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				Genetyka i molekularne patomechanizmy stwardnienia zanikowego bocznego oraz perspektywy terapii – obecny stan wiedzy

			

		

		
			
				Streszczenie

				Stwardnienie zanikowe boczne (ALS) jest nieuleczalną chorobą neurodegeneracyjną, prowadzącą do postępującej degeneracji neuronów ruchowych, osłabienia mięśni i nie-wydolności oddechowej. Pomimo intensywnych badań, patomechanizmy ALS nie zostały w pełni wyjaśnione. W niniejszym artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat genetycznych i molekularnych mechanizmów tej choroby, ze szczególnym uwzględnieniem mutacji w genach SOD1, C9ORF72, TARDBP, FUS, TBK1, a także najnowszych odkryć w tym obszarze. Omówiono kluczowe procesy patogenetyczne, w tym zaburzenia homeostazy RNA, stres oksydacyjny, dysfunkcję mitochondriów oraz agregację białek. Ponadto, prze-analizowano obecne strategie terapeutyczne, obejmujące zarówno zarejestrowane leki, jak riluzol i edaravon, jak i nowoczesne podejścia, takie jak terapia genowa, antysensowne oli-gonukleotydy, immunoterapia oraz technologie edycji genów, w tym CRISPR/Cas9. Szcze-gólną uwagę poświęcono badaniom klinicznym i ich potencjalnemu wpływowi na przyszłe możliwości leczenia ALS.

				Wprowadzenie

				Stwardnienie zanikowe boczne (łac. Sclerosis lateralis amyotrophica – SLA, ang. amyotrophic lateral sclerosis – ALS ) to choroba, która dotyka układ nerwowy, a w wyniku postępującej neurodegeneracji również układ mięśniowy. Zmiany patomorfologiczne z nią związane dotyczą mięśni poprzecznie prążkowanych szkieletowych, kory ruchowej, pnia mózgu oraz rdzenia kręgowego i zostały opisane po raz pierwszy przez francuskiego lekarza Jeana Martina Charcota w 1869 roku [1]. SLA jest chorobą pierwotnie zwyrodnieniową, o postępującym przebiegu, dotyczącą zarówno górnego jak i dolnego neuronu ruchowego [2]. Należy do chorób rzadkich, aczkolwiek jest to najczęstsza choroba neuronu ru-chowego u osób dorosłych, której częstość występowania waha się w zależności od populacji. Począwszy od 1,57 na 100 000 osób w Iranie, do 11,8 na 100 000 osób w Stanach Zjednoczonych. Z kolei zachorowalność waha się między 0,26 na 100 000 osób na rok w Ekwadorze do 23,46 na 100 000 osób na rok w Japonii [3]. SLA dzieli się na postać rodzinną (fALS) oraz sporadyczną (sALS). Postać sporadyczna pojawia się zdecydowanie częściej, bo aż w 90–95% przypadków, z kolei fALS dotyczy zaledwie 5-10% pacjentów [4]. Według różnych źródeł, średni wiek zachorowania przypada na okres między 51 a 66 rokiem życia, co istotne postać rodzinna pojawia się o blisko dekadę szybciej od postaci spora-dycznej [4,5]. Co istotne, u pacjentów z Europy obserwuje się późniejszy wiek zachorowania w porównaniu do pacjentów z takich krajów jak Chiny, Urugwaj czy Kuba. Nieznacznie częściej chorują mężczyźni niż kobiety, od półtora do dwóch razy częściej, niemniej różnica ta przestaje mieć znaczenie u osób powy-żej 70 roku życia [4,5].

				Obraz kliniczny SLA odpowiada objawom uszkodzenia górnego i dolnego neuronu ruchowego, co skutkuje postępującym zanikiem i osłabieniem mięśni szkieletowych, prowadząc do zgonu średnio w przeciągu od 3 do 5 lat od po-jawienia się pierwszych objawów [6]. Wśród objawów uszkodzenia górnego neuronu ruchowego można wyróżnić pojawienie się spastyczności (sztywności mięśni), niedowładu, wzmożenia odruchów ścięgnistych oraz pojawienia się ob-jawów patologicznych takich jak objaw Babińskiego. Świadczy on o uszkodze-niu dróg korowo-rdzeniowych i polega na wyprostowaniu grzbietowym palu-cha oraz zgięciu podeszwowym pozostałych palców kończyny dolnej w wyniku drażnienia skóry boczno-dolnej powierzchni stopy. [6,7]. Z kolei uszkodzenie dolnego neuronu ruchowego charakteryzuje się osłabieniem, obniżonym napię-ciem i zanikiem mięśni szkieletowych, fascykulacjami (inaczej drżenie pęczko-we – widoczne jako krótkotrwałe skurcze pojedynczych pęczków włókien mię-śniowych) oraz zniesieniem odruchów ścięgnistych [8,9].
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				Podłoże genetyczne i molekularne SLA jest bardzo zróż-nicowane, a badania wykazały, że mutacje w ponad 40 genach są związane z jej patogenezą [10]. Najczęściej wy-mieniane są mutacje w genach takich jak SOD1, C9ORF72, TARDBP, FUS, czy TBK1, które wpływają na kluczowe pro-cesy molekularne, takie jak stres oksydacyjny, dysfunkcja mitochondriów, transport aksonalny, ekscytotoksyczność glutaminianu, szlaki endosomalne i wydzielanie pęcherzy-ków, upośledzona homeostaza białka oraz nieprawidłowy metabolizm RNA [11]. Mutacje w tych kilku genach sta-nowią blisko 50–70% mutacji biorących udział w rozwoju fALS [10,50].

				Geny i patomechanizmy zaangażowane w rozwój stwardnienia zanikowego bocznego

				Patologie związane z SOD1

				SOD1 jest genem kodującym enzym dysmutazę ponad-tlenkową Cu/Zn, która odgrywa kluczową rolę w neutra-lizacji wolnych rodników, szczególnie anionów ponadtlen-kowych, rozkładając je do nadtlenku wodoru, który to z ko-lei rozkładany jest przez katalazę do tlenu cząsteczkowego i wody [12,14]. Do tej pory opisano ponad 200 mutacji w genie SOD1, które odpowiadają za około 20% rodzinnych przypadków fALS i około 2% przypadków sporadycznych [12,13]. Zmiany w budowie dysmutazy ponadtlenkowej wywołują toksyczne dla neuronów ruchowych efekty w przebiegu różnych mechanizmów, takich jak: nieprawidło-wa agregacja białka, nadmierny stres oksydacyjny, dysfunk-cja mitochondrialna oraz nieprawidłowe interakcje z RNA i neurofilamentami, które opisano poniżej. [15]. Ponadto, warto zwrócić uwagę na przenikanie się powyżej opisanych mechanizmów w rozwoju neurodegeneracji. I tak, mutanty SOD1 mają zwiększoną tendencję do tworzenia nierozpusz-czalnych agregatów, które to mogą być obecne w mitochon-driach i w cytoplazmie, co finalnie może prowadzić do za-burzenia transportu aksonalnego, stresu oksydacyjnego, za-hamowania szlaku ubikwityna-proteasom, dysfunkcji mito-chondriów, a co za tym idzie, do rozwoju stanu zapalnego i apoptozy motoneuronów. Hipoteza dotycząca toksyczności zagregowanego białka SOD1 wynika z jego nieprawidło-wego pofałdowania powstającego ze względu na mutacje w genie kodującym to białko. SOD1 przyjmuje zaburzoną konformację przestrzenną, tworząc agregaty przypomina-jące amyloid [51]. Starsze koncepcje wskazywały na utratę antyoksydacyjnej funkcji nieprawidłowo pofałdowanej dys-mutazy ponadtlenkowej. Natomiast nowsze badania temu zaprzeczają, sugerując sekwestrację białek cytoplazmatycz-nych, niezbędnych do przeżycia motoneuronów, co biorąc pod uwagę przewlekłość procesu implikuje neurodegenera-cję. Idąc dalej, nadmierny stres oksydacyjny wynika z zabu-rzenia zdolności wiązania miedzi i cynku, które są kluczowe dla aktywności enzymatycznej dysmutazy ponadtlenkowej. Skutkuje to utratą ochronnej funkcji antyoksydacyjnej i po-woduje zwiększenie akumulacji wolnych rodników, co pro-wadzi do uszkodzenia lipidów, białek i DNA w neuronach motorycznych [16]. Dysfunkcja mitochondriów wynika z akumulacji nieprawidłowych form dysmutazy ponadtlen-kowej w przestrzeni międzybłonowej lub osadzania się ich na zewnętrznej błonie mitochondrialnej. Proces ten zakłóca transport przez pory błonowe, prowadząc do upośledzenia 

			

		

		
			
				kluczowych funkcji mitochondriów, takich jak produkcja ATP oraz inicjuje uwalnianie czynników proapoptotycz-nych, co ostatecznie skutkuje śmiercią neuronów rucho-wych [16]. Ponadto, jak wspomniano wcześniej, zmutowa-ne formy dysmutazy ponadtlenkowej wykazują zdolność do bezpośrednich interakcji z RNA oraz białkami struktu-ralnymi neurofilamentów. Białko to oddziałując z mRNA, zaburza jego stabilność i proces translacji. Nieprawidłowa dysmutaza ponadtlenkowa może wiązać się z regionami 3’-UTR mRNA, co zmienia jego dostępność dla maszyne-rii translacyjnej, prowadząc do dysregulacji ekspresji białek potrzebnych do prawidłowego funkcjonowania neuronów [17]. W modelach komórkowych z tą mutacją zaobserwo-wano zmniejszoną stabilność mRNA kodującego neuro-filamenty lekkie (NF-L), co prowadzi do ich kumulacji w neuronach. Agregaty te zakłócają integralność cytoszkieletu oraz transport aksonalny, który jest kluczowy dla funkcji neuronów. Wykazano, że mutant SOD1 zmienia proporcje między lekkimi (NF-L), średnimi (NF-M) i ciężkimi (NF-H) podjednostkami neurofilamentów, co prowadzi do zabu-rzenia stabilności strukturalnej i transportu wewnątrzko-mórkowego. Jest to szczególnie widoczne w przypadkach mutacji SOD1, takich jak G93A, gdzie neurofilamenty gro-madzą się w ciałach komórkowych i dendrytach, przyczy-niając się do stresu komórkowego i ostatecznie do śmierci neuronów ruchowych [17].

				Warto wspomnieć, że oprócz toksyczności wewnątrz neuronów, mutacje SOD1 mogą wpływać również na inne typy komórek, takie jak astrocyty i mikroglej, które mogą mieć związek z rozwojem ALS. Astrocyty ze zmutowanym SOD1 przyczyniają się do toksyczności, wydzielając cyto-kiny prozapalne oraz ograniczając usuwanie glutaminianu z przestrzeni międzykomórkowej, co zwiększa ekscytotok-syczność wobec neuronów ruchowych [18,19]. Z kolei mi-kroglej, w odpowiedzi na mutacje SOD1, wydziela związki cytotoksyczne, które przyspieszają śmierć neuronów moto-rycznych [20].

				Patologie związane z C9ORF72

				Mutacje w genie C9ORF72 są najczęstszą wspólną, gene-tyczną przyczyną stwardnienia zanikowego bocznego oraz otępienia czołowo-skroniowego (FTD). Najczęściej zmiany obejmują powtarzające się rozszerzenie sekwencji heksanu-kleotydowej GGGGCC (G4C2) w intronie 1 genu C9ORF72, co prowadzi do toksycznych mechanizmów molekularnych związanych z RNA oraz białkami powstałymi w wyniku nieprawidłowej ekspresji genów [21]. W warunkach fizjo-logicznych produkt tego genu jest białkiem posiadającym wiele różnorodnych funkcji. Między innymi odpowiada za stabilizację kompleksu I łańcucha oddechowego, przez co wpływa na homeostazę mitochondrialną i energetyczną ko-mórek nerwowych [22]. Ponadto, odpowiada za transport wewnątrzkomórkowy, dynamikę endosomów w neuronach oraz reguluję funkcjonowanie mikrogleju [23,24]. U osób zdrowych liczba powtórzeń sekwencji heksanukleotydowej waha się między 2–30, natomiast u osób z mutacją może sięgać nawet kilku tysięcy. Ściślej rzecz ujmując, toksycz-ność mutacji polega na sekwestracji białek wiążących RNA (RBP), takich jak: hnRNPH, Pur-alpha czy ADARB2, co pro-wadzi do upośledzenia ich funkcji. Utrata aktywności tych 
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				białek zaburza procesy takie jak splicing, stabilność i trans-port RNA. Po drugie, neurotoksyczność C9ORF72 może wynikać ze zmiany ekspresji genów, co prowadzi do uru-chomienia translacji RAN (ang. Repeat Associated Non-AUG translation) a w konsekwencji powstania dipeptydów DPR (ang. dipeptide repeat proteins) takich jak poli-GA, poli-GR, poli-GP, poli-PR, i poli-PA, które tworzą wewnątrzkomór-kowe agregaty, zaburzając transport wewnątrzkomórkowy oraz procesy transkrypcji i translacji. [21,25]. Ponadto, w badaniach na myszach transgenicznych wykazano, że ob-niżona ekspresja białka C9ORF72 prowadzi do zwiększonej akumulacji DPR w neuronach ruchowych i przyczynia się do ich degeneracji [26,27].

				Patologie związane z TARDBP

				Gen TARDBP koduje białko TDP-43, które fizjologicznie występuje w różnych typach komórek, zwłaszcza w neuro-nach i komórkach glejowych. W prawidłowych warunkach białko to znajduje się zarówno w jądrze komórkowym, jak i w cytoplazmie, przy czym dominuje lokalizacja jądrowa. TDP-43 pełni funkcje regulatorowe hamując proces trans-krypcji, uczestnicząc w splicingu RNA oraz wpływa na transport i translację RNA. Ponadto, białko to bierze udział w innych kluczowych procesach komórkowych, takich jak apoptoza, podziały komórkowe oraz neuroplastyczność [28]. Do tej pory opisano ponad 50 mutacji białka TDP-43. Odpowiadają one za około 4–5% przypadków fALS i mniej niż 1% przypadków sALS [29]. W większości przypadków, zarówno w fALS, jak i sALS dochodzi do nieprawidłowego przemieszczenia TDP-43 z jądra komórkowego do cytopla-zmy, gdzie białko to tworzy nierozpuszczalne agregaty [28]. Proces ten jest związany z zaburzeniami transportu jądro--cytoplazma, które wynikają z zakłóceń funkcji komplek-sów porów jądrowych przez cytoplazmatyczne agregaty TDP-43 [30]. W efekcie ograniczony jest transport białek i RNA do jądra, które ulegają akumulacji w cytoplazmie. Na-stępnie dochodzi do utraty funkcji TDP-43 w jądrze komór-kowym, co związane jest z przemieszczeniem tego białka do cytoplazmy, co prowadzi do dysregulacji splicingu oraz zaburzeń metabolizmu RNA. Jednocześnie białko to naby-wa toksyczną funkcję w cytoplazmie poprzez tworzenie oligomerów i agregatów, które zakłócają procesy proteosta-zy [31]. Przykładowo, mutacje w genie TARDBP powodu-ją zmiany w domenach wiążących RNA, takich jak RRM1 i RRM2. Zakłócają one prawidłową ekspresję genów oraz powodują powstanie patologicznych agregatów TDP-43 wewnątrz komórki, co nasila procesy neurodegeneracyjne [32,33]. Co istotne, nieprawidłowe wtręty cytoplazmatycz-ne białka TDP-43 stanowią obraz patomorfologiczny nie tylko SLA, ale również otępienia czołowo-skroniowego. Co zdaje się wyjaśniać nakładające się w obu chorobach obja-wy. To znaczy, pojawiające się czasami zaburzenia rucho-we w FTD oraz zaburzenia poznawcze i zachowania w SLA [28]. Wskazuje to na zajmowanie przeciwległych krańców wspólnego dla tych schorzeń kontinuum.

				Patologie związane z FUS

				FUS (ang. Fused in Sarcoma) to gen kodujący wielofunk-cyjne białko wiążące RNA i DNA, które odgrywa kluczową rolę w metabolizmie RNA. Białko to bierze udział w takich 

			

		

		
			
				procesach jak splicing pre-mRNA, stabilizacja i transport RNA, a także regulacja transkrypcji. W warunkach fizjo-logicznych FUS znajduje się głównie w jądrze komórko-wym, ale może być transportowane do cytoplazmy, gdzie uczestniczy w odpowiedzi na stres [34]. Mutacje w genie FUS są związane z rodzinnymi i sporadycznymi przypad-kami ALS, odpowiadając za około 5% przypadków fALS i 1% sALS [30]. Do tej pory w literaturze przedmiotu opisano ponad 70 mutantów FUS związanych z rozwojem ALS [35]. Większość z nich znajduje się w domenie sygnału lokalizacji jądrowej (NLS – ang. Nuclear Localization Signal). Mutacje te powodują zakłócenie transportu białka FUS do jądra, pro-wadząc do jego gromadzenia się w cytoplazmie i tworzenia nierozpuszczalnych, toksycznych agregatów [36]. Hamu-je to fizjologiczną funkcję białka, zmieniając metabolizm RNA, a także wpływa na sekwestrację innych białek wią-żących RNA, takich jak na przykład hnRNPA1 i Matrin-3, co zaburza prawidłową ekspresję genów w neuronach ru-chowych [37]. Ponadto, obserwuje się zwiększoną ekspresję genów zaangażowanych w procesy kataboliczne i utlenia-nie-redukcję oraz obniżoną ekspresję białek cytoszkieletu i czynników kierujących projekcją wypustek neuronów, co znacząco zaburza transport i rozwój wypustek a to przy-czynia się do degeneracji neuronów ruchowych [38].

				Patologie związane z TBK1

				TBK1 (ang. TANK-binding kinase 1) to gen kodujący kina-zę serynowo-treoninową o kluczowym znaczeniu w proce-sach regulacji autofagii, mitofagii oraz odpowiedzi immu-nologicznej. Białko TBK1 odgrywa wieloaspektową rolę w eliminacji uszkodzonych mitochondriów i regulacji neuro-zapalnych szlaków sygnalizacyjnych. TBK1 reguluje auto-fagię i mitofagię przez fosforylację białek adaptorowych, takich jak optineuryna (OPTN) i p62, które są kluczowe w procesie eliminacji uszkodzonych mitochondriów i białek [39,40]. Ponadto kinaza TBK1 napędza sygnalizację NF-κB w odpowiedzi na aktywację ścieżki STING (ang. Stimulator of Interferon Genes). Sygnalizacja ta jest kluczowa dla induk-cji cytokin prozapalnych i prawidłowej odpowiedzi immu-nologicznej, na przykład komórek mikrogleju [41]. Do tej pory opisano ponad 90 różnych mutacji tego genu [42]. Co ważne, podobnie jak w przypadku C9ORF72 tak i w przy-padku TBK1, zmiany w obu tych genach mogą prowadzić zarówno do wystąpienia SLA jak i FTD [43]. Metaanaliza przeprowadzona przez Cui i współpracowników (2018) wykazała, że częstość mutacji TBK1 wynosi odpowiednio 1% w przypadku chorych na SLA i 1,8% w przypadku osób chorujących na FTD [44]. Podobne wyniki otrzymano w ba-daniu populacji chińskiej, gdzie wykazano obecność zmian w genie TBK1 u 1,3% osób badanych z ALS [45]. Mutacje w genie TBK1 powodują zakłócenia opisanych wcześniej mechanizmów fizjologicznych, co prowadzi do akumulacji uszkodzonych organelli i toksycznych białek, na przykład TDP-43 oraz nasilenia stresu mitochondrialnego. Neurony z uszkodzonym TBK1 wykazują zmniejszoną zdolność do eliminacji dysfunkcyjnych mitochondriów, co dodatkowo potęguje ich degenerację. Na przykład mutacja p.G175S ob-niża aktywację szlaku NF-κB, co osłabia reakcję neuronów na stres oksydacyjny. W konsekwencji dochodzi do zabu-rzenia procesu mitofagii, gromadzenia uszkodzonych mito-
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				chondriów, co ostatecznie prowadzi do indukcji apoptozy i degeneracji neuronów ruchowych [39,46,47].

				Poza najczęściej opisywanymi mutacjami, warto zwrócić uwagę pozostałe geny. Rycina 1 przedstawia przegląd opi-sanych w literaturze mutacji związanych z rozwojem ALS.

				Terapie stwardnienia zanikowego bocznego i jej perspektywy

				Terapie stwardnienia zanikowego bocznego koncentru-ją się wokół poszczególnych patomechanizmów wynikają-cych ze zmian w poszczególnych genach. Trudno mówić o jednym mechanizmie działania potencjalnego leku, ponie-waż równie trudno mówić o jednoznacznej przyczynie SLA. Dlatego proponowane terapie skupiają się wokół mechani-zmów patofizjologicznych związanych z poszczególnymi zmianami genetycznymi, takimi jak wcześniej wspomniane mutacje SOD1, C9ORF72, TARDBP, FUS czy TBK-1.

				Dużą nadzieją dla pacjentów z mutacją SOD1 jest wpro-wadzony niedawno do obrotu lek – tofersen. Jest on anty-sensowym oligonukleotydem (ASO), który wiąże się kom-plementarnie z nie ulegającym translacji regionem 3’ mRNA ludzkiego genu SOD1. Implikuje to degradację mRNA niezbędnego do powstania dysmutazy ponadtlenkowej, a to ogranicza akumulację toksycznej formy tego białka w neuronach ruchowych, co umożliwia ich przeżycie. Pomi-mo, że badania nad tofersenem nadal trwają, jego skutecz-

			

		

		
			
				ność kliniczna wydaje się być obiecująca. Po podaniu do-oponowym zaobserwowano zmniejszenie stężenia niepra-widłowego białka SOD1 w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz zmniejszenie spadku wyników na skali ALSFRS-R w niektórych badaniach klinicznych, w porównaniu z grupą placebo [52,53]. Ponadto, przeprowadzona przez Hamada i współpracowników (2025) metaanaliza randomizowa-nych badań kontrolowanych z udziałem 195 osób wykazała istotnie mniejsze tempo pogarszania się funkcji ruchowych ocenianych za pomocą skali ALSFRS-R w grupie otrzymu-jącej tofersen w porównaniu z placebo SMD (standaryzo-wana różnica średnich) = 0,44; 95% CI (przedział ufności): 0,05–0,83 (; p = 0,03). Zaobserwowano również istotne zaha-mowanie spadku przewidywanej pojemności życiowej płuc (p = 0,005). W metaanalizie pięciu badań z oceną przed i po interwencji stwierdzono znamiennie mniejsze tempo pro-gresji choroby, mierzone wskaźnikiem spadku ALSFRS-R (MD = –0,28; 95% CI: –0,40 do –0,15; p < 0,0001). Ewentualne działania niepożądane były zgodne z naturalnym przebie-giem SLA lub stanowiły następstwo procedur medycznych [54].

				Potencjalnych terapii ukierunkowanych na zmiany w ge-nie C9ORF72 upatruje się w zahamowaniu jego transkryp-cji, redukcji nadmiaru powstającego mRNA, oddziaływaniu na dipeptydy DPR oraz modyfikacji transportu wewnątrz-komórkowego. Dla przykładu, wstępne badania pokazały, że zastosowanie antysensowych oligonukleotydów wydłu-żało przeżycie neuronów pochodzących z indukowanych 
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				Rycina 1. Geny zaangażowane w rozwój ALS. Schemat prezentuje lokalizację oraz procesy komórkowe, w których uczestniczą poszczególne białka kodowane przez geny związane z wystąpieniem ALS [10,48,49].
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				pluripotencjalnych komórek macierzystych (iPSC) oraz fi-broblastów pacjentów z ALS C9ORF72. W przypadku di-peptydyów DPR wykorzystywano stymulowanie ekspresji białka szoku cieplnego B8 (HSPB8). Ułatwiało to autofagicz-ne usuwanie wszystkich pięciu rodzajów DPR w badanej linii komórkowej NSC34 (Neuroblastoma x Spinal Cord-34). Ponadto, podejmowano obiecujące próby stosowania immunoterapii przeciwko DPR, która ograniczała agregację patologicznych dipeptydów [55]. Obecnie trwa badanie kli-niczne fazy IIa (NCT04993755), sprawdzające bezpieczeń-stwo i skuteczność związku o nazwie TPN-101. Jest to inhi-bitor odwrotnej transkryptazy LINE-1, która w warunkach fizjologicznych wywołuje odpowiedź przeciwwirusową i stan zapalny w układzie nerwowym. Jej zahamowanie przez TPN-101 może potencjalnie ograniczyć stan zapalny a w konsekwencji działać neuroprotekcyjnie na neurony ru-chowe [56-58].

				Terapie ukierunkowane na TARDBP koncentrują się na regulacji poziomu i lokalizacji białka TDP-43, co może sta-nowić potencjalną strategię terapeutyczną w ALS i FTD. Jednym z podejść są oligonukleotydy antysensowe, które w modelach zwierzęcych ALS z TDP-43 zmniejszały jego agre-gację oraz łagodziły patologię. Testowane były także ASO skierowane przeciwko CHMP7, poprawiające przeżywal-ność neuronów rdzeniowych. Kolejną strategią może być interferencja RNA (RNAi), gdzie zastosowanie siRNA prze-ciwko mutacji M337V w komórkach iPSC pacjentów z ALS pozwoliło na redukcję poziomu nieprawidłowego TDP-43 w komórce. Nowoczesnym podejściem terapeutycznym jest edytowanie genomu CRISPR/Cas9. Wykazano, że ko-rekcja mutacji M337V w iPSC pacjentów przywraca pra-widłowe funkcjonowanie TDP-43 i poprawia plastyczność synaptyczną poprzez wpływ na ekspresję Sortilin i BDNF. Równocześnie badania nad selektywnymi inhibitorami eks-portu jądrowego TDP-43 sugerują, że mogą one częściowo poprawiać przeżywalność neuronów i funkcje motoryczne w modelach zwierzęcych ALS [54].

				Mimo obiecujących wyników, konieczne są dalsze ba-dania nad skutecznością i bezpieczeństwem tych strategii w zastosowaniach klinicznych. Natomiast w badaniach z udziałem ludzi warto zauważyć, że niedawno zostało przeprowadzone randomizowane badanie kliniczne II fazy (NCT03456882), z podwójnie ślepą próbą, ze średnim cza-sem obserwacji wynoszącym blisko 3 lata (n = 147). Testo-wano związek o nazwie RNS60, chemicznie będący nano-strukturalnym roztworem soli fizjologicznej, który został poddany obróbce poprzez rotację w obecności tlenu. Po-dawanie badanym RNS60 przez 24 tygodnie nie wykazało istotnego wpływu na potencjalne biomarkery stanu zapal-nego i neurodegeneracji oraz na wyniki w ALSFRS-R ani przeżycie. Wykazano natomiast istotne statystycznie spo-wolnienie progresji niewydolności oddechowej w porówna-niu z grupą kontrolną. Pacjenci, którzy otrzymywali RNS60, po 24 tygodniach mieli większą natężoną pojemność życio-wą (FVC) aniżeli pacjenci z grupy kontrolnej [64]. Aby okre-ślić potencjalną przydatność tego związku w leczeniu ALS niezbędne są dalsze badania.

				W 2021 roku rozpoczęto wieloośrodkowe badanie kli-niczne (NCT04768972) nad związkiem ION363 fazy I–III, 

			

		

		
			
				nad ASO skierowanym na FUS, które jest prowadzone przez Columbia University Irving Medical Center. Jest to pierwsze badanie kliniczne ukierunkowane na mutacje w FUS, które ma zakończyć się w 2028 roku [60].

				Ze względu na ograniczone metody terapeutyczne warto w tym miejscu wspomnieć o lekach, które nie są przeznaczo-ne wyłącznie dla pacjentów z SLA o etiologii genetycznej, a są zarejestrowane jako leki. Pierwszym z nich i jedynym obok tofersenu zarejestrowanym w Polsce lekiem jest rilu-zol. Występuje w postaci tabletek powlekanych. Mechanizm jego działania nie jest do końca poznany. Prawdopodobnie opiera się na blokowaniu receptorów NMDA dla glutami-nianu, blokowaniu kanałów sodowych na neuronach pre-synaptycznych, przez co zmniejsza uwalnianie glutaminia-nu do szczeliny synaptycznej. Ponadto zwiększa wychwyt zwrotny glutaminianu poprzez aktywację kanałów EAAT2 znajdujących się na astrocytach. Opisane powyżej mecha-nizmy działania przyczyniają się do hamowania ekscyto-toksyczności wywołanej przez glutaminian, uznawanej za jedną z głównych przyczyn degeneracji neuronów rucho-wych. Chociaż skuteczność tego leczenia została potwier-dzona w badaniach, jego wpływ na medianę przeżycia jest mocno ograniczony, wydłużając ją średnio o trzy miesiące w porównaniu z grupą kontrolną [61,62]. Drugim lekiem, będącym w użyciu na przykład w Japonii, lecz nie posia-dający rejestracji w Polsce jest edaravone. Choć mechanizm jego działania nie został w pełni wyjaśniony, wiadomo, że wykazuje właściwości przeciwutleniające, ograniczając w ten sposób szkodliwy wpływ wolnych rodników, które uznaje się za jeden z czynników etiologicznych degeneracji neuronów ruchowych w przebiegu SLA. Jego skuteczność została potwierdzona w niektórych badaniach klinicznych, wskazując na wolniejszą progresję choroby, ocenianą za po-mocą skali ALSFRS-R, dla pacjentów przyjmujących lek w porównaniu z grupą przyjmującą placebo [63].

				W ostatnich latach opracowano szereg strategii terapeu-tycznych, obejmujących zarówno terapie genowe, przeciw-ciała monoklonalne, jak i modulatory epigenetyczne oraz leki ukierunkowane na konkretne szlaki patogenetyczne. Niektóre z nich wykazują obiecujące wyniki w badaniach przedklinicznych i wczesnych fazach badań klinicznych, jednak żadna z dotychczasowych interwencji nie zapew-nia trwałego zahamowania progresji choroby. Konieczne są dalsze, wielokierunkowe badania nad patogenezą SLA, które pozwolą na opracowanie skutecznych metod terapeu-tycznych zdolnych do modyfikacji przebiegu choroby i po-prawy rokowania pacjentów.

				Podsumowanie

				Stwardnienie zanikowe boczne jest nieuleczalną, po-stępującą chorobą neurodegeneracyjną, której etiologia obejmuje liczne i złożone mechanizmy patogenetyczne. Współczesne badania wskazują na istotną rolę czynników genetycznych, w tym mutacji w takich genach jak SOD1, C9ORF72, TARDBP, FUS, TBK-1 i wielu innych, a także sze-rokiego spektrum mechanizmów molekularnych, takich jak stres oksydacyjny, dysfunkcja mitochondrialna, zaburzenia metabolizmu RNA, ekscytotoksyczność glutaminianu oraz nieprawidłowości w transporcie aksonalnym. Jednocześnie, 
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				istotny wpływ na rozwój SLA mają czynniki środowiskowe, co dodatkowo komplikuje obraz choroby i utrudnia przy-jęcie jednolitego mechanizmu patogenetycznego. Pomimo intensywnych badań nad terapią SLA, obecnie brak sku-tecznej metody pozwalającej na wyleczenie SLA.
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				Abstract

				Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an incurable neurodegenerative disease leading to progressive degeneration of motor neurons, mus-cle weakness and respiratory failure. Despite intensive research, the pathomechanisms of ALS have not been fully elucidated. This article presents the current state of knowledge on the genetic and molecular mechanisms of this disease, with a focus on mutations in the SOD1, C9ORF72, TARDBP, FUS, TBK1 genes, as well as recent discoveries in this area. Key pathogenetic processes are discussed, including disrup-tion of RNA homeostasis, oxidative stress, mitochondrial dysfunction and protein aggregation. In addition, current therapeutic strategies are reviewed, including both registered drugs, such as riluzole and edaravone, and modern approaches, such as gene therapy, antisense oligo-nucleotides, immunotherapy and gene editing technologies, including CRISPR/Cas9. Special attention was given to clinical trials and their potential impact on future treatment options for ALS.
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STRESZCZENIE

twardnienie zanikowe boczne (ALS) jest nieuleczaln choroba neurodegeneracyjna,

prowadzaca do postepujacej degeneracji neuronoéw ruchowych, oslabienia migéni i nie-
wydolnosci oddechowej. Pomimo intensywnych badafi, patomechanizmy ALS nie zostaly
w pelni wyjaénione. W niniejszym artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat
genetycznych i molekularnych mechanizméw tej choroby, ze szczegélnym uwzglednieniem
mutacji w genach SOD1, COORF72, TARDBP, FUS, TBKL, a takze najnowszych odkryé w
tym obszarze. Oméwiono kluczowe procesy patogenetyczne, w tym zaburzenia homeostazy
RNA, stres oksydacyjny, dysfunkcje mitochondriéw oraz agregacje bialek. Ponadto, prze-
analizowano obecne strategie terapeutyczne, obejmujace zaréwno zarejestrowane leki, jak
riluzol i edaravon, jak i nowoczesne podejécia, takie jak terapia genowa, antysensowne oli-
gonukleotydy, immunoterapia oraz technologie edycji genéw, w tym CRISPR/Cas9. Szcze-
g6lna uwage poswigcono badaniom klinicznym i ich potencjalnemu wplywowi na przyszle
mozliwosci leczenia ALS.

WPROWADZENIE

Stwardnienie zanikowe boczne (lac. Sclerosis lateralis amyotrophica - SLA, ang.
amyotrophic lateral sclerosis - ALS ) to choroba, ktora dotyka uklad nerwowy, a
w wyniku postepujacej neurodegeneracji rowniez uklad migéniowy. Zmiany
patomorfologiczne z nia zwiazane dotycza miesni poprzecznie prazkowanych
szkieletowych, kory ruchowej, pnia mézgu oraz rdzenia kregowego i zostaly
opisane po raz pierwszy przez francuskiego lekarza Jeana Martina Charcota w
1869 roku [1]. SLA jest choroba pierwotnie zwyrodnieniowa, o postepujacym
przebiegu, dotyczaca zaréwno gormego jak i dolnego neuronu ruchowego [2].
Nalezy do chorsb rzadkich, aczkolwiek jest to najczestsza choroba neuronu ru-
chowego u 0s6b doroslych, ktérej czestos¢ wystepowania waha sie w zaleznosci
od populacji. Poczawszy od 1,57 na 100 000 0sob w Iranie, do 11,8 na 100 000
0s6b w Stanach Zjednoczonych. Z kolei zachorowalnosé waha sie miedzy 0,26
na 100 000 0s6b na rok w Ekwadorze do 23,46 na 100 000 0s6b na rok w Japonii
[3]. SLA dzieli sie na postac rodzinng (EALS) oraz sporadyczna (sALS). Postac
sporadyczna pojawia sie zdecydowanie czesciej, bo az w 90-95% przypadkéw,
2 kolei fALS dotyczy zaledwie 5-10% pagjentow [4]. Wedlug roznych zrodel,
éredni wiek zachorowania przypada na okres miedzy 51 a 66 rokiem zycia, co
istotne posta¢ rodzinna pojawia sie o blisko dekade szybeiej od postaci spora-
dycznej [4,5]. Co istotne, u pacjentow z Europy obserwuje sie pozniejszy wiek
zachorowania w poréwnaniu do pacjentsw z takich krajow jak Chiny, Urugwaj
czy Kuba. Nieznacznie czesciej choruja mezczyzni niz kobnetv od peltora do
dwach razy czesciej, niemniej roznica ta przestaje miec znaczenie u 0s6b powy-
26§ 70 roku zycia [4,5]

Obraz Kliniczny SLA odpowiada objawom uszkodzenia gérnego i dolnego
neuronu ruchowego, co skutkuje postepujacym zanikiem i oslabieniem miesni
szkieletowych, prowadzac do zgonu srednio w przeciagu od 3 do 5 lat od po-
jawienia sie pierwszych objawow [6]. Wérod objawéw uszkodzenia gérnego
neuronu ruchowego mozna wyrézni¢ pojawienie sie spastycznosci (sztywnosci
migéni), niedowladu, wzmozenia odruchéw sciegnistych oraz pojawienia sig ob-
jawow patologicznych takich jak objaw Babiriskiego. Swiadczy on o uszkodze-
niu drég korowo-rdzeniowych i polega na wyprostowaniu grzbietowym palu-
cha oraz zgigciu podeszwowym pozostalych palcow koriczyny dolnej w wyniku
draznienia skéry boczno-dolnej powierzchni stopy. [6,7]. Z kolei uszkodzenie
dolnego neuronu ruchowego charakteryzuje sig oslabieniem, obnizonym napie-
ciem i zanikiem miesni szkieletowych, fascykulacjami (inaczej drzenie peczko-
we - widoczne jako krotkotrwale skurcze pojedynczych peczkow wikien mie-
éniowych) oraz zniesieniem odruchow ciegnistych [8,9]

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