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Diagnostyka mukowiscydozy oraz badania
kliniczne fazy II i IIl nad nowymi postaciami

lekow majacych potencjalne zastosowanie w
leczeniu Cz.II

Wazne dla wynalezienia skutecznego leku na mukowiscydoze sa badania kliniczne nowych
preparatow. Aby chory z ta choroba mdgt wzia¢ udziat w takim badaniu musi pozytywnie przejsc
badania bedace kryterium wykluczajacym oraz speiia¢ okreslone warunki:

1. Dostarczy¢ pisemna swiadoma zgode na uczestnictwo w badaniu zanim nastapia jakiekolwiek
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procedury zwiazane z badaniem.
2. Mezczyzni i kobiety musza mie¢ powyzej 18 i mniej niz 65 lat w chwili przesiewu.

3. Posiadac potwierdzona diagnoze mukowiscydozy: przynajmniej jedno z ponizszych:

a) Chlor w pocie = 60 mEq/l oznaczony metoda ilosciowej jontoforezy pilokarpinowe;j

b) Genotyp z dwoma identyfikowalnymi mutacjami zgodnymi z mukowiscydoza (AF508
homozygotyczny lub dwa allele o ktérych wiadomo, ze powoduja mutacje I, II lub III klasy)
(Castellani et al, J Cyst Fibros 2008;7:179 96).

4. Warto$¢ FEV1 =30% przewidywanej normy dla wieku, plci oraz wzrostu podczas Przesiewu
i Dnia -1 (obliczone przy uzyciu metody opisanej przez Crapo et al., Am Rev Respir Dis
1981;123:659-64).

5. Znajomos$¢ prawidtowego postugiwania sie I neb® dziatajacym w trybie wdechu celowanego
(TIM) lub wdechu ptywowego (TBM) podczas przesiewu.

6. Utrzymujaca sie kolonizacja bakteriami Pseudomonas aeruginosa ( wiecej niz 1 pozytywna
kulture w przeciagu ostatniego roku lub w momencie przesiewu).

Przelom w badaniach nad mukowiscydoza

Jednym z pierwszych, istotnych na drodze do odnalezienia leku na mukowiscydoze bylo badanie,
ktérego wyniki zostaly przedstawione na tamach pisma "Gastroenterology" w 2001 roku.

Badacze z University of North Carolina w Chapel Hill oraz z Duke University w USA opisali swoje
odkrycie. Wedtug ich badan mutacje w obu kopiach genu zwigzanego z rozwojem choroby zwiekszaja
ryzyko rozwoju zapalenia trzustki.

Naukowcy badali podtoze rozwoju tzw. zapalenia trzustki o niejasnym pochodzeniu. Ta odmiana
zapalenia nie jest zwigzana z naduzywaniem alkoholu ani ze zmianami anatomicznymi, co
w wiekszosci przypadkow prowadzi zaréwno do ostrej, jak i przewlektej postaci zapalenia trzustki.
Okazalo sie, ze przyczyna moga by¢ zmiany w genie CTFR, ktore sa przyczyna rozwoju $miertelnej
choroby - mukowiscydozy. Swoje badania naukowcy pod kierunkiem profesora Peadara G. Noone'a
z Univeristy of North Carolina oparli na obserwacjach sprzed kilku lat.

U tréjki pacjentéw zauwazyli zwigzek miedzy wystepowaniem mutacji w dwdch kopiach genu CTFR
i rozwojem zapalenia trzustki, przy jednoczesnym braku jakichkolwiek zmian charakterystycznych
dla mukowiscydozy. Poniewaz uposledza ona funkcjonowanie trzustki i u wielu pacjentéw powoduje
rozwiniecie stanu zapalnego, badacze postanowili zbada¢ wieksza grupe pacjentéw z zapaleniem
trzustki o nieznanym pochodzeniu. W tym celu badaniom poddali 39 pacjentow z przewlekla postacia
choroby.

Odkryli, ze 24 z nich jest nosicielami r6znych mutacji. Mutacje obydwu kopii genu CTFR wykryli u 9
z badanych os6b. Réwnie czesta byla mutacja w genie PSTI, zwiazanym z regulacja funkcji
wydzielniczej trzustki i wykryto ja rowniez u 9 chorych.

Okazato sie, ze u pacjentdéw z mutacja w dwdch kopiach genu CTFR ryzyko rozwoju zapalenia
trzustki byto wieksze o 40 %, u pacjentow z mutacja wytacznie w genie PSTI podnosito to ryzyko
o kolejne 20%. Waznym odkryciem byto ustalenie, ze mutacja obydwu genow zwieksza ryzyko az
900-krotnie. Jak podkresla profesor Noone, posiadanie dwéch zmutowanych kopii genu CTFR nie



musi wiaza¢ sie z wystapieniem ciezkich objawéw mukowiscydozy.

Magazyn ,,Nature” w lipcu 2003 roku poinformowatl o odkryciu badaczy z réznych osrodkow
naukowych z USA i Niemiec. Byly one czescia projektu Human Genome Project.

Zespol rozszyfrowat sekwencje chromosomu 7, ktéry wiazany jest z wystepowaniem takich choréb
jak gtuchota, chioniak oraz mukowiscydoza. Jak dotad jest to szosty i najwiekszy sposrod
rozszyfrowanych chromosomow cztowieka- 14tego, 20tego, 21ego, 22ego oraz chromosomu
piciowego Y. Sekwencja chromosomu 7 zostata skompletowana w 99,4 %.

Richard K. Wilson z Washington University School of Medicine w St. Louis w stanie Missouri
przedstawil wyniki badan, ktére wskazuja, ze DNA chromosomu 7 jest zbudowane ze 153 mln par
zasad ( czyli par nukleotydow - jednostek strukturalnych DNA) i zawiera okoto 1 tys. 150 gendw,
kodujacych rézne biatka. Wyniki ich badan pomoga lepiej zrozumie¢ podtoze choréb warunkowanych
genami zlokalizowanymi na chromosomie 7, w tym mukowiscydozy. Badania nad chromosomem 7
przyniosty obserwacje, ze wyjatkowo duze jego fragmenty (okoto 8% catego DNA tego chromosomu)
sa podwojone.

Procesy duplikacji fragmentéw DNA peinia bardzo wazna role w ewolucji nowych gendéw.
Skopiowany gen moze bez przeszkdd podlega¢ mutacjom, ktore czesto prowadza do jego
dezaktywacji, ale moga tez spowodowac powstanie nowego genu, nadajacego organizmowi nowa
ceche. Badacze spekuluja, ze duplikacje w pewnym rejonie chromosomu 7 mogtly sprzyjac utracie
duzych fragmentéw DNA, co jest z kolei podtozem rozwoju wrodzonego schorzenia. Doktadne
poznanie chromosomu zawierajacego problematyczny gen moze by¢ duzym krokiem ku wynalezienia
leku na wiele choréb genetycznych, w tym mukowiscydozy.

Testy ,,obiecujace” wynalezienie nowych lekow na mukowiscydoze

Réwnie obiecujace sa testy rozpoczete w 2005 roku przez doktora Shmuella Muallema z Dallas oraz
jego zespot. Dotychczas uwazano, ze zaburzenia transportu jondéw chlorkowych, spowodowane
mutacjami genu CTFR sa jedyna przyczyna wystepowania mukowiscydozy. Naukowcy z Dallas
wykazali, Zze moze ona by¢ réowniez spowodowana przez nieprawidlowy transport
wodoroweglanowych. Okazuje sie, ze kodowane przez CTFR biatko nie tylko transportuje jony
chlorkowe, ale réwniez wplywa na aktywno$¢ innych bialek przenoszacych jony, w tym jony
wodoroweglanowe. Jednak ich nieprawidlowy transport sprawia, ze na zewnatrz komodrek odczyn
zmienia sie na bardziej kwasny, co prowadzi do zaburzen normalnych funkcji komoérek nabtonkowych.
Nieszkodliwe w normalnych warunkach substancje wystepujace w sluzie- mucyny, w kwasnym
srodowisku wytracaja sie. Powodujac to zageszczenie sluzu réznych gruczotéow. W trzustce prowadzi
to do zaczopowania przewodéw wyprowadzajacych sok trzustkowy. Tworza sie torbiele,
a uaktywnione przedwczesnie enzymy niszcza miazsz trzustki. Kwasny odczyn wydzieliny sprzyja tez
namnazaniu bakterii.

Na poczatku 2008 roku "Journal of Biological Chemistry" poinformowal, ze prace rozpoczeta
miedzynarodowa grupa naukowcéw m.in. z Emory University, University of Georgia, University of
Calgary oraz Hungarian Academy of Science. Celem ich badan jest poznanie mechanizmu dziatania
peptydu GaTx1. Pozyskiwany jest metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z jadu
skorpiona izraelskiego (fac.Leiurus quinquestriatus hebraeus). Peptydowe toksyny skorpionéw (oraz
wezy, pajakow) dzieki oddzialywaniu z kanalem jonowym moga kontrolowa¢ wydzielanie wody
i jonow z komorek, w wielu wypadkach paralizuja zdobycz. Peptyd skorpiona jest pierwsza znana
toksyna blokujaca selektywnie i odwracalnie kanat chlorowy. Naukowcy wykorzystujac GaTx1 moga
dowiedzie¢ sie wiecej o tym, jak zorganizowane i regulowane sa kanaty chlorkowe. Szczegdlne



znaczenie odkrycie moze mie¢ dla chorych na mukowiscydoze.

W 2009 roku grupa miedzynarodowych naukowcéw dzieki mapowaniu ludzkiego genomu
zidentyfikowala gen, ktory ma wplyw na ciezkos¢ przebiegu chordéb ptuc w mukowiscydozie. Ich
odkrycie zostato opublikowane w czasopismie ,,Nature”. W badanie zaangazowane byly takie
instytucje jak Innsbruck Medical University z Austrii oraz David Hide Asthma and Allergy Research
Centre, Newport, Isle of Wight z Wielkiej Brytanii.

Naukowcy przeanalizowali budowe genetyczna okoto 3000 pacjentow cierpiacych na CF . Odkryli, ze
drobne réznice genetyczne w genie IFRD1 (zwiazany z interferonem regulator rozwoju 1) sa
zwiazane z ciezkoscia przebiegu choroby ptuc.

Ustalili réwniez, ze biatko zakodowane przez IFRD1 jest niezwykle obfite w krwinki biate
obojetnochtonne i ma zdolno$¢ kontroli ich funkcjonowania. Krwinki biate, obojetnochtonne
wywoluja zapalne uszkodzenie drég oddechowych u oséb cierpiacych na mukowiscydoze. Dr
Christopher Karp z Molecular Immunology at Cincinnati Children's Hospital Medical Center (Oddziat
Immunologii Molekularnej przy Szpitalu Dzieciecym w Cincinnati w USA) -gtowny badacz tego
projektu, twierdzi, ze krwinki te odgrywaja szczegdlnie szkodliwa role w przebiegu mukowiscydozy.
Maja one znaczenie w kontekscie reakcji systemu odpornosciowego na zakazenia bakteryjne, jednak
w przypadku mukowiscydozy zapalenie dr6g oddechowych zwigzane z bialymi krwinkami
obojetnochtonnymi jest rozregulowane i moze prowadzi¢ do zniszczenia ptuc.

Wczesniej prowadzone badania wykazaty, ze mukowiscydoze wywotuja mutacje genu CFTR
(transbtonowy regulator mukowiscydozy), jednak nierozstrzygniete pozostaty pytania o molekularne
mechanizmy laczace te mutacje z powstawaniem chorob ptuc.

W oparciu o badanie naukowcy twierdza, ze ciezkos¢ przebiegu choroby ptuc zwiazanej z CF mozna
kontrolowac¢ poprzez zmiany w innych genach. Obserwowali oni myszy, u ktoérych usunieto gen
IFRD1. Gdy brakowato genu, bakterie nie zostaty szybko usuniete z drég oddechowych, co
potwierdzito jego role w kontrolowaniu zapalenia i choroby.

Analizujac probki krwi zdrowych ochotnikow, ktorzy zgtosili sie do badania, zespét odkryl, ze te same
odmiany IFRD1, ktére zmienialy ciezkos¢ przebiegu choroby ptuc zwigzanej z mukowiscydoza, mialy
rowniez wptyw na funkcjonowanie krwinek bialych obojetnochtonnych ochotnikéw. Ustalono rowniez,
ze zwigzana z IFRD1 regulacja funkcjonowania krwinek biatych obojetnochtonnych jest uzalezniona
od interakcji z kategoria enzymow zwanych HDAC (deacetylazy histonowe). Stwierdzili, ze potrzeba
wiecej informacji o tej interakcji, aby zrozumiec¢ jej potencjalna role w leczeniu mukowiscydozy.
Mozliwe, ze sam IFRD1 moze sta¢ sie celem leczenia. Naukowcy pracuja teraz nad tym, z jakimi
innymi genami i biatkami wspoétdziata IFRD1, oraz jak to sie ma do zapalenia przy chorobie ptuc
zwigzanej z widknieniem torbielowatym.

Badania kliniczne nad VX-770 (Kalydeco)

W lutym 2011 roku magazyn "New Scientist" opublikowal wyniki pierwszych badan grupy
naukowcéw nad nowym lekiem.

Zespot Petera Muellera z firmy Vertex Pharmaceuticals w Cambridge (stan Massachusetts) ze
wsparciem fundacji Cystic Fibrosis Foundation prowadzit badania kliniczne na grupie 161 oséb
chorych na mukowiscydoze w czasie ktorych, przez rok podawat placebo lub nowy doustny lek
VX-770 funkcjonujacy rowniez pod nazwa Kalydeco.



Wyniki badan klinicznych:

Poczatkowa norma funkcji ptuc byta u nich ograniczona do 60%. U otrzymujgcych nowy lek dziatanie
pluc z czasem poprawito sie srednio o 20 %.Ponadto o 55 % rzadziej dochodzito do powiktan
ptucnych. Leczeni przybrali na wadze srednio po 2 kg, (co wskazuje na poprawe funkcji uktadu
pokarmowego), a charakterystyczny dla mukowiscydozy podwyzszony poziom chlorkéw w pocie
obnizyt sie o potowe. VX-770 jest skuteczny u ok. 5 % chorych - tych ze specyficzna mutacja G551D .
Na calym swiecie jest ich okoto 5 tysiecy.

VX-770 jako pierwszy lek nowej generacji

Prowadzacy badania Peter Mueller ogtosil, Ze rezultaty przerosty jego oczekiwania. Do tej pory
zadna metoda leczenia mukowiscydozy nie okazata sie tak skuteczna. VX-770 to pierwszy lek nowej
generacji, ktory dziala na biatko CFTR- ,naprawia" mutacje genu, odblokowujac kanatly
i zapobiegajac powstawaniu sluzu, cho¢ naukowcy nie poznali doktadnie mechanizmu dziatania leku.
Badania kliniczne nad VX-770 nadal trwaja. Biorac pod uwage obiecujace wyniki producent Vertex
Pharmaceuticals ma zamiar wystapi¢ o jego zarejestrowanie w USA i Europie.

II1 Faza badan klinicznych nad VX-770
Wyniki:

W listopadzie 2011 roku zakonczono trzecia faze badan klinicznych nad VX-770. Nowe badania
prowadzone przez zespot Bonnie W. Ramsey - dyrektor Centrum Badan klinicznych i translacyjnych
w Seattle Children's Research Institute potwierdzily, ze lek znaczaco poprawia czynnos$¢ ptuc
chorych z mutacja G551D. Funkcja ptuc poprawita sie o ok. 17% w ciagu 48 tygodni. U uczestnikéw
badania odnotowano spadek zawartosci chlorkéw w pocie. Wyniki zostaly opublikowane w New
England Journal of Medicine.

Pod koniec 2012 roku zespdt naukowy, na ktorego czele stoi Christine Bear z Hospital for Sick
Children w Toronto odkryt mechanizm dziatania leku VX-770, co na poczatku nie udato sie jego
tworcom. Naukowcy z Toronto zauwazyli, ze prawidlowo dzialajace CFTR powoduje pewna
modyfikacje biatka oraz matej, dostarczajacej energii czasteczki - kwasu adenozynotrifosforowego
(ATP). Lek dziala w nietypowy sposdb, stwarzajac spektrum nowych mozliwosci w leczeniu réznych
form mukowiscydozy. Wyniki badan nad tym zagadnieniem ukazaty sie w Journal of Biological
Chemistry.

IT Faza badan klinicznych nad lekiem VX-809

Trwaja réwniez badania kliniczne nad nowym lekiem- VX-809 powinien pomagac¢ juz 75% osdéb
cierpiacych na mukowiscydoze. W pazdzierniku 2012 roku zostaty przedstawione wyniki fazy drugiej
badan klinicznych VX-809.0gtoszono je na 26 ,Pdélnocno-amerykanskiej konferencji
o mukowiscydozie” w Orlando ( 26th Annual North American Cystic Fibrosis Conference (NACFC))
odbywajacej sie 11-13 pazdziernika 2012r.

III Faza badan nad VX-809
W lipcu 2012 roku, Vertex rozpoczat faze trzecia badania klinicznego VX-809 u oséb w wieku 6 lat

i starszych, ktérzy maja, co najmniej jedna kopie mutacji R117H ( okoto 3% chorych w USA ma taka
mutacje). Zaczela sie tez trzecia faza badan grupy oséb w wieku 6 lat i wiecej, u ktérych wystepuje



przynajmniej jedna mutacja inna niz G551D (okoto 1% chorych w USA). Na tym samym etapie
znajduja sie tez badania nad grupa dzieci w wieku 2 do 5 lat z mutacja bramkowa. Trwa rowniez faza
druga badan u os6b z klinicznymi objawami resztkowej funkcji CFTR oraz nowego leku VX-661 dla
mutacji delta F508.

Projekt IMPACTT a badania kliniczne?

Projekt IMPACTT rozpoczat sie 1 stycznia 2011 r. i polega na wspolpracy pomiedzy dziesiecioma
partnerami z siedmiu krajow europejskich (Szwecja, Niemcy, Dania, Belgia, Francja, Wtochy, Litwa)
i wspierany jest przez 7 Program Ramowy UE. Projekt ma na celu zapobieganie zakazeniu
Pseudomonas aerigunosa w ptucach chorych na mukowiscydoze, a tym samym ztagodzenie
negatywnego wplywu Pseudomonas, na jakos¢ zycia chorych i ich rodzin.

Ponadto, rownoleglym celem jest znalezienie sposobu na znaczace zaangazowanie chorych
i cztonkéw ich rodzin w badania kliniczne nad mukowiscydoza. Projekt zrzesza ekspertow ze
srodowiska akademickiego, organizacji pacjentow, lekarzy i przedstawicieli przemystu medycznego.

Projekt IMPACTT zakonczy badanie kliniczne fazy trzeciej, aby wykaza¢ najwazniejsze profilaktyczne
i lecznicze efekty pionierskiej terapii interwencyjnej przeciw przewlektej infekcji ptuc wywotanej
przez Pseudomonas aeruginosa (PS, pateczka ropy btekitnej) u chorych. Oparta jest na preparacie
ptasiego przeciwciata IgY przeciwko PS. Badacze odkryli przeciwciata przeciwko bakterii PS, ktore
sa wytwarzane z zottek jaj. Kury poddawane specjalnym szczepionkom wytwarzaja przeciwciata,
ktére sa przesytane do zéttka w wysokim stezeniu. Przeciwciata sa izolowane z zo6ttka i podawane
pacjentom w formie ptynu do ptukania gardta, co pozwala na wytworzenie w nim swego rodzaju
bariery i zapobiega przemieszczaniu sie bakterii z nosa i gardta do ptuc. Do badan przystapito 180
pacjentow z szesciu krajéw Europy z pozytywna kultura Pseudomonas aeruginosa, czes¢ pacjentéw
otrzymuje placebo, czes¢ preparat z anty-pseudomonas IgY przez okres dwdch lat.

Obecnie zakazenie leczone jest antybiotykami doustnymi, wziewnymi lub dozylnymi, ktére wplywaja
niekorzystnie na samopoczucie pacjentéw. Najczesciej stosowane sa antybiotyki aminoglikozydowe
np. gentamycyna, amikacyna (Biodacyna), tobramycyna (Brulamycin, Nebcin), netilmycyna
(Netromycin). Aminoglikozydy mimo duzej skutecznosci niosa ze soba wiele niekorzystnych, a nawet
niebezpiecznych efektéw ubocznych. Moga wywolywac: szum w uszach, uposledzenie stuchu,
gluchota, zawroty gltowy, niewydolnos¢ nerek, uszkodzenie ptodu w przypadku podawania kobiecie
w cigzy. Bezpieczniejsza terapia wziewna tymi antybiotykami jest bardzo kosztowna.

Badani kliniczne fazy III nad TOBI

Pierwszym na swiecie preparatem antybiotyku podawanym na drodze inhalacji bytla wziewna
tobramycyna- TOBI. Przed zarejestrowaniem TOBI przeprowadzono dwa badania kliniczne trzeciej
fazy. Byly one prowadzone przez 24 tygodnie w 69 osrodkach leczenia mukowiscydozy w USA.
Badaniami objeto 520 chorych zakazonych przez P. aeruginosa, w wieku od 6 do 63 lat z FEV1
(natezona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa, ang. forced expiratory volume in 1 second)
pomiedzy 25 a 75%. 258 chorych otrzymywato lek w powtarzanych cyklach: 28 dni podawania leku /
28 dni bez leku. Jako placebo wykorzystano roztwor 0, 9% NaCl (soli fizjologicznej) z dodatkiem 1,
25 mg chininy, ktéra dawata roztworowi podobny do leku smak. Obie grupy chorych poza
testowanymi inhalacjami byty leczone w typowy sposob poprzez przyjmowanie Pulmozyme.

Wyniki:

W obu przypadkach badania wykazaly poprawe czynnosci ptuc pod wptywem TOBI. W pierwszym



badaniu wykazano wzrost FEV1 o 11% przy stosowaniu leku oraz brak zmian u przyjmujacych
placebo. W drugim badaniu wzrost FEV1 wynosit 7%, a w grupie placebo zanotowano spadek o 1%.

Badania kliniczne wykazat, ze podawanie TOBI chorym na mukowiscydoze poprawia czynnosc¢ ptuc,
skraca czas pobytu w szpitalu i dozylnej antybiotykoterapii oraz zmniejsza liczbe bakterii
P.aeruginosa w plwocinie.

TOBI jako lek, ktory pozytywnie przeszedt badania kliniczneTOBI zostalo zarejestrowane
i dopuszczone do leczenia w USA w styczniu 1998 r. Lek jest dobrze tolerowany przez chorych,
rzadko powoduje lekkie skutki uboczne, jednak nie moze by¢ stosowany u oséb uczulonych na
aminoglikozydy.
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