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				Stosowanie farmakologicznych chaperonów w leczeniu wrodzonych chorób metabolicznych

			

		

		
			
				Streszczenie

				W artykule scharakteryzowano mechanizm działania chaperonów molekularnych i far-makologicznych w leczeniu wrodzonych wad metabolizmu. Dokonano przeglądu piśmiennictwa dotyczącego zastosowania ambroksolu jako farmakologicznego chaperonu dla beta-glukocerebrozydazy w chorobie Gauchera i chorobie Parkinsona związanej z wa-riantami genu GBA.

				Postępowanie terapeutyczne we wrodzonych chorobach metabolicznych

				Wrodzone choroby metaboliczne (ang. inborn errors of metabolism, IEM) sta-nowią grupę chorób uwarunkowanych genetycznie (w większości monogeno-wych), w których defekt dotyczy każdej komórki. Patomechanizm IEM jest zło-żony, zasadniczo sprowadza się do zaburzenia homeostazy wewnątrzkomórko-wej. Leczenie nie daje możliwości ,,wyleczenia’’ w pojęciu dosłownym a jedynie jest modyfikacją fenotypu (łagodzenie objawów choroby, spowolnienie lub za-bieganie jej progresu). Sukces terapeutyczny wiąże się zatem z przywróceniem homeostazy wewnątrzkomórkowej.

				Dostępne obecnie postępowanie terapeutyczne we wrodzonych chorobach metabolicznych obejmuje:

				enzymatyczną terapię zastępczą – ETZ (ang. enzyme replacement therapy) stosowaną w deficytach enzymatycznych ukierunkowaną na dostarczeniu brakującego enzymu (np. imigluceraza oraz welagluceraza alfa w chorobie Gauchera, idursulfaza w mukopolisacharydozie typu II, agalzydaza alfa oraz agalzydaza beta w chorobie Fabry’ego);

				terapię metodą hamowania syntezy substratu (ang. substrate reduction therapy, SRT) mającą na celu zmniejszenie biosyntezy substratów, które akumulują się z powodu pierwotnych defektów ich katabolizmu (np. miglustat oraz eliglu-stat w chorobie Gauchera, nityzynon w tyrozynemii typu 1);

				leczenie dietetyczne obejmujące deprywację egzogennego substratu (fenylo-ketonuria, kwasice organiczne, zaburzenia beta-oksydacji kwasów tłuszczo-wych), dostarczanie produktów niedoborowych (np. biotyna w deficycie bio-tynidazy) czy metabolitów pośrednich;

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

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

				terapię genowa mająca na celu zastąpienie wadliwego genu.

				Stosunkowo nową i najbliższą procesom fizjologicznym, metodą postępo-wania terapeutycznego jest leczenie „naprawcze”, mające na celu poprawę struktury nieprawidłowo sfałdowanych białek, skoncentrowane zwłaszcza na przywracaniu aktywności endogennych enzymów. Ze względu na różną specy-fikę chorób nie zawsze to postępowanie jest możliwe. Jednakże niektóre defek-ty można tak skorygować i przywrócić funkcję białka (najczęściej enzymu), co mogłoby nawet usunąć zaistniałe skutki (objawy kliniczne), częściej natomiast zahamować rozwój choroby. Taką rolę pełnią chaperony farmakologiczne (ang. pharmacological chaperon therapy, PCT), wzbudzające w ostatnich latach ogromne zainteresowanie.
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				Chaperony molekularne

				Chaperony (ang. chaperone – opiekun) to białka opiekuń-cze występujące naturalnie, odpowiedzialne m.in. za pra-widłowy przebieg procesu fałdowania innych białek celem uzyskania ich najkorzystniejszej energetycznie konformacji (molekularne chaperony) [1].

				W komórkach istnieje kilka różnych klas strukturalnie niepowiązanych białek opiekuńczych, wśród których znaj-dują się białka określane jako białka stresu lub szoku ciepl-nego (ang. heat-shock proteins, Hsp), ponieważ w warunkach stresu, w których wzrasta stężenie produktów podatnych na agregację ich aktywność ulega zwiększeniu [1]. Ze względu na masę cząsteczkową, białka Hsp zostały podzie-lone na pięć głównych rodzin: białka niskocząsteczkowe (in. małe białka szoku cieplnego, sHsp), białko Hsp60, ro-dzina białek Hsp70 (najliczniejsza grupa), Hsp90, duże biał-ka Hsp100. Najmniejszym białkiem Hsp jest ubikwityna o masie cząsteczkowej 8 kD. Białka Hsp są zaangażowane w wiele funkcji związanych z utrzymaniem proteomu, w tym fałdowanie de novo, ponowne fałdowanie białek zdenatu-rowanych stresem, transport białek i pomoc w degradacji proteolitycznej [1].

				Przykładami molekularnych chaperonów z zakresu wro-dzonych chorób metabolicznych są m.in. katepsyna A oraz białko wiążące elastynę.

				Katepsyna A (ang. cathepsin A, CTSA) jest enzymem li-zosomalnym z grupy karboksypeptydaz, pełniącym funk-cję białka opiekuńczego dla dwóch innych enzymów lizo-somalnych z grupy glikozydaz: beta-galaktozydazy (GLB1; EC 3.2.1.23) i alfa-neuraminidazy (NEU1; EC 3.2.1.18), chro-niąc je przed degradacją [2]. Warianty patogenne genu ko-dującego katepsynę A (CTSA, MIM 613111) skutkują niedo-

			

		

		
			
				borem aktywności obu tych enzymów – GLB1 oraz NEU1, będąc przyczyną rozwoju galaktosjalidozy [2].

				Wczesne etapy elastogenezy są kontrolowane przez białko wiążące elastynę (ang. elastin binding protein, EBP), które tworzy z nią kompleks i chroni wysoce hydrofobowe cząsteczki tropoelastyny przed degradacją [3]. Hinek i wsp. zaobserwowali, że nadmierna akumulacja siarczanu derma-tanu w fibroblastach pochodzących od pacjentów z chorobą Hurler (mukopolisacharydoza typu I), prowadzi do funk-cjonalnego niedoboru EBP i zaburzeń elastogenezy [3].

				Chaperony farmakologiczne

				Termin „chaperon farmakologiczny” (ang. pharmacolo-gical chaperone) in. farmako-chaperon, został użyty po raz pierwszy przez Morello i wsp. w 2000 roku w celu okre-ślenia działania specyficznego antagonisty receptora V2 dla wazopresyny [4]. Chaperonami farmakologicznymi nazywamy cząsteczki o niskiej masie cząsteczkowej, któ-re wywierają swoje działanie, tj. przywracają prawidłową konformację nieprawidłowo sfałdowanych białek, poprzez selektywne wiązanie z docelowymi białkami, najczęściej en-zymami, znacznie rzadziej transporterami czy receptorami [5].

				Chaperony specyficzne dla miejsca aktywnego enzy-mu, stosowane do przywracania funkcji białek wraz z ha-mowaniem ich odpowiedników typu dzikiego (inhibitor kompetycyjny/konkurencyjny), stanowią farmakologiczne chaperony „pierwszej generacji” (Ryc. 1) [5]. Przykładem wykorzystywanego w praktyce klinicznej farmakologicz-nego chaperonu ,,pierwszej generacji’’ jest migalastat (Gala-fold), stanowiący inhibitor kompetycyjny α-galaktozydazy A, stosowany w leczeniu pacjentów z chorobą Fabry’ego, którzy mają odpowiadające na taki efekt leczniczy warianty 
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				Rycina 1. Chaperony farmakologiczne pierwszej i drugiej generacji (opracowano na podstawie [5]).
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				patogenne genu GLA. Migalastat (Galafold) był pierwszym farmakologicznym chaperonem zarejestrowanym przez Eu-ropejską Agencję Leków (2016 rok) w grupie lizosomalnych chorób spichrzeniowych.

				Niehamujące farmakologiczne chaperony, omówione szczegółowo poniżej, to grupa chaperonów ,,drugiej gene-racji’’. W selektywnym wiązaniu się z inną kieszonką niż miejsce aktywne (miejsce allosteryczne) docelowego białka, cząsteczki te mają zdolność aktywacji nieprawidłowo sfał-dowanego białka bez zakłócania jego miejsca aktywnego, minimalizując w ten sposób ryzyko niekorzystnej konku-rencji z endogennym substratem (Ryc. 1) [5]. Przykładem farmakologicznego chaperonu ,,drugiej generacji’’, stoso-wanego w praktyce klinicznej jest dichlorowodorek saprop-teryny (Kuvan), stanowiący endogenny ligand dla hydrok-sylazy fenyloalaniny, stosowany w leczeniu hiperfenyloala-ninemii w przebiegu fenyloketonurii lub niedoborów tetra-hydrobiopteryny (BH4), u chorych u których stwierdzono pozytywną odpowiedź na ten rodzaj leczenia.

				Migalastat (Galafold) w leczeniu choroby Fabry’ego

				Choroba Fabry’ego (ang. Fabry disease, FD; #301500) jest lizosomalną chorobą spichrzeniową, związaną z nie-doborem/brakiem aktywności enzymu α-galaktozydazy A (AGAL; E.C. 3.2.1.22), dziedziczącą się w sprzężeniu z chromosomem X [6-9]. W przebiegu choroby dochodzi do akumulacji glikosfingolipidów, globotriaozyloceramidu (GL-3) oraz globotriaozylosfingozyny (lyso-GL-3) w lizoso-mach śródbłonka naczyniowego, mięśniach gładkich ścian naczyń, komórkach zwojów nerwowych, nerkach, sercu i wielu innych tkankach [6-9].

				 Obecnie jako leczenie przyczynowe, dostępne są dwie opcje terapeutyczne w FD. Pierwszą i podstawową jest en-zymatyczna terapia zastępcza (ETZ), która opiera się na do-żylnych wlewach rekombinowanego enzymu – agalzydazy alfa (Replagal) lub agalzydazy beta (Fabrazyme) [8,10]. Drugą opcję terapeutyczną stanowi migalastat (Galafold), wskazany do długotrwałego leczenia osób dorosłych i młodzieży w wieku 12 lat i powyżej z potwierdzonym roz-poznaniem choroby Fabry’ego (niedobór α-galaktozydazy A) z tzw. wrażliwą mutacją (www.galafoldamenabilitytable.com) [11]. Migalastat to l-deoksygalaktonojirimycyna (DGJ), będąca analogiem iminocukru D-galaktozy i farmakologicz-nym chaperonem, który w sposób selektywny i odwracal-ny wiąże się z miejscem aktywnym zmutowanego białka AGAL [12].

				Kuvan (dichlorowodorek sapropteryny) w leczeniu hiperfenyloalaninemii

				Fenyloketonuria (PKU; #261600) jest wrodzoną wadą metabolizmu fenyloalaniny (Phe) spowodowaną warian-tami patogennymi genu kodującego hydroksylazę feny-loalaniny (PAH; E.C. 1.14.16.1), PAH (*612349) [11]. PAH katalizuje reakcję hydroksylacji Phe do tyrozyny (Tyr) wy-magającą 6R-L-erytro-5,6,7,8-tetrahydrobiopteryny (BH4) jako kofaktora [13]. Skutkiem niedoboru/braku aktywno-ści PAH jest podwyższenie stężenia Phe, którego nasilenie wiąże się z różnymi formami hiperfenyloalaninemii (HPA). Niedobory tetrahydrobiopteryny (BH4), która jest niezbęd-

			

		

		
			
				nym kofaktorem hydroksylaz aminokwasów aromatycz-nych, obejmują grupę zaburzeń metabolicznych wywoła-nych patogennymi wariantami genów kodujących białka enzymatyczne odpowiedzialne za biosyntezę i regenerację BH4 [14]. HPA (zazwyczaj łagodna) występuje we wszyst-kich niedoborach BH4 poza deficytem cyklohydrolazy guanozynotrójfosforanu (GTP-CH) oraz deficytem redukta-zy sepiapteryny (SR) [14].

				Podstawą leczenia PKU jest dieta o niskiej zawartości Phe (niskofenyloalaninowa) [15]. Kuvan wskazany jest w le-czeniu hiperfenyloalaninemii (HPA) w przebiegu PKU lub niedoborów BH4, u dorosłych i dzieci w każdym wieku, u których stwierdzono reakcję na ten rodzaj leczenia [16-17]. Większe prawdopodobieństwo odpowiedzi na leczenie BH4 mają pacjenci z łagodną HPA, u których stwierdza się wyższą aktywność resztkową PAH [16].

				Ambroksol jako farmakologiczny chaperon w chorobie Gauchera

				Choroba Gauchera (ang. Gaucher disease, GD) jest naj-częstszą lizosomalną chorobą spichrzeniową. Za jej objawy kliniczne odpowiada deficyt/brak aktywności enzymu be-ta-glukocerebrozydazy (GCaza, EC 3.2.1.45), co prowadzi do odkładania się glukocerebrozydu (glukozyloceramidu) w komórkach, zwłaszcza w układzie monocytów-makro-fagów [18-19]. Kryterium różnicującym podział GD jest zajęcie ośrodkowego układu nerwowego – wyróżniamy postać nie-neuronopatyczną (choroba Gauchera typu 1, GD1, #230800) oraz neuronopatyczną (nGD), w tym po-dostrą neuronopatyczną – choroba Gauchera typu 3 (GD3, #231100) i ostrą neuronopatyczną – choroba Gauchera typu 2 (GD2, #230900) [20-21]. Dzięki wyjaśnieniu podłoża bio-chemicznego GD udało się opracować skuteczną pod wie-loma względami terapię – enzymatyczną terapię zastępczą (ETZ), która jest obecnie główną metodą leczenia chorych z GD (Ryc. 2) [22-23]. ETZ jest dostępna dla wszystkich dzieci z rozpoznaną GD1 i GD3 oraz dorosłych spełniających kry-teria włączenia do leczenia [24]. Terapia ta nie jest skuteczna w leczeniu zaburzeń neurologicznych, ponieważ rekombi-nowany enzym nie przechodzi przez barierę krew-mózg (ang. blood-brain barrier, BBB), nie znajduje więc zastosowa-nia u chorych z GD2, a także nie wpływa na remisję lub nie zapobiega wystąpieniu powikłań neurologicznych u osób z GD1 (w tym chorobie Parkinsona związanej z wariantami GBA) i GD3 [22-23].

				Stosunkowo nowym podejściem terapeutycznym w chorobie Gauchera okazała się także terapia farmakolo-gicznymi chaperonami (Ryc. 2) [25]. Do substancji stosowa-nych jako PCT zalicza się: izofagaminę (IFG), bicykliczną L-idonojirimycynę (NN-DNJ) oraz ambroskol [25]. Jedyną jak dotąd szansę na poprawę stanu klinicznego w zakresie łagodzenia objawów neurologicznych (zwłaszcza padaczki mioklonicznej) okazał się mieć 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 dotyczące zastosowania am-broksolu jako farmakologicznego chaperonu pochodzą z ba-dań in vitro opublikowanych w 2009 roku [25-26]. Badacze 
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				porównali aktywność chaperonową ABX na hodowlach ko-mórkowych fibroblastów skóry właściwej pobranych od pa-cjentów z GD. ABX zwiększał aktywność glukocerebrozyda-zy (GCazy) i zmniejszał nagromadzenie glukocerebrozydu w komórkach pochodzących od pacjentów homozygotycznych dla wariantu N370S GBA. Z kolei w komórkach pochodzą-cych od pacjentów z postacią neuronopatyczną GD i genoty-pem L444P/L444P odpowiedź na ABX była zróżnicowana.

				W 2013 roku ukazały się wyniki badań Luan i wsp., rów-nież opierające się na liniach komórkowych pochodzących od pacjentów z GD, jednakże bardziej heterogennych pod względem genetycznym [27]. Pozytywny efekt leczenia ABX obserwowano dla pacjentów/chorych z genotypa-mi F213I/F213I, R120W/L444P, N188S/G193W, N370S/N370S, F213I/L444P, podczas gdy brak efektu dla homo-zygot L444P (nazewnictwo wariantów cytowane w całym artykule pochodzi z oryginalnych artykułów). Druga część badania obejmowała doustną podaż ABX w różnych daw-kach zdrowym myszom celem oceny aktywności chapero-nowej ABX oraz bezpieczeństwa i ew. toksyczności wyso-kich dawek. Wykazano znaczący wzrost aktywności GCazy w różnych tkankach, w tym mózgu, co dowodzi, że ABX przenika barierę krew-mózg (BBB). Nie zaobserwowano istotnych działań niepożądanych związanych ze stosowa-niem ABX, w tym toksyczności wysokich dawek.

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

			

		

		
			
				V460V; warianty te w genie GBA odpowiadają u człowieka za postać neuronopatyczną choroby Gauchera) prowadzi do defektów neurorozwojowych w oczach Drosophila [28]. Ponadto, wykazano, że ABX działając jako farmakologicz-ny chaperon dla GCazy łagodzi defekty neurorozwojowe u Drosophila [28].

				Pierwsze obserwacje kliniczne u chorych z neuronopa-tyczną postacią GD leczonych ABX pochodzą z 2016 roku [29]. Narita i wsp. opublikowali wyniki badania, którego celem była ocena bezpieczeństwa, tolerancji i efektów sto-sowania ABX u 5 pacjentów z GD 3 (z wariantami obejmu-jącymi 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./dobę (dawka maksymalna 1300 mg) charakteryzował się dobrym profilem bezpieczeń-stwa i tolerancją, znacząco zwiększał aktywność GCazy i zmniejszał stężenie glukozylosfingozyny (lyso-Gb1) w pły-nie mózgowo-rdzeniowym. Stąd też objawy neurologiczne, jak mioklonie, napady drgawkowe i zaburzenia odruchu źrenicznego na światło uległy znacznej poprawie u wszyst-kich badanych pacjentów. Klinicznie najbardziej znaczące było ustąpienie mioklonii, które doprowadziło do powrotu do sprawności ruchowej u dwóch pacjentów, umożliwiając im ponowne chodzenie.

				Od tamtej pory ukazało się kilka kolejnych doniesień raportujących bezpieczeństwo i efekty stosowania ABX w nGD. Efekty kliniczne terapii ABX okazują się jednak zmienne. Znaczący udział wydają się mieć mutacje spraw-cze genu GBA, które determinują aktywność resztkową GCazy. Najczęstszym genotypem związanym z GD3 jest L444P/L444P. Nie jest jasne, czy ABX jest zdolny do przy-wrócenia prawidłowej konformacji białka będącego pro-duktem ekspresji wariantu L444P w układzie homozygo-tycznym. Potwierdziły to badania Ivanovej i wsp., którzy obserwowali zmienny efekt ABX – wzrost jak również brak wzrostu aktywności GCazy – w liniach komórkowych po-chodzących od pacjentów z genotypem L444P/L444P oraz D409H/L444P/A495P/L444P [30].
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				Rycina 3. Wzory półstrukturalne bromheksyny i ambroksolu.
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				Rycina 2. Patomechanizm choroby Gauchera i możliwości terapeutyczne.
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				O wpływie różnic genotypowych w zakresie sprawczych mutacji GBA między pacjentami z GD3 na efekt terapeu-tyczny ABX świadczą także wyniki innych opublikowa-nych badań. Charkhand i wsp. obserwowali pozytywny efekt leczenia ABX (poprawa kliniczna – zmniejszenie nasi-lenia ataksji, ale bez większej poprawy w zakresie napadów padaczkowych; poprawa biochemiczna – spadek stężenia lyso-Gb1) w dawce 25 mg/kg m.c./dobę u 2 pacjentów z GD3 z genotypami G377S/G195E oraz N188S/R463H [31].

				Z kolei badacze z ośrodka włoskiego (Ciana i wsp.) rów-nież odnotowali poprawę kliniczną (zmniejszenie liczby na-padów padaczkowych) i biochemiczną (poprawę wyników biomarkerów, tj. zmniejszenie aktywności chitotriozydazy, zmniejszenie stężenia 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 L444P/L444P [32].

				Ramadza i wsp. zaobserwowali pozytywny efekt leczenia ABX w dawce 25 mg/kg m.c./dobę u 2 pacjentów (rodzeń-stwa) będących złożonymi heterozygotami dla L444P oraz H225Q i D409H, przy czym leczenie ABX zostało wdrożone wcześnie – w wieku 5 lat i 7 tygodni (rozpoznanie GD w ramach skriningu rodzinnego) [33].

				Wyniki badań dotyczących skuteczności ABX u pacjen-tów homozygotycznych dla L444P są rozbieżne, co może świadczyć o wpływie innych niż mutacje sprawcze GBA czynników. Jednym z sugerowanych czynników jest wpływ wcześnie wdrożonego leczenia ERT, co zmniejsza kumula-cję substratu i przez to inicjowane procesy zapalne. Chu i wsp. opisali przypadek pacjenta zdiagnozowanego w ra-mach skriningu noworodkowego, z genotypem L444P/RecNciI, u którego leczenie ERT zostało wdrożone w 5 tygo-dniu życia [34]. W 8 miesiącu wprowadzono leczenie ABX w dawce 30 mg/kg m.c./dobę. U chłopca nie obserwowano regresu rozwoju psychoruchowgo, napadów padaczko-wych, aczkolwiek okres obserwacji klinicznej był stosunko-wo krótki – 10 miesięcy.

				Kolejny potencjalny czynnik mogą stanowić interakcje z innymi lekami, w tym przeciwpadaczkowymi (zwłaszcza karbamazepiną, topiramatem), mające wpływ na parametry farmakokinetyczne ABX.

				Kim i wsp. opublikowali wyniki 4.5-letniej obserwacji 4 pacjentów z nGD leczonych ERT i ABX w stopniowo zwięk-szanej dawce od 1.5 mg/kg/dobę do max 27 mg/kg/dobę [35]. U wszystkich pacjentów obserwowano zwiększoną resztkową aktywność GCazy oraz obniżenie aktywności chitotriozydazy i stężenia lyso-Gb1. Co ciekawe, w ciągu pierwszych 2 lat badania (ABX w dawce do 21 mg/kg/dobę) średnia częstość napadów i funkcje neuropoznawcze uległy pogorszeniu. Po zwiększeniu dawki ABX do 27 mg/kg/dobę częstość napadów znacznie spadła w stosunku do wartości wyjściowej, a funkcje neuropoznawcze uległy po-prawie.

				Dane dotyczące największej grupy chorych z GD zosta-ły opublikowane kilka miesięcy temu na łamach American 

			

		

		
			
				Journal of Hematology [36]. Badaniem objęto chorych z zaini-cjowanego przez badaczy wieloośrodkowego rejestru (ang. investigator-initiated registry) – 41 pacjentów (25 kobiet) z medianą wieku 17 lat (1.5-74) z 13 ośrodków, w tym 11 z GD typu 1 (u 4 zdiagnozowano PD), 27 z neuronopatyczną GD (nGD) i trzech nosicieli mutacji GBA z PD. Trzydziestu czterech pacjentów było leczonych ERT przez okres 1-23 lat (mediana 7 lat) w dawce 115 (25-206) jednostek/kg masy ciała Wszyscy pacjenci z GD3 otrzymywali ABX jako lecze-nie towarzyszące ERT, podczas gdy 6 pacjentów z GD1 i GBA-PD otrzymywało wyłącznie ABX. Mediana okresu leczenia i maksymalna dawka ABX wynosiły odpowiednio 19 (1-76) miesięcy i 435 mg/dobę (75-1485). U 12 pacjentów wystąpiły działania niepożądane ABX, w tym niewielki dyskomfort w jamie brzusznej, kaszel, reakcja alergiczna, łagodny białkomocz, zawroty głowy, jednakże zostały one sklasyfikowane jako łagodne i przejściowe. Korzyści klinicz-ne, w tym stabilizację lub poprawę stanu neurologicznego, zwiększenie aktywności fizycznej i zmniejszenie zmęczenia, odnotowano u 25 (23.4%) pacjentów.

				Ambroksol w chorobie Parkinsona związanej z wariantami GBA

				W 2004 roku po raz pierwszy opisano związek między wariantami w genie GBA a chorobą Parkinsona (ang. Parkin-son’s disease, PD) [37]. Wykazano 6-10-krotny wzrost ryzyka PD u nosicieli wariantów w genie GBA [37-39]. Mutacje w genie GBA stwierdza się u 5-20% pacjentów z PD (w zależ-ności od populacji), przy czym najwyższy odsetek obserwu-je się w populacji Żydów aszkenazyjskich [40]. Pacjenci z chorobą Parkinsona związaną z wariantami GBA (GBA-asso-ciated Parkinson’s disease, GBA-PD) charakteryzują się szcze-gólnym przebiegiem: choroba rozwija się wcześniej i szyb-ciej postępuje, a deficyty poznawcze są bardziej nasilone niż w sporadycznej postaci PD [41-44]. Leczenie PD pozostaje na chwilę obecną wyłącznie objawowe. Znana patogeneza GBA-PD posłużyła do opracowania hipotezy o możliwym prewencyjnym i terapeutycznym działaniu leków mających na celu zwiększenie aktywności GCazy i zmniejszenie spi-chrzania sfingolipidów. Obecnie trwają badania kliniczne oceniające skuteczność kilku leków (substancji) w leczeniu GBA-PD (ambroksol, venglustat, LTI-291) [40].

				Zdolność ambroksolu (ABX) do przechodzenia przez BBB i zwiększania aktywności GCazy w płynie mózgowo--rdzeniowym oraz zmniejszania agregacji alfa-synukleiny wykazano w modelach zwierzęcych PD [45]. W 2020 roku opublikowano wyniki badania klinicznego dotyczącego skuteczności leczenia ABX w grupie 18 pacjentów z PD, w tym 8 z GBA-PD [46]. Pacjenci otrzymywali ABX doustnie w stopniowo zwiększanej dawce, do maksymalnej 1260 mg, przez okres 186 dni. Terapia ABX była dobrze tolerowa-na, nie obserwowano poważnych działań niepożądanych. Wykazano wzrost aktywności GCazy oraz wzrost stężenia alfa-synukleiny w płynie mózgowo-rdzeniowym (w PD obserwuje się obniżone stężenie całkowitej α-synukleiny w płynie mózgowo-rdzeniowym, podczas gdy stężenie formy oligomerycznaej jest zwiększone). Zaobserwowano popra-wę w zakresie manifestacji objawów klinicznych PD ocenia-nych w ujednoliconej skali oceny choroby Parkinsona.
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				W 2021 roku ukazały się wyniki badania Kopytovej i wsp. dotyczące zastosowania ABX w leczeniu GD i GBA--PD [47]. Do badania włączono 14 pacjentów z GD, 6 pacjen-tów z GBA-PD i 30 osób z grupy kontrolnej. Leczenie ABX znacząco zwiększało aktywność GCazy w hodowanych makrofagach pochodzących z komórek monocytowych krwi pacjentów (ang. patient blood monocytic cell, PBMC) z GD (3.3-krotnie) i GBA-PD (3.5-krotnie) w porównaniu do grupy kontrolnej. Ponadto, leczenie ABX znacząco zmniej-szało stężenie heksozylosfingozyn (glukosfingozyny i ga-laktozosfingozyny) w makrofagach PBMC u pacjentów z GD (2.1-krotnie) i GBA-PD (1.6-krotnie). Co ciekawe, u pacjentów z GBA-PD z co najmniej 1 wariantem L444P w genie GBA, efekt leczenia ABX hodowanych makrofagów pochodzących z PBMC był większy niż u pacjentów z co najmniej 1 wariantem N370S w genie GBA. Po raz pierw-szy badanie to wykazało zwiększoną translokację GCazy do lizosomów w makrofagach pochodzących od pacjentów z GD leczonych ABX.

				Perspektywy związane ze stosowaniem ambroksolu (ABX)

				Jak wynika z wyżej cytowanych prac, wykorzystanie ambroksolu w leczeniu powikłań neurologicznych związa-nych z defektem glukocerebrozydazy, wygląda obiecująco. Dotyczy to zarówno chorych z neuronopatyczną postacią choroby Gauchera, gdzie enzymatyczna terapia zastępcza nie ma zastosowania w leczeniu objawów neurologicznych z uwagi na barierę krew-mózg, jak też chorobę Parkinsona związaną z wariantami genu GBA. Pozostają pytania do-tyczące długoterminowego bezpieczeństwa i skuteczności ABX, jak też mechanizmów odpowiedzi na leczenie. Wyni-ka to z kilku faktów:

				Nie przeprowadzono dotychczas badań klinicznych, w których poddano by analizie skuteczność ABX na liczniej-szej i bardziej homogennej grupie pacjentów z neuronopa-tyczną postacią GD; większość prac przedstawia opisy poje-dynczych przypadków. Potrzebne są więc szerzej zakrojone dane obserwacyjne dotyczące bezpieczeństwa i skuteczno-ści ABX u pacjentów z objawami neurologicznymi choroby Gauchera oraz z grupy ryzyka ich wystąpienia np. nosiciele.

			

		

		
			
				Ocena kliniczna manifestacji i nasilenia objawów neuro-logicznych jest trudna do przeprowadzenia i słabo porów-nywalna w omawianych pracach. Pacjenci byli oceniani w różnych ośrodkach, przez różnych 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 pacjentów leczonych ABX dałoby lepsze możliwości po-równawcze.

				Nie badano dotychczas efektu molekularnego związa-nego ze stosowaniem ABX, m.in. wpływu ambroksolu na aktywność genów na poziomie metylomu i transkryptomu (RNA i tzw. małych RNA), wpływu na wykładniki metabo-lomiczne oraz strukturę IV-rzędową glukocerebrozydazy. Uzasadnione są więc analizy omiczne, głównie związane z analizą zmienności ekspresji pod wpływem leczenia oraz weryfikacja danych klinicznych w modelach białkowych.

				Podsumowanie

				W Tabeli 1 przedstawiono podsumowanie omawianych w tekście chaperonów molekularnych i farmakologicznych w leczeniu wrodzonych wad metabolizmu.

				Lizosomalne choroby spichrzeniowe wydają się być idealnymi kandydatami, w leczeniu których można stoso-wać farmakologiczne chaperony. Szacuje się, że aktywność resztkowa enzymu w granicach 10% jest wystarczająca, aby zapobiec zaburzeniu homeostazy komórkowej spowodo-wanej aumulacją (gromadzeniem) nierozłożonego substra-tu [48]. Zatem nawet niewielki wzrost aktywności enzymu uzyskany przez farmakologiczny chaperon mógłby mieć wpływ na regulację homeostazy wewnątrzkomórkowej [48]. Ponadto ich zastosowanie może potencjalnie przezwy-ciężyć kilka ograniczeń enzymatycznej terapii zastępczej, np. dożylną drogę podania. Zaletą farmakologicznych cha-peronów jest także lepsza dystrybucja tkankowa oraz fakt, iż mogą przekraczać barierę krew-mózg, zatem mogą być stosowane w leczeniu przebiegających chorób z zajęciem OUN.

			

		

		
			
				Tabela 1. Chaperony we wrodzonych wadach metabolizmu – przykłady.
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				Pharmacological chaperone therapy for the treatment of inborn errors of metabolism
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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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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
piémiennictwa 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, TEM) sta-
nowia grupe chorob uwarunkowanych genetycznie (w wiekszosci monogeno-
wych), w ktérych defekt dotyczy kazdej komorki. Patomechanizm TEM jest zlo-
2ony, zasadniczo sprowadza sie do zaburzenia homeostazy wewnatrzkomérko-
wej. Leczenie nie daje mozliwosci ,wyleczenia” w pojeciu dostownym a jedynie
jest modyfikadja fenotypu (lagodzenie objawéw choroby, spowolnienie lub za-
Dieganie jej progresu). Sukces terapeutyczny wiaze sie zatem z przywréceniem
homeostazy wewnatrzkomoérkowej

Dostepne obecnie postepowanie terapeutyczne we wrodzonych chorobach
metabolicznych obejmuje

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

* terapie metoda 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 ehglu—
stat w chorobie Gauchera, nityzynon w tyrozynemii typu 1);

+ leczenie dietetyczne obejmujace deprywadje egzogennego substratu (fenylo-
Ketonuria, kwasice organiczne, zaburzenia beta-oksydadji kwasow thuszczo-
wych), dostarczanie produktéw niedoborowych (np. biotyna w deficycie bio-
tynidazy) czy metabolitéw posrednich;

+ usuwanie toksycznych metabolitow (np. zmiatacze amoniaku w hiperamo-
nemii pierwotnej);

+ stosowanie chaperonéw farmakologicznych (np. migalastat w chorobie Fa-
bry'ego);

* terapie genowa majaca na celu zastapienie wadliwego genu.

Stosunkowo nowa i najblizsza procesom fizjologicznym, metoda postepo-
wania terapeutycznego jest leczenie ,naprawcze”, majace na celu poprawe
struktury nieprawidlowo sfaldowanych bialek, skoncentrowane zwlaszcza na
przywracaniu aktywnosci endogennych enzymoéw. Ze wzgledu na rézna spec
fike chordb nie zawsze to postepowanie jest mozliwe. Jednakse niektore defek-
ty mozna tak skorygowaé i przywrocic funkeje bialka (najczesciej enzymu), c
mogloby nawet usunac zaistniale skutki (objawy kliniczne), czesciej natomiast
zahamowaé rozwdj choroby. Taka role pelnia chaperony farmakologiczne (ang.
pharmacological chaperon therapy, PCT), wzbudzajace w ostatnich latach ogromne
zainteresowanie.
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