Stosowanie farmakologicznych chaperonéw w leczeniu

wrodzonych choréb metabolicznych

STRESZCZENIE

artykule scharakteryzowano mechanizm dzialania chaperonéw molekularnych i far-

makologicznych w leczeniu wrodzonych wad metabolizmu. Dokonano przegladu
piSmiennictwa dotyczacego zastosowania ambroksolu jako farmakologicznego chaperonu
dla beta-glukocerebrozydazy w chorobie Gauchera i chorobie Parkinsona zwiazanej z wa-
riantami genu GBA.

POSTEPOWANIE TERAPEUTYCZNE WE WRODZONYCH
CHOROBACH METABOLICZNYCH

Wrodzone choroby metaboliczne (ang. inborn errors of metabolism, IEM) sta-
nowia grupe choréb uwarunkowanych genetycznie (w wiekszoséci monogeno-
wych), w ktorych defekt dotyczy kazdej komorki. Patomechanizm IEM jest zlo-
zony, zasadniczo sprowadza si¢ do zaburzenia homeostazy wewnatrzkomorko-
wej. Leczenie nie daje mozliwosci ,,wyleczenia” w pojeciu dostownym a jedynie
jest modyfikacja fenotypu (lagodzenie objawéw choroby, spowolnienie lub za-
bieganie jej progresu). Sukces terapeutyczny wigze sie zatem z przywréceniem
homeostazy wewnatrzkomorkowe;j.

Dostepne obecnie postepowanie terapeutyczne we wrodzonych chorobach
metabolicznych obejmuje:

* enzymatyczng terapie zastepcza - ETZ (ang. enzyme replacement therapy)
stosowang w deficytach enzymatycznych ukierunkowana na dostarczeniu
brakujacego enzymu (np. imigluceraza oraz welagluceraza alfa w chorobie
Gauchera, idursulfaza w mukopolisacharydozie typu I, agalzydaza alfa oraz
agalzydaza beta w chorobie Fabry’ego);

* terapie metodq hamowania syntezy substratu (ang. substrate reduction therapy,
SRT) majaca na celu zmniejszenie biosyntezy substratéw, ktére akumuluja sie
z powodu pierwotnych defektow ich katabolizmu (np. miglustat oraz eliglu-
stat w chorobie Gauchera, nityzynon w tyrozynemii typu 1);

¢ leczenie dietetyczne obejmujace deprywacje egzogennego substratu (fenylo-
ketonuria, kwasice organiczne, zaburzenia beta-oksydacji kwaséw tluszczo-
wych), dostarczanie produktéw niedoborowych (np. biotyna w deficycie bio-
tynidazy) czy metabolitéw posrednich;

* usuwanie toksycznych metabolitéw (np. zmiatacze amoniaku w hiperamo-
nemii pierwotnej);

* stosowanie chaperonéw farmakologicznych (np. migalastat w chorobie Fa-
bry’ego);

* terapie genowa majaca na celu zastgpienie wadliwego genu.

Stosunkowo nowa i najblizszg procesom fizjologicznym, metoda postepo-
wania terapeutycznego jest leczenie ,naprawcze”, majace na celu poprawe
struktury nieprawidlowo sfaldowanych biatek, skoncentrowane zwlaszcza na
przywracaniu aktywnosci endogennych enzymow. Ze wzgledu na r6zng specy-
fike chorob nie zawsze to postepowanie jest mozliwe. Jednakze niektére defek-
ty mozna tak skorygowac i przywréci¢ funkcje biatka (najczesciej enzymu), co
mogloby nawet usung¢ zaistniate skutki (objawy kliniczne), czesciej natomiast
zahamowac rozwdj choroby. Taka role pelniag chaperony farmakologiczne (ang.
pharmacological chaperon therapy, PCT), wzbudzajace w ostatnich latach ogromne
zainteresowanie.
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CHAPERONY MOLEKULARNE

Chaperony (ang. chaperone - opiekun) to biatka opiekun-
cze wystepujace naturalnie, odpowiedzialne m.in. za pra-
widlowy przebieg procesu faldowania innych biatek celem
uzyskania ich najkorzystniejszej energetycznie konformacji
(molekularne chaperony) [1].

W komorkach istnieje kilka réznych klas strukturalnie
niepowiazanych bialek opiekuriczych, wsréd ktérych znaj-
duja sie biatka okreslane jako biatka stresu lub szoku ciepl-
nego (ang. heat-shock proteins, Hsp), poniewaz w warunkach
stresu, w ktorych wzrasta stezenie produktéw podatnych
na agregacje ich aktywnos¢ ulega zwiekszeniu [1]. Ze
wzgledu na mase czgsteczkowa, biatka Hsp zostaly podzie-
lone na pie¢ glownych rodzin: biatka niskoczasteczkowe
(in. mate biatka szoku cieplnego, sHsp), biatko Hsp60, ro-
dzina biatek Hsp70 (najliczniejsza grupa), Hsp90, duze biat-
ka Hsp100. Najmniejszym biatkiem Hsp jest ubikwityna o
masie czasteczkowej 8 kD. Bialka Hsp sg zaangazowane w
wiele funkcji zwigzanych z utrzymaniem proteomu, w tym
faldowanie de novo, ponowne faldowanie bialek zdenatu-
rowanych stresem, transport bialek i pomoc w degradacji
proteolitycznej [1].

Przyktadami molekularnych chaperonéw z zakresu wro-
dzonych choréb metabolicznych sa m.in. katepsyna A oraz
biatko wiazace elastyne.

Katepsyna A (ang. cathepsin A, CISA) jest enzymem li-
zosomalnym z grupy karboksypeptydaz, petnigcym funk-
¢je biatka opiekurniczego dla dwéch innych enzyméw lizo-
somalnych z grupy glikozydaz: beta-galaktozydazy (GLB1;
EC 3.2.1.23) i alfa-neuraminidazy (NEU1; EC 3.2.1.18), chro-
niac je przed degradacja [2]. Warianty patogenne genu ko-
dujacego katepsyne A (CTSA, MIM 613111) skutkuja niedo-

borem aktywnosci obu tych enzyméw - GLB1 oraz NEUI,
bedac przyczyna rozwoju galaktosjalidozy [2].

Weczesne etapy elastogenezy sa kontrolowane przez
biatko wigzace elastyne (ang. elastin binding protein, EBP),
ktére tworzy z nig kompleks i chroni wysoce hydrofobowe
czgsteczki tropoelastyny przed degradacja [3]. Hinek i wsp.
zaobserwowali, ze nadmierna akumulacja siarczanu derma-
tanu w fibroblastach pochodzacych od pacjentéw z chorobg
Hurler (mukopolisacharydoza typu I), prowadzi do funk-
cjonalnego niedoboru EBP i zaburzer elastogenezy [3].

CHAPERONY FARMAKOLOGICZNE

Termin ,chaperon farmakologiczny” (ang. pharmacolo-
gical chaperone) in. farmako-chaperon, zostal uzyty po raz
pierwszy przez Morello i wsp. w 2000 roku w celu okre-
Slenia dziatania specyficznego antagonisty receptora V2
dla wazopresyny [4]. Chaperonami farmakologicznymi
nazywamy czasteczki o niskiej masie czasteczkowej, kto-
re wywieraja swoje dzialanie, tj. przywracaja prawidlowa
konformacje nieprawidtowo sfaldowanych biatek, poprzez
selektywne wigzanie z docelowymi bialkami, najczesciej en-
zymami, znacznie rzadziej transporterami czy receptorami

(5]

Chaperony specyficzne dla miejsca aktywnego enzy-
mu, stosowane do przywracania funkcji biatek wraz z ha-
mowaniem ich odpowiednikéw typu dzikiego (inhibitor
kompetycyjny/konkurencyjny), stanowia farmakologiczne
chaperony ,pierwszej generacji” (Ryc. 1) [5]. Przyktadem
wykorzystywanego w praktyce klinicznej farmakologicz-
nego chaperonu ,,pierwszej generacji’”’ jest migalastat (Gala-
fold), stanowiacy inhibitor kompetycyjny a-galaktozydazy
A, stosowany w leczeniu pacjentéw z choroba Fabry’ego,
ktérzy maja odpowiadajace na taki efekt leczniczy warianty

Farmakologiczne chaperony

drugiej generacji V

mutacja w genie
kodujacym biatko (enzym)

prawidtowa ekspresja
biatka (enzymu)

—
miejsce
miejsce aktywne
allosteryczne enzymu
nieprawidtowo sfatdowane E prawidtowo sfatdowane
biatko (enzym) nzym biatko (enzym)
natywny

Farmakologiczne chaperony
pierwszej generacji

Rycina 1. Chaperony farmakologiczne pierwszej i drugiej generacji (opracowano na podstawie [5]).
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patogenne genu GLA. Migalastat (Galafold®) byl pierwszym
farmakologicznym chaperonem zarejestrowanym przez Eu-
ropejska Agencje Lekéw (2016 rok) w grupie lizosomalnych
choréb spichrzeniowych.

Niehamujace farmakologiczne chaperony, oméwione
szczegblowo ponizej, to grupa chaperonéw ,,drugiej gene-
racji”. W selektywnym wiazaniu sie z inng kieszonka niz
miejsce aktywne (miejsce allosteryczne) docelowego biatka,
czasteczki te majg zdolnosé¢ aktywacji nieprawidtowo sfat-
dowanego biatka bez zakldécania jego miejsca aktywnego,
minimalizujac w ten sposéb ryzyko niekorzystnej konku-
rencji z endogennym substratem (Ryc. 1) [5]. Przyktadem
farmakologicznego chaperonu ,drugiej generacji”, stoso-
wanego w praktyce klinicznej jest dichlorowodorek saprop-
teryny (Kuvan®), stanowiacy endogenny ligand dla hydrok-
sylazy fenyloalaniny, stosowany w leczeniu hiperfenyloala-
ninemii w przebiegu fenyloketonurii lub niedoboréw tetra-
hydrobiopteryny (BH4), u chorych u ktérych stwierdzono
pozytywna odpowiedz na ten rodzaj leczenia.

MIGALASTAT (GALAFOLD®)
W LECZENIU CHOROBY FABRY'EGO

Choroba Fabry’ego (ang. Fabry disease, FD; #301500)
jest lizosomalna choroba spichrzeniowq, zwiazang z nie-
doborem/brakiem aktywnosci enzymu a-galaktozydazy
A (AGAL; E.C. 3.2.1.22), dziedziczaca si¢ w sprzezeniu z
chromosomem X [6-9]. W przebiegu choroby dochodzi do
akumulacji  glikosfingolipidéw, globotriaozyloceramidu
(GL-3) oraz globotriaozylosfingozyny (lyso-GL-3) w lizoso-
mach $rédbtonka naczyniowego, migsniach gladkich $cian
naczyn, komoérkach zwojéw nerwowych, nerkach, sercu i
wielu innych tkankach [6-9].

Obecnie jako leczenie przyczynowe, dostepne sg dwie
opcje terapeutyczne w FD. Pierwsza i podstawowa jest en-
zymatyczna terapia zastepcza (ETZ), ktéra opiera sie na do-
zylnych wlewach rekombinowanego enzymu - agalzydazy
alfa (Replagal®) lub agalzydazy beta (Fabrazyme®) [8,10].
Druga opcje terapeutyczng stanowi migalastat (Galafold®),
wskazany do dlugotrwalego leczenia oséb dorostych i
milodziezy w wieku 12 lat i powyzej z potwierdzonym roz-
poznaniem choroby Fabry’ego (niedobér a-galaktozydazy
A) z tzw. wrazliwa mutacja (www.galafoldamenabilitytable.
com) [11]. Migalastat to I-deoksygalaktonojirimycyna (DG]J),
bedaca analogiem iminocukru D-galaktozy i farmakologicz-
nym chaperonem, ktéry w sposéb selektywny i odwracal-
ny wiaze sie z miejscem aktywnym zmutowanego biatka

AGAL [12].

KUVAN® (DICHLOROWODOREK SAPROPTERYNY)
W LECZENIU HIPERFENYLOALANINEMII

Fenyloketonuria (PKU; #261600) jest wrodzona wada
metabolizmu fenyloalaniny (Phe) spowodowang warian-
tami patogennymi genu kodujacego hydroksylaze feny-
loalaniny (PAH; E.C. 1.14.16.1), PAH (*612349) [11]. PAH
katalizuje reakcje hydroksylacji Phe do tyrozyny (Tyr) wy-
magajaca 6R-L-erytro-5,6,7,8-tetrahydrobiopteryny (BH4)
jako kofaktora [13]. Skutkiem niedoboru/braku aktywno-
sci PAH jest podwyzszenie stezenia Phe, ktérego nasilenie
wigze sie z r6znymi formami hiperfenyloalaninemii (HPA).
Niedobory tetrahydrobiopteryny (BH4), ktéra jest niezbed-
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nym kofaktorem hydroksylaz aminokwaséw aromatycz-
nych, obejmuja grupe zaburzeri metabolicznych wywola-
nych patogennymi wariantami genéw kodujacych biatka
enzymatyczne odpowiedzialne za biosynteze i regeneracje
BH4 [14]. HPA (zazwyczaj tagodna) wystepuje we wszyst-
kich niedoborach BH4 poza deficytem cyklohydrolazy
guanozynotrodjfosforanu (GTP-CH) oraz deficytem redukta-
zy sepiapteryny (SR) [14].

Podstawg leczenia PKU jest dieta o niskiej zawartosci Phe
(niskofenyloalaninowa) [15]. Kuvan® wskazany jest w le-
czeniu hiperfenyloalaninemii (HPA) w przebiegu PKU lub
niedoboréw BH4, u dorostych i dzieci w kazdym wieku,
u ktoérych stwierdzono reakcje na ten rodzaj leczenia [16-
17]. Wieksze prawdopodobieristwo odpowiedzi na leczenie
BH4 maja pacjenci z tagodna HPA, u ktérych stwierdza sie
wyzsza aktywnos¢ resztkowa PAH [16].

AMBROKSOL JAKO FARMAKOLOGICZNY
CHAPERON W CHOROBIE GAUCHERA

Choroba Gauchera (ang. Gaucher disease, GD) jest naj-
czestsza lizosomalng chorobg spichrzeniowa. Za jej objawy
kliniczne odpowiada deficyt/brak aktywnosci enzymu be-
ta-glukocerebrozydazy (GCaza, EC 3.2.1.45), co prowadzi
do odkiadania sie glukocerebrozydu (glukozyloceramidu)
w komorkach, zwlaszcza w ukladzie monocytéw-makro-
fagow [18-19]. Kryterium réznicujacym podzial GD jest
zajecie osrodkowego ukladu nerwowego - wyrézniamy
posta¢ nie-neuronopatyczna (choroba Gauchera typu 1,
GD1, #230800) oraz neuronopatyczng (nGD), w tym po-
dostra neuronopatyczng - choroba Gauchera typu 3 (GD3,
#231100) i ostra neuronopatyczng - choroba Gauchera typu
2 (GD2, #230900) [20-21]. Dzieki wyjasnieniu podioza bio-
chemicznego GD udato sie opracowac skuteczng pod wie-
loma wzgledami terapie - enzymatyczna terapie zastepcza
(ETZ), ktora jest obecnie glowng metoda leczenia chorych z
GD (Ryc. 2) [22-23]. ETZ jest dostepna dla wszystkich dzieci
z rozpoznang GD1 i GD3 oraz dorostych spetniajacych kry-
teria wilaczenia do leczenia [24]. Terapia ta nie jest skuteczna
w leczeniu zaburzeri neurologicznych, poniewaz rekombi-
nowany enzym nie przechodzi przez bariere krew-moézg
(ang. blood-brain barrier, BBB), nie znajduje wiec zastosowa-
nia u chorych z GD2, a takze nie wplywa na remisje lub nie
zapobiega wystgpieniu powiklan neurologicznych u oséb z
GD1 (w tym chorobie Parkinsona zwigzanej z wariantami
GBA) i GD3 [22-23].

Stosunkowo nowym podejéciem terapeutycznym w
chorobie Gauchera okazala si¢ takze terapia farmakolo-
gicznymi chaperonami (Ryc. 2) [25]. Do substancji stosowa-
nych jako PCT zalicza si¢: izofagamine (IFG), bicykliczna
L-idonojirimycyne (NN-DNJ) oraz ambroskol [25]. Jedyna
jak dotad szanse na poprawe stanu klinicznego w zakresie
tagodzenia objawéw neurologicznych (zwlaszcza padaczki
mioklonicznej) okazat sie mie¢ ambroksol.

Ambroksol (ABX), trans-4-(2-amino-3,5-dibromobeznyl-
amino)-cykloheksanol jest czynnym metabolitem bromhek-
syny (2-amino-3,5-dibromo-N-cykloheksyl-N-beznylamina)
(Ryc. 3). Pierwsze doniesienia dotyczace zastosowania am-
broksolu jako farmakologicznego chaperonu pochodza z ba-
dan in vitro opublikowanych w 2009 roku [25-26]. Badacze
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farmakologiczne chaperony
np. ambroksol

glukozylosfingozyna
(lyso-Gb1)

Rycina 2. Patomechanizm choroby Gauchera i mozliwosci terapeutyczne.

poréwnali aktywnosé chaperonowa ABX na hodowlach ko-
morkowych fibroblastow skory wlasciwej pobranych od pa-
gjentéw z GD. ABX zwiekszal aktywnosc¢ glukocerebrozyda-
zy (GCazy) i zmniejszal nagromadzenie glukocerebrozydu w
komoérkach pochodzacych od pacjentéw homozygotycznych
dla wariantu N370S GBA. Z kolei w komoérkach pochodza-
cych od pacjentéw z postacia neuronopatyczna GD i genoty-
pem L444P/1.444P odpowiedz na ABX byla zréznicowana.

W 2013 roku ukazaty sie wyniki badarh Luan i wsp., réw-
niez opierajace si¢ na liniach komérkowych pochodzacych
od pacjentéw z GD, jednakze bardziej heterogennych pod
wzgledem genetycznym [27]. Pozytywny efekt leczenia
ABX obserwowano dla pacjentéw/chorych z genotypa-
mi F2131/F213I, R120W/L444P, N188S/G193W, N370S/
N370S, F2131/1.444P, podczas gdy brak efektu dla homo-
zygot L444P (nazewnictwo wariantéw cytowane w calym
artykule pochodzi z oryginalnych artykuléw). Druga czes¢
badania obejmowata doustna podaz ABX w réznych daw-
kach zdrowym myszom celem oceny aktywnosci chapero-
nowej ABX oraz bezpieczenistwa i ew. toksycznosci wyso-
kich dawek. Wykazano znaczacy wzrost aktywnosci GCazy
w roznych tkankach, w tym moézgu, co dowodzi, ze ABX
przenika bariere krew-moézg (BBB). Nie zaobserwowano
istotnych dziatani niepozadanych zwiazanych ze stosowa-
niem ABX, w tym toksycznosci wysokich dawek.

Suzuki i wsp. w badaniach na modelu Drosophila wy-
kazali, ze ekspresja transgenu RecNcil (L444P + A456P +

Br Br
| H
H
Br N\O Ho)m/” Br
Wk H NH,

Bromheksyna Ambroksol

Rycina 3. Wzory potstrukturalne bromheksyny i ambroksolu.
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V460V; warianty te w genie GBA odpowiadaja u cztowieka
za posta¢ neuronopatyczng choroby Gauchera) prowadzi
do defektéw neurorozwojowych w oczach Drosophila [28].
Ponadto, wykazano, ze ABX dzialajac jako farmakologicz-
ny chaperon dla GCazy lagodzi defekty neurorozwojowe u
Drosophila [28].

Pierwsze obserwacje kliniczne u chorych z neuronopa-
tyczna postacig GD leczonych ABX pochodzg z 2016 roku
[29]. Narita i wsp. opublikowali wyniki badania, ktérego
celem byta ocena bezpieczeristwa, tolerancji i efektéw sto-
sowania ABX u 5 pacjentéw z GD 3 (z wariantami obejmu-
jacymi F213I, N188S, G193W, R120W oraz G202R) w wieku
odpowiednio 28, 20, 15, 3, 25 lat [25]. ABX podawany do-
ustnie w dawce 25 mg/kg m.c./dobe (dawka maksymalna
1300 mg) charakteryzowat sie dobrym profilem bezpieczen-
stwa i tolerancjg, znaczaco zwiekszat aktywnos¢ GCazy i
zmniejszal stezenie glukozylosfingozyny (lyso-Gbl) w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym. Stad tez objawy neurologiczne,
jak mioklonie, napady drgawkowe i zaburzenia odruchu
Zrenicznego na $wiatlo ulegly znacznej poprawie u wszyst-
kich badanych pacjentéw. Klinicznie najbardziej znaczace
byto ustapienie mioklonii, ktére doprowadzito do powrotu
do sprawnoéci ruchowej u dwéch pacjentéw, umozliwiajac
im ponowne chodzenie.

Od tamtej pory ukazalo sie kilka kolejnych doniesient
raportujacych bezpieczenistwo i efekty stosowania ABX
w nGD. Efekty kliniczne terapii ABX okazuja sie jednak
zmienne. Znaczacy udzial wydaja sie mie¢ mutacje spraw-
cze genu GBA, ktére determinuja aktywnos¢ resztkowaq
GCazy. Najczestszym genotypem zwiazanym z GD3 jest
L444P/1.444P. Nie jest jasne, czy ABX jest zdolny do przy-
wroécenia prawidlowej konformacji biatka bedacego pro-
duktem ekspresji wariantu L444P w ukladzie homozygo-
tycznym. Potwierdzily to badania Ivanovej i wsp., ktérzy
obserwowali zmienny efekt ABX - wzrost jak rowniez brak
wzrostu aktywnosci GCazy - w liniach komérkowych po-
chodzacych od pacjentéw z genotypem 1444P/1.444P oraz
D409H /1.444P/ A495P/1.444P [30].
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O wplywie réznic genotypowych w zakresie sprawczych
mutacji GBA miedzy pacjentami z GD3 na efekt terapeu-
tyczny ABX $wiadcza takze wyniki innych opublikowa-
nych badani. Charkhand i wsp. obserwowali pozytywny
efekt leczenia ABX (poprawa kliniczna - zmniejszenie nasi-
lenia ataksji, ale bez wiekszej poprawy w zakresie napadéw
padaczkowych; poprawa biochemiczna - spadek stezenia
lyso-Gbl) w dawce 25 mg/kg m.c./dobe u 2 pacjentéw z
GD3 z genotypami G3775/G195E oraz N188S/R463H [31].

Z kolei badacze z osrodka wloskiego (Ciana i wsp.) réw-
niez odnotowali poprawe kliniczng (zmniejszenie liczby na-
padéw padaczkowych) i biochemiczng (poprawe wynikéw
biomarkeréw, tj. zmniejszenie aktywnosci chitotriozydazy,
zmniejszenie stezenia lyso-Gb1) u pacjenta z GD3 z genoty-
pem IVS2+1G>A /N188S, natomiast nie wykazali poprawy
klinicznej i biochemicznej u pacjenta z GD3 z genotypem
1444P/1.444P [32].

Ramadza i wsp. zaobserwowali pozytywny efekt leczenia
ABX w dawce 25 mg/kg m.c./dobe u 2 pacjentéw (rodzen-
stwa) bedacych zloZzonymi heterozygotami dla L444P oraz
H225Q i D409H, przy czym leczenie ABX zostato wdrozone
wczeénie - w wieku 5 lat i 7 tygodni (rozpoznanie GD w
ramach skriningu rodzinnego) [33].

Wyniki badari dotyczacych skutecznosci ABX u pacjen-
tow homozygotycznych dla L444P sg rozbiezne, co moze
Swiadczy¢ o wplywie innych niz mutacje sprawcze GBA
czynnikéw. Jednym z sugerowanych czynnikow jest wptyw
wczeénie wdrozonego leczenia ERT, co zmniejsza kumula-
cje substratu i przez to inicjowane procesy zapalne. Chu i
wsp. opisali przypadek pacjenta zdiagnozowanego w ra-
mach skriningu noworodkowego, z genotypem L444P/
RecNcil, u ktérego leczenie ERT zostalo wdrozone w 5 tygo-
dniu zycia [34]. W 8 miesigcu wprowadzono leczenie ABX
w dawce 30 mg/kg m.c./dobe. U chlopca nie obserwowano
regresu rozwoju psychoruchowgo, napadéw padaczko-
wych, aczkolwiek okres obserwaciji klinicznej byt stosunko-
wo krotki - 10 miesiecy.

Kolejny potencjalny czynnik moga stanowic interakcje z
innymi lekami, w tym przeciwpadaczkowymi (zwlaszcza
karbamazeping, topiramatem), majace wptyw na parametry
farmakokinetyczne ABX.

Kim i wsp. opublikowali wyniki 4.5-letniej obserwacji 4
pacjentéw z nGD leczonych ERT i ABX w stopniowo zwiek-
szanej dawce od 1.5 mg/kg/dobe do max 27 mg/kg/dobe
[35]. U wszystkich pacjentéw obserwowano zwiekszona
resztkowa aktywnos¢ GCazy oraz obnizenie aktywnosci
chitotriozydazy i stezenia lyso-Gbl. Co ciekawe, w ciagu
pierwszych 2 lat badania (ABX w dawce do 21 mg/kg/
dobe) srednia czestos¢ napadow i funkcje neuropoznawcze
ulegty pogorszeniu. Po zwigkszeniu dawki ABX do 27mg/
kg/ dobe czestos¢ napadéw znacznie spadta w stosunku do
wartosci wyjsciowej, a funkcje neuropoznawcze ulegly po-
prawie.

Dane dotyczace najwiekszej grupy chorych z GD zosta-
ty opublikowane kilka miesiecy temu na tamach American
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Journal of Hematology [36]. Badaniem objeto chorych z zaini-
cjowanego przez badaczy wieloosrodkowego rejestru (ang.
investigator-initiated registry) - 41 pacjentéw (25 kobiet) z
mediana wieku 17 lat (1.5-74) z 13 osrodkéw, w tym 11 z
GD typu 1 (u 4 zdiagnozowano PD), 27 z neuronopatyczna
GD (nGD) i trzech nosicieli mutacji GBA z PD. Trzydziestu
czterech pacjentéw byto leczonych ERT przez okres 1-23 lat
(mediana 7 lat) w dawce 115 (25-206) jednostek/kg masy
ciata Wszyscy pacjenci z GD3 otrzymywali ABX jako lecze-
nie towarzyszace ERT, podczas gdy 6 pacjentéw z GD1 i
GBA-PD otrzymywalo wytacznie ABX. Mediana okresu
leczenia i maksymalna dawka ABX wynosily odpowiednio
19 (1-76) miesiecy i 435 mg/dobe (75-1485). U 12 pacjentéw
wystapily dzialania niepozadane ABX, w tym niewielki
dyskomfort w jamie brzusznej, kaszel, reakcja alergiczna,
tagodny biatkomocz, zawroty glowy, jednakze zostaly one
sklasyfikowane jako tagodne i przejéciowe. Korzysci klinicz-
ne, w tym stabilizacje lub poprawe stanu neurologicznego,
zwigkszenie aktywnosci fizycznej i zmniejszenie zmeczenia,
odnotowano u 25 (23.4%) pacjentéw.

AMBROKSOL W CHOROBIE PARKINSONA
ZWIAZANE] Z WARIANTAMI GBA

W 2004 roku po raz pierwszy opisano zwiazek miedzy
wariantami w genie GBA a choroba Parkinsona (ang. Parkin-
son’s disease, PD) [37]. Wykazano 6-10-krotny wzrost ryzyka
PD u nosicieli wariantéw w genie GBA [37-39]. Mutacje w
genie GBA stwierdza sie u 5-20% pacjentéw z PD (w zalez-
nosci od populacji), przy czym najwyzszy odsetek obserwu-
je sie w populacji Zydéw aszkenazyjskich [40]. Pacjenci z
choroba Parkinsona zwiazana z wariantami GBA (GBA-asso-
ciated Parkinson’s disease, GBA-PD) charakteryzuja sie szcze-
golnym przebiegiem: choroba rozwija si¢ wczesniej i szyb-
ciej postepuje, a deficyty poznawcze sa bardziej nasilone niz
w sporadycznej postaci PD [41-44]. Leczenie PD pozostaje
na chwile obecng wylgcznie objawowe. Znana patogeneza
GBA-PD postuzyla do opracowania hipotezy o mozliwym
prewencyjnym i terapeutycznym dziataniu lekéw majacych
na celu zwiekszenie aktywnosci GCazy i zmniejszenie spi-
chrzania sfingolipidéw. Obecnie trwaja badania kliniczne
oceniajace skutecznosé kilku lekéw (substancji) w leczeniu
GBA-PD (ambroksol, venglustat, LTI-291) [40].

Zdolnos¢ ambroksolu (ABX) do przechodzenia przez
BBB i zwiekszania aktywnosci GCazy w plynie mézgowo-
-rdzeniowym oraz zmniejszania agregacji alfa-synukleiny
wykazano w modelach zwierzecych PD [45]. W 2020 roku
opublikowano wyniki badania klinicznego dotyczacego
skutecznosci leczenia ABX w grupie 18 pacjentéw z PD, w
tym 8 z GBA-PD [46]. Pacjenci otrzymywali ABX doustnie
w stopniowo zwiekszanej dawce, do maksymalnej 1260 mg,
przez okres 186 dni. Terapia ABX byta dobrze tolerowa-
na, nie obserwowano powaznych dzialari niepozadanych.
Wykazano wzrost aktywnosci GCazy oraz wzrost stezenia
alfa-synukleiny w plynie moézgowo-rdzeniowym (w PD
obserwuje sie obnizone stezenie catkowitej a-synukleiny w
plynie mézgowo-rdzeniowym, podczas gdy stezenie formy
oligomerycznaej jest zwiekszone). Zaobserwowano popra-
we w zakresie manifestacji objaw6w klinicznych PD ocenia-
nych w ujednoliconej skali oceny choroby Parkinsona.
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W 2021 roku ukazaly sie wyniki badania Kopytovej i
wsp. dotyczace zastosowania ABX w leczeniu GD i GBA-
-PD [47]. Do badania wlgczono 14 pacjentéw z GD, 6 pacjen-
tow z GBA-PD i 30 os6b z grupy kontrolnej. Leczenie ABX
znaczaco zwiekszato aktywnosé GCazy w hodowanych
makrofagach pochodzacych z komoérek monocytowych
krwi pacjentéw (ang. patient blood monocytic cell, PBMC) z
GD (3.3-krotnie) i GBA-PD (3.5-krotnie) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Ponadto, leczenie ABX znaczaco zmniej-
szalo stezenie heksozylosfingozyn (glukosfingozyny i ga-
laktozosfingozyny) w makrofagach PBMC u pacjentéw
z GD (2.1-krotnie) i GBA-PD (1.6-krotnie). Co ciekawe, u
pacjentow z GBA-PD z co najmniej 1 wariantem [444P w
genie GBA, efekt leczenia ABX hodowanych makrofagéw
pochodzacych z PBMC byl wiekszy niz u pacjentéw z co
najmniej 1 wariantem N370S w genie GBA. Po raz pierw-
szy badanie to wykazalo zwigkszong translokacje GCazy do
lizosoméw w makrofagach pochodzacych od pacjentéw z
GD leczonych ABX.

PERSPEKTYWY ZWIAZANE ZE
STOSOWANIEM AMBROKSOLU (ABX)

Jak wynika z wyzej cytowanych prac, wykorzystanie
ambroksolu w leczeniu powiklari neurologicznych zwigza-
nych z defektem glukocerebrozydazy, wyglada obiecujaco.
Dotyczy to zaréwno chorych z neuronopatyczna postacia
choroby Gauchera, gdzie enzymatyczna terapia zastepcza
nie ma zastosowania w leczeniu objawéw neurologicznych
z uwagi na bariere krew-mozg, jak tez chorobe Parkinsona
zwigzang z wariantami genu GBA. Pozostaja pytania do-
tyczace dlugoterminowego bezpieczeristwa i skutecznosci
ABX, jak tez mechanizméw odpowiedzi na leczenie. Wyni-
ka to z kilku faktow:

Nie przeprowadzono dotychczas badan klinicznych, w
ktérych poddano by analizie skutecznosé¢ ABX na liczniej-
szej 1 bardziej homogennej grupie pacjentéw z neuronopa-
tyczna postacia GD; wiekszos¢ prac przedstawia opisy poje-
dynczych przypadkéw. Potrzebne sa wiec szerzej zakrojone
dane obserwacyjne dotyczace bezpieczenistwa i skuteczno-
$ci ABX u pacjentéw z objawami neurologicznymi choroby
Gauchera oraz z grupy ryzyka ich wystapienia np. nosiciele.

Ocena kliniczna manifestacji i nasilenia objaw6éw neuro-
logicznych jest trudna do przeprowadzenia i stabo poréw-
nywalna w omawianych pracach. Pacjenci byli oceniani w
réznych osrodkach, przez réznych lekarzy, nie stosowano
jednakowego wzorca oceny, jak np. zaproponowany przez
Elin Haf Davies (ang. modified severity scoring tool, mSST).
Stosowanie ujednoliconego formularza klinicznego do oce-
ny pacjentéw leczonych ABX daloby lepsze mozliwosci po-
rownawcze.

Nie badano dotychczas efektu molekularnego zwiaza-
nego ze stosowaniem ABX, m.in. wplywu ambroksolu na
aktywnos$¢ genéw na poziomie metylomu i transkryptomu
(RNA i tzw. matych RNA), wptywu na wyktadniki metabo-
lomiczne oraz strukture IV-rzedowa glukocerebrozydazy.
Uzasadnione sa wiec analizy omiczne, gtéwnie zwigzane
z analiza zmiennosci ekspresji pod wpltywem leczenia oraz
weryfikacja danych klinicznych w modelach biatkowych.

PODSUMOWANIE

W Tabeli 1 przedstawiono podsumowanie omawianych
w tekscie chaperonéw molekularnych i farmakologicznych
w leczeniu wrodzonych wad metabolizmu.

Lizosomalne choroby spichrzeniowe wydaja sie by¢
idealnymi kandydatami, w leczeniu ktérych mozna stoso-
wac farmakologiczne chaperony. Szacuje sie, ze aktywnosé
resztkowa enzymu w granicach 10% jest wystarczajaca, aby
zapobiec zaburzeniu homeostazy komoérkowej spowodo-
wanej aumulacjg (gromadzeniem) nieroziozonego substra-
tu [48]. Zatem nawet niewielki wzrost aktywnosci enzymu
uzyskany przez farmakologiczny chaperon moégiby mieé
wplyw na regulacje homeostazy wewnatrzkomérkowej
[48]. Ponadto ich zastosowanie moze potencjalnie przezwy-
ciezy¢ kilka ograniczert enzymatycznej terapii zastepczej,
np. dozylna droge podania. Zaleta farmakologicznych cha-
peronéw jest takze lepsza dystrybucja tkankowa oraz fakt,
iz moga przekraczaé bariere krew-moézg, zatem moga by¢
stosowane w leczeniu przebiegajacych choréb z zajeciem
OUN.

Tabela 1. Chaperony we wrodzonych wadach metabolizmu - przykiady.

Chaperony molekularne

Nazwa substancji

Mechanizm dziatania

Przyktad choroby

Biatko wigzace elastyne

Chaperony farmakologiczne

Nazwa substancji

tworzy kompleks z elastyng, chroniagc
czasteczki tropoelastyny przed degradacja

Mechanizm dziatania

mukopolisacharydoza typu I

Przyktad choroby

Dichlorowodoerk sapropteryny
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ligand dla hydroksylazy fenyloalaniny

HPA w przebiegu fenyloketonurii
lub niedoboréw BH4, u chorych u
ktorych stwierdzono pozytywna
odpowiedz na ten rodzaj leczenia

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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ABSTRACT

The article describes the mechanism of molecular and pharmacological chaperones in the treatment of inborn errors of metabolism. The lite-
rature review of the usage of ambroxol acting as a pharmacological chaperone for beta-glucocerebrosidase in Gaucher disease and Parkinson’s
disease associated with GBA variants has been reviewed.
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