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SAZETAK RADA

Cisti¢na fibroza najcesca je nasljedna bolest u europskoj populaciji koja znacajno skracuje
Zivotni vijek. Drugi naziv koji se koristi za bolest je mukoviscidoza koji slikovito opisuje
posljedice bolesti — gustu i Zilavu sluz i sekret u diSnim putovima i drugim zahvacenim
organima. Klinicka slika cisticne fibroze posljedica je promjena u radu Zlijezda s vanjskim
luenjem zbog Cega su osSteceni mnogi organi, a najvisSe diSni, probavni i reproduktivni
sustav. Simptomi i teZina bolesti znatno variraju u razli¢itih bolesnika. Probavni simptomi
posljedica su uglavnom bolesti gusterace, jedne od Zlijezda s vanjskim lu¢enjem. Ne stvara se
dovoljno enzima za normalnu probavu hrane pa nastaju proljevi i pothranjenost. U diShom
sustavu Zlijezde takoder ne rade ispravno pa je sekret u diSnim putovima gust, Zilav i obilniji
nego normalno. Zbog promjena osobina sekreta u reproduktivnim organima, muski bolesnici

su zbog zacepljenog sjemenovoda najéesce neplodni.
CILJ ISTRAZIVANJA

Cisticna fibroza je monogenska bolest uzrokovana mutacijama u specificnom genu, CFTR
genu. Patofiziologija bolesti je vrlo dobro opisana, a terapijski su ciljevi jasni. Nadalje,
dijagnostika ove bolesti temelji se na genskom testiranju kako bi se identificirao tip bolesti i

odredio to¢an genski defekt za svaki pojedini slu¢aj (M. D. Amaral, 2015.).

UnatoC tome Sto se na prvi pogled Cini da je cisticna fibroza ,jednostavna” monogenska
bolest, to je ujedno i kompleksno patofizioloSko stanje. Cilj istraZivanja ovoga rada je opisati
molekularne mehanizme cisti¢ne fibroze i skupine poremecaja uzrokovanih samom boleséu,
opisati vaznost personalizirane medicine te istraZiti, objediniti, razraditi i predstaviti
dosadasnja postignuca u razvoju lijekova s ciljinom terapijom odredenih klasa mutacija koje

dovode do pojave cisti¢ne fibroze.

MATERIJALI | METODE

Otkrice gena koji uzrokuje cisticnu fibrozu dovelo je do boljeg razumijevanja mutacija i
njihovih razliCitih patofizioloskih manifestacija. Ova saznanja dovela su do razvoja novih
potencijalnih terapijskih pristupa koji ciljaju osnovni defekt (M. Wilschanski, 2012.).
Terapijski pristupi koji ciljaju osnovni defekt dijele se u dva vrlo razli¢ita pristupa: genska

terapija usmjerena na popravak genskog poremecaja i molekularna terapija koja se temel;i



na popravku funkcionalnog defekta na razini proteina (E. Q. Gallegoa i sur., 2014). Genska
terapija usredotoCena je na uvodenje zdravih kopija gena kod pacijenata s cistiChom
fibrozom.

Za razliku od genske terapije, molekularni pristup, odnosno, terapija usmjerena povratku
izgubljene funkcije CFTR proteina, pokazala je znacajnije rezultate koji su doveli do razvoja te
naposljetku i odobrenja prvog lijeka koji direktno cilja CFTR protein u sije¢nju 2012. godine
kada je pusten na americko trziste. Dalje u radu detaljnije su obradene vrste terapija i
dosadasnja postignuéa u lijeCenju simptoma cisticne fibroze kao i putovi koji su doveli do

znacajnih saznanja.
RASPRAVA

Ciljevi personalizirane medicine usmjereni su na procjenu medicinskog rizika te na pracenje,
dijagnozu i lijecenje pacijenata prema njihovom specificnom sastavu gena i molekularnog
fenotipa (M. D. Amaral, 2015.). Na primjeru cisticne fibroze pokazano je da nije lako
predvidjeti klinicki fenotip na osnovu varijacije gena. Ova ,jednostavna“ monogenska bolest
uzrokovana je mutacijama na CFTR genu, a obliku same bolesti doprinose mnogi dodatni
¢imbenici kao $to su odredeni bioloski putovi kao i okolisni uvjeti koje je tesko procijeniti (M.
D. Amaral, 2015.). Nadalje, svaka osoba s cistichom fibrozom jest jedinstvena i zahtijeva
personaliziranu dijagnozu zbog Cega je vaino primijeniti sva znanja i iskustva o genskim
varijacijama kao i procjene njihovog ucinka ex vivo za personalizirani pristup lijeCenju ove
bolesti (M. D. Amaral, 2015.). Razumijevanje preciznih mehanizama djelovanja CFTR
pojacivaca i ispravljaca znatno je vece nego prije nekoliko godina, no i dalje je nedovoljno.
Razlog postojanju mnogih nepoznanica jest bioloska kompleksnost CFTR proteina i

interakcija u koje stupa Sto predstavlja velik izazov znanstvenicima (M. Brodlie i sur., 2015.).
ZAKLJUCAK

Cisticna fibroza mozZe posluziti kao potencijalna paradigma za primjenu personalizirane
medicine i kod ostalih respiratornih i genskih poremecaja. Dosadasnja otkri¢a i uspjesi dali su
nadu oboljelima od cisti¢ne fibroze za bolji i potencijalno dulji Zivotni vijek. Unatoc potrebi za
daljnjim istrazivanjima o povratku funkcije CFTR proteina, dosadasnji su rezultati pokazali da

je to svakako realan i ostvariv cilj.



SUMMARY

Cystic fibrosis is the most common inherited disease in the European population, which
significantly shortens the lifespan. Another term used for the disease is mucoviscidosis which
describes the consequences of the disease - a thick and viscous mucus and secretions in the
respiratory tract and other organ involvement. The clinical picture of cystic fibrosis is the
result of changes in the external secretion glandular activitywhich causes damage to many
organs, but most respiratory, digestive and reproductive system. Symptoms and severity
vary considerably in different patients. Digestive symptoms are caused mainly by pancreas
diseasewhich leads to insufficient level of enzyme for normal digestion of food which causes
diarrhea and malnutrition. The respiratory system does not work properly also, so the
secretion in the airways is thick, wiry and more abundant than normal. Due to changes in
characteristics of secretions in the reproductive organs, male patients are due to clogged

deferens usually infertile.
OBJECTIVE

Cystic fibrosis is a monogenic disease caused by mutations in a specific gene, CFTR gene. The
pathophysiology of the disease is very well described and therapeutic goals are clear.
Furthermore, the diagnosis of the disease is based on genetic testing to identify the type of

disease and to determine the precise genetic defect in each case (M. D. Amaral, 2015).

Despite the fact that cystic fibrosis seems to be a "simple" monogenic diseaseat first glance,
it is also a complex pathophysiological condition. The aim of this paper is to describe the
molecular mechanisms of cystic fibrosis and disorders caused by the disease, describe the
importance of personalized medicine and explore, consolidate, develop and present the
achievements in the development of drugs to target treatment of certain classes of

mutations that lead to the appearance of cystic fibrosis.

MATERIALS AND METHODS

The discovery of the gene that causes cystic fibrosis has led to a better understanding of the
various mutations and pathophysiological events. These findings led to the development of
potential new therapies that target the basic defect (M. Wilschanski, 2012). Therapeutic

approaches that target the basic defect can be divided into two very different approaches:



gene therapy focused on the repair of genetic disorders and molecular therapy, based on the
correction of functional defects at the protein level (E. Q. Gallego et al., 2014). Gene therapy

has focused on the introduction of normal copies of the gene in patients with cystic fibrosis.

Unlike gene therapy, molecular approach, i.e., therapy directed to the return of lost function
of the CFTR protein, showed significant results that led to the development and ultimately,
approval of the first drug that directly targets the CFTR protein in January 2012 when it was
released on the US market. Certain types of therapy and current achievements in the
treatment of the symptoms of cystic fibrosis as well as the paths that led to significant

findings are described further in paper.
DISCUSSION

The goals of personalized medicine are focused on the medical risks assessment and the
monitoring, diagnosis and treatment of patients according to their specific gene composition
and molecular phenotype (M. D. Amaral, 2015). This "simple" monogenic disease is caused
by mutations in the CFTR gene, a form of the disease is influenced by many additional
factors such as the specific biological pathways and environmental conditions that are
difficult to assess (M. D. Amaral, 2015). Furthermore, every person with cystic fibrosis is
unique and requires a personalized diagnosis which makes all the knowledge and experience
of genetic variation as well as the ex vivo impact assessment very important for a
personalized approach to treating this disease (M. D. Amaral, 2015). Understanding the
precise mechanisms of action of CFTR booster and rectifier is much higher than a few years
ago but still insufficient. The reason for many uncertainties is the biological complexity of the
CFTR protein and its interactions with other molecules which represents a major challenge

to scientists (M. Brodlie et al., 2015).
CONCLUSION

Cystic fibrosis can serve as a paradigm for the potential application of personalized medicine
on other respiratory and genetic disorders. Previous discoveries and successes gave hope to
those suffering from cystic fibrosis for a better and potentially longer life. Despite the need
for further research on the return of the CFTR protein function, the current results show that

this is certainly a realistic and achievable goal.
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1. UVOD



Cisticna fibroza je autosomno-recesivna nasljedna bolest koja zahvaca mnoge epitelne
organe, osobito egzokrine Zlijezde. Kod cisticne fibroze prisutna je jedna ili viSe mutacija na
genu koji kodira protein ukljuen u prijenos natrijevih iona kroz stanicnu membranu (CFTR,
engl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene). CFTR gen nalazi se na
dugome kraku kromosoma 7, a mutacija/e su kao autosomno recesivno svojstvo prisutne u
oko 3% bjelacke populacije. CFTR gen kodira protein epitelnih kloridnih kanala, tocnije,
kloridni kanal reguliran ciklicnim adenozin-monofosfatom (cAMP) koji upravlja transportom

kloridnih i natrijevih iona preko epitelne membrane (M. D. Amaral, 2015.).

Slika 1. Gen za cisti¢nu fibrozu (preuzeto s http://reynoldsgen677s10.weebly.com/)

Epitelni kanali za transport kloridnih iona kod osoba oboljelih od cisti¢ne fibroze ne mogu se
aktivirati cAMP-om te takve stanice ne mogu normalno izluciti kloridne ione, zbog cega
dolazi do njihova zadrZavanja unutar stanica. Epitelni natrijski kanali (ENaC), odgovorni za

transport iona natrija iz luminalnog sekreta u stanice, inhibirani su normalnom funkcijom


http://reynoldsgen677s10.weebly.com/

navedenih kloridnih kanala. Ako njihova funkcija nije normalna, aktivnost ENaC-a bit ce

povisena te u stanici dolazi do nakupljanja vece koli¢ine NaCl i vode (M. D. Amaral, 2015.).

Posljedi¢no dolazi do povecane gustoce sluzi koja blokira diSne puteve, kanali¢e gusterace,

bilijarne kanali¢e i intestinalni sustav (U. Griesenbach i sur., 2015.).

Osnovni poremecaj kod cisticne fibroze jest nemoguénost zadrzavanja dovoljnih koli¢ina
kloridnih iona izvan stanice, uz posljedi¢nu povecéanu resorpciju natrija i vode u stanice. U
cisti¢noj fibrozi poremeéena je funkcija Zlijezda s vanjskim izluc¢ivanjem (Zlijezde znojnice u
kozi, Zlijezde izvodnih kanalica u gusteraci i jetri, sluzne Zlijezde u probavnom i
reproduktivnom sustavu, Zlijezde slinovnice). Nenormalno djelovanje CFTR-a uzrokuje
abnormalan prijenos elektrolita i vode preko stanicne membrane, a time i abnormalno guste
i viskozne izluCevine (M. D. Amaral, 2015. ). U zahvac¢enim organima dolazi do zacepljenja
izvodnih kanali¢a Zlijezda nakupljenim sekretom koji uzrokuje osteéenja tkiva. Ostecenju
pridonose i drugi Cinitelji koji su pogodeni promijenjenim sastavom sluzi, tako je npr. u
plu¢ima izrazito smanjen djelotvoran prirodeni sustav obrane od infekcije te rano dolazi do
naseljavanja bakterijama kojih se organizam vise ne moze rijesiti (U. Griesenbach i sur.,
2015.). U bolesnika koji nose najées¢u mutaciju u nasoj populaciji (AF508) ne moraju u
pocetku biti zahvaceni svi organi, ali u svih bivaju zahvacdena plu¢a, a u 90% oboljelih bolest
zahvacda i gusteracCu. Kako bolest napreduje, poremecaji se pojavljuju i na, do tada, prividno

nezahvacenim organima.

Cisticna fibroza jest genska bolest koja znacajno skracuje Zivotni vijek. Drugi naziv koji se
koristi za tu bolest je mukoviscidoza koji slikovito opisuje posljedice bolesti — gustu i Zilavu

sluz i sekret u diSnim putovima i drugim zahvaéenim organima (U. Griesenbach i sur., 2015.).
Simptomi i teZzina bolesti znatno variraju u razli¢itih bolesnika s cisticnom fibrozom.

Probavni simptomi posljedica su uglavhom bolesti gusterace, jedne od Zlijezda s vanjskim
lu¢enjem. Ne stvara se dovoljno enzima za normalnu probavu hrane pa nastaju proljevi i

pothranjenost.

U 85% bolesnika s cisticnom fibrozom, gusti i ljepljivi sekret dovodi do djelomicnog ili
potpunog zaCepljenja vodova koji idu od gusterace do tankog crijeva, sprecavajudéi izluCivanje

probavnih enzima koji su potrebni za iskoristavanje masti, Se¢era i bjelancevina iz hrane. U



stolici se izlu¢uju neiskoristene hranjive tvari zbog ¢ega pacijenti najées¢e gube na tjelesnoj
teZini. Stolice su obilne, zaudarajuée i masne. Javljaju se bolovi u abdomenu, pojacane
nadutosti, a u novorodencadi mozZe doéi do potpunog zacepljenja crijeva sekretom i
potrebom za kirurSkim rjeSavanjem problema. U starijih pacijenata moze dodi do jakog
ostecenja gusterace, nema dobre kontrole Secera u krvi i dolazi do razvoja Sec¢erne bolesti

ovisne o inzulinu.

U diSnom sustavu takoder Zlijezde ne rade ispravno, pa je sekret u diSnim putovima gust,
Zilav i obilniji nego normalno, a to pogoduje ponavljajuéim infekcijama, uzrokovanim
bakterijama poput Pseudomonas aeruginosa i Staphylococus aerus (zlatni stafilokok), (M. D.

Amaral, 2015.).

Plu¢na bolest posljedica je nekolicine Cinitelja koji djeluju u kombinaciji. Prvo je zaostajanje
viskoznog i ljepljivog sekreta u disSnim putovima koji sprjeCava normalno odstranjivanje
bakterija i infektivnih Cestica. Osim toga, mijenja se obrambeni sustav sluznice, a trajne upale
dovode do velikih osteéenja (M. D. Amaral, 2015.). Donje diSne putove u takvim okolnostima
naseljavaju bakterije koje i uz najintenzivnije lijecenje antibioticima nije moguce potpuno
eliminirati. U manjem broju sluéajeva javljaju se virusne ili gljivicne infekcije. Ponavljanje
infekcija dovodi do upalne reakcije i nagomilavanja produkata upale, koji pak dovode do
zaCaranog kruga pojacanoga stvaranja sluzi, njenog joS teZeg odstranjivanja i razaranja
pluénoga tkiva. Upala je prisutna u diSnim putovima djece s cisticnom fibrozom ve¢ u dobi od
4 tjedna i prvi je stupanj kroni¢ne, progresivne pluéne bolesti. Kona¢no, na plu¢ima nastaju
bronhiektazije, proSireni disni putovi u kojima nema normalne cirkulacije zraka, ve¢ su puni
sekreta, dok za to vrijeme djelotvorna povrsina pluéa biva sve oskudnija. Plu¢na se funkcija
vremenom smanjuje. Znakovi pluéne bolesti mogu biti ponavljanje upale pluéa, kasalj,
ubrzano i otezano disanje, sipljenje. U starijih bolesnika (adolescenata), kod kojih su pluéne
promjene ve¢ uznapredovale, moze se javiti i manje ili veée krvarenje iz pluéa. Brzina
napredovanja pluénih promjena je individualna i ovisi o teZini bolesti u pojedinog pacijenta i
redovitom provodenju lije¢enja (M. D. Amaral, 2015.). Sto se ranije jave simptomi od strane
pluéa, to bolest ima tezi oblik. U konacnici, plu¢na bolest odreduje i trajanje Zivota. Osim
plu¢ne bolesti, koja je prisutna u gotovo svih bolesnika, mogu se javiti i trajne upale sinusa,

nosni polipi i trajna upala srednjeg uha.



Slika 2. Disni sustav (preuzeto s http://bolestidjece.blogspot.hr )

Zbog promjena osobina sekreta u reproduktivnim organima, muski bolesnici s cistic(nom

fibrozom su, zbog zacepljenog sjemenovoda, najcesc¢e neplodni.
1.1. UCESTALOST | NASUEDIVANIJE

Cisti¢na je fibroza najéesc¢a genska bolest bijele rase koja dovodi do skraéenja Zivotnog vijeka.
Prema dostupnim podacima, u SAD—u se ta bolest pojavlje u jedno od 3300 rodene djece
bijele rase, jedno od 15 300 rodene djece crne rase i jedno od 32 000 rodene djece americko
azijskog podrijetla. Napretkom medicine te poboljSanjem lijeCenja i produljenja oCekivanog

Zivotnog vijeka, 40% bolesnika su odrasle osobe (http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-

prirucnik/pedijatrija/cisticna-fibroza). Cisti¢na fibroza pogada jedno od 2500 do 3500 rodene

djece europske populacije. Statisti¢ki gledano, s obzirom na pojavnost cisticne fibroze u
europskoj populaciji, mozZe se reéi da je svaka 25.-30. osoba nositelj gena za bolest a u skladu

s navedenim, predpostavlja se da bi u Hrvatskoj moglo biti 180 000 nositelja mutacija.

Hrvatska udruga za cisti¢nu fibrozu biljezi manji postotak oboljelih od ocekivanog s obzirom
na ucestalost bolesti u zemljama naseg okruzenja. U Hrvatskoj se zna tek za stotinjak
pacijenata, Sto moze znaciti da osobama s blazim simptomima bolest nije dijagnosticirana ili

se pogresno i kasno dijagnosticira (http://www.cisticna-fibroza.hr/index.php/cisticna-fibroza/).

Cisticna fibroza nastaje prilikom zacec¢a a sama bolest se prenosi autosomno-recesivnim
naCinom nasljedivanja. Ako dijete naslijedi mutirani CFTR gen od oba roditelja, oboljet ¢e od
cisticne fibroze. Ako od jednog roditelja naslijedi zdravu kopiju gena, a od drugog mutirani

gen, dijete ée biti zdravo, ali ée biti nositelj mutacije.

U teoriji, ako dva roditelja — nositelja mutacije u CFTR genu imaju ¢etvero djece, jedno ¢ée

dijete biti bolesno, jedno ce biti zdravo, a dva ée biti nositelji bolesti. lako to pravilo vrijedi na

4


http://bolestidjece.blogspot.hr/
http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/pedijatrija/cisticna-fibroza
http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/pedijatrija/cisticna-fibroza
http://www.cisticna-fibroza.hr/index.php/cisticna-fibroza/

velikim brojevima, u pojedinacnim sluc¢ajevima (npr. jednoj obitelji) mogu se zaceti sva

zdrava djeca ili sva bolesna djeca.
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Slika 3. Autosomno- recesivno nasljedivanje (preuzeto s

https://www.google.hr/search?g=autosomno+recesivho+naslje%C4%91livanje&source=Inms&tbm=isch&sa=X&

ved=0ahUKEwjTh5 6qP3XAhUJJOWKHYY9AucQ AUICygC&biw=1583&bih=767#imgrc=uttlWbaqg4KaljM)

1.2. POVUEST

PretraZzivanje povijesnih zapisa dovelo je do vjerovanja da su barem neke od karakteristika i
simptoma cisti¢ne fibroze bile prepoznate i povezane sa smrtnoscu jos u vrijeme primitivnih
drustava istoCne Europe cak i prije srednjeg vijeka (P. M. Quinton, 1999.). U nekoliko
referenci pronadenih u razli¢itim literaturama pojavljuje se predvidanje ili upozorenje koje
kaze da c¢e dijete, Cije je Celo slano kada se poljubi, uskoro umrijeti (P. M. Quinton, 1999.).
Dugo vremena smatralo se da su ta djeca ukleta a ljubljenje djetetova cCela ili podlaktice bila
je glavna okosnica u dijagnozi ove bolesti, a i danas je uvrijezen pojam ,djeca slanog
poljupca” kada se govori o oboljelima od cisti¢ne fibroze. lako u to vrijeme bolest jos nije
imala ime, danasnja terminologija poCela se primjenjivati i razvijati za vrijeme 1930-ih

godina.

Karl Landsteiner, 1905. po prvi puta opisuje mekonijski ileus, jedan od prvih simptoma

cisticne fibroze, iako spomenuti simptom moze biti uzrokovan i nekim drugim oboljenjima.


https://www.google.hr/search?q=autosomno+recesivno+naslje%C4%91ivanje&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjTh5_6qP3XAhUJJOwKHYY9AucQ_AUICygC&biw=1583&bih=767%23imgrc=uttlWbaq4KaIjM
https://www.google.hr/search?q=autosomno+recesivno+naslje%C4%91ivanje&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjTh5_6qP3XAhUJJOwKHYY9AucQ_AUICygC&biw=1583&bih=767%23imgrc=uttlWbaq4KaIjM

Guido Fanconi 1936. prvi objavljuje opis bolesnika gdje povezuje simptome celijakije
(odnosno malapsorpcije), promjene u gusteraci i bronhiektazije s cisticnom fibrozom
odnosno bolest s navedenim simptomima naziva ,cisticna fibroza s bronhiektazijom (P. M.

Quinton, 1999.).

Dorothy Hansine Andersen, bila je usredotocena na bolesti gusterace pa tako godine 1938. u
svojim radovima koristi naziv “Cisti¢na fibroza pankreasa” i dovodi ju u vezu s celijakijom (P.
M. Quinton, 1999.). Dorothy je bila patolog u djecjoj bolnici u New Yorku i prva je prepoznala
cisticnu fibrozu kao bolest i zajedno sa svojim timom razvila je prvi test za dijagnosticiranje te
bolesti. Prilikom provodenja autopsije dijeteta koje je imalo klinicku sliku celijakije, zamijetila
je ostecenja na pankreasu. Proucavanjem ostalih zapisa i patoloskih izvjeStaja te ostale
medicinske literature, otkrila je jasnu, do tada neprepoznatu poveznicu tih bolesti i nazvala
ju jednim imenom, cisti¢na fibroza (P. M. Quinton, 1999.). Andersen nije sebe smatrala samo
patologom ve¢ je nastavila dalje istrazivati i raditi na dijagnosticiranju bolesti kod zdravih
ljudi. Andersen i njezin tim postigli su brojna otkrica koja su dovela do jednostavne

dijagnostike cisti¢ne fibroze koja se koristi i u danasnje vrijeme (P. M. Quinton, 1999.).

Godine 1952. Paul di Sant Agnese uocio je abnormalnosti u sastavu znoja, a znojni je test
postao jedan od glavnih testova za dijagnosticiranje cisticne fibroze koji je kroz desetljec¢a
poboljsan i usavrSen te se koristi i danas kao jedan od glavnih i vaZnijih testova, uz danas

dostupne genske analize za diferencijalnu dijagnostiku bolesti (P. M. Quinton, 1999.).

Prva mutacija u CFTR genu, na kromosomu 7 ljudskog genoma, otkrivena je 1988. u suradnji
trojice znanstvenika, Francis Collins, Lap Chee Tsui i John R. Riordana a 1989. istrazivacki tim
u Torontu pod vodstvom Lap Chee Tsui-a, razjasnio je ulogu mutiranog gena u nastanku

bolesti.

Do danas je prepoznato preko 1500 razli¢itih mutacija na CFTR genu, od kojih su neke vrlo

rijetke, dok je mutacija AF508 naj¢es¢a mutacija u Hrvatskoj i ostalim zemljama.



1.3. DIJAGNOSTIKA
Cisti¢nu je fibrozu moguce otkriti prenatalnom dijagnozom i za vrijeme Zivota.

Prenatalna dijagnoza omogucava klinicarima pripremu za medicinske i psiholoske potrebe
roditelja, fetusa te novorodenceta prije, tijekom i poslije poroda. Neinvazivna CFTR analiza
ukljuCuje tehnike obnove DNA iz stanica dobivenih brisom usne Supljine

(http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup#c8). Ovom tehnikom mogude je

otkriti status nositelja mutacije (roditelja) fetusa za koji se predpostavlja da boluje od

cisticne fibroze temeljem ultrazvu¢nog pregleda prve stolice fetusa (lat. meconium ileus).

U slucaju pozitivhog testa novorodenackog probira bolest je potrebno potvrditi i drugim

metodama.

Dijagnoza cisticne fibroze temelji se na kombinaciji najmanje jednog karakteristicnog
simptoma ili na pozitivnoj obiteljskoj anamnezi (M. D. Amaral, 2015.), uz barem jednu

laboratorijsku potvrdu za ovu bolest.
Laboratorijski testovi za dokazivanje cisticne fibroze

Najé¢esc¢a laboratorijska pretraga za postavljanje dijagnoze je znojni test i njime se otkriva
visak soli u znoju. Dijagnoza se obi¢no potvrduje ako se dva puta uzastopno znojnim testom
otkrije koncentracija klorida veca od 60 mmol/L. Mjeri se koncentracija soli u znoju (najcesce
samo kloridnih iona). Sve oboljele osobe, a osobito one s tezim oblikom bolesti, imaju visoku

koncentraciju soli u znoju Sto je nepogresiva potvrda dijagnoze.

Pri testu znojenja pilokarpinom se stimulira lokalizirano znojenje, mjeri se koli¢ina znoja, te

koncentracija kloridnih iona.

Kako bi se dobili sto pouzdaniji rezultati, potrebno je prikupiti najmanje 50 mg ili ako je
moguce, 100 mg znoja. Ovaj test mozZe dati netoCne rezultate kod tek rodene djece a osobito
uzevsi u obzir da je tesko skupiti adekvatnu koli¢inu znoja prije treceg tjedna Zivota

(http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup#c9 ).

Referentna vrijednost koncentracije kloridnih iona u znoju je <40 mmol/L dok je vrijednost u
iznosu 260 mmol/L jasna potvrda dijagnoze odnosno prisutnosti cisticne fibroze. Kod

novorodene djece u starosti od 3 mjeseca ili manje, rezultati koji pokazuju 30-60 mEq/L,
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smatraju se grani¢nim i zahtjevaju ponovno testiranje. S obzirom da vrijednost koncentracije
kloridnih iona u znoju u iznosu od 30-60 mEq/L mozZe biti unutar referentne vrijednosti ili
moze upudcivati na heterozigotnog prenosioca, ovi nosioci se ne mogu precizno identificirati

samo sa testom znojenja (http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup#c9 ).

Raspon koncentracl) E

Drob Normalno (mmollL) Srednje (mmollL) Abnormalno (mmollL) |
< 6 mjeseci <29 30-59 260 !
> 6 mjeseci <39 40-59 260 \

Slika 4. Raspon koncentracije kloridnih iona u znoju (preuzeto s http://www.perpetuum-lab.com.hr )

Test znojenja mora se provesti najmanje dva puta na svakom pacijentu s pozeljnim
razmakom od nekoliko tjedana izmedu ta dva testa. Znojni test mora se ponoviti kako bi se
$to preciznije i to€nije postavila dijagnoza upravo zbog rezultata od 40-60 mmol/L koji su
granic¢ne vrijednosti a vrlo su Ceste kod osoba koje ispoljavaju tipi¢ne karakteristike bolesti

(http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup#c9 ).

Test znojenja potrebno je takoder ponoviti i kod dobivenih negativnih rezultata ukoliko su
prisutne karakteristike i simptomi koji upuéuju na prisutnost cisti¢ne fibroze iz razloga sto
neki pacijenti s dokumentiranom cisticnom fibrozom pokazuju negativne rezultate na testu

znojenja (http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup#c9 ).

Genska analiza precizna je potvrda bolesti i nositelja mutiranoga CFTR gena. Njome se
identificiraju mutacije gena za cisti¢nu fibrozu. Homozigoti su osobe koje imaju istu mutaciju
na oba alela CFTR gena, a heterozigoti su osobe koje imaju mutiran samo jedan alel gena. U
veéini laboratorija se ne provjeravaju sve mutacije CFTR gena, nego samo one koje su

najcesce u toj populaciji.

U metode koje se koriste u genskoj analizi CFTR gena ubrajaju se metode usmjerene na
utvrdivanje poznatih mutacija te metode skeniranja (primjerice skeniranje sekvencije za bilo
koju devijaciju od standardne sekvencije) uz pomoé MLPA (Multiplex Ligation-Dependant
Probe Amplification) ili kvantitativne fluorescentne multipleks lan¢ane reakcije polimeraze

(engl. polymerase chain reaction, PCR).

Izravne metode molekularne dijagnostike kojima se utvrduje prisutnost mutacije gena

obuhvacaju: PCR, analizu heterodupleksa (engl. heteroduplex analysis, HA), polimorfizam


http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup%23c9
http://www.perpetuum-lab.com.hr/
http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup%23c9
http://emedicine.medscape.com/article/1001602-workup%23c9
http://www.perpetuum-lab.com.hr/uploads/monthly_06_2014/ccs-1-0-83267500-1403128445.png

duzine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment lenght polymorphism, RFLP),
konformacijski polimorfizam jednolancanih molekula (engl. single-strand conformation
polymorphism, SSCP), analizu DNA u gradijentu denaturiraju¢eg gela poliakrilamida (engl.
denaturing gradient gel elecrophoresis, DGGE) i sekvenciranje gena. Neizravha metoda je
analiza povezanosti (engl. linkage analysis) intragenskih biljega i bolesti u kontekstu
rodoslovlja (analizira se je li osoba heterozigot ili homozigot, ali se ne odreduje o kojoj se

mutaciji radi).

Uz prethodno navedene testove, cisticnu fibrozu moze se dijagnosticirati i mjerenjem razlike
u potencijalu u sluznici nosa i mjerenjem razlike u potencijalu u sluznici rektuma. U
sluajevima kada je znojni test negativan, ovi testovi sluze kao dodatan alat za dijagnostiku

cisticne fibroze.

Razlika u potencijalu u naponu mjerenom iz sluznice nosa te iS¢itavanje rezultata dobivenih
uranjanjem referentnih elektroda u podlakticu koji su u uzajamnoj vezi s kretanjem iona
natrija preko stanicnih membrana Sto je karakteristicna pojava uzrokovana mutacijom na
CFTR genu upucuju na cisticnu fibrozu. Mjerenje razlike u potencijalu u sluznici nosa je
osjetljiv test prijenosa elektrolita koji se provodi u svrhu potvrde ili pobijanja dijagnoze o

prisutnosti cisticne fibroze.

Normalna pogreska standardne srednje vrijednosti iznosi 0.9-24.7 mV dok je abnormalna
vrijednost 1.8-53 mV. Prilikom ponavljanja mjerenja nakon polijevanja sluznice amiloridom
koji blokira epitelne natrijeve kanale, pad u razlici u potencijalu u sluznici je veéi kod
pacijenata s cistichom fibrozom (73%) nego kod kontrolne skupine (53%). Naknadno
polijevanje sluznice s otopinom oslobodenom od kloridnih iona i izoproterenolom dovodi do
ostrog povecanja u razlici u potencijalu u sluznici kod kontrolne skupine dok kod oboljelih od

cisticne fibroze nema ucinka ili je neznacajan (http://emedicine.medscape.com/article/1001602-

workup#c9 ).

Zbog nedostupnosti opreme i potesSkoca s provodenjem ovog testa, on se provodi iskljucivo
u tek nekoliko istrazivackih centara kako bi se potvrdila dijagnoza bolesti kod pacijenata
kojima je tesko precizno potvrditi rezultate drugih testova ili kod onih kod kojih nije moguce

provesti test znojenja zbog nekih drugih poteskoca (kozna oboljenja).



Za postavljanje dijagnoze veoma je bitna i obiteljska anamneza jer je cisticna fibroza
monogenska bolest (M. D. Amaral, 2015.). U obiteljskoj anamnezi lije¢nik od roditelja
doznaje bitne informacije o postojanju cisticne fibroze ili bolesti koja bi mogla biti cisticna
fibroza, a da nije dijagnosticki potvrdena. Postojanje cisti¢ne fibroze u uzoj obitelji, uz jedan
pozitivan laboratorijski test, potvrduju dijagnozu cisti¢ne fibroze, ¢ak ako osoba trenutno

nema izrazene simptome bolesti.
1.4. MOLEKULARNI MEHANIZMI BOLESTI

Godinama poslije otkri¢a CFTR gena postignuti su znacajni napreci u razumijevanju strukture
i funkcije CFTR proteina; kompleksna multidomena s 1480 aminokiselina membranskog
proteina koji je ¢lan obitelji ABC transportnih proteina (transportni proteini koji sadrze ATP-
vezujuce kasete) i funkcionira kao ionski kanal. Kako bi se olaksala dijagnostika bolesti i
postigao ucinkovit pristup lijeCenju, CFTR mutacije podijeljene su u razli¢ite funkcionalne
klase za koje bi ista povratna strategija mogla biti efektivna (termin: terapija popravka
mutacija) (M. D. Amaral, 2015.). Prvi korak jest identificirati osnovne molekularne i stani¢ne
defekte koji su osnova za pojavu mutacije. Ovo je bio cilj CFTR2 projekta koji je procijenio,
kako klinicko uznapredovanje tako i funkcionalne posljedice najéesc¢ih CFTR genskih mutacija
(onih s frekvencijom alela >0,01%). Kako bi se postigao cilj CFTR2 projekta, molekularna i
funkcionalna karakterizacija mnogih CFTR mutacija provedena je tako Sto je omogucena
klasifikacija svake pojedine mutacije u jednu od Sest funkcionalnih klasa (M. D. Amaral,

2015.). Popis klasa prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1: Klase CFTR genskih mutacija

Klasa | CFTR protein defekt Tip mutacije Funkcija

,honsense” mutacija
. . mutacija pomaka okvira . .
I neispravna sinteza L nefunkcionalan CFTR protein
Citanja

“splice junction” mutacija

neispravna doradba " " B . .
1] . B . missense” mutacija nefunkcionalan CFTR protein
i sazrijevanje
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neispravna s y . . .
1] B missense” mutacija nefunkcionalan CFTR protein
regulacija
ostecena e . o
v missense” mutacija rezidualna ekspresija i funkcija
provodnost
smanjena defekt prekrajanja . . B
\ . . . i rezidualna ekspresija i funkcija
sinteza/funkcija ,missense” mutacija
. . ) . poremecena stabilnost proteina
Vi smanjena stabilnost nestabilnost proteina . .
u plazmatskoj membrani

Klasa | obuhva¢a mutacije koje rezultiraju preranim stop kodonom (G542X ili R1162X).
Mutacije klase | produciraju prerane signale terminacije (engl. premature termination

codons, PTC) zbog pomaka okvira ¢itanja uslijed insercija ili delecija ili besmislenih mutacija.

Klasa Il obuhva¢a mutirani protein koji ne uspijeva do¢i do stani¢ne povrsine (do
odgovarajuc¢ega mjesta gdje se normalno smjesta funkcionalni CFTR protein) zbog pogresnog
smatanja i prerane degradacije u endoplazmatskom retikulu (ER). Ovoj klasi pripada naj¢esca

mutacija AF508.

Klasa Ill obuhvaéa mutirani CFTR protein koji, unato¢ dospije¢u do plazmatske membrane,
nije funkcionalan u smislu otvaranja kloridnoga kanala. Pore kanala se ne otvaraju zbog

smanjenog odgovora na agoniste kanala. Mutacija G551D spada u ovu klasu.

Klasa IV obuhvada defekte CFTR gena Ciji produkt iskazuje smanjenu provodljivost (protok
iona preko CFTR pora kanala) rezultiraju¢i smanjenom ukupnom aktivnos¢u kloridnih iona.

R334W, mutacija CFTR pore kanala primjer je klase IV.

Klasa V obuhvac¢a mutacije koje dovode do smanjene sinteze proteina (A455E), a klasa VI
(smanjena stabilnost) obuhvaé¢a mutacije koje utjecu na stabilnost proteina u plazmatskoj

membrani CFTR-a (c.120del23) (M. D. Amaral, 2015.).

lako su mnoge ucestale mutacije podijeljene u funkcionalne klase, ostaje joS mnogo

nepoznanica u odnosu izmedu genske varijante, odnosno mutacije i funkcionalnosti CFTR

11



proteina. RazjaSnjenje tih nepoznanica moglo bi znacCajno unaprijediti terapiju cisticne
fibroze. Povecanim brojem novih identificiranih varijanti gena, dobivenih potpunim
utvrdivanjem slijeda nukleotida u njima (uporabom metoda sekvenciranja sljedece
generacije, kao i jednim od nekoliko neonatalnih probirnih programa za cisti¢nu fibrozu),

funkcionalna karakterizacija CFTR mutacija postaje jos i vaznija (M. D. Amaral, 2015.).
1.5. PERSONALIZIRANA MEDICINA

Prije dovrSenja dvaju velikih projekata, projekta utvrdivanja cjelokupnoga slijeda nukleotida
u ljudskom genomu (engl. Human Genom Project) i projekta utvrdivanja sljedova
individualnih genoma (engl. 1000 Genomes Project) nisu bile poznate genske jedinstvenosti
pojedinaca. Personalizirana je medicina usmjerena upotrebi i koriStenju svih dostupnih
informacija o genima i genomu zajedno s utjecajem okolisnih uvjeta te klinicke slike kako bi

razvila i omogucila medicinsku njegu s individualnog aspekta.

Ona omogucava priliku za poboljsanje kvalitete dijagnosticiranja i predvidanja bolesti, raniju
intervenciju, identificiranje novih rezima lijeCenja i osigurava sigurnost i efikasnost upotrebe

lijekova.

Koncept personalizirane medicine prvi su put opisali Langreth i Waldholz prije trinaest
godina i od tada su poduhvati poput mapiranja gena te projekata Human Genome i 1000
Genomes doveli do boljeg razumijevanja molekularnih mehanizama kao temelja za razvoj

personalizirane medicine (K. Chadwell et al, 2013.).

Utjecaj informacija proisteklih iz sekvenciranja cjelokupnoga ljudskoga genoma redefinira
zdravstvenu zastitu postavljanjem novih temelja i mehanizama tocne dijagnoze bolesti, sto
pridonosi propisanim protokolima dijagnostike i terapije ugodenih za svakoga pojedinog
pacijenta u usporedbi s pristupom ,,jedna velicina vrijedi za sve” (engl. one- size- fits- all) (K.

Chadwell et al, 2013.).

Povecana vjerojatnost uspjesnog ishoda lijeCenja s manjim brojem Stetnih utjecaja lijekova
te prevencija i predvidanje bolesti s ranijom intervencijom uvelike utje¢u na kvalitetu,

sigurnost i trosSkove zdravstvene zastite.

Unatoc preprekama ocito je da je inicijativa personalizirane medicine u prvom planu klini¢ke
prakse.

12



Proucavanje genetike identificira jedan gen koji dovodi do pojave bolesti i koristi
mendelovski obrazac nasljedivanja kako bi se predvidjela mogucnost prijenosa bolesti s
jedne generacije na sljede¢u (K. Chadwell et al, 2013.). Otkriveno je oko 6000 bolesti
uzrokovanih jednim genom ukljucujuéi Huntingtonovu bolest, cisticnu fibrozu, srpastu
anemiju, misi¢ne distrofije, Marfan sindrom i mnoge druge. Genetika je mnogo Sire podrudje
proucavanja i uklju¢uje cijeli humani genom te adresira kompleksne interakcije medu genima
zajedno s utjecajem okoliSa, uzimajuci u obzir kulturoloske i psiholoske aspekte pojedinca (K.

Chadwell et al, 2013.).

Kljuéna stavka ,genomske medicine” je farmakogenetika i farmakogenomika koje bez
presedana omogucavaju bolju personaliziranu terapijsku skrb o pacijenatu. Dosadasnje
terapije lijekovima ciljaju na oko 500 gena koji predstavljaju samo 2,5% humanog genoma,

Sto upucuje da postoji joS mnogo prostora za razvoj novih lijekova (K. Chadwell et al, 2013.).

lako na ishod terapije lijekovima utje€u mnoge varijable, kao $to su Zivotna dob, funkcija
organa te interakcije lijekova, procijenjeno je da je 20-95% varijabilnosti djelovanja lijekova
posljedica genskih varijacija (K. Chadwell et al, 2013.). Molekularnim analizama pokazano je
da postoji znacajna individualna razlika u odgovoru na lijekove koji se koriste u lijeCenju
nekih najc¢esc¢ih bolesti. Nadalje, dokazano je kako su antidepresivi neucinkoviti kod 38%
populacije, lijekovi za astmu kod 40% populacije, dok su lijekovi za dijabetes neucinkoviti kod
43%, za artritis kod 50%, lijekovi za Alzheimer u 70% slucajeva, a lijekovi za rak kod 75%
populacije (K. Chadwell et al, 2013.). Razumijevanje varijabilnosti odgovora na lijekova i
njihove povezanosti s genskim varijantama od iznimne je vaZnosti za unaprjedenje
zdravstvene skrbi, bilo direktno prilikom propisivanja lijeka i evaluaciji terapije, bilo
indirektno prilikom konzultacija sa zdravstvenim osobljem. Kako istraZzivanja genoma
napreduju, ocekuje se da ¢e uslijediti i razvoj ucinkovitijih terapija lijekovima. Jedan od
primjera lijekova, koji je postavio temelje za razvoj personalizirane medicine, je varfarin,
najcesce propisivan antikoagulant. Prisutnost polimorfizama u genu za CYP2C9 i VKORCI1 te
nedostatak proteina C kod pacijenata mogu ukazivati na povecan rizik od krvarenja ili

podloZnost nekrozi tkiva kao Stetnim ucincima lijeka.
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lako primjena farmakogenomike ne znaci nuzno jedan lijek ili jedan tretman za svakog
pojedinca, ona omogucdava isticanje osjetljivosti skupina na specificne terapijske tretmane

gdje ¢e intervencija imati najucinkovitiji ishod sa Sto manje Stetnih ucinaka lijekova.

Osim gena, tj. genoma dokazan je i utjecaj okolisa kao jednog od faktora koji poti¢u razvoj
odredenih bolesti. Ono $to je ostalo nejasno jest nacin na koji su ti faktori u interakciji s
genskom podlogom. Unato¢ tome $to su poznati uzroci odredenih genskih bolesti te Sto su
identificirani okolisni okidaci, u stvarnosti, interakcija gena i okolisa predstavlja glavni okidac
vecine oboljenja u ljudi. Bolje razumijevanje utjecaja okolisa, uloge kulture i socioekonomije
ulaze u djelokrug personalizirane medicine i mogu posluZiti kao podloga za bolje
razumijevanje mehanizama bolesti koji bi mogli dovesti do razvoja novih strategija lijeenja i
prevencije bolesti. Kako genska predispozicija ne znaci manifestaciju bolesti, genomika
predstavlja vazan faktor u sagledavanju uzajamnog djelovanja genetike i okolisa (K. Chadwell

et al, 2013.).

Personalizirana je medicina grana znanstvene djelatnosti od iznimne vaznosti koja zahtijeva
daljnji trud i ulaganje kako bi se poboljsala zdravstvena njega za svakog pojedinca na temelju
njegove genske podloge i samim time smanjio Stetan ucinak lijekova na pacijente. Njezin
daljnji razvoj suocen je s brojnim izazovima i barijerama (K. Chadwell et al, 2013.). Jedan od
izazova jesu financijski troSkovi koji mogu biti poprilicno visoki s obzirom da se
dijagnosticiranje raznih bolesti i postavljanje terapije temelji na informacijama dobivenim

genskim i genomskim testiranjem koja sama po sebi predstavljaju znacajan financijski

izdatak. Osim financijskog pitanja postavljaju se i eticka pitanje povezana s pohranom

uzoraka i podataka, vremenu pohrane te zastiti podataka i pravima na pristup istima.

Kako bi se prevladali potencijalni problemi, financijska te eti¢ka pitanja, za daljnji razvoj
personalizirane medicine bit ¢e potrebno mnogo ulaganja ne samo u nove metode, vec i u
edukaciju zdravstvenog osoblja koje je kljuéno za razvoj ove grane znanosti zbog svog
direktnog kontakta s pacijentima, te je od iznimne vaZnosti osvijestiti ih o svim aspektima

personalizirane medicine i njezinog utjecaja na dobrobit pacijenata.
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2.CILJ ISTRAZIVANJA



Cisticna fibroza primjer je bolesti s tzv. dobrim preduvjetom za istrazivanja u podrucju
personalizirane medicine. To je monogenska bolest $to znaci da je uzrokovana mutacijama u
jednom genu. Patofiziologija bolesti vrlo je dobro opisana, a terapijski su ciljevi jasni.
Nadalje, dijagnostika ove bolesti temelji se na genskom testiranju kako bi se identificirao tip

bolesti i odredio tocan genski defekt za svaki pojedini slucaj (M. D. Amaral, 2015.).

Unato¢ tome Sto se na prvi pogled Cini da je cisticna fibroza ,jednostavna” monogenska
bolest, to je ujedno je i kompleksno patofiziolosko stanje. Jack Riordan, koji je zajedno s Lap-
Chee Tsuiem i Francisom Collinsom otkrio CFTR gen, u svojoj je publikaciji povodom
dvadeset godina od otkri¢a izjavio: ,Bolest je doprinijela mnogo viSe znanosti nego sto je

znanost toj bolesti.” (M. D. Amaral, 2015.).

Uz dugogodisnja istrazivanja i pokusaje da se otkrije lijek za cisticnu fibrozu, napreci na
podruéju opce biologije pridonijeli su boljem razumijevanju patofiziologije ove bolesti,
ukljuujuéi i mehanizme strukturiranja proteina, sekretorne puteve i fiziologiju epitelnih
kanala. Na temelju toga, cisti¢na fibroza postala je osnova za istrazivanja ostalih kanalopatija

i poremecaja sekretornih putova.

Znanje steceno izuavanjem cisticne fibroze i njene kompleksnosti olaksalo je razumijevanje

i drugih genskih bolesti.

Saznanja dobivena istraZivanjem cisticne fibroze mogu se primijeniti na istrazivanja ostalih
respiratornih bolesti, kao Sto su kroni¢na opstrukcijska bolest pluc¢a ili astma. Stoga se
smatra da ¢e napredak u istrazivanju CFTR modificirajuc¢ih lijekova doprinijeti lijecenju

pacijenata s tim poremecajima (M. D. Amaral, 2015.).

UnatoC napretku u istraZivanju cisticne fibroze i sve boljem razumijevanju molekularne
osnove ove bolesti te produzetku Zivotnog vijeka oboljelih, i dalje predstoji dug put za
poboljSanje lijeCenja i kvalitete Zivota te daljnja istrazivanja koja bi poboljsala stopu

prezivljenja i produljenje Zivotne dobi oboljelih.

Pojavom cisticne fibroze te mnogih drugih genskih bolesti, a sve boljim razumijevanjem
ljudskog genoma, njegovih varijanata te poremecaja uzrokovanih tim promjenama dovelo je
do velikog zanimanja za novo podrudje istrazivanja koje ¢e pomoci u razumijevanju genske
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individualnosti i jedinstvenosti svake osobe te dati temelje za individualni pristup lijecenju (K.

Chadwell et al, 2013.).

Personalizirana se medicina temelji na saznanjima o genskoj i genomskoj informaciji zajedno

s utjecajem okolisa kako bi omogucio razvoj lijekova s individualnog aspekta.

Ona omogucava priliku za poboljsanje kvalitete dijagnosticiranja i predvidanja bolesti, raniju
intervenciju, identificiranje novih rezima lijeCenja i osigurava sigurnost i efikasnost upotrebe

lijekova.

Personalizirana medicina jest podrucje u kojem su postignuti brojni napreci, zahvaljujuci
izmedu ostalog i saznanjima o individualnim genskim i genomskim informacijama. Ta su

istrazivanja doprinijela i razvoju novih lijekova.

lako je ovo podrucje omogudilo nove pristupe lijeCenju i suoCavanju s mnogim genskim
bolestima, mnogo je nepoznanica i predstoji josS mnogo rada i istrazivanja kako bi se doslo do

konkretnih rezultata.
Cilj istraZivanja ovog rada je:

e opisati molekularne mehanizme cisticne fibroze i skupine poremecaja uzrokovanih
samom boleséu

e istraZiti, objediniti, razraditi i predstaviti dosadasnja postignuéa u razvoju lijekova s
ciljinom terapijom odredenih klasa mutacija koje uzrokuju cisti¢ne fibrozu.

e opisati vaznost personalizirane medicine, op¢enito a posebice u dijagnostici i terapiji

cisticne fibroze
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3. MATERUALI | METODE



Za potrebe istrazivanja i pisanja rada pretraZivani su znanstveni ¢lanci u PubMed bazi prema
kljuénim rijeé¢ima: ,cystic fibrosis”, ,,CFTR gene”, ,,CFTR mutation”, ,cystic fibrosis diagnosis”,
,cystic fibrosis history”, ,personalized medicine” te ,individualized treatment”. Odabir
znanstvenih Clanaka prilikom pretraZivanja obuhvacao je sve dostupne ¢lanke, starije i novije
objave, originalne ¢lanke kao i preglede koji su zadovoljavali tematiku i ciljeve istraZivanja
postavljene u radu. Clanci su osim prema kljuénim rije€ima, pretraZivani uz filtriranje samo
¢lanaka s dostupnim cjelovitim tekstom i pristupom detaljima clanka. Za pisanje rada
odabrano je trideset ¢lanaka koji su pregledani i na temelju kojih je napravljena razrada
teme. Osim znanstvenih ¢lanaka, pretrazeno je i osam internetskih stranica na kojima su

pronadene relevantne informacije i podaci za pisanje rada.

Otkrice gena koji uzrokuje cisticnu fibrozu dovelo je do boljeg razumijevanja mutacija i
njihovih razliCitih patofizioloSkih manifestacija. Ova saznanja dovela su do razvoja novih
potencijalnih terapijskih pristupa koji ciljaju osnovni defekt (M. Wilschanski, 2012.).
Terapijski pristupi koji ciljaju osnovni defekt dijele se u dva vrlo razlicita pristupa: genska
terapija usmjerena na popravak genskog poremecaja i molekularna terapija koja se temel;i
na popravku funkcionalnog defekta na razini proteina (E. Q.Gallegoa i sur., 2014). Genska
terapija usredotoCena je na uvodenje zdravih kopija gena kod pacijenata s cistichnom
fiborozom, a to zna¢i umetanje rekombinantnog viralnog vektora, odnosno umetanje
terapijske, nove DNA u pacijenta. Virusni vektor (adenovirus ili lentivirus) sluzi kao posrednik
za umetanje nove DNA u ciljanu stanicu. Nadalje, razvijene su i ne-virusne Cestice, kao npr.
nanocCestice, koje imaju sposobnost umetanja DNA. Medutim, dosadasnji rezultati ovih
terapijskih pristupa nisu bili znacajni, zbog kratkog trajanja ekspresije umetnutih gena Sto se

pokazalo kod oba tipa vektora (E. Q.Gallegoa i sur., 2014).

Za razliku od genske terapije, molekularni pristup, odnosno terapija usmjerena povratku
izgubljene funkcije CFTR proteina, pokazala je znacajnije rezultate koji su doveli do razvoja te
naposljetku i odobrenja prvog lijeka koji direktno cilja CFTR protein u sijecnju 2012. godine

kada je pusten na americko trziste.

Prva opisana mutacija, a ujedno i najéesca, je AF508, no postoje i mnoge druge s razli¢itom
frekvencijom pojavnosti medu razli¢itim etni¢kim skupinama. U Spanjolskoj, prosje¢na

pojavnost AF508 mutacije iznosi izmedu 50% i 60% od svih proucenih kromosoma, a druga
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najceS¢a mutacija prisutna u 4%-8% je Gly542X, dok mutacija Asn1303Lys s frekvencijom od
2%-4% predstavlja tre¢u vrstu ¢estih mutacija kod Spanjolske populacije. Poznato je da je
cisticna fibroza jedno od Cestih oboljenja karakteristicno za bijelu populaciju (E. Q. Gallegoa i
sur., 2014.). Priblizno 80 000 pacijenata u SAD-u i Europi ima dijagnosticiranu cisti¢nu
fibrozu, od ¢ega 10 000 oboljelih Zivi u Ujedinjenom Kraljevstvu, od kojih je 57% odraslih
bolesnika (U. Griesenbachi sur., 2015.).

Unatoc¢ tome zamijeéen je povecani broj oboljelih u Indiji te Kini.

S obzirom na razli¢ite vrste mutacija koje dovode do pojave cisticne fibroze, iste su
podijeljene u Sest kategorija, navedenih u poglavlju 1.4. Uvoda, koje su postavile temelje za

razvoj razlicitih lijekova koji ciljaju pojedinu skupinu mutacija.

Osim toga, u daljnjem razvoju lijekova koji ¢e omoguditi individualiziranu terapiju, vazno je
uzeti u obzir i razli¢itu frekvenciju pojavnosti odredenih mutacija kod raznih etnickih skupina

kako bi se postigao odgovarajuci odgovor oboljelih na pruzeni terapijski tretman.
3.1. CFTR MODULATORI

Prilikom istrazivanja i razvoja lijekova za popravak CFTR proteina identificirane su tri glavne
skupine lijekova prema poznatim klasama mutacija proteina koje dovode do pojave cisti¢ne

fibroze.

Prva skupina obuhvaca supresore preranog stop kodona (klasa | mutacija). Lijekovi iz ove
skupine sprjecavaju identifikaciju stop kodona kako bi protein mogao dovrsiti svoju sintezu

(E. Q. Gallegoa i sur., 2014.).

U drugu skupinu lijekova svrstavaju se CFTR ispravljaci koji su dizajnirani tako da ispravljaju
pogreske u transportu smotanog proteina (klasa Il mutacija) do stanicne membrane, gdje ¢e

moci funkcionirati sasvim normalno.

Trecéa skupina sastoji se od tzv. CFTR pojacivaca koji ciljaju CFTR protein na povrsini stanice
kako bi poboljsali njegovu funkciju (E. Q. Gallegoa i sur., 2014.). Stoga, navedeni pojacivaci
mogu ciljati mutacije klasa Ill, IV, V i VI. Trenutno se rade istrazivanja na mnogobrojnim
molekulama ¢ije se djelovanje temelji na spomenutim mehanizmima, a jedna od njih je i

dospjela na trziSte kao odobreni lijek za cisticnu fibrozu, komercijalnog naziva: Kalydeco
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(poznatiji kao Ivacaftor ili VX-770), a namijenjen je pacijentima s mutacijom Gly551Asp

starijima od Sest godina (U. Griesenbachi sur., 2015.).
3.1.1. CFTR MODULATORI KLASE |

Prvi lijekovi koristeni za lijeCenje ove klase mutacija bili su aminoglikozidi. Prije nekoliko
godina gentamicin je pokazao sposobnost maskiranja preranog stop kodona odgovornog za
sprjeCavanje sinteze CFTR proteina umetanjem aminokiseline koja omogucava ribosomima
Citanje gena i stvaranje cijelog proteina. Predklinicke studije pokazale su mogucnost sinteze
proteina u animalnom modelu (mis), a 35% funkcije vraéeno je prema studijama in vitro.
Razvijena su dva misja modela s PTC-om uklju€ujuéi i mdx misji model Duchenne misi¢ne
distrofije i 6542X-hCFTR misSa koji je transgenic¢ni model cisticne fibroze (M. Wilschanski,
2012.). Intraperitonealna injekcija gentamicina povratila je protein distrofin u njegovoj punoj
6542X-hCFTR model pokazala je sposobnost tog aminoglikozida da omogudi stvaranje
potpunog CFTR proteina u tkivima crijeva. Ucinak intravenozne administracije gentamicina
takoder je razmotren u dvije studije na pacijentima s cistichom fibrozom razlicitih tipova
klase | mutacija. Studije su provedene odvojeno, jedna u SAD-u na pet pacijenata, a druga na
osamnaest pacijenata u Francuskoj (E. Q. Gallegoa i sur., 2014.). Unato¢ pozitivhim
odgovorima, rezultati su varirali te sveukupna korist nije bila primjenjiva. Osim
nezadovoljavajuc¢ih rezultata, velika toksicnost uzrokovana aminoglikozidima uvelike je
utjecala na izuzimanje te vrste lijekova kao opcije lije¢enja cistic¢ne fibroze (E. Q. Gallegoa i
sur., 2014.). S obzirom na nemogucnost daljnje primjene aminoglikozida, kao sinteticka

alternativa pojavio se Ataluren (PTC124-; 1,2,4- oksadiazol benzojeva kiselina).

OH

PTC-124 (Ataluren)

Slika 5. Kemijska struktura PTC-124 Atalurena (preuzeto s http://www.cellagentech.com/ptc-124-ataluren/)
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Ataluren je molekula koja omogucava ribosomima Ccitanje genske informacije prilikom
,preskakanja“ STOP kodona, osiguravaju¢i na taj nacin stvaranje funkcionalnog CFTR
proteina (M. Wilschanski, 2012.). Ataluren nema antibiotska svojstva, stvara interakciju s
ribosomima na drugaciji nacin nego aminoglikozidi i dostupan je kao oralno primjenjiv lijek.
U fazi | klinickih studija na zdravim dobrovoljcima utemeljen je inicijalni sigurnosni profil za
Ataluren te su definirani rezimi doziranja kako bi se postigle ciljne vrijednosti preko
koncentracije u plazme (2-10 pg/mL) koje su poznate kao aktivne u predklinickim modelima
(M. Wilschanski, 2012.). Faza Il klinicke studije za PTC124 provedena je na 23 pacijenta s
cisticnom fibrozom u prvom ciklusu i na 21 pacijentu u drugom ciklusu. Studija je obuhvacala
dva uzastopna ciklusa od 28 dana, gdje je prvih 14 dana primjenjivan lijek, a drugih 14 dana
provedeno je ispiranje. U prvom ciklusu pacijenti su primali dnevne doze od 4, 4 i 8 mg/kg
nakon obroka. Doze su povecane u drugom ciklusu na 10, 10 i 20 mg/kg (M. Wilschanski,
2012.). Znacajne promjene u mjerenjima razlike potencijala u sluznici nosa (engl. Nasal
Potential Difference, NPD) zabiljeZzene su kod vise od polovice pacijenata u prvom ciklusu,
no u drugom ciklusu ovaj efekt primijeéen je samo kod trecine pacijenata. Osim navedenoga,
zabiljezeno je i umjereno, ali statisticki znacajno poboljsanje funkcije pluc¢a kao i dobitak na
tjelesnoj tezini Sto je uoceno nakon prvog ciklusa, a zadrzalo se i do kraja drugog ciklusa.
Nastavno na provedenu studiju, 19 pacijenata uklju¢eno je u produzenu studiju od 12
tjedana. Promjene u mjerenjima razlike potencijala u sluznici nosa pokazale su bolje
rezultate kod grupa tretiranih s visSim i nizim dozama lijeka, ukljuCujuéi ¢etvero pacijenata
koji nisu pokazali odgovor na PTC124 u dvotjednoj studiji. Pozitivni rezultati potkrijepljeni su
i zabiljezenim poboljsSanjem funkcije pluéa (M. Wilschanski, 2012.). Slicna studija faze Il
provedena je na skupini odraslih pacijenata u SAD-u kod kojih nije zabiljezena statisticki
znacajna promjena u mjerenjima razlike potencijala u sluznici nosa. Moguéi uzrok takvih
rezultata su studije provedene na mnogim drugim lokacijama s manje pacijenata koji su imali
razliite mutacije gena. U Francuskoj i Belgiji takoder je provedena sli¢na studija, faza lla, kod
djece. Dvadeset i dvoje djece u dobi 6-18 godina sudjelovalo je u provedenoj studiji.
Zabiljezena je znacajna promjena u mjerenjima razlike potencijala u sluznici nosa i prisutnosti
CFTR proteina nosnog epitela imunofluorescencijom. Razvoj agenasa koji suprimiraju
prerane STOP kodone, kao $to je i Ataluren, nije bez rizika zbog njihovog upitnog mehanizma
djelovanja. Naime, Ataluren moze dovesti do pogresne supresije nativnih STOP kodona te

moZze poremetiti promjene u mjerenjima razlike potencijala u sluznici nosa (M. Wilschanski,
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2012.). Ohrabrujuca je Cinjenica da je Ataluren ipak pokazao selektivna svojstva za prerani
STOP kodon te je ograni¢en na one ribosome koji su ukljueni u translaciju proteina. Ova
predklinicka zapaZanja podrzana su podacima da je razina CFTR mRNA uvelike netaknuta
primjenom Atalurena (za razliku od primjene gentamicina) (M. Wilschanski, 2012.). Primjena
malih molekula za supresiju PTC-a u lijeenju mnogih genskih poremedaja, ukljucujudi i
cisticnu fibrozu, biljezi porast. Zahvaljujuéi pozitivnim i statisticki zna€ajnim rezultatima,
istrazivanja su nastavljena u fazi Il klinickih ispitivanja koja daju naznake da bi se ova
strategija lijeCenja mogla u buducnosti primjenjivati na lijeCenje osnovnog defekta, a ne
posljedica manifestacije bolesti (M. Wilschanski, 2012.). U kolovozu 2014. godine, Ataluren
pod komercijalnim nazivom Translarna™ postaje uvjetovano odobren lijek u 28 zemalja
Europske Unije i europskog ekonomskog podrucja. Kako bi lijek dobio konacno sluzbeno
odobrenje, potrebno je provesti dodatna istrazivanja faze lll kako bi se dokazala njegova

uCinkovitost i sigurna primjena.
3.1.2. CFTR MODULATORI KLASE II

Mutacije klase Il, medu koje spada i naj¢es¢a mutacija AF508, prisutne su kod velikog broja
oboljelih od cisti¢ne fibroze, Sto ih ¢ini primarnim ciljem u istrazivanjima ove bolesti (E. Q.
Gallegoa i sur., 2014.). Prva istrazivana molekula bio je lumacaftor (VX-809) koja je pokazala
dobar ucinak u in vitro uvjetima, poboljsavajuéi prijenos kloridnih iona za 14%, no rezultati
kod pacijenata nisu bili zadovoljavajuci zbog vrlo niskog poboljsanja koncentracije klorida u
znoju (7mmol/l) te nije bilo promjena u potencijalu nosne sluznice (E.Q.Gallegoa i sur.,
2014.). Istrazivanja ucinka CFTR pojacivaca, ivacaftor (VX-770), lijeka za mutacije klase IlI,
takoder su provodena kod pacijenata homozigotnih za AF508 mutaciju. Rezultati DISCOVER
studije pokazali su da ivacaftor nije povezan sa znacajnim poboljSanjem u forsiranom
ekspiratornom volumenu izdahnutom u prvoj sekundi (FEV1), s kvalitetom Zivota niti s
brojem pogorsanja stanja u usporedbi sa sluajevima primjene placeba (E. Q. Gallegoa i sur.,
2014.). S obzirom da lumacaftor pomaze u prijenosu AF508-CFTR do povrsine stanice, a
ivacaftor povecava vrijeme otvaranja i provodenje kloridnih iona preko epitelnih stanica,
poboljSanje osnovnog poremecaja, kojeg uzrokuje mutacija AF508, moZe se postici
kombinacijom ovih dviju molekula (E. Q. Gallegoa i sur., 2014.). In vitro studije na epitelu
respiratornog sustava s mutacijom AF508 pokazale su da lumacaftor dovodi do poveéanog

prijenosa kloridnih iona za 15% kada djeluje sam, a dodatkom ivacaftora, njegov ucinak
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poraste na 30%. Ova kombinacija lijekova istrazivana je i u studijama faze Il kod pacijenata s
AF508 mutacijom. Inicijalni rezultati pokazali su pozitivan ucinak na poboljSanje funkcije
plu¢a kod homozigota s AF508 mutacijom, dok kod heterozigota ovaj ucinak nije zabiljezen
(E. Q. Gallegoa i sur., 2014.). Lijek Orkambi (lumacaftor/ivacaftor) odobren je od strane
americke regulatorne Agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
u srpnju 2015. godine, Sto predstavlja veliki uspjeh i postavlja temelje za daljnja istrazivanja

na drugim molekulama.

Alternativna molekula koja ima ulogu CFTR pojacivaca je VX-661, no istrazivanja faze lll josS su

uvijek u tijeku.

Proucava se ucinak te molekule zasebno i u kombinaciji s ivacaftorom, a sluzbeni rezultati

trebali bi biti dostupni uskoro (Brodlie i sur., 2015.).

Trenutne studije provode se na vise od 1000 pacijenata kako bi se procijenio uc¢inak VX-661 u
dozi od 100 mg jednom dnevno u kombinaciji s ivacaftorom od 150 mg s primjenom svakih

12 sati. U istrazivanje su ukljuceni pacijenti s mutacijama:

e dvije kopije AF508 mutacije,

* jedna kopija A F508 mutacije i druga mutacija koja dovodi do poremecaja u prijenosu

CFTR proteina,

e jedna kopija A F508 mutacije i druga mutacija koja dovodi do nedostatne funkcije CFTR

proteina,

¢ jedna kopija A F508 mutacije i druga mutacija koja rezultira minimalnom funkcijom CFTR

proteina.

Rezultati dobiveni u istraZivanjima faze Il pokazali su da pacijenti dobro podnose kombinaciju
dviju molekula, te su svi ukljuceni u studiju uspjesno zavrsili istrazivanje u trajanju od 12
tjedana. Zabiljezene nuspojave bile su blage i niti jedan pacijent nije prekinuo istraZivanje
zbog pojave istih. Zadovoljavajuci rezultati istrazivanja faze Il omogudili su nastavak

istrazivanja i regrutaciju pacijenata za fazu lll istraZivanja (Brodlie i sur., 2015.).
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3.1.3. CFTR MODULATORI KLASE Il

Mutacija G551D naj¢es¢a je mutacija klase lll, skupine tzv. ,kanalnih“ CFTR mutacija, a
prisutna je u 4% oboljelih od cisticne fibroze. Na viSe od 228.000 malih molekula provedeno
je pretrazivanje kako bi se identificirali ,pojacivaci za ovu vrstu mutacija. VX-770, poznatiji
kao lvacaftor, povecava CFTR- posredovan prijenos kloridnih kanala za 50% u stani¢noj
kulturi pacijenata s G551D (B. S. Quon i sur., 2015.). Ti rezultati evaluirani su u 48-osmo
tjednoj placebo kontroliranoj studiji faze Il s pacijentima od 12 godina i starijima, s barem
jednom kopijom G551D mutacije. U prva dva tjedna od inicijacije zabiljezeno je smanjenje
srednje razine klorida u znoju (biomarker funkcije CFTR) za 50%, povecanje forsiranog
ekspiratornog volumena izdahnutog u prvoj sekundi (FEV1) za 10% u usporedbi s placebo
tretiranom grupom (B. S. Quon i sur., 2015.). Nadalje, poboljsanje funkcije pluc¢a zabiljezeno
je tijekom cijele studije, a pacijenti tretirani Ivacaftorom postigli su poveéanje tjelesne tezine
za 3 kg uz poboljsanje respiratornih simptoma (B. S. Quon i sur., 2015.). Zahvaljujuci dobrim
rezultatima provedenih studija, lvacaftor dobio je odobrenje od FDA-ate Europske agencije
za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) 2012. godine za lijeCenje pacijenata s
G551D mutacijom, a nakon toga uslijedilo je i odobrenje za primjenu u lijeCenju dodatnih 8
mutacija (G178R, S549N, S549R, G551S, G970R, G1244E, S1251N, S1255P i G1349D) koje
zajedno s mutacijom G551D cine 5% svih oboljelih od cisticne fibroze (B. S. Quon i sur.,
2015.). Pojacivaci, kao Sto su genistein i sli¢ni flavonoidi, takoder mogu aktivirati provodenje
kloridnih iona Sto ih ¢ini potencijalnim molekulama za lijecenje klase Il CFTR mutacija (M. D.
Amaral, 2015.). Ivacaftor pokazuje potencijal za lijeCenje i mutacija klase IV | V, no kako bi se

to dokazalo, potrebna su jos mnogobrojna istrazivanja.
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Slika 6. Ivacaftor (preuzeto s https://commons.wikimedia.org/wiki/File:lvacaftor.svg)

3.2. GENSKA TERAPIA

Kloniranje CFTR gena postavilo je temelje za razvoj genske terapije, a posljednjih dvadeset
godina istraZivanja su usmjerena na razvoj genske terapije za plu¢na oboljenja kod pacijenata
s cisticnom fibrozom zbog sve vece potrebe za Sto ucinkovitijom terapijom (U. Griesenbach i
sur., 2015.). Otkrice CFTR pojacivaca, danas komercijalno odobrenog lijeka, Kalydeco
(Ivacaftor) bio je velik uspjeh farmaceutske industrije i postavilo je temelj za daljnja
istrazivanja i razvoj lijekova baziranih na malim molekulama. Kalydeco potic¢e funkciju CFTR
proteina u pacijenata s klasom Ill mutacija, no samo 4% pacijenata s cisticnom fibrozom nose

mutaciju koja odgovara na tretman Kalydecom (U. Griesenbach i sur., 2015.).

Istrazivanja CFTR ispravljaca i pojacivaca pokazala su da je molekularni defekt CFTR gena
pogodan za primjenu lijekova koji ciljaju te vrste mutacija i da poboljSanje funkcije istoga
rezultira boljim fenotipom bolesti. Navedena otkri¢a doprinijela su interesu i ulaganjima u
nove terapije koje ciljaju molekularni defekt, uklju¢ujuci i gensku terapiju (U. Griesenbach i
sur., 2015.). Genska terapija, za razliku od ostalih pristupa, ima nekoliko znacajnih prednosti:
neovisna je o vrsti mutacija i klasi kojoj pripadaju, Sto je Cini primjenjivom na sve pacijente,
cilja porijeklo bolesti- molekularni defekt, Sto omogucava prevenciju bolesti plu¢a ranijom
primjenom terapije te ne zahtijeva potpuno poznavanje patofiziologije bolesti (U.

Griesenbach i sur., 2015.). Izazovi s kojima se razvoj genske terapije susrece povezani su s
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razvojem lijekova koji ciljaju gene odgovorne za funkcioniranje pluéa zbog kompleksnosti
samog organa i prisutnih unutarstanicnih i izvanstani¢nih barijera koje Stite plué¢a od stranih
organizama kao Sto su bakterije, virusi i agensi transferirani genima (U. Griesenbach i sur.,
2015.). lzvanstani¢na sluz, kretanje cilija te stanicna membrana utjeCu na djelotvornost
genske terapije Sto oteZzava pronalazak prikladnoga vektora za prijenos gena koji ¢e modi
savladati robusne fizikalne i imunoloSke mehanizme obrane diSnih putova. Respiratorni
sustav, osobito pluca, kod oboljelih od cisticne fibroze vrlo su negostoljubljivo podrucje
vektorima koji se koriste za genske terapije zbog gustih sekreta i opstrukcije protoka zraka.
Ukoliko vektor savlada ove barijere, mora sti¢i do apikalne povrsine epitela diSnog sustava da

bi se mogao transportirati u jezgru kako bi se transkribirao (B. S. Quon i sur., 2016.).

U ranije provedenim istraZivanjima pokazano je da je i smanjena ekspresija CFTR gena
dostatna za poboljsanje bolesti plu¢a kod pacijenata s cisticnom fibrozom. Podaci iz ranih in
vitro studija pokazuju da niZa razina ispravka ekspresije CFTR gena, 6-10%, u epitelu diSnog
sustava moze povratiti prijenos kloridnih iona na razinu kao kod one u zdravih pacijenata (U.
Griesenbach i sur., 2015.). Medutim, kasnije studije navode da je potreban vedi broj stanica
koje izrazavaju CFTR (>25%) za uclinkoviti prijenos CFTR proteina u sluznici diSnog sustava.
Nedavna istrazivanja, adenovirusom posredovanih transfera CFTR gena u 20-30% sinusnih
epitelnih stanica izoliranih iz svinja bez CFTR gena (,,knockout” svinja), pokazuju povecanje u
prijenosu kloridnih iona do 50% razine zdravih pojedinaca, dok su ¢ak i niZe razine prijenosa
gena (oko 7%) ostvarile mjerljive razine povecanja prijenosa kloridnih iona (oko 6% u odnosu
na zdrave pojedince) (U. Griesenbach i sur., 2015.). Pojedinci s blazim mutacijama, koji
zadrZavaju 10% od normalne ekspresije CFTR gena po stanici, uglavhom ne pate od pluénih
bolesti iako drugi organi mogu biti zahvaceni boleS¢u, kao npr. organi spolnog sustava.
Medutim, nije joS poznato hoce li niska razina ekspresije u mnogim stanicama ili maniji broj
stanica koje eksprimiraju visoke razine CFTR gena biti potrebne za postizanje klini¢ke koristi
nakon genske terapije (U. Griesenbach i sur., 2015.). Ovo pitanje dodatno usloZnjava
¢injenica da molekularna analiza za kvantifikaciju mRNA i ekspresije proteina nije posve
primjenjiva na bronhijalne uzorke briseva i biopsije dobivenih iz plu¢a pacijenata s cisticnom
fibrozom nakon genske terapije zbog male koli¢ine uzorka, bronhijalne regije iz koje se
brisevi mogu uzeti, slabe specifictnosti anti- CFTR- specificnih protutijela i relativne

osjetljivosti analize (U. Griesenbach i sur., 2015.). Dodatno, pitanje koje ostaje joS uvijek
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nerazjasnjeno jest pitanje pluénih stanica koje su najpogodnija meta za prijenos gena. Gen
CFTR eksprimira se u razli¢itim regijama pluca i razli¢itim tipovima stanica, a rezultati
dosadasnjih studija pokazali su da epitelne stanice diSnog sustava predstavljaju najbolju
metu za transfer gena (U. Griesenbach i sur., 2015.). Provedeno je 26 klini¢kih istraZivanja na
priblizno 450 pacijenata kako bi se pokazala klinicka dobit genske terapije. Kod velike vecine
tih studija genska terapija bila je kratka, a studije su obuhvatile mali broj pacijenata te nisu
bile dizajnirana kako bi se procijenila klinicka korist, ve¢ kako bi dokazala sigurnost i
primjenjivost prijenosa gena s molekularnog stajaliSta kao Sto je detekcija rekombinantne
mMRNA ili ispravak poremecaja u prijenosu iona (U. Griesenbach i sur., 2015.). Ranija
istrazivanja bila su usredoto¢ena na dopremu agenasa za prijenos gena do nosnog epitela,
surogata za dopremu do pluca, zbog njihove slicnosti u sadrZaju stanica i nosnog epitela kao
potencijalno sigurnijeg za prva istrazivanja na ljudima. Ova su istraZzivanja razjasnila
prednosti i nedostatke virusnih i ne-virusnih vektora za prijenos gena kod kroni¢nih bolesti
kao Sto je cisti¢na fibroza te su pokazala da predklinicki modeli ne mogu dovoljno dobro

predvidjeti ishod klinickih istrazivanja (U. Griesenbach i sur., 2015.).
3.2.1. VIRUSNI VEKTORI

Razvijeno je vise razlicitih vektora i viSe razlic¢itih metoda za unos gena u stanice. Najc¢esce su
upotrebljavani virusni vektori temeljeni na adenovirusima, retrovirusima, lentivirusima,
adeno-pridruzenim virusima ili herpes-simplex virusima. Idealan vektorski sustav mora biti
takav da zadovoljava sljedece karakteristike: adekvatan kapacitet prijenosa, neprepoznatljiv
imunoloSkom sustavu, ne uzrokuje upale, dovoljno ucinkovit za ispravak fenotipa cisticne

fibroze te mora imati dovoljno dugotrajnu ekspresiju (T. W. R. Lee i sur., 2005.).

Adenovirusi su virusi s dvolancanom DNA (dIDNA), bez ovojnice s kompleksnom
ikozaedralnom kapsidom. Nakon ulaska u stanicu virus ostaje u episomalnom stanju unutar
jezgre. Zbog tropizma prema plu¢ima i visokog kapaciteta pakiranja, adenovirusni vektori bili
su prvi virusni vektori razmatrani kao potencijalni vektori za gensku terapiju cisti¢ne fibroze
(U. Griesenbach i sur., 2015.). U prvim generacijama vektora regija E1 bila je uklonjena kako

bi se sprijecila replikacija virusa.
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Slika 7. Mikroskopski prikaz adenovirusa (preuzeto s http://www.mackoulpediatrics.com/health/what-you-need-to-

know-about-adenovirus-part-1/)

Naprednija verzija, tzv. adenovirusni vektori ovisni o pomagacu (HDAd), bili su oslobodeni
svih virusnih kodirajuc¢ih sekvenci. Prva ne-placebo kontrolirana istrazivanja provedena su
1993. godine, samo 4 godine nakon kloniranja CFTR gena (U. Griesenbach i sur., 2015.).
Serotip 2 adenovirusni vektor (Ad2) s humanom cDNA CFTR gena, umetnut je u nazalni epitel
triju pacijenata s cisti¢cnom fibrozom. lako je broj pacijenata skroman, ova je studija pokazala
prvi dokaz ispravka poremecaja prijenosa kloridnih iona i potaknula daljnji interes za klinicka
istrazivanja adenovirusnih vektora (U. Griesenbach i sur., 2015.). Od 1994. godine provedeno
je dodatnih devet istrazivanja adenovirusnih vektora. Rezultati svih provedenih studija
pokazali su da adenovirusni vektori nisu prikladni za gensku terapiju kod pacijenata s
cisticnom fibrozom zbog neucinkovitog i nepostojanog prijenosa gena te zbog poticanja
imunosnog odgovora koji je utjecao na sprjeCavanje ucinkovitosti kod ponovljenih unosa
gena (U. Griesenbach i sur., 2015.). Osim adenovirusa, drugu porodicu virusa razvijenih za
gensku terapiju Cine adeno-pridruzeni virusi (engl. Adeno-associated viruses, AAV), mali
virusi bez ovojnice s jednolanéanom DNA (jIDNA) koji takoder pokazuju tropizam prema
plu¢ima, a koji su, prije svega, nepatogeni (U. Griesenbach i sur., 2015.). Virus ulazi u stanice
vezujudi se na povrsinu proteoglikana i na povrsinske stani¢ne receptore kao npr. receptor za
faktor rasta, fibroblast ili na integrine. lako se divlji tip virusa integrira u humani genom,
pokazano je da vecina AAV vektora ostaje u episomalnoj jezgrenoj konfiguraciji nakon
konverzije iz jednolancane u dvolan¢anu DNA (U. Griesenbach i sur., 2015.). Ono sto Cini AAV
vektore boljim izborom za gensku terapiju jest njihova sposobnost podrZzavanja produzene

genske ekspresije u mnogim tkivima. Prva istraZivanja AAV vektora provedena su 1998.
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godine, a u razdoblju od osam godina provedeno je Sest drugih klinickih istrazivanja
usredotocenih na unos vektora serotipa 2 (AAV2) bronhoskopijom ili aerosolom u nos, pluc¢a
ili sinuse (U. Griesenbach i sur., 2015.). Prvotna istrazivanja faze | pokazala su da je unos
virusa u diSne putove siguran, no znacajnijih procjena o ucinkovitosti vektor specificne
ekspresije CFTR gena nije bilo. Velika studija temeljena na ponovljenom unosu virusa
(ponovljena terapija) provedena na 100 pacijenata nije uspjela pokazati svoj primarni cilj, a
koji se odnosi na poboljsanje funkcije plu¢a (U. Griesenbach i sur., 2015.). Razlozi ovim
nezadovoljavaju¢im rezultatima mogu biti: AAV2 nije dovoljno ucinkovit u prevodenju
epitelnih stanica preko apikalne membrane, obrnuti terminalni ponavljaju¢i promotor (ITR)
je preslab te ponovljen unos AAV2 vektora je onemogucen zbog antiviralnog imunosnog
odgovora. Osim navedenih razloga, dodatni faktori koji mogu ogranicavati uc¢inkovitost AAV
vektora u pluéima pacijenata s cisticnom fibrozom su gusta sluz i upale inducirane
prisutno$¢u bakterija (U. Griesenbach i sur., 2015.). Unato¢ ograni¢enjima AAV vektora u
kontekstu genske terapije za lijeCenje cisticne fibroze, postignuti su znacajni napreci da se
premoste imunosni odgovori i nizak kapacitet pakiranja virusa. Nadasve, AAV vektori
pokazali su klinicku ucinkovitost u lijecenju hemofilije i Leberove kongenitalne sljepoce (U.
Griesenbach i sur., 2015.). Ostali sustavi virusnih vektora jo$ su uvijek u procesu razvoja, a
obecavajuc¢im se Cini pseudotip lentivirusnog vektora i virus parainfluence tip 3. Lentivirusi
imaju moguénost trajne ekspresije terapijskog gena nakon integracije u DNA domacina, no
kao adenovirusima i AAV2, ulazak u stanice im oteZava nedostatak receptora na apikalnoj
povrsini bronhijalnih epitelnih stanica (U. Griesenbach i sur., 2015.). IstraZivanja se provode
na virusu parainluence tipa 3 zbog njegove sposobnosti specificnog vezanja na cilijarne
epitelne stanice disnih putova, a vektor s CFTR genom ucinkovito ispravlja abnormalnosti
primijeéene kod bronhijalnih epitelnih stanica s cisticnom fibrozom u kulturi tkiva. Aktualna
istrazivanja temelje se na pronalasku oblika sigurne primjene i nacine unosa ovog virusa u

disni sustav covjeka in vivo (U. Griesenbach i sur., 2015.).
3.2.2. NEVIRUSNI VEKTORI

Jedno od podrudja istrazivanja koje najviSe obecava su istrazivanja nevirusnih vektora. Oni
omogucavaju prijenos terapijskih gena u stanice bez pomoéi virusa. Nevirusni vektori, za
razliku od virusnih, ne poti¢u imunosni odgovor, nemaju ogranicen kapacitet pakiranja, a u

sustav se ne ugraduju nasumiéno (T. W. R. Lee i sur., 2005.). U tu se skupinu prvenstveno
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ubrajaju liposomi, molekulski konjugati i "gola" DNA. Liposomi se kombiniraju s DNA bilo
koje veli¢ine i tvore kompleks lipid-DNA koji se moze unijeti u razliCite vrste stanica.
Liposomi tvore velike komplekse gdje pritom njihovi pozitivnho nabijeni bocni lanci dolaze u
interakciju s DNA te skupina hidrofobnih lipida olakSava fuziju sa stanichom membranom
domacdina. Da bi se osigurao ukupni pozitivni naboj, potrebno je pomijesati dovoljno

liposoma s negativno nabijenom DNA (T. W. R. Lee i sur., 2005.).

Slika 9. Struktura liposoma (preuzeto s

https://www.google.hr/search?q=ivacaftor&biw=19208&bih=1080&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwi540uN3q

nOAhURahoKHY3aBB0Q AUIBigB#tbm=isch&q=kationski+liposomi&imgrc=VBKTfxDDmzdNmM%3A)

Struktura liposom-DNA predstavlja kompleks medusobno vezanih liposoma i DNA tvoreci
dvoslojne cijevi koje omataju DNA. Za razliku od virusnih vektora, duljina DNA koja se moze
inkorporirati nije, u ovom slucaju, ograni¢ena. Vecina liposoma koji se koriste za unos DNA
saCinjena je od pozitivno nabijenih lipida pomijesanih s neutralnim lipidima pomagacima (ko-

lipidi) (T. W. R. Lee i sur., 2005.). Ko-lipidi olakSavaju stvaranje lipidnog dvosloja.

Prvi komercijalno dostupan liposom je Lipofectin®, mjesavina lipida DOTMA ({N-[1-(2,3-
dioleiloksi)-propil]-N,N,N-trimetilamonijev klorid} i ko-lipida DOPE (dioleil- fosfatidil-
etanolamin) (T. W. R. Lee i sur., 2005.).

Daljnji razvoj ovih skupina uklju¢uje dodavanje skupine spermina u hidrofilnu glavu kako bi
se povecao pozitivni naboj, rezultiraju¢i novom komponentnom, DOSPA ({2,3-dioleiloksi- N-
2-(sperminkarboksiamido)-etil] —N, N- dimetil- I-propanamin-trifluoroacetat}). MjeSavina
lipida i ko-lipida DOPE u omjeru 3:1 komercijalno je dostupna kao lijek Lipofectamine™. Ova

vrsta liposoma uvelike je istrazivana u in vitro studijama, no zbog visoke toksi¢nosti skupine
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spermina nije prikladna za uporabu in vivo (T. W. R. Lee i sur., 2005.). Unato¢ tome Sto
primjena liposoma nije uzrokovala imunosni odgovor, kako je zabiljeZeno u provedenim
studijama, ovaj sustav ne posjeduje tkivnu specificnost i terapijska ucinkovitost pri njegovoj

primjeni jos nije na zadovoljavajucoj razini (T. W. R. Lee i sur., 2005.).

Zbog potrebe za vecom specificnoS¢u za odredene vrste stanica, radi se i s molekulskim
konjugatima koji se proizvode kao proteinske ili sintetske molekule sa sposobnos¢u vezanja
na stanicnu DNA ili RNA, na koje se veZe Zeljeni gen, pa nastaje kompleks protein-DNA (T. W.
R. Lee i sur., 2005.). Proizvodnjom konjugata povecava se Zeljena specificnost za odredene
stanice, a nedostatak ovog sustava je suviSe kratak Zivotni vijek konjugata. Primjena "gole"
DNA najjednostavniji je nacin njene ugradbe u ciljnu stanicu, bez uporabe virusnih ili
nevirusnih vektora. U stanicu se unosi mehanickim metodama kao Sto su izravna injekcija u
tkivo ili bombardiranje tkiva velikom brzinom s DNA vezanom na cCestice zlata (T. W. R. Lee i
sur., 2005.). Ta je metoda dosad iskuSana u transgenskoj imunoterapiji karcinoma kolona i

melanoma.

Nedostatak te metode jest izostanak tkivne specificnosti i potreba za kirurskim pristupom
tumorskom tkivu ako se ono ne nalazi na dostupnom mijestu. U slu€aju cisticne fibroze,

nedostatak ove metode jest neprikladan prijenos gena do pluéa (T. W. R. Lee i sur., 2005.).

Klinicka istrazivanja genske terapije cistiCne fibroze pokazala su da postoje potencijalna
rjeSenja i pristupi tretiranju ove bolesti, no zabiljeZzene razine ekspresije gena bile su preniske
da bi zadovoljile kriterij terapijskoga ucinka (T. W. R. Lee i sur., 2005.). Medutim, opisane

metode postavile su temelje za daljnja istrazivanja na ovom podrucju.
3.3. UREDENJE GENOMA

Ispravljanje genskih nedostataka in situ, nova je terapijska strategija, sve zanimljivija
znanstvenicima kao potencijalan nacin lijeenja cisticne fibroze. Uredenje DNA ukljucuje
umetanje, zamjenu ili uklanjanje DNA iz genoma pomocu , molekularnih Skara“ kao Sto su
restrikcijske nukleaze (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Upotreba umjetno stvorenih nukleaza
koje bi kidale DNA na specificnim mjestima kako bi uklonile mutirane segmente gena, nakon
Cega bi uslijedila homologna rekombinacija s divljim tipom gena, predstavlja novu terapijsku

strategiju za lijeCenje cisti¢ne fibroze (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Cas9, programirajuéa
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DNA nukleaza iz mikrobno-prilagodljivog imunosnoga sustava CRISPR (kratka razdvojena
grupirana palindromska ponavljanja), jedna je od obeéavajuéih nukleaza za uredenje genoma
(B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). CRISPR- Cas9 sustav koristi RNA s regijom koja je
komplementarna ciljnoj DNA, Sto osigurava specificno savijanje i precizno razlikovanje

mutiranih alela od normalnih (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.).

Ova je tehnologija koristena in vitro za ispravak lokusa CFTR-a u ljudskim mati¢nim stanicama

crijeva kod kojih je vra¢ena funkcija CFTR gena.

Uredenje RNA potencijalno je bolja strategija zbog toga Sto je mRNA lako dostupna, a ucinci
uredenja su prolazni, $to znacdi smanjenje utjecaja na sve mete koje nisu bile ciljane (B. S.
Quon i S. M. Rowe, 2016.). U tijeku je razvoj oligonukleotida koji ¢e zamijeniti uklonjeni
segment mRNA. Faza Ib, nasumicne, placebo kontrolirane studije je u tijeku i provode se
istrazivanja na aerosolnom sintetickom RNA oligonukleotidu, poznatom kao QR-010, kod
ljudi koji su homozigoti za mutaciju AF508 (B. S. Quon i S.M. Rowe, 2016.). Alternativni
pristup, koji je ujedno u predklinickom razvoju, jest prijenos kodon-optimiziranog CFTR-a

pomocu cijele mRNA.
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4. RASPRAVA



Ciljevi personalizirane medicine usmjereni su na procjenu medicinskog rizika te na pracenje,
dijagnozu i lijeCenje pacijenata prema njihovom specificnom sastavu gena i molekularnog
fenotipa (M. D. Amaral, 2015.). Na primjeru cisticne fibroze pokazano je da nije lako
predvidjeti klinicki fenotip na osnovu varijacije gena. Ova ,jednostavna“ monogenska bolest
uzrokovana je mutacijama na CFTR genu, a obliku same bolesti doprinose mnogi dodatni
¢imbenici kao $to su odredeni bioloski putovi kao i okolisni uvjeti koje je teSko procijeniti (M.
D. Amaral, 2015.). Nadalje, svaka osoba s cisticnom fibrozom jest jedinstvena i zahtijeva
personaliziranu dijagnozu zbog Cega je vazno primijeniti sva znanja i iskustva o genskim
varijacijama, kao i procjene njihovog ucinka ex vivo za personalizirani pristup lijeCenju ove
bolesti (M.D. Amaral, 2015.). Razumijevanje preciznih mehanizama djelovanja CFTR
pojacivaca i ispravljaca znatno je vece nego prije nekoliko godina, no i dalje je nedovoljno.
Razlog postojanju mnogih nepoznanica jest bioloska kompleksnost CFTR proteina i
interakcija u koje stupa $to predstavlja veliki izazov znanstvenicima (M. Brodlie i sur., 2015.).
Dokazano je da CFTR ispravlja¢ lumacaftor i VX-661 stabiliziraju problemati¢no smatanje
izmedu razli¢itih domena AF508- CFTR proteina. Moguce je da ¢e buduci CFTR ispravljaci
stabilizirati AF508- CFTR protein sinergicno ciljajuci ostale domene proteina $to bi omogudilo
prijenos CFTR proteina do apikalne povrsine stanica (M. Brodlie i sur., 2015.). Bolje
eksperimentalnih modela, npr. crijevni organoidi, primarne stanicne kulture epitela disnih
putova i primjena tehnologija uredenja genoma maticnih stanica s visokom propusnosc¢u
pretraznih tehnologija, omogucit ¢e otkrice novih malih molekula za razvoj lijekova za
tretiranje poremecaja usred nedostatne funkcije CFTR gena (M. Brodlie i sur., 2015.).
Poznato je i identificirano 2000 CFTR mutacija, a veliki izazov predstavlja razvoj terapeutskih
strategija za lijeCenje vrlo rijetkih CFTR mutacija. Ovo se odnosi, kako na otkri¢e osnovnog
lijeka, gdje je potrebno razviti biobanke primarnih stanica i tkiva ili upotrijebiti genske
tehnike u stanicama kako bi se omogucila pretraga specifi¢cnih mutacija, tako i na
prikazivanje klinicke ucinkovitosti lije¢enja (M. Brodlie i sur., 2015.). Rezultati studija na
sispravljac¢/pojacivac” farmakoloski pristup kod homozigotnih pacijenata za AF508 CFTR
mutaciju, no daljnja optimizacija CFTR ispravljackih lijekova bit ¢e potrebna i neophodna
kako bi se definirala maksimalna klinic¢ka korist terapija kombiniranih s lvacaftorom (M.

Brodlie i sur., 2015.). Osim za navedenu AF508 CFTR mutaciju postoji vjerojatnost da bi se
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spomenute kombinirane terapije u buduénosti mogle primjenjivati i kod heterozigotnih
pacijenata s AF508/Gly551Asp mutacijama. Oboljeli od cisti¢ne fibroze pokazuju razli¢it
odgovor na terapiju s CFTR modulatorima zbog razlicitih, i jos uvijek nedovoljno razjasnjenih
mehanizama. lako se koli¢ina kloridnih iona u znoju smatra pouzdanim biomarkerom za
funkciju CFTR gena te odgovara na tretmane pojacivacima i ispravljacima unesenim zasebno,
individualni odgovor je varijabilan i ne korelira s utemeljenim klinickim kriterijima kao npr.
predviden postotak FEV1 (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). S obzirom da su potvrdeni uzroci
mutacija rijetki, nece biti moguée provoditi nasumicna placebo kontrolirana istraZivanja o
CFTR modulatorima u svih pacijenata, Sto zahtijeva definiranje novih CFTR biomarkera i
dizajniranje studija koje ¢e predvidjeti ili procijeniti individualni odgovor na CFTR
modulirajucu terapiju (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Na predklinickoj razini koristene su
primarne linije bronhijalnih epitelnih stanica i diSnih putova dobivene od pluripotentnih
maticnih stanica pacijenata s cistichom fibrozom, in vitro, kako bi se analizirao odgovor na
lijekove kod ljudi sa specificnim mutacijama. Nedavno su razvijeni novi in vitro modelni
sustavi koji koriste mati¢ne stanice dobivene rektalnom biopsijom pacijenata kako bi se
replicirala arhitektura tkiva in vivo (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Kada se crijevni organoidi
zdravih ljudi aktiviraju agonistom cAMP-a, forskolinom, organoid u kratkom vremenu
otekne. Oticanje organoida je u potpunosti povezano i ovisno o sekreciji klorida posredstvom
CFTR proteina, $to se dogada na apikalnoj membrani u doticaju s lumenom organoida (B. S.

QuoniS. M. Rowe, 2016.).

Ova pojava nije primije¢ena kod pacijenata s cistichom fibrozom, a oticanje organoida
potaknuto forskolinom mozZe se inducirati CFTR ispravljatima, stoga crijevni organoidi
predstavljaju obecavajuéi potencijalni biomarker, a terapeutski izbori mogli bi se temeljiti na
specifichom odgovoru pacijentovog biomarkera (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Alternativni
pristup, kao analiza humanih nazalnih stanica, predstavlja takoder jednu od moguénosti,
ukljuCujuci i mjerenje transporta iona i klirens sluzi, in vitro, pomoéu opticke koherentne

tomografije.

Razvoj CFTR modulatora uvelike je pridonio kvalitetnijem lijeCenju oboljelih od cisticne
fibroze, a samim time postavljeni su temelji i smjernice za razvoj novih i poboljsanih
molekula, no osim postignutih uspjeha otvorila su se i brojna pitanja koja su vazna za daljnja

klinicka istrazivanja (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Ucinak lIvacaftora kod pacijenata s
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Gly551Asp mutacijom, a i drugim kanalnim mutacijama znacajan je, no jo$ uvijek je nejasno
kada bi se tretman ovom vrstom terapije trebao poceti primjenjivati, odnosno koliko rano bi
terapija trebala zapoceti. Podaci iz klinickih studija pokazali su da je lvacaftor ucinkovit i
siguran ve¢ za dvogodiSnju djecu, ali nije potvrdeno moZe li se primjenjivati i kod
novorodencadi (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). Takoder, nije poznato koliki bi ucinak
Ivacaftora bio kod dugorocne primjene, koje sve pozitivhe ucinke moze imati na ostale
organske sustave jer se jo$ uvijek ne zna moze li uporaba CFTR modulatora biti dovoljna da
se ukinu ili reduciraju terapije ostalih poremecaja uzrokovanih cisticnom fibrozom kako bi se
olaksao Zivot pacijentima. Osim navedenoga, vrlo je vazno provesti daljnja istrazivanja o
uc¢inkovitosti kombiniranih terapija, kao npr. Lumacaftor/Ivacaftor. Unato¢ tome Sto je
djelovanje nekih kombiniranih terapija sinergisticko, postoji vjerojatnost da se razvije
antagonisticki ucinak (B. S. Quon i S. M. Rowe, 2016.). U nekim in vitro studijama s
primarnim stanicama i stani¢nim linijama primijeceno je da dulja primjena lvacaftora moze
smanijiti stabilnost i ekspresiju Lumacaftorom popravljene AF508 mutacije (B. S. Quon i S. M.
Rowe, 2016.). Klinicka istrazivanja genske terapije za bolest plu¢a vezanu uz cisti¢nu fibrozu
pokazala su da postoje potencijalna rjeSenja i pristupi tretiranju ove bolesti, no zabiljezene
razine ekspresije gena bile su preniske da bi zadovoljile terapijski uc¢inak (T. W. R. Lee i sur.,
2005.). Povecanje prijenosa gena do jezgre ovisi o ucinkovitosti nekoliko klju¢nih procesa kao
Sto su ulazak u stanicu, izlaz iz endosoma, prijenos do jezgrenih pora i ulazak u jezgru.
Postoje razliciti pristupi kojima se pokusala objasniti svaka pojedina komponenta tog
sustava, no istrazivanja na pomoc¢nim sustavima za prijenos gena jo$ su uvijek ogranicena
brojnim faktorima (T. W. R. Lee i sur., 2005.). Epitel diSnih putova in vivo uglavhom je
sacinjen od nedjeljivih stanica s intaktnim jezgrenim membranama. Stoga, iako ligandi za
olaksavanje ulaska u stanicu nude poboljSanja u ekspresiji gena, veca je vjerojatnost da ce
pomocni sustavi za olakSavanje ulaska u jezgru preko jezgrenih pora imati veci utjecaj u
prijenosu gena posredovanom liposomima (T. W. R. Lee i sur., 2005.). Nacini i metode koje
koriste virusi za prijenos geneskog materijala do jezgre stanice domacina omogucavaju uvid
u potencijalne putove koji bi mogli biti temelj za razvoj buduéih vektorskih sustava (T. W. R.

Leeisur., 2005.).
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5. ZAKLJUCAK



Uvodenje lvacaftora kao terapije za lijeCenje osnovnog defekta kod ljudi s Gly551Asp
mutacijom predstavlja veliki znanstveni uspjeh. Osim $to je dalo nadu mnogim oboljelima od
cisticne fibroze kao i klini¢arima, postavilo je temelje za daljnja istrazivanja i predstavlja do
sada najmocniji primjer personalizirane medicine (M. Brodlie i sur., 2015.). Mogucnost
uvodenja CFTR modulatora u ranom stadiju Zivota, potencijalno in utero, ¢ime bi se
ogranicilo oStecenje organa i sacuvala njihova funkcija, postalo je jedno od vaznijih pitanja za
koja su potrebna dodatna istraZivanja kako bi se znalo viSe o sigurnosti i ucinkovitosti
primjene terapija za cisti¢nu fibrozu u tako ranoj fazi Zivota (M. Brodlie i sur., 2015.). Osim
potrebe za daljnjim istrazivanjima i trazenju novih vrsta molekula i pristupa lijeCenju rijetkih
bolesti kao Sto je cistiCna fibroza, jedno od vaZnih pitanja predstavlja i trosak lijeCenja
ovakvih poremecaja. Naime, lvacaftor je vrlo skup lijek, a troskovi lijeCenja u SAD-u dosezu i
do 300.000 $ po pacijentu godisnje (M. Brodlie i sur., 2015.). Analize troSkova suodene su s
poteSkocama zbog toga Sto bi terapije lijekovima za cisti¢nu fibrozu bile dugotrajne kako bi

njezine posljedice, ¢ime bi se dugorocnije smanjili ostali troskovi lijeenja.

Cisti¢na fibroza je kompleksna bolest i iako su identificirane mutacije koje dovode do genskih
i funkcionalnih poremecaja u CFTR genu, dvije osobe s jednakim CFTR genotipom mogu imati
razliitu povijest bolesti i razvoj plu¢nih oboljenja. Razlozi su nedvojbeno multifaktorijalni;
uklju¢uju okolisne uvjete, mikrobioloske i socioekonomske faktore, ali i genetiku samih
bolesnika. Ta heterogenost predstavlja dodatni izazov u evaluaciji odgovora na nove terapije
te bi mogla dati objasnjenje za razli¢ite odgovore na terapije medu pacijentima. Bez obzira
na joS nerazjasnjena pitanja o cisticnoj fibrozi i njenom lijeCenju, dosadasnja postignuca
dovela su personaliziranu medicinu u novu eru, a precizni tretmani opisani u ovom radu
postavili su temelje i potencijal za ciljanje osnovnih poremecaja CFTR gena koja bi uvelike

mogla promijeniti znanstvenu buduénost kao i Zivot samih pacijenata.

Kada je o genskoj terapiji rije¢, ucinkovitost i sigurnost vektora primjenjivih za lijecenje
bolesti plu¢a kod bolesnika s cistichom fibrozom, biljezi veliki napredak zahvaljujuci
intenzivnim istraZivanjima i mnogobrojnim studijama. Medutim, potrebno je poraditi na
boljim strategijama za prevladavanje imunosnoga odgovora i fizikalnih barijera kako bi se
povecala ucinkovitost prijenosa gena do epitela diSnih putova kao i na razvoju novih i

modificiranih vektora. Terapije bazirane na stanicama takoder su u vrlo ranoj fazi razvoja, no
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generiranje pluénog tkiva Stakora, ex vivo, omogudilo je nove pristupe razvoju te vrste
terapije (M. Oakland i sur., 2012.). S daljnjim istraZivanjima, koja ¢e identificirati
najprikladnije populacije stanica s moguénoséu ucinkovite diferencijacije u epitelu disnih
putova i optimiziranje metoda usadivanja, terapije bazirane na stanicama predstavljaju jedan

od mogucdih i ucinkovitih pristupa lijeCenja cisticne fibroze.

Novi animalni modeli dali su znacajan uvid u patofiziologiju same bolesti, a uvelike su vazni
za razvoj novih terapija kao i za evaluaciju ucinkovitosti i nuspojava takvih tretmana.
Postignut je veliki napredak u istrazivanjima u zadnje 22 godine otkako je CFTR gen otkriven,
a daljnja istrazivanja i napredak postavit ¢e gensku terapiju jednim od vaznijih pristupa

lijeCenju bolesti pluéa kod cisti¢ne fibroze (M. Oakland i sur., 2012.).

Cisticna fibroza moZe posluziti kao potencijalna paradigma za primjenu personalizirane
medicine i kod ostalih respiratornih i genskih poremecaja. Dosadasnja otkri¢a i uspjesi dali su
nadu oboljelima od cisti¢ne fibroze za bolji i potencijalno dulji Zivotni vijek. Unatoc potrebi za
daljnjim istrazivanjima o povratku funkcije CFTR proteina, dosadasnji su rezultati pokazali da

je to svakako realan i ostvariv cilj.
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POPIS KRATICA

Neke od najcesce koristenih kratica, redoslijedom kojim se pojavljuju u tekstu:
CFTR- engl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator gene

cAMP- ciklicki adenozin-monofosfat

ENaC- Epitelni natrijski kanali

MLPA- engl. Multiplex Ligation-Dependant Probe Amplification

PCR- lan¢ana reakcija polimerazom

HA- analiza heterodupleksa

RFLP- polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata, (engl. restriction fragment lenght

polymorphism,),

SSCP- konformacijski polimorfizam jednolanc¢anih molekula, (engl. single-strand

conformation polymorphism)

DGGE- gradijent denaturirajuceg gela poliakrilamida, (engl. denaturing gradient gel

elecrophoresis

PTC- prerani signali terminacije, (engl. premature termination codons)

ER- endoplazmatski retikul

NPD- razlike potencijala u sluznici nosa, (engl. Nasal Potential Difference)

FDA- americka regulatorna Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
FEV1- povecanje forsiranog ekspiratornog volumena izdahnutog u prvoj sekundi

EMA- Europska agencija za lijekove, (engl. European Medicines Agency)

AAV- adeno-pridruZeni virusi (engl. Adeno-associated viruses)
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