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				Perspektywy terapii w polineuropatiach genetycznie uwarunkowanych

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Polineuropatie genetycznie uwarunkowane (HMSN, ang. hereditary motor and sensory neuropathies) zwane również chorobami kręgu Charcot-Marie-Tooth (CMT) stanowią niezwykle heterogenną genetycznie (ponad 80 genów) grupę chorób obwodowego układu nerwowego człowieka. Istotą chorób kręgu CMT jest powolnie postępujący zanik mięśni dystalnych kończyn dolnych (podudzia) i górnych (przedramiona). Jak dotąd nie opracowa-no skutecznej metody leczenia CMT. W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczący kliniki, patogenezy molekularnej i pierwszych prób terapeutycznych w CMT. Omówiono również możliwości wynikające z zastosowania modelu drożdżowego w poszukiwaniach nowych substancji leczniczych, jak i identyfikacji substancji neurotoksycznych.

				WPROWADZENIE

				Polineuropatie uwarunkowane genetycznie (HMSN, ang. hereditary motor and sensory neuropathies) zwane również chorobami kręgu Charcot-Marie-Tooth (CMT) występują z częstością ok. 1:2 500 osób [1]. Warto jednak zaznaczyć, że występowanie CMT w poszczególnych krajach jest bardzo nierównomierne, np. w Serbii choruje zaledwie ok. 10 osób na 100 tys. mieszkańców, we Włoszech i w Wielkiej Brytanii około 18 osób na 100 tysięcy mieszkańców, natomiast w Norwegii aż 82 osoby [2]. Przyjmując średnią częstość występowania CMT (1:2500 osób) w Polsce należy spodziewać się liczby około 15000 chorych. Cho-roby kręgu CMT dziedziczą się w sposób autosomalny dominujący, autosomal-ny recesywny, sprzężony z płcią dominujący oraz sprzężony z płcią recesywny.

				Mimo dość dużego zróżnicowania fenotypów, cechą wspólną dla wszyst-kich postaci CMT jest powoli postępujące osłabienie i zanik mięśni dystalnych kończyn (podudzia, przedramiona). Istnienie innych składowych zespołu CMT (zaburzenia czucia, zaburzenia funkcji układu autonomicznego, skrzywienie kręgosłupa, drżenie rąk, etc.) zależy od typu (ponad 100 typów) choroby. W najczęściej występującej odmianie, CMT1A, już w pierwszej dekadzie życia ob-serwuje się zniekształcenie stóp i zaburzenie chodu. Początkowo niedowład i zanik mięśni obejmuje mięśnie dystalne kończyn dolnych, a następnie kończyn górnych. Z upływem czasu niedowład mięśni może poszerzyć się o mięśnie ksobne kończyn dolnych (uda). W przypadku postaci CMT o dziedziczeniu re-cesywnym przebieg kliniczny jest znacznie cięższy i u niektórych chorych pro-wadzi do inwalidztwa (unieruchomienie na wózku). W niektórych przypadkach CMT dochodzi do znacznego upośledzenia czucia, które niekiedy prowadzi do powstania owrzodzeń w obrębie rąk i stóp oraz do amputacji [3].

				HETEROGENNOŚĆ GENETYCZNA CHORÓB KRĘGU CHARCOT-MARIE-TOOTH

				Pomimo pozornie jednolitego obrazu klinicznego chorób kręgu CMT, poli-neuropatie genetycznie uwarunkowane charakteryzują się znaczną heterogen-nością genetyczną. Jak dotąd zidentyfikowano ponad 1000 mutacji w ponad 80 genach [4], kodujących białka reprezentujące szerokie spektrum występo-wania, pełnionych funkcji i charakterystyki biochemicznej (Ryc. 1). Pomimo dynamicznego rozwoju nowych technik sekwencjonowania (tzw. sekwencjo-nowanie nowej generacji), szacuje się, że około 18%–50% chorych wciąż pozo-staje bez diagnozy molekularnej [5,6]. Przyczyn tego zjawiska może być kil-ka. Po pierwsze, występowanie rearanżacji genomowych, które mogą powo-dować chorobę poprzez kilka mechanizmów obejmujących m.in. zaburzenie struktury chromatyny (efekt pozycji), zmianę ekspresji genów poprzez zmianę liczby alleli, czy zjawisko odsłonięcia (ang. unmasking) alleli recesywnych [7]. Po drugie, pojawienie się zmian w niekodującym RNA czy w niekodujących częściach genomu, które są bardzo rzadko przedmiotem badań genetycznych. 
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				Nie można również wykluczyć, że niektóre z polineuropa-tii uwarunkowane są w sposób wielogenowy, to znaczy, że za ich wystąpienie odpowiada kilka mutacji zlokalizo-wanych w różnych genach.

				W klasyfikacji CMT wyróżnia się dwie podstawowe grupy: polineuropatię demielinizacyjną związaną z wy-stępowaniem nieprawidłowości w osłonce mielinowej, charakteryzującą się obniżoną szybkością przewodze-nia w nerwach, oraz postać aksonalną, objawiającą się głównie degeneracją aksonów komórek nerwowych bez wyraźnych oznak demielinizacji [8]. Jako kryterium po-działu przyjmuje się szybkość przewodzenia 38 m/s we włóknach ruchowych nerwu pośrodkowego. Dalszego podziału na poszczególne typy dokonuje się uwzględnia-jąc rodzaj dziedziczenia i podłoże genetyczne. Najczęściej występujące neuropatie należą do grupy demielinizacyj-nej i są związane z mutacjami w trzech genach: PMP22, GJB1 oraz MPZ [9]. Z kolei polineuropatie aksonalne są wysoce heterogenne pod względem genetycznym. Naj-częściej zmutowanym genem jest MNF2, kodujący mito-fuzynę 2 stanowiący (w niektórych populacjach) nawet do 20% wszystkich przypadków tego typu neuropatii [10]. Poniżej pokrótce zostaną omówione najważniejsze geny, w których mutacje powodują wystąpienie poszcze-gólnych fenotypów.

			

		

		
			
				CHOROBA CHARCOT-MARIE-TOOTH TYPU DEMIELINIZACYJNEGO

				Najczęściej występującym typem choroby CMT, jest po-lineuropatia demielinizacyjna CMT1A, stanowiąca ok 40-60% wszystkich przypadków choroby CMT [9,10]. Na ogół objawia się ona w pierwszej lub drugiej dekadzie życia i charakteryzującej się zwykle łagodnym lub umiarkowanym przebiegiem. Choroba CMT1A u większości chorych wy-wołana jest duplikacją genu PMP22 (ang. Peripheral Myelin Protein 22) [11]. Białko PMP22 bierze udział w tworzeniu, uszczelnianiu i stabilizacji osłonki mielinowej oraz różni-cowaniu komórek Schwanna [12-14]. Z kolei delecja genu PMP22 prowadzi do dziedzicznej neuropatii z nadwrażli-wością na ucisk (HNPP, ang. hereditary neuropathy with liabi-lity to pressure palsies), która zwykle jest łagodnym schorze-niem charakteryzującym się epizodycznymi niedowładami mięśni dystalnych kończyn dolnych i górnych [15].

				Drugim najczęstszym typem CMT (około 10% wszyst-kich pacjentów) jest choroba CMTX1 (znana również jako CMT1X), wywołana mutacjami genu GJB1 (ang. Gap-Junc-tion Beta 1), który koduje koneksynę-32 (ang. connexin-32; Cx32) [9,16]. Choroba CMTX1 jest sprzężona z płcią i dzie-dziczy się dominująco, jednak mężczyźni chorują ciężej niż kobiety. Co ciekawe, w przypadku tego typu CMT patologia 
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				Rycina 1. Geny zaangażowane w choroby kręgu Charcot-Marie-Tooth. Schemat prezentuje lokalizację oraz szlaki komórkowe, w których uczestniczą poszczególne białka kodowane przez geny związane z wystąpieniem choroby.
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				aksonów jest bardziej widoczna niż w przypadku innych neuropatii demielinizacyjnych, co może sugerować pier-wotne ich uszkodzenie [17]. Koneksyna-32 odgrywa rolę w komunikacji komórkowej poprzez tworzenie tzw. połączeń szczelinowych (ang. gap junction) [18,19]. Są to kompleksy białkowe tworzące kanały, które łączą cytoplazmę sąsied-nich komórek i umożliwiają międzykomórkową wymianę jonów, drobnocząsteczkowych metabolitów, czy cząsteczek sygnałowych. W nerwach obwodowych koneksyna-32 znaj-duje się tylko w niektórych rejonach mieliny [20,21], gdzie prawdopodobnie tworzy połączenia szczelinowe pomiędzy poszczególnymi warstwami osłonki mielinowej [20].

				Mutacje w genie MPZ (ang. Mielin Protein Zero), kodu-jącym, podobnie jak PMP22, białko mieliny, stanowią ok. 3-5% wszystkich przypadków CMT [9] i prowadzą do typu choroby CMT1B dziedziczonej autosomalnie dominująco [22]. Choroba CMT1B charakteryzuje się na ogół wcześniej-szym początkiem i cięższym przebiegiem klinicznym niż CMT1A. Białko MPZ jest produkowane tylko w komór-kach Schwanna wytwarzających mielinę (ang. myelinating Schwann cells) [23]. Stanowi ono aż 50% wszystkich białek mieliny i odpowiada za spójność osłonki mielinowej [24,25]. Pokazano, że patogenny mechanizm wielu mutacji w genie MPZ polega na zaburzeniu transportu zmienionego białka MPZ na powierzchnię komórki i zatrzymaniu go w siatecz-ce śródplazmatycznej (ER). Prowadzi to do indukowania odpowiedzi komórki na nieprawidłowo zwinięte białka (UPR, ang. unfolded protein response), objawiającej się zwięk-szeniem produkcji białek odpowiedzialnych za przywró-cenie homeostazy białkowej oraz zmniejszeniem syntezy i wzrostem degradacji pozostałych białek, a w skrajnych przypadkach prowadzącej nawet do apoptozy [26,11].

				CHOROBA CHARCOT-MARIE-TOOTH TYPU AKSONALNEGO

				Jak wspomniano wyżej najczęstszą przyczyną CMT typu aksonalnego są mutacje w genie MFN2, kodującym mito-fuzynę 2. W większości przypadków mutacje genu MFN2 dziedziczone są autosomalnie dominująco i prowadzą do wystąpienia choroby CMT2A [27]. Choroba objawia się nie tylko neuropatią, ale często prowadzi do nieznacznego uszkodzenia ośrodkowego układu nerwowego [28,29]. Mi-tofuzyna 2 jest bardzo szeroko rozpowszechnioną, podobną do dynaminy GTPazą, zlokalizowaną w zewnętrznej błonie mitochondrialnej. Najbardziej znaną jej funkcją jest udział w fuzji zewnętrznej błony mitochondrialnej, aczkolwiek bierze ona także udział w transporcie oraz degradacji mi-tochondriów [30-33]. Nic więc dziwnego, że wskazuje się na kilka mechanizmów, które mogą prowadzić do pojawie-nia się objawów polineuropatii. Należą do nich: zaburzenia równowagi pomiędzy fuzją i podziałem sieci mitochon-drialnej, zmiany w transporcie i dystrybucji mitochondriów w komórkach nerwowych, upośledzenie degradacji mito-chondriów na drodze autofagii (mitofagii) czy cytotoksycz-ność wywołana upośledzeniem funkcjonowania mitochon-driów [31,29].

				Innymi szeroko rozpowszechnionymi w tkankach ge-nami zaangażowanymi w neuropatie są geny kodujące syntetazy aminoacylo tRNA (geny ARS). Do tej pory ziden-tyfikowano sześć genów ARS, w których mutacje prowadzą 

			

		

		
			
				do wystąpienia CMT: GARS, YARS, AARS, KARS, HARS oraz MARS [34-39]. Kodują one odpowiednio syntetazy gli-cylo-, tyrozylo-, alanylo-, lizylo-, histydylo-, oraz metionino--tRNA. Co ciekawe, podczas gdy mutacje heterozygotyczne w genach ARS są zwykle związane z aksonalnym typem CMT, homozygotyczne mutacje w tych genach prowadzą zazwyczaj do poważnych zespołów, często z udziałem wie-lu narządów [40]. Syntetazy aminoacylo-tRNA są enzyma-mi, które przeprowadzają reakcję przyłączenia odpowied-niego aminokwasu do cząsteczki tRNA, a tym samym są niezbędne do procesu translacji. Od dawna zastanawiano się dlaczego zmiany w tych szeroko rozpowszechnionych, kluczowych białkach prowadzą do wybiórczej degeneracji aksonów. Na przestrzeni lat pojawiło się wiele hipotez, w tym utrata aktywności enzymatycznej, zmiana lokalizacji w komórce oraz przyłączanie niewłaściwych aminokwasów do danego tRNA. Jednakże w świetle obecnej wiedzy żadna z nich nie wydaje się być prawdziwa. Obecnie uważa się, że przyczyną choroby może być nabycie nowej funkcji przez wymienione enzymy, która jest niezależna od aktywno-ści katalitycznej oraz prowadzi do spowolnienia translacji [41,40]. Mutacje w genie GARS zmieniają konformację kodo-wanej przez ten gen syntetazy glicylo-tRNA. Nabywa ona nowych właściwości do wiązania receptora dla neuropiliny 1 (Nrp1), która w prawidłowych warunkach powinna od-działywać z czynnikiem wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF). Obniżenie ekspresji Nrp1 u myszy prowadziło do zaostrzenia objawów CMT, podczas gdy zwiększenie eks-presji VEGF poprawiało funkcje motoryczne [42].

				Dziedziczne neuropatie aksonalne są też spowodowane mutacjami w genach kodujących małe białka szoku ciepl-nego (sHsp, ang. small heat shock proteins;). W genomie lu-dzi występuje 10 takich genów - HSPB1-10 [43]. Do tej pory udowodniono, że mutacje w trzech genach HSPB: HSPB1, HSPB3 oraz HSPB8 prowadzą do CMT, jak również do dzie-dzicznych neuropatii ruchowych [44-46], z czego najwięcej mutacji jak dotąd opisano w HSPB1 [http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php], kodującym HspB1, zwane również Hsp27 lub Hsp28. HspB1 jest szeroko rozpowszechnionym, niezależnym od ATP białkiem opiekuńczym (z ang. chape-rone – opiekun) zaangażowanym, podobnie jak inne białka szoku cieplnego, w kontrolę jakości białek [47]. Jego główną rolą jest wychwytywanie i zabezpieczanie przed agregacją nieprawidłowo sfałdowanych polipeptydów i kierowanie ich do ponownego zwijania lub degradacji. HspB1 jest rów-nież zaangażowany w kontrolę organizacji cytoszkieletu komórkowego oraz posiada właściwości antyapoptotyczne i antyoksydacyjne [48]. W zależności od mutacji zmodyfiko-wane białko charakteryzuje się zmienionymi zdolnościami do tworzenia oligomerów, zmniejszeniem lub zwiększe-niem aktywności jako białka opiekuńczego lub zmianą w oddziaływaniu z partnerami białkowymi oraz docelowymi białkami (np. tubuliną) [49].

				Na szczególną uwagę wśród genów związanych z CMT, zasługuje gen GDAP1 (ang. Ganglioside Induced Differentia-tion Associated Protein 1). Osobliwością mutacji występują-cych w tym genie są możliwe dwa sposoby dziedziczenia (recesywnie i dominująco) oraz szerokie spektrum fenoty-powe choroby: od bardzo łagodnej, gdzie niewielkie nie-prawidłowości obserwowane są właściwie tylko w obrazie 
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				elektromiograficznym, do ciężkiej formy o wczesnym po-czątku i szybkim przebiegu prowadzące do niepełnospraw-ności [50]. Białko GDAP1 produkowane jest głównie w ko-mórkach nerwowych, gdzie lokalizuje się w zewnętrznej błonie mitochondrialnej oraz w peroksysomach [51-53]. Jego funkcja molekularna nie jest wyraźnie sprecyzowana. Wykazano, że białko to uczestniczy w wielu kluczowych procesach komórkowych, takich jak: podział sieci mito-chondrialnej, transport i lokalizacja mitochondriów, utrzy-manie homeostazy wapnia i glutationu oraz podział perok-sysomów [50-52,54,55].

				Jeszcze bardziej zagadkowym genem związanym z CMT jest IGHMBP2 (ang. Immunoglobulin Mu-Binding Protein 2). Mutacje tego genu prowadzą zwykle do przeponowej po-staci rdzeniowego zaniku mięśni (SMARD1, ang. spinal mu-scular atrophy with respiratory distress type 1) [56]. W 2014 r. wykazano, że mutacje w IGHMBP2 mogą również powodo-wać CMT [57]. W tym wypadku, podobnie jak w przypadku SMARD1, choroba dziedziczona jest autosomalnie recesyw-nie, jednak jej przebieg jest dużo łagodniejszy [56-58]. Białko IGHMBP2 jest szeroko rozpowszechnioną w tkankach ATP--zależną helikazą zdolną do relaksacji dupleksów DNA, jak i RNA in vitro [60,61]. Badania biochemiczne wskazują na zaangażowanie białka IGHMBP2 w transkrypcję, obrób-kę pre-mRNA i translację [60-62]. Chociaż dokładny me-chanizm prowadzący do degeneracji aksonów zarówno w SMARD1, jak i CMT nie jest poznany, wydaje się, że duże znaczenie odgrywa poziom białka IGHMBP2 w komórkach. W przypadku choroby CMT poziom białka oznaczanego metodą Western blot jest większy niż w SMARD1 [57,63].

				PRÓBY FARMAKOTERAPII CHORÓB KRĘGU CHARCOT-MARIE-TOOTH

				Leczenie przyczynowe chorób kręgu CMT jest obecnie niedostępne. Dotychczas udało się jednak określić kilka ce-

			

		

		
			
				lów terapeutycznych na poziomie komórki, które zostały wykorzystane w badaniach eksperymentalnych oraz pró-bach klinicznych. Próby te były podejmowane głównie w odniesieniu do najczęstszych postaci dziedzicznych neuro-patii ruchowych oraz czuciowych, a więc CMT1A, CMT1B oraz CMT1X.

				CHOROBA CHARCOT-MARIE-TOOTH TYPU DEMIELINIZACYJNEGO

				CMT1A jest najlepiej zbadaną, pod względem patomecha-nizmu i leczenia, dziedziczną neuropatią ruchowo-czuciową. Wykazano wielokrotnie, że liczba kopii genu PMP22 korelu-je z ciężkością przebiegu choroby CMT1A u transgenicznych zwierząt laboratoryjnych [64,65]. Na tej podstawie podjęto pierwsze próby terapeutyczne z użyciem substancji mających na celu obniżenie nadmiernej ekspresji genu PMP22. Zastoso-wano kwas askorbinowy (witaminę C) [66] oraz antagonistę progesteronu – onapriston [67]. Niestety onapriston nie speł-niał kryteriów bezpieczeństwa do zastosowania w badaniach klinicznych [68], a kwas askorbinowy okazał się być nieefek-tywny w leczeniu pacjentów z chorobą CMT1A [69].

				Najnowsza strategia leczenia farmakologicznego obej-muje zastosowanie różnych ligandów dla receptorów sprzężonych z białkami G (GPCR, ang. G protein-coupled receptor), które hamują aktywność cyklazy adenylanowej (AC, ang. adenylyl cyclase) odpowiedzialnej m.in. za regula-cję ekspresji genu PMP22. W tym miejscu należy zaznaczyć, że kwas askorbinowy oraz hipotetycznie onapriston także wpływają na aktywność AC. Obecnie, jednym z nowszych leków testowanych w trzeciej fazie badania klinicznego jest kombinacja trzech substancji: baklofenu, naltreksonu oraz sorbitolu znanych pod wspólną nazwą PXT 3003, które po-budzają odpowiednio: receptory metabotropowe dla kwasu γ-aminomasłowego (GABABR), podtyp mu (µ) receptorów opioidowych (MOR) oraz receptory muskarynowe dla ace-tylocholiny (mACh). W badaniach przedklinicznych wykazano nie-wielkie obniżenie ekspresji genu PMP22 na poziomie mRNA oraz znaczną poprawę w mielinizacji ak-sonów i w testach behawioralnych u transgenicznych szczurów CMT1A po podaniu PXT 3003 [70].

				Kolejną testowaną w badaniach przedklinicznych substancją dedy-kowaną dla chorych z CMT1A jest związek chemiczny ADX71441, bę-dący pozytywnym modulatorem allosterycznym (czyli takim, który wiąże się z receptorem w innym miejscu niż substancja endogenna) receptorów GABAB. W odróżnieniu od modulatorów ortosterycznych (tzn. takich, które współzawodni-czą o dostęp do miejsca wiązania z endogenną substancją), tj. PXT 3003, ADX71441 działa silniej i bardziej specyficznie. Po podaniu ADX71441 obserwowano obniżenie ekspresji 

			

		

		
			
				Rycina 2. Główne cele terapeutyczne w chorobie Charcot-Marie-Tooth typu 1A (CMT1A). Ligandy receptorów sprzężonych z białkami G (GPCR) modulują aktywność cyklazy adenylanowej (AC), a przez to poziom cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP) oraz ekspresję genu PMP22 w komórkach Schwanna. Podobnie neuregulina 1 aktywuje receptor Erb/HER i poprzez pobudzenie szlaku PI3K-AKT lub obniżenie aktywności MEK-ERK również prowadzi do obniżenia ekspresji PMP22. AC – cyklaza adenylanowa; cAMP – cykliczny adenozynomonofosforan; PMP22 – gen obwodowego białka mieliny.
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				PMP22 na poziomie mRNA w nerwach obwodowych trans-genicznych szczurów CMT1A, a także obniżenie liczby nie-prawidłowo zmielinizowanych aksonów oraz zwiększenie wartości amplitud odpowiedzi z nerwów obwodowych (CMAP, ang. compound muscle action potentials) w badaniu elektromiograficznym, świadczących o zwiększeniu liczby funkcjonalnych aksonów, w porównaniu do grupy kontrol-nej [71]. ADX71441 okazał się również skuteczny w leczeniu chorób niezwiązanych z CMT, tj. pęcherz nadreaktywny, a także lęk, ból oraz spastyczność i został zatwierdzony do I fazy badań klinicznych w tych schorzeniach [72,73].

				Skuteczną substancją wydaje się też być neuregulina 1 (NRG 1). Ostatnie badanie wykazało, że podanie tego białka szczurom z CMT1A we wczesnych etapach rozwoju post-natalnego zapobiega utracie aksonów u zwierząt dorosłych. Z drugiej jednak strony, jako antagonista receptorów ErbB/HER, których zwiększoną ekspresję stwierdza się w wielu nowotworach, NRG1 jest potencjalnym czynnikiem kancero-gennym [74].

				Wartym podkreślenia wydaje się fakt, że wszystkie przedstawione dotąd strategie terapeutyczne mają wspólny cel terapeutyczny, którym jest AC. Modulowanie jej aktyw-ności jest kluczowe w utrzymaniu równowagi pomiędzy proliferacją, a różnicowaniem komórek Schwanna, m.in. poprzez regulację ekspresji genu PMP22 [75]. AC, oprócz tego, wpływa na wiele szlaków transdukcji sygnałów tj. PI3K-AKT, MEK-ERK oraz integruje bodźce pochodzące z różnych receptorów, np. kinaz tyrozynowych [76]. Dlatego modulacja jej aktywności może przynieść pozytywne skut-ki także dla pacjentów cierpiących na inne typy CMT, nie tylko CMT1A. Pokazano, że wzmożona sygnalizacja MEK/ERK może prowadzić do uszkodzenia nerwów oraz zwy-rodnienia aksonów w wyniku fagocytozy przeprowadza-nej przez makrofagi na skutek zwiększenia ekspresji białka chemotaktycznego monocytów 1 (CCL2), które oddziału-je z czynnikiem stymulującym tworzenie kolonii (CSF-1) [74]. Zastosowanie antagonisty CSF-1 w mysich modelach CMT1A, CMT1B oraz CMT1X spowodowało obniżenie liczby makrofagów w endoneurium (warstwa tkanki łącz-nej, otaczająca osłonkę mielinową włókien nerwowych) we wszystkich grupach oraz dodatkowo poprawiło wartości CMAP, a także zwiększyło siłę uścisku w badaniach beha-wioralnych w obrębie grup CMT1B i CMT1X, ale nie w gru-pie CMT1A [77]. Badania te, mogą okazać się pomocne w identyfikacji nowych celów terapeutycznych.

				Patogeneza różnych form CMT, włączając CMT1B jest również związana z odpowiedzią UPR komórki na niepra-widłowo zwinięte białka [78]. Sefina 1 (selektywny inhibitor holofosfatazy) jest nowym lekiem, który zapobiega defek-tom ruchowym, morfologicznym oraz molekularnym w przypadku dwóch różnych chorób związanych z zaburze-niem fałdowania białek: CMT oraz stwardnienia zanikowe-go bocznego [79].

				CHOROBA CHARCOT-MARIE-TOOTH TYPU AKSONALNEGO

				Rozwój strategii terapeutycznych związanych z CMT typu aksonalnego skupia się głównie na mutacjach w ob-rębie dwóch genów: MFN2 oraz HSPB1, które są odpowie-

			

		

		
			
				dzialne kolejno za wystąpienie CMT2A oraz CMT2F. W modelu komórkowym choroby CMT2A, w którym wyko-rzystano pierwotne kultury mysich neuronów czuciowych, zaobserwowano zahamowanie zwyrodnienia aksonalnego przez nadprodukcję mitofuzyny 1 (MFN1) oraz zastoso-wanie blokerów kanałów sodowych [80]. Z kolei u myszy z mutacją prowadzącą do substytucji Thr105Met w białku MFN2 zastosowanie agonistów mitofuzyny spowodowa-ło normalizację transportu aksonalnego mitochondriów w nerwach kulszowych [81]. Z kolei mutacje HSPB1 powodu-ją obniżenie poziomu acetylowanej alfa tubuliny w obrębie nerwów obwodowych, co prowadzi do zaburzenia trans-portu mitochondriów w aksonach. Można temu zapobiec stosując inhibitor białka HDAC6, które należy do rodziny deacetylaz histonowych (HDAC), ale w odróżnieniu od po-zostałych białek tej rodziny nie jest ono zaangażowane w modyfikację posttranslacyjną białek histonowych, a zamiast tego reguluje stan acetylacji innych białek docelowych [82]. W badaniach z użyciem modelu in vitro choroby CMT2F pokazano, że podanie selektywnych inhibitorów HDAC6 znacznie poprawiło transport aksonalny mitochondriów [83].

				MODEL DROŻDŻOWY W BADANIACH NAD PATOGENEZĄ I TERAPIĄ EKSPERYMENTALNĄ POLINEUROPATII GENETYCZNIE UWARUNKOWANYCH

				Drożdże Saccharomyces cerevisiae są bardzo dobrze poznanym i szeroko stosowanym organizmem modelowym. Posiadają wiele zalet, z których najważniejsze to prostota i niska cena hodowli, krótki czas generacji, podatność na manipulację genetyczną oraz możliwość oddychania zarówno na drodze fermentacji, jak i z wykorzystaniem tle-nu. Niezwykle istotne jest też znaczne podobieństwo pod-stawowych procesów komórkowych i białek w nich uczest-niczących pomiędzy drożdżami a ludźmi do tego stopnia, że niektóre ludzkie geny mogą komplementować defekty spowodowane brakiem natywnych genów drożdżowych [84-88]. Nic więc dziwnego, że drożdże są szeroko wyko-rzystywane do badania mechanizmu powstania licznych chorób [89], w tym m. in. chorób mitochondrialnych [90] czy neurodegeneracyjnych [91,92].

				Pomimo, że polineuropatie genetycznie uwarunkowa-ne dotykają bardzo wyspecjalizowanych części komórki nerwowej, jakimi są aksony i osłonka mielinowa, niektóre z mutacji wywołujących uszkodzenie nerwu obwodowego znajdują się w genach kodujących białka uczestniczące w podstawowych procesach komórkowych, takich jak: me-tabolizm fosfatydyloinozytoli (FIG4), fuzja mitochondriów (MFN2), aminoacylacja tRNA (syntetazy aminoacylo-tRNA (ARS): GARS, YARS, AARS, HARS, KARS oraz MARS) transport pęcherzykowy (endosomalny) czy dynamika błon (DNM2) (Ryc. 1). Daje to możliwość zastosowania modelu drożdżowego do badania etiologii wielu neuropatii, okre-ślania patogenności poszczególnych mutacji oraz ich cha-rakterystyki funkcjonalnej.

				Drożdże są powszechnie wykorzystywane do testowa-nia fenotypu utraty funkcji przez syntetazy aminoacylo--tRNA [35,36,38,93-95]. W tym teście drożdżowe ortologi 
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				typu dzikiego (podane w nawiasach) GARS (GRS1), YARS (TYS1), AARS (ALA1), HARS (HTS1), KARS (KRS1) i MARS (MES1) zostają usunięte i zastąpione allelem niosącym mu-tację wykrytą u chorych. Geny z rodziny ARS są kluczowe do przeżycia komórki, drożdże nie są w stanie rosnąć z nieaktywnymi allelami. Tak więc pośrednią miarą funkcji ARS jest żywotność komórek drożdżowych. Oczywiście taka analiza ma swoje ograniczenia, jednakże zmutowane allele, które powodują utratę funkcji w drożdżowych te-stach komplementacji, na ogół wykazują również utratę ak-tywności enzymatycznej w testach in vitro [38,40,93,96-98].

				Drożdże mogą posłużyć również do charakterystyki aktywności białka, która jest zaburzona przez substytucje aminokwasowe prowadzące do neuropatii. Badania z wy-korzystaniem drożdżowej mitofuzyny Fzo1 (MNF1/2 u ludzi), wykazały, że różne mutacje występujące u chorych, mają różny wpływ na funkcjonowanie białka, począwszy od subtelnych zmian morfologicznych w sieci mitochon-drialnej i w fuzji mitochondriów, poprzez zaburzenia w hy-drolizie GTP, do zwiększenia poziomu białka w komórce na skutek zaburzeń jego degradacji. Wykazano również, że nie wszystkie zbadane substytucje mają przewidywany wpływ na funkcję białek, w których się znajdują, np. mutacja w do-menie GTPazy nie tylko zakłóca hydrolizę GTP i fuzję błon, ale prowadzi również do zmiany stabilności białka [99]. Innymi przykładami są badania nad drożdżową fosfatazą 3-fosforanu fosfatydyloinozytolu, Fig4, gdzie wykazano, że substytucja I59T (I41T u ludzi) upośledza zdolność Fig4 do aktywacji kinazy Fab1/PIKfyve w drożdżach [100] oraz ba-dania nad drożdżową dynaminą Vps1 (DYN1/2 u ludzi), gdzie różne zmiany wpływają na różne aspekty funkcjono-wania tego białka, takie jak oligomeryzacja białka, aktyw-ność w procesie uwalniania pęcherzyka endocytarnego od błony komórkowej, czy specyficzność wiązania lipidów [101].

				Drożdże są również przydatne do badania oddziaływań białko-białko, a także wpływu poszczególnych mutacji na te oddziaływania. Przy użyciu drożdżowego systemu dwu-hybrydowego wykazano, że ludzkie białko GDAP1, kodo-wane przez gen, którego mutacje warunkują wystąpienie CMT, oddziałuje z β-tubuliną oraz białkami zaangażowa-nymi w transport (caytaxin i RAB6B) [55,85]. Zidentyfiko-wano również fragment GDAP1 odpowiedzialny za jego oddziaływanie z tubuliną oraz wykazano wpływ nega-tywnych zmian w białku GDAP1 na to oddziaływanie [85]. Używając systemu dwuhybrydowego wykazano również, że mutacja skutkująca substytucją I41T w ludzkiej fosfatazie FIG4 znacząco zaburza jej interakcję z aktywatorem kinazy PIKfyve, VAC14 [102].

				Ze względu na niewielki koszt i łatwość hodowli, a także na szybki czas generacji, drożdże są chętnie wykorzystywa-ne do analiz wielkoskalowych, które mają na celu znalezie-nie czynników genetycznych czy związków chemicznych odpowiedzialnych za modyfikację fenotypu spowodowa-nego mutacjami. Pozwala to na identyfikację potencjalnych celów terapeutycznych czy substancji aktywnych mogących stać się w przyszłości lekami. Znalezione w ten sposób czą-steczki chemiczne bądź geny okazują się działać również w bardziej złożonych modelach [103-106]. Drożdże moż-

			

		

		
			
				na więc wykorzystać w analizach wielkoskalowych, które umożliwią w przyszłości opracowanie terapii polineuropa-tii genetycznie uwarunkowanych. Z drugiej strony możliwe są badania przesiewowe mające na celu zidentyfikowanie związków, czy też alleli, które mogą wzmacniać fenotyp choroby. Jak wspomniano wyżej, CMT jest chorobą niezwy-kle heterogenną zarówno pod względem genetycznym, jak i klinicznym. W dodatku identyczne mutacje w tym samym genie charakteryzują się duża zmiennością fenotypową po-między poszczególnych pacjentami. Sugeruje to, że dużą rolę w wystąpieniu objawów może odgrywać tło genetycz-ne. W dobie sekwencjonowania nowej generacji zbadanie podłoża genetycznego poszczególnych pacjentów nie sta-nowi już dużego wyzwania technicznego, jednakże pojawia się problem z interpretacją danych. Badania na drożdżach mogą ułatwić określić, które allele mogą zaostrzać objawy choroby. Podobnie, wielkoskalowe badania przesiewowe mogą pomóc zidentyfikować cząsteczki chemiczne, które mogą okazać się wyjątkowo toksyczne dla komórek pacjen-tów niosących poszczególne mutacje. Znalezienie takich związków pozwoliłoby nie tylko na lepsze leczenie takich pacjentów oraz unikanie pogłębienia choroby, ale mogłoby też okazać się przydatne w rozwikłaniu mechanizmów mo-lekularnych prowadzących do wystąpienia polineuropatii.

				Powyższe przykłady ilustrują, że drożdże stanowią uży-teczny model do badania etiopatogenezy molekularnej po-lineuropatii genetycznie uwarunkowanych. Ponadto model drożdżowy może posłużyć do identyfikacji mutacji pato-gennych, analizy mechanizmów molekularnych prowadzą-cych do rozwoju choroby, a także do poszukiwania nowych substancji leczniczych oraz toksycznych.

				PRÓBY TERAPII GENOWEJ W CMT

				Celem terapii genowej jest leczenie choroby poprzez przeniesienie materiału genetycznego do komórek soma-tycznych organizmu [107]. Metody dostarczania materiału genetycznego na ogół oparte są na wykorzystaniu nośni-ków wirusowych, bądź niewirusowych, tj. liposomów czy nanocząsteczek. Terapia genowa wydaje się stanowić po-dejście terapeutyczne z dużym potencjałem leczniczym w niektórych chorobach układu nerwowego i jest możliwa tylko dzięki wcześniejszym badaniom podstawowym i zro-zumieniu procesów prowadzących do powstania tych cho-rób oraz ciągłemu rozwojowi metod biologii molekularnej poprzez projektowanie coraz lepszych wektorów terapeu-tycznych oraz metod ich dostarczania.

				Większość wektorów wirusowych wykorzystywanych w terapiach genowych układu nerwowego, zarówno central-nego jak i obwodowego, opiera się na wykorzystaniu kilku rodzajów wirusów. Lentiwirusy (LV) i wirusy opryszczki (HSV) mają naturalną zdolność infekowania układu nerwo-wego, wektory oparte zaś na adenowirusach (Ad) czy wi-rusach towarzyszących adenowirusom (AAV) w zależności od typu wektora i odpowiednich modyfikacji mogą z różną efektywnością być również wprowadzane do tkanki nerwo-wej [108,109].

				Terapia genowa stanowi obiecujące leczenie wielu chorób monogenowych, w tym także chorób nerwowo-
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				-mięśniowych. Przykładem są próby terapii genowej w zwierzęcych modelach dziedzicznej neuropatii CMT1X, powodowanej mutacjami w genie GJB1. Wektor lentiwi-rusowy z genem GJB1 typu dzikiego dostarczany bądź poprzez podanie bezpośrednio do nerwu kulszowego bądź dooponowo u myszy GJB1(-/-), wykazywał ekspre-sję w około 50% komórek Schwanna [109-111]. Zanoto-wano znaczące zmniejszenie liczby nieprawidłowo zmie-linizowanych włókien nerwowych oraz zmniejszenie towarzyszącego stanu zapalnego [109,111]. Myszy po te-rapii wektorem LV-GJB1 wykazywały lepszą kurczliwość włókien mięśnia czworogłowego, poprawę przewodze-nia w nerwie kulszowym i znaczną poprawę motoryki [111]. Podanie dooponowe wektora LV-GJB1 prowadziło do dostarczenia genu do komórek Schwanna nie tylko w bezpośrednim obszarze iniekcji, jak ma to miejsce w przypadku bezpośredniego podania do nerwu kulszo-wego, ale szeroko do korzeni nerwu lędźwiowego oraz na całej długości nerwu udowego i kulszowego [111]. Dooponowe iniekcje są rutynowo stosowane w różnych badaniach klinicznych, dlatego też ta metoda podawania wydaje się bardzo obiecująca w terapii genowej polineu-ropatii mimo jej inwazyjnego charakteru.

				Wirusy AAV wykorzystano w badaniach przedklinicz-nych m.in. w próbach leczenia przeponowej postaci rdze-niowego zaniku mięśni (SMARD1) [112]. Jak wspomnia-no wyżej, choroba spowodowana jest mutacjami w genie IGHMBP2 i dziedziczona w sposób autosomalny recesyw-ny, podobnie jak CMT2S spowodowane mutacjami w tym samych genie [57]. Gen typu dzikiego IGHMBP2 na wek-torze AAV9 wprowadzony drogą iniekcji do mięśnia brzu-chatego łydki u myszy jest w stanie zastąpić defektywny gen i przywrócić odpowiedni poziom białka w komórce. Zanotowano u tych myszy poprawę funkcji motorycznych, wydłużenie czasu przeżycia, zmniejszenie zmian patolo-gicznych w ośrodkowym układzie nerwowym, mięśniach szkieletowych oraz sercu. Usprawnieniu uległy połączenia nerwowo-mięśniowe, a także wzrosła wielkość włókien mięśniowych. W hodowlach komórkowych uwidoczniono wyraźne zmniejszenie ubytku aksonów oraz ich wydłużenie [112]. Prowadzone badania u chorych ze SMARD1, sta-nowią również szansę na skuteczną terapię w przypadku chorych z CMT2S. Jednak skuteczność tej terapii jest silnie zależna od dawki i przy wysokiej podaży wektora AAV9--IGHMBP2, może mieć skutki negatywne [63]. Zatem nie-zwykle ważne przy tej formie leczenia jest bardzo ścisłe do-branie dawki podawanego wektora, tak aby leczenie mogło być skutecznie lecz nietoksyczne.

				Wykazano, że podanie myszom Trembler (Tr-J), będącym modelem choroby CMT1A powodowanej mutacją punktową w genie PMP22, białka neurotrofiny 3 (NT-3), zwiększało u nich remielinizację i znacznie usprawniało zwierzęta motorycznie [113]. Dlatego też prowadzone są dalsze badania nad tą cząsteczką. Podstawowym jednak problemem z leczeniem farmakologicznym przy pomocy NT-3 jest jej bardzo krótki czas półtrwania oraz dostępność, dlatego niemożliwe jest zastosowanie długoterminowego leczenia. Terapia genowa stała się tu skutecznym rozwiąza-niem problemu. Po domięśniowym podaniu u myszy Tr-J wektora AAV1 niosącego gen NT-3, stwierdzono wyraźny 

			

		

		
			
				poziom NT-3 w surowicy krwi myszy oraz wykazano po-prawę ich funkcji motorycznych, wzrost poziomu remie-linizacji oraz zwiększenie gęstości włókien mielinowych i poprawę w badaniach neurograficznych [114]. Próbę te-rapeutyczną z zastosowaniem AAV1-NT-3 zastosowano z dobrym skutkiem również w mysim modelu immunolo-gicznie uwarunkowanej polineuropatii CIDP (ang. chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy), po podaniu do mięśnia brzuchatego łydki myszy CIDP wektora AAV1 nio-sącego gen NT-3 [115].

				Wektory oparte o HSV w ostatnich latach były wykorzy-stane w szeregu badań przedklinicznych w leczeniu róż-nych modeli neuropatii. Podskórne podanie wektora HSV niosącego gen NT-3, powodowało zachowanie amplitudy potencjałów czynnościowych oraz szybkości przewodzenia w modelu degeneracyjnym dużych włókien nerwowych wywołanym podaniem pirydoksyny. Podobnie ochronne działanie miało wprowadzenie HSV-NT-3 lub genu NGF w przypadku neuropatii indukowanej cisplatyną oraz wpro-wadzenie genów NGF, VEGF lub erytropoetyny, w modelu indukowanej neuropatii cukrzycowej [116].

				Ponieważ użycie wektorów wirusowych potencjalnie może nieść za sobą efekty uboczne, np. aktywację odpowie-dzi układu immunologicznego czy neurotoksyczność, roz-wijają się badania nad wprowadzaniem do komórek genów poprzez nośniki niewirusowe np. nanocząsteczki. Opraco-wano cząsteczkę o tropizmie do tkanki nerwowej opartą na poli-etylenoiminie połączonej z nietoksycznym C-końcem toksyny tężca (PEISH-HC). Śródskórne podanie do łapy szczurów tej cząsteczki połączonej z genem GFP (kodują-cym białko zielonej fluorescencji), prowadziło do ekspresji w neuronach zwojów korzeni grzbietowych (DRG) na po-ziomie L4 i L5 sięgającą nawet 64% [117]. Badania nie wy-kazały znaczących efektów ubocznych stosowania nośnika opartego na PEISH-HC, zatem tego typu cząsteczki stano-wią atrakcyjną alternatywę do nośników wirusowych w te-rapii genowej polineuropatii.

				Terapia genowa polega jednak nie tylko na wprowa-dzaniu nowych genów, ale również modyfikacji ekspresji genów. Terapia antysensownymi nukleotydami (AON) w chorobach nerwowo-mięśniowych jest szeroko rozwa-żaną formą leczenia, szczególnie w przypadku patologii, u których podstaw leży bądź nadekspresja genu, jak ma to miejsce w przypadku CMT1A wywołanego duplikacją genu PMP22, bądź zbyt niska ekspresja genu jak ma to miejsce w rdzeniowym zaniku mięśni (SMA). W przypad-ku choroby CMT1A zależy nam na częściowym wycisze-niu ekspresji genu PMP22. Prowadzone in vitro badania z nukleotydami tworzącymi tripleksy (TFO), które wiążą się z sekwencjami promotorowymi P1 i P2 genu PMP22, były pierwszymi próbami opracowania metody wycisza-nia genu PMP22 [118]. Ostatnie badania wykazały uży-teczność takiego leczenia w przypadku mysich modeli CMT1A [119]. Podanie śródskórne zmodyfikowanych, antysensownych nukleotydów powodowało przywró-cenie szybkości przewodzenia i amplitudy potencjałów czynnościowych oraz odpowiedniego stopnia mieliniza-cji w nerwach obwodowych do poziomu obserwowanego u myszy zdrowych [120].
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				Obiecujące wyniki uzyskano w modelu myszy Tr-J, z mutacją w genie PMP22. W przypadku mutacji punkto-wych dziedziczonych w sposób autosomalnie dominujący badacze opracowali allelo-specyficzne małe interferujące RNA (siRNA), które specyficznie wyciszają ekspresję de-fektywnego allelu genu PMP22. Dootrzewnowe podanie siRNA 6-dniowym myszom Tr-J, spowodowało znaczne usprawnienie ich funkcji motorycznych, zwiększenie masy mięśniowej oraz poprawę wyników w badaniach elektro-neurograficznych [120].

				Terapie opartą na transpozonach wykorzystano m.in. w próbach terapii ex vivo w przypadku dystrofii mięśnio-wych. Transpozon SB100X wykorzystano do transferu genu do komórek satelitarnych i mioblastów [121]. Stwierdzono przydatność tego systemu do stabilnego transferu cDNA dysferliny i mikrodystrofiny w modelu mysim [121]. Duże nadzieje daje wykorzystanie systemu transpozonowego do transferu genów nie do mioblastów czy komórek satelitar-nych, ale do mesoangioblastów (MAB), które mają zdolność do migracji przez ściany naczyń krwionośnych oraz do różnicowania w linie miogenne. Transplantacja poddanych terapii genowej komórek MAB in vivo w modelach dystro-ficznych może wspomagać regenerację mięśni i łagodzić objawy choroby. Prowadzone są również prace nad wyko-rzystaniem genetycznie modyfikowanych indukowanych pluripotencjalnych komórek macierzystych iPSC [121].

				PODSUMOWANIE

				Polineuropatie genetycznie uwarunkowane zostały opi-sane w literaturze naukowej dopiero pod koniec XIX wieku. Do lat dziewięćdziesiątych XX wieku nie znano ani jednego genu, którego mutacje powodują CMT. W pierwszej deka-dzie XXI wieku doszło do „eksplozji” odkryć w zakresie genetyki CMT a obecnie znanych jest już ponad 80 genów związanych z tą grupą chorób. Charakterystyka patogenezy CMT jest wciąż niepełna. W przypadku niektórych genów (PMP22, GJB1) zaawansowany poziom badań nad pato-genezą molekularną umożliwił rozpoczęcie prac nad tera-pią eksperymentalną tych chorób. W innych przypadkach (GDAP1, IGHMBP2) znajomość patogenezy molekularnej jest wciąż ograniczona, a nawet niektóre doniesienia nauko-we zawierają sprzeczne i nieuporządkowane dane. Pozna-nie heterogenności genetycznej CMT umożliwiło charakte-rystykę poszczególnych odmian polineuropatii. Możliwość określenia mutacji odpowiedzialnej za wystąpienie jednej z odmian CMT otworzyła drogę do poradnictwa genetyczne-go. Szacuje się, że wciąż w około 50% przypadków przyczy-na polineuropatii pozostaje nieznana. Nie można wyklu-czyć, że niektóre z nich wywołane są poprzez kilka mutacji (dziedziczenie wielogenowe) lub przez mutacje zlokalizo-wane w regionach regulatorowych genomu lub mutacje o charakterze rearanżacji genomowych. Pomimo widocznego postępu w badaniach nad leczeniem przyczynowym CMT nie można pominąć leczenia objawowego, które również w pewnym stopniu zależy od wyniku badania genetycznego. W przeciwieństwie do lat dziewięćdziesiątych XX wieku charakteryzujących się koncentracją badań nad CMT w kon-sorcjach zrzeszających ośrodki badawcze (uniwersytet w Antwerpii) prowadzone obecnie badania nad tą grupą cho-

			

		

		
			
				rób mają charakter rozproszony. Trudno więc ocenić nieja-ko „z lotu ptaka” poziom zaawansowania badań nad CMT. Wydaje się, że w najbliższej przyszłości należy spodzie-wać się opracowania nowych algorytmów leczenia w po-lineuropatiach występujących stosunkowo często (CMT1A, CMT1X). Zupełnie nieprzewidywalna jest perspektywa terapeutyczna w polineuropatiach bardzo rzadkich, wywo-łanych mutacjami genów GDAP1, IGHMBP2 czy innych. Z uwagi na dość łagodny obraz kliniczny większości polineu-ropatii i ich rzadkie występowanie nie znajdują się one w centrum uwagi przemysłu farmaceutycznego. Można mieć jednak nadzieję, że dynamiczny rozwój nowych technologii przyczyni się do przyspieszenia wprowadzenia do praktyki leczenia przyczynowego polineuropatii genetycznie uwa-runkowanych.
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				ABSTRACT

				Hereditary motor and sensory neuropathies (HMSN) also called as Charcot-Marie-Tooth disorders (CMT) are extremely heterogeneous group of disorders of peripheral nervous system. Over 80 genes have been reported in different types of CMT. In all CMT affected patients the main symptoms are slowly progressive wasting of the distal muscles of the lower and upper limbs. To date no efficient therapeutic approach based upon molecular pathology of CMT has been proposed. This review presents the current state of knowledge concerning clinical, molecular pathogenesis and experimental therapy aspects in CMT disorders. Additionally the possibilities resulting from the use of the yeast model to the identification of new therapeutic substances as well as of neurotoxins are also discussed.
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STRESZCZENIE

Pounmupme genetycznie uwarunkowane (HMSN, ang. liereditary miotor and sensory
neuropathies) zwane réwniez chorobami kregu Charcot-Marie-Tooth (CMT) stanowia
niezwykle heterogenna genetycznie (ponad 80 genéw) grupe choréb obwodowego ukladu
nerwowego czlowieka. Istota chor6b kregu CMT jest powolnie postepujacy zanik mieéni
dystalnych koficzyn dolnych (podudzia) i gérnych (przedramiona). Jak dotad nie opracowa-
no skutecznej metody leczenia CMT. W pracy przedstawiono obecny stan wiedzy dotyczacy
Kliniki, patogenezy molekularnej i pierwszych préb terapeutycznych w CMT. Oméwiono
réwniez mozliwoéci wynikajace z zastosowania modelu drozdzowego w poszukiwaniach
nowych substancji leczniczych, jak i identyfikacji substancji neurotoksycznych.

WPROWADZENIE

Polineuropatie uwarunkowane genetycznie (HMSN, ang. fiereditary motor
and sensory neuropathics) zwane rowniez chorobami kregu Charcot-Marie-Tooth
(CMT) wystepuja z czestoscia ok. 1:2 500 osob [1]. Warto jednak zaznaczyé, ze
wystepowanie CMT w poszczegélnych krajach jest bardzo nieréwnomierne, np.
w Serbii choruje zaledwie ok. 10 0s6b na 100 tys. mieszkaricsw, we Wioszech
i w Wielkiej Brytanii okolo 18 0sob na 100 tysiecy mieszkaricéw, natomiast w
Norvwegii az 82 osoby [2]. Przyjmujac srednia czestosc wystepowania CMT
(1:2500 0s6b) w Polsce nalezy spodziewac sie liczby okolo 15000 chorych. Cho-
roby kregu CMT dziedzicza sie w sposob autosomalny dominujacy, autosomal-
ny recesywny, sprzezony z pleia dominujacy oraz sprzezony z pleia recesywny.

Mimo dosé dusego zroznicowania fenotypow, cecha wspélng dla wszyst-
Kich postaci CMT jest powoli postepujace oslabienie i zanik migéni dystalnych
Koriezyn (podudzia, przedramiona). Istnienie innych skladowych zespolu CMT
(zaburzenia czucia, zaburzenia funkdji ukladu autonomicznego, skrzywienie
kregoslupa, drzenie rak, etc) zalezy od typu (ponad 100 typow) choroby. W
najczesciej wystepujacej odmianie, CMTI1A, juz w pierwszej dekadzie zycia ob-
serwuje sie znieksztalcenie stp i zaburzenie chodu. Poczatkowo niedowlad i
zanik miesni obejmuje miesnie dystalne koriczyn dolnych, a nastepnie koriczyn
gorych. Z uplywem czasu niedowlad miesni moze poszerzy¢ sie o migénie
Ksobne koriczyn dolnych (uda). W przypadku postaci CMT o dziedziczeniu re-
cesywnym przebieg Kliniczny jest znacznie ciezszy i u niektorych chorych pro-
wadzi do inwalidztwa (unieruchomienie na wézku). W niektorych przypadkach
CMT dochodzi do znacznego uposledzenia czucia, ktore niekiedy prowadzi do
powstania owrzodzen w obrebie rak i stép oraz do amputadji [3].

HETEROGENNOSC GENETYCZNA CHOROB
KREGU CHARCOT-MARIE-TOOTH

Pomimo pozornie jednolitego obrazu klinicznego choréb kregu CMT, poli-
neuropatie genetycznie uwarunkowane charakteryzuja sie znaczna heterogen-
noscia genetyczna. Jak dotad zidentyfikowano ponad 1000 mutacji w ponad
80 genach [4], kodujacych bialka reprezentujace szerokie spektrum wystepo-
wania, pelnionych funkdji i charakterystyki biochemicznej (Ryc. 1). Pomimo
dynamicznego rozwoju nowych technik sekwencjonowania (tzw. sekwencjo-
nowanie nowej generacji), szacuje sig, ze okolo 18%-50% chorych weiaz pozo-
staje bez diagnozy molekularnej [5,6]. Przyczyn tego zjawiska moze by¢ kil-
ka. Po pierwsze, wystepowanie rearanzacji genomowych, ktére moga powo-
dowac chorobe poprzez kilka mechanizméw obejmujacych m.in. zaburzenie
struktury chromatyny (efekt pozycji), zmiane ekspresji genéw poprzez zmiane
liczby alleli, czy zjawisko odsloniecia (ang. wimasking) alleli recesywnych [7].
Po drugie, pojawienie sie zmian w niekodujacym RNA czy w niekodujacych
czesciach genomu, ktére sa bardzo rzadko przedmiotem badari genetycznych.
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