Izr. prof. dr. Damjan Osredkar, dr. med."?

Spela Mirosevi¢, mag. biopsih.?

prof. dr. Roman Jerala* 3

' Klini¢ni oddelek za otrosko, mladostnisko in razvojno
nevrologijo, Pediatri¢na klinika, UKC Ljubljana

2 Center za razvojno nevroznanost, Medicinska fakulteta
Ljubljana, Univerza v Ljubljani

3 Katedra za druzinsko medicino, Medicinska fakulteta
Ljubljana, Univerza v Ljubljani

4 Odsek za sintezno biologijo in imunologijo, Kemijski institut,
Ljubljana

5 Center za tehnologije genske in celi¢ne terapije, Ljubljana

CTNNB1 SINDROM — 0D BOLNIKA DO ZDRAVILA

0 SINDROMU CTNNB1

Sindrom CTNNBI1 je nevrolosSko razvojna motnja, ki jo povzrocajo
razlicne de novo tockovne mutacije, ki vodijo do izgube funkcije v
enem izmed alelov gena CTNNBI. Izguba funkcije v genu CTNNBI
je bila prvi¢ opisana leta 2012 pri posameznikinh s hudo motnjo v
duSevnem razvoju (1) in od takrat je postal izraz sindrom CTNNBI
genericni izraz za vse motnje, povezane s haploinsuficienco gena
CTNNB1.

Trenutno je motnja diagnosticirana pri priblizno 400 bolnikih
na svetu, vendar je to Stevilo zelo verjethno mocno podcenjeno. Na
primer, pri priblizno eni tretjini bolnikov s cerebralno paralizo je
mogoce najti gensko motnjo, ki pojasnjuje nastanek motenj gibanja,
mutacija CTNNB1 gena pa je med najpogostejSimi genskimi etiolo-
gijami (2). V nasprotju s cerebralno paralizo pa je sindrom CTNNBI
napredujoca bolezen, povezana s pomembno obolevnostjo in umr-
ljivostjo, ki prizadene bolnike skozi celotno zivljenjsko obdobje. Ker
gre za izrazito redko bolezen, incidenca je ocenjena na 1/50.000
rojenih otrok, stevilni vidiki spektra bolezni Se niso jasni.

Bolezen je avtosomno dominantna, zato za patoloski fenotip
zadostuje mutacija na enem alelu. Gen CTNNBT se nahaja na kromo-
somu 3 in ga sestavlja 16 eksonov, kjer eksoni 2-15 (2346 bp) kodi-
rajo zapis za p-katenin. Mutacije, povezane s sindromom CTNNB]J, je
mogoce razvrstiti v vec vrst (nesmiselne, drugacnosmiselne, premik




bralnega okvirja in mutacije spajanja) in se lahko pojavijo v celo-
tnem kodirajo¢em obmocju CTNNBI.

Gen CTNNBI1 kodira protein p-katenin, ki spada v druzino arma-
dilllo strukturnih proteinov in ima pomembno vliogo tako pri embri-
onalnem razvoju kot pri homeostazi pri odraslih. p-katenin ima dve
bistveni vlogi: deluje kot transkripcijski kofaktor na signalizacijski
poti Wnt in kot sidro pri znotrajceli¢nih stikih ter celi¢ni adheziji
(3, 4). Pri transkripcijski regulaciji se p-katenin premakne v jedro,
kjer sodeluje z druzino transkripcijskih faktorjev TCF-LEF, ki urav-
navajo izrazanje razlicnih razvojnih genov, kot sta MYC in CCNDI1
(4, 5). Mnogi od teh genov veljajo za onkogene in prekomerno izra-
zanje p-katenina je znan dejavnik, ki prispeva k razvoju raka, zato
so ravni citosolnega p-katenina strogo nadzorovane preko sprotne
razgradnje v degradacijskem kompleksu. Druga pomembna vloga
B-katenina je strukturna, saj z a-kateninom in znotrajcelicno domeno
E-kadherina sestavlja membranske komplekse, ki sluzijo kot celi¢na
sidra. Kadherini, vezani na membrano, so druzina beljakovin, ki
posredujejo sinapti¢no povezljivost prek medcelicnih adhezijskih
procesov (6). Domene za interakcije z znotrajceli¢nimi kadherin-
skimi domenami obsegajo celotno osrednje obmocgje ponovitev
armadillo p-katenina, kar omogoca procese, kot so celi¢na adhezija,
migracija celic, izrasCanje nevritov in sinapti¢no preoblikovanje (7).

Sindrom CTNNBT1 se kaze v mnozici razlicno resnih razvojnih
motenj, pa tudi s hipotonijo, spasti¢nostjo, kognitivhimi motnjami,
tezavami z govorom, vidom, mikrocefalijo (8). Najpogostejse tezave
povezane s sindromom predstavlja slika 1.

BOLNIK Z REDKO BOLEZNI1JO, SINDROMOM CTNNB1

Ko smo na Klinichem oddelku za otrosko, mladostnisko in razvojno
nevrologijo (KOOMRN) Pediatri¢cne klinike v Ljubljani pri eno leto
starem decku Urbanu potrdili okvaro v genu CTNNBI, sta njego-
va starsa stopila v stik z nami in dejala, da bi rada decku omogo-
¢ila prejem genske terapije. Ceprav ta takrat $e ni obstajala in ni
bilo niti predklini¢nih Studij, v katerih bi takSno terapijo preskusali,
sta bila odloCena, da bosta naredila vse, da bi do takega zdravlje-
nja decCek prisel. S starSema smo najprej poskusali najti partnerje v
Sloveniji in tujini, ki bi jih tak razvoj zanimal. V Sloveniji smo nasli
klju¢nega partnerja v raziskovalni skupini prof. dr. Romana Jerale
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Slika 1. NajpogostejSe tezave povezane s sindromom CTNNBT1 (9).

na Kemijskem institutu, v tujini pa v raziskovalni skupini izr. prof. dr.
Leszka Lisowskega z InStituta za medicinske raziskave otrok, CMRI
(ang. Children‘s Medical Research Institute) v Avstraliji. StarSa sta
ustanovila fundacijo CTNNBI1 (https://ctnnbl-foundation.org/), zno-
traj katere sta zacela zbirati sredstva za prve korake predklini¢nih
raziskav. Skupina prof. Lisowskega je pri¢ela z razvojem genske na-
domestne terapije na Urbanovih celicah, medtem pa je skupina prof.
Jerale priCela z iskanjem alternativnih poti zdravljenja s poveCanjem
proizvodnje p-katenina preko zdravega alela in zmanjSanjem raz-
gradnje te beljakovine, pri ¢emer uporabljajo vec¢ tehnologij, med
drugim tudi protismiselne nukleotide in siRNA. V okviru KOOMRN
smo izpeljali veliko studijo, h kateri smo povabili vse znane bolnike
s CTNNB1 sindromom na svetu, da bi bolje razumeli povezavo med
genskimi spremembami in klini¢no sliko bolezni (https://clinicaltri-
als.gov/; NCT04812119), tako pa bi bolje razumeli, katere tezave so
pri teh bolnikih v ospredju in na katere dele osrednjega Ziv€evja mo-
rajo potencialna nova zdravila sploh ciljati. Isto¢asno smo pridobili
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raziskovalni projekt pri Javni agenciji za raziskovalno dejavnost Re-
publike Slovenije (ARRS; J7-4537), s ¢imer smo zmanjsali financ-
no breme starSev pri razvoju zdravila, kjer sodelujemo zdravniki,
raziskovalci in zdruzenje bolnikov - sodelovanje je klju¢en pogoj za
uspeh pri razvoju novih zdravljen;.

Ker so prvi rezultati zelo vzpodbudni, smo priceli prva kandi-
datna zdravila ze preverjati v predklini¢nih studijah, da bi ugoto-
vili, katere razliCice zdravil so najbolj varne in ucinkovite, kako se
zdravilo porazporedi po telesu, kako se pri zdravljenih misih bole-
zen omili in kaksna je toksikoloSka karakterizacija zdravil glede na
razlicne doze (Jackson Laboratory; https:/www.jax.org/ in Charles
River Laboratories; https:/www.criver.com).

Isto¢asno se z Evropsko agencijo za zdravila (EMA; https:/www.
ema.europa.eu/) ze pogovarjamo, kako bi lahko najucinkovitejso in
najbolj varno razlicico zdravila pripeljali do tega, da bi jo lahko upo-
rabili na bolnikih (glej sliko 2).

I
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Slika 2. Shematski prikaz korakov v razvoju genskega nadomestnega
zdravljenja za sindrom CTNNBI1. Kodirajoce zaporedje za CTNNBI1 spoji-
mo z razlicnimi promotorji, ki omogocajo izrazanje gena v doloc¢enih tipih
celic in v telesu bolnika spodbujajo nastajanje p-katenina. Genski material
zapakiramo v spremenjen virus (rekombinantni z adenovirusom poveza-
ni virus), ki se sam ne more razmnozevati, lahko pa v bolnikove celice
uspesSno vnese zdrav gen CTNNBI1. Razlicice genskih zdravil preizkusimo
na bolnikovih celicah in tkivih, ki jih pridobimo iz celic pacienta in so po-
dobna mozganom (mozganski organoidi), kasneje pa omejeno Stevilo
najboljsih razlicic Se na misjem modelu. NajboljSe kandidatno zdravilo, ¢e
uspemo dokazati njegovo varnost in ucinkovitost, nato lahko uporabimo
za zdravljenje bolnika.
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KAKO DO ZDRAVILA ZA REDKO BOLEZEN

Vsaka pot do zdravila za dolo¢eno redko bolezen je edinstvena,
praviloma pa so vse poti kompleksne, dolgotrajne in drage. Hkrati
na zacetku poti nimamo nobenega zagotovila, da bo zdravilo na
koncu resnicno uspesno - to lahko pokaze Sele dejansko zdravljenje
bolnikov. Zavedati se moramo, da ima vsaka genska bolezen svoje
specificne lastnosti in da mora biti pristop k zdravljenju prilagojen
karakteristikam bolezni. Nekatere uspesne strategije, ki so se izka-
zale pri dolocCenih boleznih, lahko uporabimo tudi pri drugih, a brez
natancnega razumevanja bioloske osnove vsake bolezni posebej je
nemogoce zaceti razvijati zdravilo.

Preden pa se sploh lotimo iskanja zdravila za redko bolezen,
moramo zagotoviti nekaj klju¢nih korakov:

+ Natanc¢no je potrebno razumeti bolezen na nivoju bolnika: kaj
bolezen doloca, kateri kliniéni znaki so najpogostejsi, kateri naj-
bolj omejujejo zivljenje bolnika, kako so genske spremembe na
doti¢nem genu povezane s klini¢no sliko bolezni.

« Natanc¢no je potrebno razumeti bolezen na molekularnem
nivoju: kakSen je molekularni mehanizem bolezni, kateri celi¢ni
elementi so okvarjeni, katere celicne poti so okrnjene, katere
celice/tkiva/organi so najbolj prizadeti.

¢ lzbira prave tehnologije: s pomocjo katere tehnologije bomo
najlazje vplivali na bolezenski proces in ga preobrnili v korist
bolnika, katera zdravila uspesno dostopajo do prizadetih celic/
tkiv/organov, ali lahko z uporabo dolo¢ene tehnologije resimo
osnovno tezavo, ne da bi skodili bolniku na drugem nivoju.

* Razviti je potrebno relevantne celi¢ne in zZivalske modele: pri
misjih modelih je potrebno z opazovalno studijo naravne zgodo-
vine bolezni opredeliti in ugotoviti, kako relevanten je model pri
doti¢ni bolezni, preden se na teh modelih zdravilo testira.

» Testiranje kandidatnih zdravil za ucinkovitost in varnost: na
celicah, tkivih, zivalskih modelih testiramo, katera zdravila so
bolj/manj varna, kako se zdravilo porazporedi po telesu, ali je
zdravilni u¢inek trajen/zacasen.

* Produkcija izbranega kandidatnega zdravila za klinicno testira-
nje in nadzor kakovosti: naloga nadzora kakovosti je zagotoviti,
da je vsaka genska terapija, ki se uporabi pri bolniku, varna, ucin-
kovita in ustreza vnaprej dolo¢enim zahtevam.
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¢ Pridobiti soglasja vseh javnih agencij, ki skrbijo za varnost bol-
nikov: pridobitev mnenja Komisije za medicinsko etiko Repu-
blike Slovenije, Javne agencije Republike Slovenije za zdravila in
medicinske pripomocke (JAZMP), Evropske agencije za zdravila
(EMA) itd.

¢ Prva aplikacija bolniku: tej sledi zelo natan¢no spremljanje sta-
nja bolnika, ugotavljanje uspesnosti zdravljenja in belezenje vseh
potencialnih stranskih ucinkov zdravila.

KAJ LAHKO NAREDI BOLNIK Z REDKO BOLEZNIJO V DANASNJEM CASU

Bolnik, ki ima, ali sumi, da ima redko bolezen, se mora najprej po-
vezati z zdravnikom, ki se spozna na dolo¢eno bolezen ali vrsto bo-
lezni. Bolezen je potrebno najprej genetsko potrditi (ali ovreci), saj
brez jasne diagnoze zdravljenje ni mogoce, pogosto pa je za zdra-
viljenje potrebno imeti natanc¢ne podatke o genski napaki sami.

Za nekatere bolezni ze obstajajo dokazano uspesna in varna
zdravila in v Sloveniji imamo ta privilegij, da jih lahko v zelo kratkem
Casu pripeljemo do bolnikov, ¢e so odobrena s strani EMA, vcCasih
celo pred tem. Praviloma taksna zdravljenja financira Zavod za zdra-
vstveno zavarovanje Slovenije. Tipic¢en primer takSnega zdravila, s
katerim imamo odli¢ne izkusnje, je zdravilo nusinersen za zdravlje-
nje spinalne misi¢ne atrofije (10).

Ce zdravilo za bolezen $e ne obstaja, ali je morda v razvoju, je
najlazje preveriti na strani https://clinicaltrials.gov/. Ce je zdravilo
za redko bolezen ze v preskusanju, je vredno kontaktirati izvajalce
Studije in se pozanimati, kakSne so moznosti za sodelovanje. Pogo-
sto Studije ne sprejemajo bolnikov iz drugih drzav. Kljub temu da se
za mnoge bolezni trudimo, da bi Studije pripeljali tudi v Slovenijo,
za nekatere nam je to tudi uspelo (npr., Pediatricna klinika sode-
luje v Studiji MIS510N, v kateri se uporablja zdravilo eteplirsen za
zdravljenje Duchennove misSi¢ne distrofije pri otrocih), je odlocitev v
domeni sponzorja in sodelovanje pogosto ni mogoce.

Ce je informacij za dolo¢eno bolezen malo in se zdi, da zdravilo
ne obstaja, se je vredno obrniti za informacije na Nacionalno
kontaktno to¢ko za redke bolezni (https://www.redkebolezni.si/)
ali kontaktno tocko Centra za tehnologije genske in celi¢ne tera-
pije, ki bo pric¢el z delom v nekaj letih (https://ctgct.si/), kjer bodo
razvijali tehnologije za napredne pristope celicnega in genskega
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zdravljenja, ki bi jih lahko v sodelovanju z zdravniki privedli do bol-
nikov za klini¢ne raziskave.

Za veliko redkih bolezni obstajajo zdruzenja pacientov, ki o dolo-
ceni bolezni veliko vedo in so pomemben vir informacij za bolnike
in tudi njihove zdravnike in pogosto zbirajo sredstva za razumeva-
nje bolezni in razvoj zdravil. V Zdruzenih drzavah Amerike obstaja
spletna stran, ki tem organizacijam ob pomoci zdravnikov in razi-
skovalcev lajsa pot do razvoja genskega zdravljenja (https:/www.
opentreatments.org).

ZAKLJUGEK

Podrocje redkih bolezni dozivlja neverjeten razmah in Ceprav so
zgodbe o uspesnem zdravljenju genskih bolezni Se redke, postajajo
vse pogostejSe. Tudi pri bolnikih, za katerih bolezni zdravila Se ne
obstajajo, je mogoce s simptomatskim zdravljenjem in multidisci-
plinarno obravnavo »kupovati ¢as«, v katerem bo morda vzroc¢no
zdravilo za doti¢no gensko bolezen razvito. V Sloveniji so na razpo-
lago Stevilne moznosti za takojsSnje simptomatsko zdravljenje, ki so
bolnikom relativho lahko dostopne, pomembno pa je dobro sode-
lovanje z lececimi zdravniki, ki temelji na obojestranskem zaupanju.
Hkrati pa imamo tudi v Sloveniji moznosti, da razvijamo najnapre-
dnejSe pristope k zdravljenju, s Cimer se postavljamo ob bok najra-
zvitejSim drzavam na svetu. Tako bomo lahko pomagali ne le slo-
venskim bolnikom z redkimi boleznimi, temvec tudi tistim po svetu.

FINANCIRANJE

Sodelovanje med zdravniki, raziskovalci in organizacijo pacientov
za CTNNBI je podprto preko projekta ARRS J7-4537.
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