziat 10 ré6znych enzymoéw
lizosomalnych o charakterze glikozydaz, sulfataz lub transferaz. W tabeli 1
zestawiono nazwy enzymow, rodzaje rozktadanych cukréw oraz nazwy poszcze-
g6lnych choréb wywotanych przez niedobdér odpowiednich enzymaow.

Z klinicznego punktu widzenia mukopolisachaiydozy charakteiyzujg sie
stopniowo narastajacymi objawami powiekszenia narzadéw wewnetrznych, roz-
sianymi zaburzeniami kostnienia (dysostosis multiplex) i charakteiystycznymi
iysami twarzy. W wielu przypadkach obserwuje sie tez uszkodzenie stuchu,
wzroku, ukiadu krazenia i uktadu kostno-stawowego. Zesp6t Hurlera, ciezka
forma zespotu Huntera i wszystkie typy zespotu Sanfilippo przejawiajg znaczne
zahamowanie rozwoju umystowego. U chorych moga by¢ obserwowane duze
réznice w ostrosci przebiegu choroby wywotanej niedoborem tego samego enzy-
mu, a zarazem znaczne podobienstwo niektéiych objawéw klinicznych dla
ré6znych typéw mukopolisachaiydoz. Typ mukopolisachaiydozy rozpoznaje sie
na podstawie oceny klinicznej, testu enzymatycznego a ostatnio coraz czesciej
na podstawie badan genetycznych.

Zespdt Huntera (mukopolisachaiydoza typu Il — MPS II) wystepuje w dwu
formach:

— MPS A — ciezka posta¢ choroby — przejawiajaca sie gtebokim, szybko
narastajgcym uposledzeniem umystowym, uposledzeniem stuchu, znacz-
nymi zmianami w ukiadzie kostno-stawowym i uktadzie krazenia, powie-
kszeniem watroby i zgonem przed 15 rokiem zycia;
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— MPS Il B — tagodna posta¢ choroby — przejawiajgca sie prawidtowym
rozwojem umystowym, mniej nasilonymi zmianami w narzadzie ruchu i
uktadzie krazenia, dtuzszym okresem przezycia i mozliwoscig posiadania
potomstwa.

U wielu pacjentéw obserwuje sie posrednie postacie choroby.

Tabela 1

Klasyfikacja mukopolisachaiydoz (wedtug Neufeida i Muenzera 1989)

Typ choroby

MPS I 11
MPS | S
MPS | N/s
MPS I

(Forma A)

MPS I
(Forma B)

MPS I1IA
MPS 111B
MPS mc
MPS 1IID
MPSIVA
MPS IVB

MPS VI

MPS ViI

Nazwa choroby

Hurler

Scheie
Hurler-Scheie
Hunter

(Forma A)

Hunter
(Forma B)

Sanfilippo A
Sanfilippo B
Sanfilippo C
Sanfilippo D
Morquio A
Morquio B

Maroteaux-Lamy

Sly

Nazwa uszkodzonego
enzymu

a-L-iduronidaza
a-L-iduronidaza
a-L-iduronidaza
sulfataza a-Diduronlanu

sulfataza a-L-iduronianu

iV-sulfataza heparanu
a-N-acetyloglukozamInidaza

acetylotransferaza
acetylo-CoA:
a-glukozamid

6-sulfataza N-acetylo -
glukozaminy

6-sulfataza galaktozy

R-galaktozydaza

4-sulfataza-N-acetylo-
galaktozaminy
(arylosulfataza B)

3-glukoronidaza

Rodzaj rozktadanego
cukrowca

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

siarczan heparanu
siarczan heparanu

siarczan heparanu

siarczan heparanu

siarczan keratanu
6-siarczan chondroityny

siarczan heparanu

siarczan dermatanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu
4-, 6-siarczany chondroityny

BIOCHEMICZNE PODLOZE ZESPOLU HUNTERA

Zespot Huntera wynika z niedoboru sulfatazy a-D-iduronianu (EC 3.1.6.13).
Enzym ten katalizuje odszczepienie reszty siarczanowej w pozycji 2' kwasu
D-iduronowego, wystepujacego na nieredukujacym korncu siarczanu dermatanu
i siarczanu heparanu. Jest to pierwszy etap katabolizmu mukopolisacharydéw.
Na rysunku 1przedstawiono strukturalng budowe obu wielocukrow a strzatka-
mi oznaczono kolejne etapy ich rozktadu.
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BUDOWA BIALKA ENZYMATYCZNEGO

Sulfataza iduronianu (IDS) wystepuje w réznych tkankach w bardzo niewiel-
kich ilosciach, co przez dtugi czas utrudniato izolacje czystych preparatow
enzymatycznych i zbadanie ich wiasciwosci fizyko-chemicznych. Po kilku pro-
bach w roku 1990 udato sie wyizolowa¢ z watroby, nerek, ptuc i tozyska
preparaty biatkowe, ktére po 500000-krotnym oczyszczeniu posiadaty specyfi-
czng aktywnos$¢ sulfatazy iduronianu (Bieticki | wspotaut. 1990) i wystepowaty
w dwu formach A i B.

Aktywnos$¢é obu form enzymu zalezata w duzym stopniu od Srodowiska
reakcji, tojest pH roztworu, sityjonowej, obecnosci réznych kationéw i anionéw,
rodzaju substratu i obecnosci innych biatek.

Sulfataza iduronianu, podobnie jak pozostale enzymy biorace udziat
w katabolizmie mukopolisacharydéw, jest hamowana przez produkty katalizo-
wanej przez nig reakcji. Prawdopodobnie wszystkie te enzymy sa zlokalizowane
blisko siebie na btonach lizosomalnych, tworzac wspélny kompleks, dziatajacy
szybko i sprawnie bez potrzeby transportu produktéw posrednich od jednego
enzymu do drugiego.

Wyizolowane obie formy enzymu posiadajg podobng natywng mase czaste-
czkowg i zawierajg w rownowaznych ilosciach polipeptydy o masie 42 kDa i 14
kDa. Aktywny enzym sktada sie z obu fragmentow.

Ustalono, ze w procesie translacji tworzy sie biatko prekursorowe ztozone
z 550 aminokwas6éw. Na koricu aminowym znajduje sie 25 aminokwasow
0 charakterze sekwencji sygnatowej, a nastepnie 8 aminokwaséw, ktdre sg
wycinane podczas posttranslacyjnej obrébki biatka. W procesie tworzenia aktyw-
nego enzymu nastepuje tez proteolityczne rozbicie polipeptydu na dwie podjed-
nostki o masie 42 kDa i 14 kDa, przy czym mniejsza podjednostka sklada sie
z 95 aminokwasoéw, stanowiacych koniec karboksylowy biatka. Biatko enzyma-
tyczne posiada kilka potencjalnych miejsc N-glikozylacji, jednak nie ustalono
jeszcze, ktore z nich sg wykorzystywane.

Sulfataza iduronianu posiada sekwencje aminokwasowag podobng do se-
kwencji innych sulfataz ludzkich, jak glukozamino-6-sulfataza i arylosulfataza
A, B i C. Wysoki stopien homologiijest obserwowany szczegélnie w N-koricowych
fragmentach biatek, zawierajgcych grupy aminokwasow konserwatywnych, a dla

Geny eukariotyczne sktadaja sie z eksondw, niosacych informacje o sekwencji aminokwaséw w kodowa-
nym biatku oraz z intronéw rozdzielajgcych poszczeg6lne eksony. Powstajacy podczas transkrypcji pier-
wotny mRNA posiada sekwencje odpowiadajgca catemu genowi. W procesie sktadania genu (ang. mRNA
splicing), zwanego tez dojrzewaniem MmRNA, nastepuje wyciecie sekwencji intronowych i wzajemne
powigzanie sekwencji eksonowych. Przy koncu 5' intronu wystepuje specyficzna sekwencja nukleotydéw
stanowigcych donorowe miejsce, aprzy koncu 3' intronu specyficzna sekwencja nukleotydéw stanowigcych
akceptorowe miejsce. Nukleotydy te sa rozpoznawane przez splicosom, to jest kompleks enzymatyczny
bioracy udziat w sktadaniu genu. Dojrzaty mRNA niesie informacje genetyczng w postaci tréjnukleotydo-
wych kodonéw, ktére warunkuja wiaczanie odpowiednich aminokwaséw do syntetyzowanego w procesie
translacji polipeptydu. cDNA stanowi taricuch dezoksyrybonukleotydowy komplementarny do sekwencji
rybonukleotydowej w dojrzatym mRNA.
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IDS i arylosulfatazy C takze w centralnych fragmentach polipeptydéw. Prawdo-
podobnie wszystkie sulfatazy pochodzg ze spokrewnionej rodziny genéw, ktdre

w funkcjonalnie waznych rejonach biatka ulegly niewielkim zmianom w toku
ewolucji.

Rys. 1. Degradacja siarczanu dermatanu i siarczanu heparanu.

Strzalki z cyframi oznaczajg kolejne etapy rozktadu obu mukopolisacharydéw.

Kazda sulfataza posiada tez rejony unikalne, charakterystyczne tylko dla
danego enzymu. Sulfataza iduronianu posiada dwa takie inserty. Nie wiadomo,
jaki jest ich wptyw na dziatanie enzymu. Przypuszcza sie, ze jeden z nich moze
by¢ odpowiedzialny za wigzanie IDS z btona lizosomalng a drugi moze stanowic
sygnhat dla wewnatrzpeptydowej proteolizy oddzielajgcej podjednostki 14 kDa i
42 kDa lub moze decydowaé o specyficznym dziataniu enzymu.

GENETYCZNE UWARUNKOWANIE ZESPOtLU HUNTERA

Gen kodujacy sulfataze iduronianu jest zlokalizowany na ditugim ramieniu
chromosomu X w rejonie q28. Prawdopodobne uszeregowanie markeréw poli-
morficznych w rejonie lokalizacji genu IDS przedstawiono na rysunku 2.

W roku 1990 ustalono sekwencje catlego transkiyptu tgcznie z rejonem
promotorowym przy koricu 5' genu oraz rejonem nietranslacyjnym przy koncu
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3' (Witson i wspbtaut. 1990). Stwierdzono, ze 33 nukleotydy przed pierwszym
nukleotydem wchodzacym w skitad cDNA znajduje sie miejsce startowe trans-
krypcji. Sekwencja promotorowa nie zawiera sekwencji nukleotydowej typu
TATA lub CAAT, lecz posiada dwa ugrupowania ztozone z nukleotydéw GC
(CCGCCC i GGGCGQG). Ten typ potencjalnej sekwencji promotorowej jest zgodny

z rolg genu IDS, bedacego genem podstawowych przemian o niskim poziomie
transkrypciji.

Rys. 2. Kolejnos¢ loci polimorficznych w rejonie Xq27-g28 (wedtug Suthers
i wspotaut. 1991).

Liczby utamkowe umieszczone miedzy poszczegdlnymi loci obrazujg czesto$¢ rekombinacji w tych rejonach chro-
mosomu.

Sulfataza iduronianu, podobnie jak inne enzymy lizosomalne (np. arylosul-
fataza A, B i C) jest kodowana przez kilka typéw mRNA réznigcych sie ditugoscia
(5,7, 5,4 i 2,1 kilo-par zasad — kpz). Wynika to z uzycia r6znych miejsc do
poliadenylacji przy koncu 3' transkryptéw. W przypadku mRNA o wielkosci
2,1 kpz potencjalny sygnat poliadenylacji (AATAAA) pojawia sie po 266 nukleo-
tydach zlokalizowanych za kodonem terminalnym, niosgcym informacje o za-
konczeniu wlgczania aminokwasow do biatka. Dla transkryptéw o wielkosci
5,41 5,7 kpz rejony nukleotydowe zlokalizowane przy koricu 3', ktore nie ulegajag
translacji, sg znacznie wieksze i obejmujg ponad 3 kpz.

W roku 1993 ukazaty sie réwnoczesnie dwa doniesienia, przedstawiajace
sekwencje i organizacje genu IDS (Flomen i wspoOtaut. 1993, Wilson i wspétaut.
1993). Okazato sie, ze gen IDS obejmuje rejon okoto 24 kpz i sktada sie
z 9 eksonoéw i 8 introndéw, ktore schematycznie przedstawiono na rysunku 3.
Najmniejszy ekson (IV) jest zbudowany z 89 nukleotyddéw, a najwiekszy (I1X)
z 476 nukleotyddéw. Pie¢ pierwszych intronéw (1-5) posiada wielkos¢ od 0,85
kpz do 2,8 kpz, natomiast trzy ostatnie (6-8) sg znacznie wieksze i obejmuja
tacznie 13 kpz. Nie zbadano dotychczas kolejnosci nukleotydéw w catym genie
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IDS, lecz ustalono sekwencje w poszczegdlnych eksonach i sekwencje graniczne
ekson/intron. Poznanie fragmentéw sekwencji intronowych byto mozliwe dzieki
zsekwencjonowaniu fragmentéw DNA uzyskanych po:
— amplifikacji nie znanych rejonéw zawartych miedzy znanymi fragmentami
dwu sgsiadujgcych eksonow i
— amplifikacji nie znanych fragmentéw DNA miedzy jednym starterem
reakcji PCR (polimerazowej reakcji taricuchowej) zlokalizowanym w ekso-
nie a drugim starterem o znanej sekwencji, specjalnie skonstruowanym
i umieszczonym w przylegtym intronie.

Rys. 3. Schemat budowy genu IDS (dane wedtug: Flomen i wspétaut. 1993, Wilson i
wspoétaut. 1993)

Prostokatami oznaczono eksony, a cienka linig — Introny.

Zgodnie z ogdélnymi zasadami we wszystkich intronach miejsce donorowe
wycinania intronu rozpoczyna sie od sekwencji GT, natomiast miejsce akcepto-
rowe posiada ugrupowanie AG.

Biatko enzymatyczne IDS wykazuje duze podobienstwo budowy do sulfatazy
sterydowej, szczegoélnie dla sekwencji kodowanych przez eksony II, Il i VII,
jednak ogoélna organizacja genu IDS catkowicie odbiega od budowy genu sulfa-
tazy sterydowej. Mozliwe, ze przyczyna tegoj est znacznaréznicaw specyficznosci
substratowej obu enzymow.

DIAGNOSTYKA ZESPOtU HUNTERA

Identyfikacja zespotu Huntera (mukopolisacharydozy IlI, MPS II) opiera sie
na rozpoznaniu klinicznym, biochemicznym i genetycznym.

KLINICZNA DIAGNOSTYKA MPS I

Rozpoznanie kliniczne choroby jest prowadzone w oparciu o badania:
— rozwoju fizycznego (wagi, wzrostu, pomiaréw antropometrycznych)
— rozwoju umystowego (badania psychologiczne — wsp6tczynnik inteligencji)
— uktadu krazenia (echa serca i duzych naczyn, wydolnosci krgzenia)
— o$rodkowego i obwodowego uktadu nerwowego za pomocg tomografii

komputerowej gtowy (przewodnictwa nerwéw obwodowych, stuchu, wzro-
ku).

BIOCHEMICZNA DIAGNOSTYKA MPS 1l

Testy biochemiczne obejmujg oznaczenie aktywnosci sulfatazy a-Diduronia-
Nnu oraz ocene poziomu glikozaminoglikanéw w moczu.
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— Badanie aktywnosci enzymu IDS przeprowadza sie w fibroblastach,
cebulkach wtosdw, leukocytach, a takze w osoczu i surowicy krwi. W przypadku
badan prenatalnych sa stosowane komérki wyizolowane z ptynu owodniowego
i sam ptyn owodniowy — pobierane w 14-16 tygodniu ciazy, lub kosmki
trofoblastu — pobierane w 9-10 tygodniu cigzy. Ze wzgledu na mozaicyzm
u heterozygotycznych ptodéw zeniskich, otrzymane prébki materiatu biologicz-
nego moga wykazywac bardzo obnizony poziom enzymu, zblizony do aktywnosci
obserwowanej u chorych ptodow meskich. Aby unikna¢ btedu przy interpretacji
wynikow nalezy zawsze ustalaé pte¢ ptodu.

Badania prenatalne w kierunku MPS Il moga tez by¢ prowadzone posrednio,
poprzez analize aktywnosci enzymu IDS w surowicy matki. Stwierdzono, ze
w okresie cigzy nastepuje podwyzszenie poziomu tego enzymu u matki, gdy ptéd
jest prawidtowy, natomiast brak zmiany poziomu, gdy ptdd jest nosicielem
choroby.

— Badanie poziomu siarczanu dermatanu i siarczanu heparanu w moczu
jest testem diagnostycznym MPS II, umozliwiajacym potwierdzenie typu muko-
polisachaiydozy rozpoznanej klinicznie oraz wykrycie choroby u cztonka rodziny.

BADANIA GENETYCZNE

Genetyczne badania diagnostyczne przeprowadza sie zar6wno na poziomie
DNA, jak i RNA (iys. 4) i poréwnuje sie rodzaj wykrytej mutacji w genie z mutacjg
obserwowang w transkiypcie.

Wstepne okreslenie zmian w budowie genu IDS dokonuje sie poprzez zasto-
sowanie fragmentu cDNA, jako wzorcowej sondy hybrydyzacyjnej. W pierwszym
rzedzie przeprowadza sie analize fragmentéw restrykcyjnych uzyskanych po
strawieniu genomowego DNA kilkoma ezymami restrykcyjnymi (Pstl, Tagql,
Hindlll, EcoRI czy Stul). Umozliwia to wykrycie delecji obejmujacej czes¢ lub caty
gen IDS oraz wykrycie wiekszych lub mniejszych przegrupowan w obrebie genu.

Brak wszystkich fragmentdw restrykcyjnych swiadczy o delecji catego genu.
Zmiana ilosci i wielkosci fragmentéw restrykcyjnych, obserwowana dla kilku
enzymow, sSwiadczy o wiekszym przegrupowaniu niz delecja lub duplikacja
fragmentu genu. Natomiast zanikjednego lub pojawienie sie nowego fragmentu
restrykcyjnego dlajednego tylko enzymu moze by¢ wynikiem drobnej mutacji,
typu kilkunukleotydowej delecji lub insercji lub jednonukleotydowej substytu-
cji, odpowiedzialnej za zanik istniejgcego lub tworzenie nowego miejsca restry-
kcyjnego, specyficznego dla dziatania badanego enzymu.

W celu okreslenia zasiegu wykrytej delecji catego genu IDS przeprowadza sie
badania hybrydyzacyjne z zastosowaniem markeréw zewnatrzgenowych, zlokali-
zowanych po obu stronach genu IDS. Po stronie telomerycznej genu wybiera sie
markery z locus DXS302, DXS304, DXS299 i DXS52, natomiast po stronie
centromerycznej markery z locus DXS296, DXS293, DXS297 i DXS369.

Delecje i insercje w obrebie sekwencji kodujacych genu IDS sg wykrywane
w genomowym DNA po amplifikacji poszczegélnych eksonéw lub w transkrypcie
po przeprowadzeniu odwrotnej transkrypcji i amplifikacji cDNA-IDS w postaci
3-4 fragmentdéw. Poréwnanie wielkosci poszczegblnych eksonéw lub fragmentow
cDNA uzyskanych od chorych z odpowiednimi fragmentami kontrolnymi pozwa-
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la na stwierdzenie kilkunastonukleotydowych lub wiekszych delecji i insercji.
Catkowity brak jednego lub kilku eksonéw, wzglednie fragmentéw cDNA Swiad-
czy o delecji czesci lub catego regionu kodujacego IDS.

Rys. 4. Schemat badan genetycznych u chorych z mukopolisacharydoza typu Il.

Wyzej opisane badania diagnostyczne pozwalajg na wykrycie wiekszych
zmian w obrebie genu i daja pozytywny wynik dla okoto 20% chorych. Dla
pozostatych pacjentow (okoto 80%) choroba jest wynikiem drobnych mutaciji,
ktére sgwykrywane jedna z kilku opisanych ostatnio metod, jak analiza konfor-
macyjna pojedynczych nici (SSC), analiza heteroduplekséw na zelu denaturujg-
cym (HA), elektroforeza w gradiencie denaturujagcym (DGGE), analiza niesparo-
wanych nukleotydéw za pomocg RN-azy A lub chemicznej modyfikacji (CMC).
Metody te pozwalaja na stwierdzenie istnienia fragmentéw DNA z kilku — lub
nawet jednonukleotydowa zmiana w sekwencji nukleotydéw. Identyfikacje mu-
tacji osiaga sie poprzez zsekwencjonowanie zmienionych fragmentéw. Analiza
kolejnosci nukleotyddéw w badanym fragmencie pozwala nawykrycie i doktadng
lokalizacje kazdej zmiany w sekwencji nukleotydow.

Mutacja zidentyfikowana w genie IDS jest najlepszym sprawdzianem trafno-
Sci rozpoznania klinicznego oraz najpewniejszym markerem choroby. Ustalona
dlabadanego pacjenta mutacj aj estjednakowa dlawszystkich chorych cztonkéw
rodziny ijest przekazywana z pokolenia na pokolenie zgodnie z prawami Mendla.
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Przy przeprowadzaniu badan prenatalnych lub ustalaniu nosicielstwa usz-
kodzonego genu sg wybierane takie metody, ktore specyficznie potwierdzajg lub
wykluczajg obecnos¢ znanej dla rodziny mutaciji.

Mutacje mozna rozpozna¢ za pomoca enzymow restrykcyjnych, poprzez
stwierdzenie zmiany wzoru restrykcyjnego lub identyfikacje zmiany miejsca
restrykcyjnego (utrata istniejgcego lub pojawienie sie nowego) lub poprzez
tworzenie sztucznego miejsca restrykcyjnego. Przy identyfikacji mutacji punkto-
wych mozna zastosowac allelo-specyficzng hybrydyzacje oligonukleotydowa lub
ligazowa reakcje tancuchowa.

Chromosom X z uszkodzonym genem IDS mozna wykry¢ u cztonkéw rodziny
z mukopolisacharydoza Il przeprowadzajgc analize sprzezenn locus choroby
z markerami polimorficznymi i ustalajgc allele dziedziczace sie tacznie z choroba.
Dla locus genu IDS sg znane dwa dwualleliczne polimorfizmy ujawniane przez
enzymy restrykcyjne Stul i Taqgl. Enzym Stul tworzy allele polimorficzne
o wielkosci Al: 17,8 kpz i A2: (15,0+2,8) kpz, a enzym Taql allele polimorficzne
Owielkosci Al: 5,1 kpz i A2: 3,8 kpz. Zestaw alleli okreslony dla obu markeréow
polimorficznych stanowi haplotyp markerowy choroby w rodzinie i moze stuzyé
do przesledzenia przekazywania zmutowanego genu IDS w rodzinie, natomiast
nie daje informacji o naturze uszkodzenia samego genu.

MUTACJE W GENIE IDS

Dotychczas opisano okoto 200 przypadkéw zespotu Huntera. U 6% przeba-
danych pacjentéw stwierdzono istnienie delecji obejmujacej caty rejon genu IDS
(wedtug Froissart i wspotaut. 1993). w niektérych przypadkach zidentyfi-
kowano delecje obejmujace réwniez rejony przylegte do locus genu IDS.
W itson i wspOtpracownicy (1991) opisali delecje locus IDS i DXS296 u pacjenta
wykazujgcego znaczne zahamowanie rozwoju umystowego. Autorzy przypusz-
czaja, ze obserwowane ciezkie objawy choroby moga by¢ réwniez wynikiem
uszkodzenia przylegtych do genu IDS regionow, a szczeg6lnie FRAXA sprzezone-
go z locus DXS296. Znany jest tez przypadek delecji obejmujacej gen IDS
1zmapowany dystalnie locus DXS304 (Beck i wspétaut. 1992). We wszystkich
testowanych przypadkach stwierdzono, ze locus DXS466 ulega kodelecji tacznie
z locus genu IDS, co swiadczy o ich bardzo bliskim sagsiedztwie lub nawet o
lokalizacji DXS466 wewnatrz jednego z intronow genu IDS.

Analiza fragmentow restrykcyjnych, uzyskanych po trawieniu réznymi enzy-
mami restrykcyjnymi genomowego DNA, umozliwia nie tylko wykrycie delecji
obejmuj acej caty lub czes¢ genu, lecz réwniez wykrycie wiekszych lub mniejszych
przegrupowan w obrebie genu IDS. Ogétem zmiany tego typu obserwuje sie
u okoto 20% chorych. U pozostatych pacjentéw (okoto 80%) choroba jest
wynikiem drobnych mutacji, nie wykrywanych metodami hybrydyzacyjnymi
z zastosowaniem sondy cDNA-IDS. Diagnostyka jest w tych przypadkach pro-
wadzona za pomocg nowoczesnych technik genetyki molekularnej, ktére pozwa-
lajg na wykrycie niewielkiej zmiany w sekwencji nukleotydéw typu mutacji
punktowej lub kilkunukleotydowej delecji i insercji.
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W 34% przypadkéw mukopolisachaiydozy Il stwierdzono istnienie mutacji
punktowych typu podstawienia nukleotydowego (substytucji), powodujacych
powstanie kodondéw o zmienionej informacji i w konsekwencji wlkgczenie niepra-
widtowego aminokwasu lub powstanie kodonu terminalnego i w konsekwencji
przerwanie wigczania aminokwaséw do tworzonego biatka (Bunge i wspotaut.
1993, Flomen i wspétaut. 1992, Popowska i wspOtaut. 1994). Zidentyfikowano
tez znaczng ilos¢ (okoto 23%) delecji lub insercji jednego, kilku lub kilkunastu
nukleotyddéw (Bunge i wspdtaut. 1992, Popowska | wspétaut. 1994). W niekt6-
rych przypadkach insercja byta wynikiem duplikacji fragmentu eksonu.

Duzg grupe (okoto 23%) stanowig mutacje punktowe w rejonie wystepowania
sekwencji specyficznych dla donorowego lub akceptorowego miejsca sktadania
genu. Mutacje tego typu prowadza do nierozpoznania miejsca wycinania
i usuniecia catego eksonu tacznie z intronem lub wykorzystania nietypowego
miejscawycinania i usuniecia fragmentu eksonu lub wstawienia réznej dtugosci
fragmentu intronowego do eksonu (Bunge i wspotaut. 1993, Fiomen | wspétaut.
1992, Popowska iwsp()}aut. 1994)

Sposréd mutacji punktowych czesto jest obserwowane podstawienie T
w miejsce C w dwunukleotydowych mostkach CpG, co jest zgodne z wysokag
mutagennosciag tych ugrupowan, wynikajaca z deaminacji metylowanej cytydy-
ny. Jedna z najczesciej wystepujacych mutacji tego typu jest substytucjaC ->T
w kodonie 374 (ogétem 6 przypadkow), ktéra wprowadza nowe miejsce donorowe
sktadania genu i powoduje delecje 60 koncowych nukleotydéw w eksonie VIII.
Zmiana nukleotydu powoduje powstanie nowego miejsca restrykcyjnego dla
enzymu Hphl w genie IDS. Inne substytucje C -> T majg charakter mutacji
wprowadzajgcej zmieniong informacje w kodonie lub wprowadzajgcej kodon
terminalny.

Zidentyfikowane mutacje sa zlokalizowane wzdtuz catego genu, przy czym
2/3 znajduje sie w eksonach Ill, Vi IX.

Dotychczas przeprowadzone badania wskazujg na wielkg réznorodnos¢ mu-
tacji w genie IDS. Identyczne zmiany wykryto tylko w Kilku rodzinach i poza
opisang powyzej substytucjg w kodonie 374 dotyczg mutacji w kodonach
172 i 443, wprowadzajacych w obu przypadkach kodon terminalny do trans-
kryptu. Znane sg tez przypadki wystepowania mutacji w tych samych tréjnu-
kleotydowych kodonach, na przykfad: 86, 135 i 468, jednak roznig sie one badz
pozycja nukleotydu, ktéry ulegt zmianie, badz rodzajem samego podstawienia
nukleotydowego.

PATOGENEZA ZESPOLU HUNTERA

Zespot Huntera manifestuje sie przy catkowitym braku lub znacznie zredu-
kowanym poziomie aktywnosci sulfatazy a-D-iduronianu. Catkowity brak biatka
enzymatycznego lub tworzenie biatka o zmienionej strukturze i trwatosci moze
by¢ wynikiem delecji catego lub czesci genu IDS lub moze by¢ wynikiem takiej
zmiany w obrebie genu, ktoéra powoduje tworzenie zmienionego i/ lub niestabil-
nego traskiyptu.
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Choroba dziedziczy sie w sposob recesywny sprzezony z chromosomem X.
Objawy choroby sg obserwowane u osobnikéw meskich, posiadajacych uszko-
dzony gen IDS na obecnym u nich jednym chromosomie X. Kobiety posiadajace
dwa chromosomy X, zazwyczaj nie rozwijaja objawow choroby, a sa jedynie
nosicielkami uszkodzonego genu. Do chwili obecnej zidentyfikowano kilka przy-
padkéw stanowigcych odstepstwo od tej reguly. Mossman | wspétpracownicy
(1983) opisali przypadek dziewczynki z klinicznymi objawami MPS Il i niedobo-
rem IDS, u ktorej stwierdzono istnienie wymiennej translokacji zréwnowazonej
46,XX,t(X;5), powodujacej rozerwanie chromosomu X w locus genu IDS. Ujaw-
niono tez przypadki MPS Il u dziewczat nie wykazujacych zmian cytogenetycz-
nych (Crarke iwspotaut. 1991). Szczegdétowe badania stwierdzity istnienie u tych
dziewczat selektywnej (non random) inaktywacji jednego z chromosomoéw X.
Przypuszczaé nalezy, ze inaktywacji ulegt prawidtowy chromosom, natomiast
aktywny pozostat chromosom niosacy uszkodzony gen IDS.

Oceniono, na podstawie dotychczas zdiagnozowanych przypadkéw, ze muko-
polisacharydoza Il wystepuje z czestoscig 7,5 x 1CT6zywo narodzonych chiopcéw.
U Zydoéw askenazyjskich i marokanskich obserwuje sie dwukrotnie wiekszg
czestos¢ choroby (14,8 przypadkoéw na 1 milion), co moze by¢ wynikiem prena-
talnej selekcji faworyzujacej chromosom x z uszkodzonym genem IDS (Ziotogo-
RAi wspotaut. 1991).

ZALEZNOSC FENOTYP — GENOTYP

W celu okresleniazaleznosci miedzy fenotypem agenotypem objawy kliniczne
MPS 1l sa klasyfikowane w trzech grupach, obejmujacych forme A i B oraz
uwzgledniajgcych posta¢ posrednig choroby.

Grupa | — choroba o tagodnym przebiegu — obejmuje pacjentéw z normal-
nym wspotczynnikiem inteligencji i typowymi, lecz niezbyt ciezkimi zmianami
somatycznymi.

Grupa I|— choroba o umiarkowanym przebiegu — obejmuje pacjentow
z typowymi zmianami somatycznymi i obnizonym stopniem rozwoju umystowe-
go, ktéry wraz z wiekiem wykazuje tendencje uwsteczniajace.

Grupa Illl — choroba o ciezkim przebiegu — obejmuje pacjentéw z ostro
zaznaczonymi zmianami somatycznymi i giebokim niedorozwojem umystowym,
objawiajagcym sie miedzy innymi catkowitym brakiem mowy lub znajomoscia
jedynie kilku stéw.

Dotychczas przeprowadzone badania genetyczne wykazujgwielkg r6znorod-
nos¢ mutacji w genie IDS. Identyczne zmiany w budowie genu wykryto tylko
w nielicznych rodzinach dla kilku rodzajéw mutaciji.

Funkcja poszczegolnych fragmentéw kodowanego biatka enzymatycznego
nie jest jeszcze wyjasniona. Wysoka homologia pewnych obszaréw biatka IDS
z budowag innych sulfataz lizosomalnych swiadczy o funkcjonalnej i struktural-
nej waznosci tych rejonéw, obejmujacych ugrupowania tak zwanych aminokwa-
soéw konserwatywnych. Stwierdzono, ze mutacje dotyczace obszaréw konserwa-
tywnych wywotuja chorobe o ciezkim lub umiarkowanym przebiegu (Bunge
i wspotaut. 1993, Popowska i wspotaut. 1994). Dzieje sie to nawet w przypadku
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mutacji punktowych, powodujacych zmianejednego prawidtowego aminokwasu
na aminokwas o odmiennej strukturze i odmiennych wiasciwos$ciach fizyko-che-
micznych. Podobnie dos¢ ciezki przebieg choroby obserwuje sie u pacjentéw
z mutacjami zlokalizowanymi w unikalnych rejonach genu o budowie specyficz-
nej tylko dla sulfatazy iduronianu.

U niektérych pacjentéw obserwowano mutacje punktowe, powodujace zmia-
ne kodondéw informacyjnych w kodony terminalne, co prowadzito do przerwania
wigczania aminokwasow do tworzonego biatka. Powstanie tego typu zmiany w
kodonie 172 warunkowato ciezkie objawy choroby, natomiast w kodonie 443
i 475 umiarkowane objawy choroby. W pierwszym przypadku mutacja wystgpita
w poczatkowym fragmencie transkryptu, co w konsekwencji przejawiato sie
catkowitym brakiem aktywnego biatka enzymatycznego. W dwu pozostatych
przypadkach kodony terminalne powstaty w koncowym fragmencie transkryptu,
juz poza rejonem wysokiej homologii obserwowanej dla réznych sulfataz, co
prawdopodobnie powodowato, ze tworzone czasteczki biatkowe charakteryzowa-
ty sie znacznag stabilnoscig i mniej zredukowang aktywnoscig enzymatyczng.

Znaczng zmiennos¢ fenotypowag manifestuja tez mutacje zmieniajace specy-
ficznos¢ miejsca donorowego lub miejsca akceptorowego sktadania genu. Eks-
presja tych mutacji zalezy od ich lokalizacji w genie iwptywu na budowe
i strukture tworzonego biatka enzymatycznego. Jedng z takich zmian jest
mutacja w eksonie VIII (kodon 374), ktéra wprowadza nowe miejsce donorowe
sktadania genu, nie naruszajac przy tym sekwencji nukleotydowej w uprzednio
istniejgcym miejscu. Nowe miejsce donorowe wykazuje wieksze powinowactwo
do splicoscmu — kompleksu enzymatycznego zajmujgcego sie wycinaniem
introndéw i wzajemnymtaczeniem eksonéw. Stwierdzono, ze gtdwniej est uzywane
nowe miejsce donorowe a w duzo mniejszym stopniu stare miejsce donorowe
sktadania genu co powoduje, ze obok zmienionego transkryptu tworzg sie tez
pewne ilosci normalnego transkryptu. W konsekwencji powstaje pewna ilos¢
prawidtowego biatka a choroba ma przebieg tagodny. U pacjentéw z tg mutacja
obserwuje sie zmniejszong ruchliwos¢ stawdw, zaburzenia stuchu, obnizony
wzrost i charakterystyczne rysy twarzy, jednak rozwéj umystowy pozostaje w
normie, co pozwala im na podjecie nauki w normalnej szkole.

Duza heterogennos¢ zmian genetycznych utrudnia opracowanie prostej
zaleznosci miedzy obserwowanym fenotypem a genotypem. Ogélnie mozna
stwierdzi¢, ze wszelkie mutacje prowadzace do delecji catego lub fragmentu genu,
drobne mutacje typu delecji czy insercji zmieniajagce ramke odczytu, mutacje
punktowe w rejonach konserwatywnych lub w rejonach unikalnych oraz muta-
cje punktowe wprowadzajgce kodon terminalny, szczegdlnie w poczgtkowym
rejonie transkiyptu, beda odpowiedzialne za brak lub tworzenie zmienionego,
niestabilnego biatka catkowicie lub w znacznym stopniu pozbawionego aktyw-
nosci enzymatycznej i w konsekwencji beda sie ujawniaty w formie choroby o
ciezkim lub umiarkowanym przebiegu. Natomiast mutacje zlokalizowane
w mniej waznych funkcyjnie rejonach biatka, nie wywotujgce duzych zmian
w sekwencji i budowie przestrzennej biatka, beda odpowiedzialne zawystgpienie
choroby o tagodnym przebiegu.

Badania korelacji miedzy fenotypem a genotypem w spokrewnionych rodzi-
nach sklaniaja do twierdzenia, ze kondycja fizyczna i umystowa chorego
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z mukopolisacharydoza Il zalezy gtéwnie od podtoza genetycznego choroby, lecz
w pewnym stopniu majg tez na nig wptyw uwarunkowania srodowiska.

Mukopolisachaiydoza Il, jako choroba uwarunkowana genetycznie, jest
nieuleczalna za pomocg dotychczas stosowanych zabiegéw klinicznych i farma-
kologicznych. Obecnie mozliwa jest niewielka poprawa komfortu zycia chorego
poprzez stosowanie odpowiedniej rehabilitacji ruchowej, treningu umystowego i
doraznej terapii farmakologiczne;j.

W latach 70-tych zasygnalizowano osiggniecie pewnej poprawy ruchliwosci
stawéw u chorych w wyniku przetoczenia duzej ilosci plazmy lub leukocytéw.
Lepsze rezultaty normalizacji wydalania glikozaminoglikanéw, zmniejszenia
przerostu narzadow wewnetrznych i zwiekszenia ruchliwosci stawoéw uzyskano
po przeprowadzeniu transplantacji szpiku. Niestety, w obu przypadkach osigg-
nieto jedynie przejsciowg poprawe stanu zdrowia.

Prawdziwe uleczenie choroby wydaje sie bardzo trudne do osiggniecia, gdyz
wigze sie z naprawa uszkodzonego genu we wszystkich komérkach organizmu.
Osiggniecie tego celu jest mozliwe jedynie poprzez odpowiednig wymiane mate-
riatu genetycznego w zarodku podczas pierwszych podziatéw zygoty. Dziatania
tego typu sg na razie w stadium pierwszych préb wykonywanych na komdérkach
zwierzecych. Zastosowanie ich w terapii cztowieka wigze sie z pokonaniem
trudnosci technicznych gwarantujacych odpowiednie wiaczenie prawidtowego
genu w specyficznym dla niego locus na chromosomie. Ewentualne wprowadze-
nie terapii u ludzi wigze sie tez z koniecznoscia ustalenia przepiséw prawnych
zezwalajacych na tego typu manipulacje genetyczne.

MOLECULAR BASIS OF THE HUNTER SYNDROME
Summary

Mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of inheritable disorders caused by a deficiency of
lysosomal enzymes needed for stepwise degradation of mucopolysaccharides (glycosaminoglycans).
To this group of diseases belongs the Hunter syndrome (mucopolisaccharidosis type Il, MPS II)
caused by absence or reduction of iduronate sulfatase (IDS). This leads to accumulation of the
incompletely degraded dermatan and heparan sulfates. Symptoms of the disease include short
stature, coarse facial features, skeletal deformities and, sometimes, progressive deafness, mental
retardation and greatly shortened life span.

IDS is encoded by a gene located on X chromosome. The IDS gene contains 9 exons and 8 introns.

Many different type of mutations were observed in patients with MPS Il. In about 20% of the
cases deletions of the whole gene or other major structural alterations were found. The majority of
the patients carries small aberrations of the IDS gene, 23% having deletions cf one, two or three base
pairs, and 57% various point mutatious like missense, nonsense or mutations affecting the splice
site.

Identification of mutations is based on DNA or RNA analysis. The most useful molecular
techniques seem to be restriction fragments analysis, exon and cDNA fragment amplification, single
strand conformational polymorphism and heteroduplex analysis, dot-blot hybridization and se-
quencing. Knowledge of the primary genetic defect allows carrier detection and prenatal diagnosis
as well as some insight into the relationship between genotype and phenotype.
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