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Jak blisko jestesmy odkrycia terapii dla choroby Sanfilippo?

Abstrakt

Choroba Sanfilippo jest jedng z odmian mukopolisacharydozy (MPS), grupy lizosomalnych
choréb spichrzeniowych, charakteryzujqcq sie nagromadzeniem czesciowo zdegradowanych
glikozoaminoglikanow (GAGs). Choroba Sanfilippo jest klasyfikowana jako MPS typu Il i
spowodowana jest czterema defektami genetycznymi, ktére determinujq podtypy A, B, C i
D. W kazdym podtypie MPS lll, podstawowym spichrzanym GAG jest siarczan heparanu (HS),
jednak mutacje prowadzgce do podtypow A, B, Ci D sq zlokalizowane w genach kodujgcych
sulfataze-N-heparanu (gen SGSH), alfa-N-acetylo-glukozaminidaze (gen NAGLU),
acytylotransafaze acetylo-CoA:alfa-glukozaminid (gen HGSNAT) i 6-sulfataze-N-
acetyloglukozoaminy (gen GNS). Zmiany neurodegeneracyjne w osrodkowym uktadzie
nerwowym sq gféwnym problemem w przypadku choroby Sanfilippo. Powodujq one
dotkliwe uszkodzenia procesow poznawczych oraz behawioralnych. Jest to giowna
przyczyna aktualnego braku terapii dla pacjentow chorujgcych na MPS typu lll. Pacjenci
chorujgcy na pozostate typy MPS (I, Il, IVA i VI) mogq byc leczeni przy zastosowaniu
enzymatycznej terapii zastepczej, przeszczepu szpiku kostnego lub hematopoetycznych
komorek macierzystych. Mimo, iz nie ma jeszcze dostepnej terapii dla choroby Sanfilippo,
badania przeprowadzone w ostatnich latach przyniosty wyniki dajgce nadzieje na
odnalezienie skutecznej terapii. Aktualnie przeprowadzane sq badania kliniczne dla terapii
genowej, enzymatycznej terapii zastepczej oraz terapii redukcji substratu. Te ostatnie
osiggniecia sq przedstawione oraz przedyskutowane w ponizszym artykule.

Choroba Sanfilippo — krétki opis

MPS typu lll, zwana chorobg Sanfilippo, spowodowana jest mutacjg 4 réznych genéw. Geny
te koduja rézne enzymy biorgce udziat w degradacji siarczanu heparanu (HS), jednego z GAG.
Dlatego tez, jezeli mutacje wystepujg w obu allelach jednego z tych genéw (kazdy podtyp
choroby Sanfilippo jest dziedzicziony w sposdb autosomalny i recesywny), HS nadmiernie
gromadzi sie w lizosomach, powodujac gtéwng przyczyne choroby. 4 podtypy choroby
Sanfilippo — MPS [Il A, MPS 1l B, MPS 1l C i MPS Ill D rozrdznianie sg zaleznie od dysfunkcji
konkretnych gendw i ich produktéw. Sg one skutkiem mutacji w genie SGSH kodujgcym
sulfataze-N-heparanu, NAGLU kodujagcym alfa-N-acetylo-glukozaminidaze, HGSNAT
kodujgcym acytylotransafaze acetylo-CoA:alfa-glukozaminid oraz GNS kodujgcym 6-sulfataze



N acetyloglukozoaminy. Patomechanizm i cechy charakteryzujgce chorobe Sanfilippo zostaty
ostatnio opisane w kilku pracach przegladowych (Andrade et al. 2015; Fedele 2015;
Jakobkiewicz-Banecka et al. 2016).

Niezaleznie od podtypu, wszystkie osoby cierpigce na chorobe Sanfilippo wykazujg podobne
symptomy, jednak ich dotkliwos¢ i czas wystepowania mogg sie znacznie rézni¢ pomiedzy
pacjentami. W odréznieniu od innych typéw MPS, w ktdrych pojawiajg sie wyjgtkowo ciezkie
symptomy somatyczne, wiekszos¢ problemoéw klinicznych MPS 11l wywodzi sie z defektéw
proceséw poznawczych oraz dysfunkcji neurologicznych. Mimo iz wystepujg one takze w
innych typach MPS, podejrzewa sie, ze dysfunkcja osrodkowego uktadu nerwowego jest
najbardziej dotkliwa w przypadku choroby Sanfilippo. Symptomy wystepujg zazwyczaj w
wieku od kilku miesiecy do kilku lat i charakteryzujg sie opdznieniem w rozwoju, spadkiem
zdolnosci poznawcznych, hiperaktywnoscig, zaburzeniami snu, agresywnym zachowaniem
oraz drgawkami. W podzinej fazie choroby zanika hiperaktywnos¢ oraz stany lekowe, lecz
pacjenci tracg mozliwos¢ poruszania sie i stabo reagujg na impulsy z zewnatrz. Dtugosc¢ zycia
pacjentéw waha sie pomiedzy dwiema i trzema dekadami (wiecej informacji dostepnych w
publikacjach: Andrade et al. 2015; Fedele 2015; Jakobkiewicz-Banecka et al. 2016).

Rozwadj terapii dla choroby Sanfilippo

Ze wzgledu na to, ze wiekszos¢ problemoéw klinicznych wystepujacych w MPS typu Il
zwigzanych jest z dysfunkcjami osrodkowego uktadu nerwowego, rozwéj efektywnych terapii
jest znacznie utrudniony. W innych typach MPS, gdzie pojawiajg sie dotkliwe objawy
somatyczne, leczenie mozliwe jest przy uzyciu enzymatycznej terapii zastepczej (ERT) lub
przeszczepu komoérek macierzystych (albo szpiku kostnego) (HSCT). Dzieki temu mozliwe jest
zwalczenie réinych objawdéw spowodowanych przez chorobe (Giugliani et al., 2016).
Jednakze, mimo iz odpowiedni enzym moze by¢ dostarczany do krwi pacjentéw dotknietych
MPS typu lll, nie moze on skutecznie przejs¢ bariery pomiedzy krwig a mézgiem. W wyniku
tego, niemozliwoscig jest osiggniecie pozgdanego efektu terapeutycznego.

Pomimo problemdéw opisanych powyzej, w ostatnich latach opublikowano wiele prac, w
ktdrych opisano ogromny postep w poszukiwaniu terapii dla pacjentéw cierpigcych na
chorobe Sanfilippo. Rozrdznia sie trzy grupy potencjalnych terapii: zmodyfikowang ERT (w
ktdrej enzym potgczony jest z nosnikiem, ktéry jest w stanie przekroczy¢ bariere pomiedzy
krwig a médzgiem, lub podawany jest bezposrednio do centralnego ukfadu nerwowego),
terapie genowa oraz terapie bazujgcg na matych czasteczkach. Co wazne, oprdcz badan na
komodrkowych i zwierzecych modelach MPS lll, badania kliniczne zostaty rozpoczete z
wykorzystaniem wszystkich trzech grup potencjalnych terapii. Mimo, iz zadna z terapii nie
zostata jeszcze oficjalnie zarejestrowana wydaje sie, iz jesteSmy bardzo blisko odkrycia
skutecznej terapii dla choroby Sanfilippo. W tym artykule, wspomniane powyzej odkrycia
zostang podsumowane i przedyskutowane, z naciskiem na mozliwosci znalezienia
efektywnego sposobu leczenia. Przeglad ten skupia sie na artykutach opublikowanych w ciggu
ubiegtych trzech lat, gdyz poprzednie prace zostaty juz oméwione w innych przegladach oraz
dlatego, ze w tym okresie dokonano najbardziej przetomowych odkry¢.

Warto wspomnieé, ze w zwigzku ze specyficznymi problemami klinicznymi wystepujgcymi w
przypadku choroby Sanfilippo, bardzo trudno jest ustali¢ niedwuznaczne testy, ktére mogtyby
by¢ uzyte w badaniach klinicznych w celu okreslenia wydajnosci testowanych terapii. Problem
ten jest jeszcze bardziej istotny ze wzgledu na fakt, iz MPS typu lll jest rzadkg chorobg
(wskaznik rozpowszechnienia szacowany jest pomiedzy 0,3 i 4,1 przypadkéw na 100.000



urodzen; Valstar et al., 2008), dlatego tez testy kliniczne biorg pod uwage relatywnie matg
liczbe pacjentéw. W zwigzku z tym, konkretne rekomendacje dla projektowania badan
klinicznych terapii dla choroby Sanfilippo zostaty ostatnio ustalone przez grupe ekspertow
(Ghosh et al., 2017).

Ostatnie badania na modelach komaérkowych MPS typu lli

Modele komodrkowe choréb genetycznych dostarczajg mozliwos¢ efektywnej oceny
mechanizmdéw molekularnych testowanych procesdw oraz wydajnosci terapeutykéw. Mimo,
iz badania na takich modelach nie oddajg w petni mozliwych reakcji organizmu ludzkiego na
testowane zwigzki, sg dobrg podstawg do testow przed-klinicznych oraz oceny specyficznych
mechanizméw wedtug ktérych testowane zwigzki dziatajg w komérce. Ostatnie badania
opisujgce wyniki eksperymentéw z komérkowym modelem choroby Sanfilippo dostarczajg
waznych informacji, tym samym utatwiajgc rozwéj ERT, terapii redukcji substratu i innych
terapii bazujacych na matych czasteczkach.

Enzymatyczna terapia zastepcza

Gtownym problemem w przypadku zastosowania ERT przy chorobie Sanfilippo jest brak
mozliwosci efektywnego przekroczenia bariery pomiedzy krwig a modzgiem przez
rekombinowany enzym. Co wiecej, dodatkowy problem w przypadku MPS typu IIl B to brak
odpowiedniej fosforylacji mannozy w pozycji 6 prowadzacy do stabego wychwytu
rekombinowanej ludzkiej alfa N acetyloglukozaminidazy (rhNAGLU) przez komérki. W celu
obejscia tego problemu, Kan et al. (2014) skonstruowali enzym rhNAGLU przytaczony do
fragmentu insulinopodobnego czynnika wzrostu 2 (IGF-Il), odpowiedzialnego za wigzanie z
receptorem IGF-II. Dlatego tez, takie biatko fuzyjne powinno by¢ w stanie wnikngé¢ do komaorki
przy uzyciu receptora IGF-1l. Faktycznie pokazano, ze biatko fuzyjne zostato efektywnie
przetransportowane do srodka komdrek MPS typu IlIB. Co wiecej, biatko to zachowato
wtasciwosci alfa N acetyloglukozaminidazy i byto w stanie zmniejszy¢ ilos¢ HS w fibroblastach
MPS 1lIB do poziomu zblizonego do obserwowanego w komérkach kontrolnych.

Powyzsze wyniki wykazujg, ze fuzja danego enzymu z fragmentem IGF Il wigzgcym receptor
daje mozliwo$¢ pokonania problemu, jakg stanowi mata wydajnos¢ dostarczania enzymu w
przypadku braku wydajnosci fosforylacji mannozy w pozycji 6. Jednakze, w celu rozwiniecia
ERT dla MPS I1IB, kolejny problem, jakim jest niska wydajno$é przechodzenia bariery miedzy
krwig a mdzgiem, powinien zosta¢ pokonany.

Terapia redukcji substratu

Celem terapii redukcji substratu jest obnizenie wydajnosci syntezy zwigzkéw, ktére nie mogg
by¢ efektywnie zdegradowane, dlatego tez polega na przywrdceniu réwnowagi w ich
metabolizmie. W tym $wietle, SRT dla MPS bazuje na redukcji syntezy GAG. Badania pokazuja,
ze jedng z mozliwosci jest wyciszenie ekspresji gendw kodujgcych enzymy biorgce udziat w
syntezie GAG (Dziedzic et al., 2010; Kaidonis et al., 2010). Przyktadem moze by¢ zastosowanie
siRNA do wyciszenia gendw XYLT1, XYLT2, GALTI i GALTII (Dziedzic et al., 2010) oraz shRNA do
wycieszenia EXTL2 i EXTL3 (Kaidonis et al., 2010), dzieki ktorym udato sie efektywnie
zredukowaé synteze GAG i zmniejszy¢ magazynowanie HS w MPS IlIA. W najnowszych
raportach pokazuje sie, ze wydajnos¢ wyciszania EXTL2 oraz EXTL3 przez siRNA wptywa na
zmniejszenie wydajnosci syntezy i mniejszg akumulacje GAG w fibroblastach MPS IIIC (Canals
et al.,, 2015). Pomimo iz wyniki te sg przewidywalne, bazujgc na poprzednich badaniach



(przeprowadzone przez Dziedzic et al., 2010 oraz Kaidonis et al., 2010), istotne jest
udowodnienie, ze strategia SRT bazujgca na wyciszaniu gendw jest efektywna w przypadku
roznych podtypéw choroby Sanfilippo. Z drugiej strony, mimo zachecajacych wynikéw
otrzymanych podczas eksperymentéw na hodowlach komérkowych, wyciszanie genéw za
pomocg siRNA zostaje tylko domniemang terapig dla MPS typu Ill, dopdki nie zostanie odkryta
bardziej wydajna metoda dostarczania terapeutykéw do centralnego uktadu nerwowego.
Innym sposobem redukowania syntezy GAG jest inhibicja transdukcji sygnatu zaleznej od
naskorkowego czynnika wzrostowego (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2009). Moze to zostaé
osiggniete przy uzyciu genisteiny, naturalnego izoflawonu, ktdra jest w stanie czesciowo
zahamowa¢ produkcje GAG i znaczaco zredukowac¢ magazynowanie GAG w réznych typach
MPS (Piotrkowska et al., 2006). Ostatnio wynaleziony zostat pewien rodzaj SRT, zwany
ukierunkowang na ekspresje gendw terapig izoflawonowa. Opiera sie on na uzyciu genisteiny.
Zostat przetestowany na komorkowych oraz zwierzecych modelach MPS I1IA oraz MPS IIIB.
Pilotazowe badania kliniczne réwniez zostaty juz przeprowadzone (opisano je w pracy
przeglagdowej Wegrzyn, 2012). Dalsze badania nad tg terapig opisane zostaty ponizej, w
rozdziale poswieconym badaniom klinicznym.

Dzieki ostatnim badaniom przeprowadzonym przez Fumie et al. (2017) udato sie uzyskaé
oczyszczony i wysoce aktywny ekstrakt flawonoidowy z Medicago sativa. Autorzy potwierdzili,
Ze czysta genisteina jest skuteczna w redukowaniu pozioméw GAG w komadrkach MPS typu IlI
(konkretne podtypy choroby Sanfilippo nie zostaty wyrdznione). Genisteina wykazata rowniez
podobng do ekstraktu flawonoidowego aktywnos¢ (lecz o 25% nizszg). Dlatego tez, wyniki te
dostarczajg dowoddéw dla wydajnosci ukierunkowanej na ekspresje gendw terapii
izoflawonowej w redukowaniu pozioméw GAG w chorobie Sanfilippo. Dalsze badania moga
wskazaé jaka kompozycja flawonoidéw jest optymalna dla zmiany fenotypu choroby.

Inne terapie oparte na uzyciu matych czgsteczek

Mimo, iz biosynteza koenzymu Q10 nie jest zmieniona w komdrkach MPS, udowodniono, ze
jego poziom podstawowy jest zmniejszony w fibroblastach MPS typu IlIA (Matalonga et al.,
2014). Zwigzek ten zostat uzyty razem z koktajlem antyoksydantow w celu leczenia
fibroblastéw MPS IlIA oraz IIIB. Co ciekawe, komérki MPS 111B traktowane przy uzyciu CoQ10,
wykazaty wzrost aktywnosci alfa-N-acetyloglukozaminidazy, podczas gdy nie wykryto
znaczacych zmian w aktywnosci w sulfatazy N heparanu podczas analogicznego eksperymentu
przy uzyciu fibroblastow MPS IlIA. W niektérych liniach fibroblastéw MPS IlIA oraz MPS 1IIB,
zwtaszcza tych wykazujgcych podwyzszong egzocytoze, réwniez zaobserwowano redukcje w
akumulacji GAG (Matalonga et al., 2014). Wyniki te zachecajg do wziecia suplementacji CoQ10
pod uwage jako procedury, ktéra moze wspomac leczenie choroby Sanfilippo.

W MPS lIIC, znaczna proporcja (okoto 20%) znanych mutacji wptywa na sktadanie RNA (ang.
splicing). Mutacje te zlokalizowane s3 na koncach egzondw, dlatego tez moizliwe jest
rozwazenie procesu sktadania RNA jako celu dla potencjalnej opcji terapeutycznej. W celu
przywrdécenia normalnego przetwarzania RNA w komodrkach posiadajgcych takie mutacje,
zostaty uzyte specjalnie zmienione U1 snRNAzy (Matos et al., 2014). Innym rozwigzaniem,
ktére zostato wykorzystane jest uzycie glukozaminy jako potencjalnej czgsteczki towarzyszacej
w celu aktywowania zmutowanego biatka, ktore jest produktem genu niosgcego mutacje
skutkujgce skréceniem acytylotransafazy acetylo-CoA:alfa-glukozaminid o 4 aminokwasy
(Matos et al., 2014). Obie strategie wydajg sie by¢ skuteczne w osiggnieciu chociaz cze$ciowej
poprawy aktywnosci acytylotransafazy acetylo-CoA:alfa-glukozaminid. Wyniki te moga by¢
poczatkiem dla dalszej pracy nad rozwinieciem terapii dla pacjentéw z chorobg Sanfilippo



posiadajacych specyficzne mutacje na koricach egzondw. Niemniej jednak, wydajne
dostarczanie terapeutycznych czgsteczek RNA do centralnego osrodka nerwowego musi
zostac zapewnione, co bedzie stanowito przeszkode w tym rodzaju terapii.

Kiedy choroba jest spowodowana mutacje typu non-sens, potencjalnie skuteczna jest
strategia wykorzystania odczytywania stop kodonu. Metoda ta opiera sie na uzyciu zwigzkdéw,
ktdre s3 w stanie modyfikowaé aktywnos¢ rybosoméw w taki sposdb, aby kodony stop nie
byly poprawnie rozpoznawane. Inne zwigzki, zaréwno amino-glikozydy (gentamicyna oraz
geneticyna) oraz zwigzki nie-amino-glikozydowe (PTC124, RTC13, RTC14, BZ6 oraz BZ16)
zostaty uzyte w celu leczenia komodrek otrzymanych z rdinych lizosomalnych choréb
spichrzeniowych (Gomez-Grau et al., 2015). Mimo, ze w przypadku innych choréb (MPS 1V,
choroby Niemann-Pick’a typu A oraz B) strategia ta byfa skuteczna w czesciowym
przywréceniu deficytu aktywnosci enzymu, przynajmniej przez niektére testowane zwigzki,
nie zaobserwowano pozytywnych efektéw w komérkowych modelach MPS 11I1B oraz MPS 1lIC.
Dlatego tez, ta strategia terapeutyczna wydaje sie nie by¢ skuteczna w przypadku choroby
Sanfilippo, a przynajmniej wtedy, kiedy wykorzystywane sg zwigzki testowane przez Gomez-
Grau et al. (2015).

Ostatnie badania na zwierzecych modelach MPS Il

Zwierzece modele chordb genetycznych dajg mozliwos¢ testowania potencjalnych terapii,
ktérych wydajno$é potwierdzona zostata w badaniach in vitro. Ten etap rozwoju terapii
poswiecony jest testowaniu efektdw potencjalnych lekéw na caty organizm, a nie tylko na
komorki.

Wykorzystanie komorek jednojgdrzastych z pepowiny

Biorgc pod uwage wiele nieudanych préb podjecia terapii, przypuszcza sie, ze przeszczep
szpiku kostnego oraz transplantacja hematopoetycznych komodrek macierzystych nie sg
skuteczne w przypadku leczenia choroby Sanfilippo (Giugliani et al., 2016, Jakobkiewicz-
Banecka et al., 2016). Niemniej jednak, ostatnie badania wykazaty pozytywne efekty
wykorzystania ludzkich komaérek jednojadrzastych pochodzacych z pepowiny w mysim modelu
MPS 1B (Willing et al., 2014). Komérki zostaty podane dozylnie i w przypadku, gdy procedura
byta powtarzana co miesigc przez okres pét roku, zachowania lekowe zostaty czesciowo
wyeliminowane. W dodatku, w mdzgach myszy, ktére podane zostaty terapii, akumulacja
gangliozydéw i aktywacja mikrogleju zostaty zmniejszone, a takze odpowiednia budowa
cytoszkieletu zostata przywrdcona w hippokample (Willin et al., 2014). Wyniki te sugeruja, ze
podanie zdrowych komodrek jednojgdrzastych z pepowiny moze by¢ potencjalng terapig dla
choroby Sanfilippo, mimo poprzedniego braku sukcesu przy uzyciu innych terapii opierajgcych
sie na komérkach. Teoria ta poparta jest wynikami badan na myszach MPS llIA, podczas
ktérych zademonstrowano poprawe funkcjonowania os$rodkowego uktadu nerwowego po
hematopoetycznej transplatacji komodrek macierzystych eksprymujgcych gen SGSH
dostarczony przez zmodyfikowane wektory lentiwirusowe (Sergijenko et al. 2013).

Enzymatyczna terapia zastepcza

Ze wzgledu na to, iz osrodkowy uktad nerwowy jest gtdwnym miejscem zaatakowanym przez
chorobe Sanfilippo, uzycie ERT stanowi powazny problem. W celu terapii, enzym jest
dostarczany dozylnie, ale problemem jest niewydajne przechodzenie przez bariere miedzy
krwig a mdézgiem przez rekombinowane biatko. Dlatego tez zostato podjetych wiele préb w
celu wyeliminowania tego ograniczenia.



Jedna z potencjalnych metod dostarczania dozylnie podanego enzymu terapeutycznego do
mozgu jest jego fuzja z innym biatkiem, ktore jest w stanie przekroczy¢ bariere miedzy krwig,
a mozgiem. Pomyst ten zostat wykorzystany przez grupe badawczg Boado et al., (2014), ktorzy
skonstruowali fuzje N-sulfatazy heparanu z przeciwciatem monoklonalnym przeciw ludzkim
receptorom insuliny. Po dozylnym podaniu biatka fuzyjnego matpie Rhesus, mozliwe jest
wykrycie okoto 1% tego biatka w mézgu. Rekombinowane biatko zachowuje swojg aktywnos¢
enzymatyczng, co daje mu mozliwos$¢ redukcji magazynowania GAG w fibroblastach MPS IlI1A
(Boado et al., 2014). Analogiczny eksperyment zostat wykonany przy uzyciu alfa-N-acetylo-
glukozaminidazy i komérek MPS IIIB, a wyniki badann na matpach Rhesus oraz fibroblastach
byty bardzo podobne (Boado et al., 2016). Dlatego tez, strategia biatka fuzyjnego wydaje sie
by¢ potencjalnie skuteczna w réznych podtypach choroby Sanfilippo. Warto wspomnie¢, ze
biatko fuzyjne podawane dozylnie zostato juz poddane testom klinicznym z innym typem MPS,
zespotem Hurler (MPS ) i leczenie wykazato pozytywne skutki. Préby kliniczne sg wcigz w toku
(Giugliani et al., 2017).

Inng mozliwoscig dostarczania enzymu do moézgu jest ich bezposrednie podanie do
osrodkowego uktadu nerwowego. Rekombinowana sulfataza N heparanu byta dostarczana do
ptynu moézgowo-rdzeniowego przez zbiornik mézdzkowo-rdzeniowy w psim modelu MPS IlIA
(King et al., 2015). W ptynie mdzgowo rdzeniowym oraz korze mdzgowe]j zaobserwowano
spadek poziomdéw HS. Niemniej jednak, relatywnie duza dawka enzymu jest potrzebna to
normalizacji biomarkeréw powigzanych z MPS 1l (King et al, 2015). Inne badania
przedstawiajg rozne Sciezki podawania enzymu do ptynu moézgowo-rdzeniowego. Ludzka
rekombinowana sulfataza N heparanu zostata podana myszom MPS IIIA dokanatowo
ledzwiowo, cysterniowo oraz dozylnie (Beard et al., 2015). Infuzja ledZzwiowa nie przyniosta
oczekiwanego rezultatu (staba dostarczalno$¢ enzymu oraz brak znaczacej redukcji poziomow
GAG), jednakze, docysternowe podanie enzymu, mimo iz byto najbardziej inwazyjne, okazato
sie by¢ najbardziej skuteczne w redukowaniu pozioméw GAG oraz redukcji aktywnosci
mikrogleju (Beard et al., 2015). W kolejnym badaniu, ta sama grupa badawcza zmodyfikowata
procedure podawania enzymu, podczas ktérej kazdemu ze zwierzat wszczepiono kaniule
dokomorowg potaczong z podskérng pompg mini-osmotyczng przez ktérg podawana byta
sulfataza N heparanu (King et al., 2016b). Metoda ta umozliwita ciggte podawanie matej dawki
enzymu do osrodkowego uktadu nerwowego, jednakze efekty terapeutyczne polegaty na
czesciowej redukcji pierwotnego magazynowania HS i wtérnego magazynowania
gangliozydéw w mdzgu oraz matej redukcji mikro- (ale nie astro-) glejozy (King et al. 2016b). Z
drugiej strony, ta metoda podawania enzymu jest sukcesywnie ulepszana poprzez
wszczepianie podskérnych mini-pomp osmotycznych podtgczonych do kaniuli dokomorowych
skierowanych na prawg komore boczng (King et al. 2016a). W myszach MPS IIIA leczonych
sulfatazg N heparanu, poziom HS prawie wrdcit do normy a ilo$¢ gangliozydéw ulegta
znacznemu spadkowi (King et al., 2016a).

Pofaczenie dwdch metod opisanych powyzej, konstruowania biatka fuzyjnego oraz
bezposredniego podania enzymu do osrodkowego uktadu nerwowego zostato wykorzystane
w ostatnich badaniach (Aoyagi-Scharber et al., 2017). Ludzka alfa-N-acetylo-glukozoaminidaza
zostata potaczona z insulinopodobnym czynnikiem wzrostu 2 (ktéry zapewnia wydajniejsze
dostarczanie do lizosoméw) i zostata podana do komdér mézgowych myszy MPS 1lIB. W mdézgu
zanotowano rozleglta lokalizacje biatka fuzyjnego oraz normalizacje poziomdéw HS i
zmniejszenie magazynowania wtérnego (Aoyagi-Scharber et al., 2017).

Podsumowujac, zaréwno strategia fuzji biatka oraz bezposredniego podania enzymu do
osrodkowego uktadu nerwowego sg w stanie zredukowaé biomarkery w zwierzecych



modelach choroby Sanfilippo. Uzycie enzymu potaczonego z peptydem zapewnia efektywne
dostarczenie go do mdzgu i jest obiecujgcy opcja terapii. Jednakze, w przypadku dozylnego
podawania enzymu, jego dawki muszg by¢ odpowiednio duze. Problem ten moze zostac
wyeliminowany poprzez infuzje enzymu do osrodkowego uktadu nerwowego. Sposdéb ten jest
jednak inwazyjng procedurg, ktéra moze stwarza¢ problemy w wypadku leczenia
hiperaktywnych oraz niewspdtpracujgcych z lekarzami, ze wzgledu na objawy choroby, dzieci
cierpigcych na chorobe Sanfilippo.

Terapia genowa

Terapia genowa przez dtugi czas uwazana byta za duzg nadzieje dla pacjentdow cierpigcych na
choroby genetyczne. Jednakze, wiele lat badan wykazato, ze istnieje wiele réznorodnych i
istotnych problemoéw, ktére muszg by¢ rozwigzane przed rozpoczeciem wtasciwej terapii.
Badania z ostatnich lat wykazaty, ze jest to mozliwe, dzieki uzyciu zwierzecych modeli choroby
Sanfilippo.

Wybdr odpowiedniego wektora dla terapii genowe] wydaje sie by¢ najbardziej istotnym
czynnikiem decydujagcym o dalszym powodzeniu terapii. Heldermon et al, (2013)
zaproponowali podanie nie jednego, lecz dwéch réznych wektoréw wirusowych, niosgcych
zrekombinowany gen NAGLU w celu leczenia myszy MPS 1lIB. Jako wektory uzyte zostaty
adeno-wirus 2/5 (AAV2/5) i lentiwirus. W badaniach poréwnano taczong terapie z terapig
pojedynczym wektorem. Wyniki wykazaty, ze najbardziej skuteczna jest terapia tgczona.
Oprocz poprawy czynnikdw biochemicznych i histologicznych, leczone zwierzeta zyty
zdecydowanie dtuzej i wykazaty poprawe w testach behawioralnych, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Heldermon et al., 2013). Nawet posréd wektoréow AAV, rdine serotypy wirusa
mogg miec rézny wptyw podczas podania ich do organizmu. Dlatego tez, 4 wektory AAV
niosgce gen NAGLU, wywodzgce sie z AAV5, AAV8, AAV9 i AAVrh10, zostaty przetestowane na
mysim modelu MPS IIIB (Gilkes et al., 2016). Niemniej jednak, trzeba wzig¢ pod uwage, ze
skutki widoczne w zwierzecym modelu choroby Sanfilippo, mogg znacznie odbiega¢ od
skutkow, ktore wystapityby u prawdziwych pacjentow.

Jednym z wiekszych problemdéw zastosowania terapii genowej w przypadku chordb
neurodegeneracyjnych jest wydajne dostarczenie genu terapeutycznego do neuronéw w
mazgu. Pojawia sie wiec pytanie - czy wirusy dostarczane dozylnie mogg zainfekowa¢ neurony
w modzgu i czy bezposrednie podanie wektora do mdzgu jest bezpieczne? Zmodyfikowany
wektor AAV9 niosgcy gen NAGLU, zostat uzyty w celu leczenie matp makakéw (Murrey et al.,
2014). Wirusy byty podawane poprzez zastrzyk dozylny. Najwazniejsze wyniki tych
eksperymentdw wykazaty, ze procedura ta jest bezpieczna i ze enzym jest odpowiednio
dostarczany do osrodkowego uktadu nerwowego (Murrey et al., 2014). Bezposrednie podanie
wektorow AAV9 z NAGLU do ptynu rdzeniowo-mdzgowego u myszy MPS IlIB zostato
wykonane w badaniach prowadzonych przez Ribera et al, (2015). Poziom GAG zostat
znormalizowany, a objawy choroby ulegty znacznej redukcji w przypadku leczonych zwierzat,
potwierdzajgc bezpieczenstwo zastosowania tej procedury (Ribera et al, 2015).
Systematyczne dostarczanie innego wektora, rAAV9-CMV-hNAGLU skonstruowanego do
transdukcji genu NAGLU, réwniez zostato uznane za bezpieczng i efektywng metode w
przypadku leczenia myszy MPS 11IB (Meadows et al., 2015). Bardziej szczegétowe badania z
uzyciem wektora wskazujg, ze po dozylnym podaniu wirusdow myszom MPS IIIB nastepuje
prawie catkowita korekcja poziomu réznych metabolitéw (Fu et al., 2017). Wyniki te s3
szczegblnie obiecujgce w Swietle rozwoju terapii dla pacjentéw chorujgcych na chorobe



Sanfilippo. Z drugiej strony, podanie 4 rdéinych wektorow AAV niosgcych NAGLU do
podwzgdrza sugeruje, ze ten sposéb dostarczania genu terapeutycznego do mézgu myszy
MPSIIIB ma ograniczong wydajnos¢ (Gilkes et al. 2013), sugerujac ze podobna strategia nie
przyniostaby oczekiwanych rezultatéw w przypadku ludzi.

Whioskujgc z powyZszego opisu oraz rozwazan mozna stwierdzi¢, ze wiekszo$¢ ostatnich
badan na modelach zwierzecych w przypadku terapii genowej dla choroby Sanfilippo skupia
sie na podtypie MPS IlIB. Mimo tego, dwa inne podtypy rowniez zostaty przebadane. Myszy
MPS 1IA byty leczone przy uzyciu dwéch wektoréw lentiwirusowych niosgcych geny kodujgce
mysig N-sulfataze heparanu i czynnik modyfikujgcy sulfataze (Mclntyre et al, 2014). Po
bezposrednim podaniu do komér bocznych mdézgowych wykryto efektywng ekspresje enzymu
terapeutycznego w mozgu (aktywnos¢ pomiedzy 0.5- i 4 razy taka jakg zaobserwowano u
normalnych myszy) oraz poprawe zaréwno biochemiczng, jak i behawioralng (Mclintyre et al.,
2014). W innym badaniu testowano efekty podawania srédmigzszowego AAVrh10 wektora
eksprymujgcego gen SGSH w mysim modelu MPS IlIA (Winner et al., 2016). Mimo
pozytywnych zmian w réznych markerach biochemicznych znalezionych w mdzgu leczonych
zwierzat, ktore zostaty zaobserwowane w regionach zlokalizowanych blisko miejsca podania
enzymu, nie zaobserwowano podobnych zmian w miejscach oddalonych od regionu naktucia,
lub tych, ktére z takim miejscem nie byty powigzane (Winner et al., 2016). Dlatego tez, w celu
osiggniecia satysfakcjonujgcej wydajnosci mozliwe, iz istniata by potrzeba wielu zastrzykdow.
Problem ten stawia pod znakiem zapytania bezpieczenstwo tej metody. Najnowsze badania
opisujg pierwszg probe testowania terapii genowej w nowym modelu zwierzecym MPS IIID
(Roca et al., 2017). Po podaniu wektora AAV9 niosgcego gen GNS do ptynu modzgowo-
rdzeniowego myszy MPS IIID, udato sie uzyskaé szczegdlnie obiecujgce wyniki — normalizacje
magazynowania GAG, redukcje zapalenia nerwowego oraz poprawe zachowania. Co wiecej,
dtugos¢ zycia leczonych zwierzat zostata znacznie wydtuzona w pordwnaniu do nieleczonych
myszy (Roca et al., 2017).

Podsumowujac ostanie badania nad terapig genowa dla choroby Sanfilippo przy uzyciu modeli
zwierzecych, mozna ocenié, ze dokonano ogromnego postepu w badaniach nad efektywnym
dostarczaniem wektoréw wirusowych i uzyskaniem poprawy parametrow biochemicznych w
mozgach leczonych myszy oraz poprawg ich zachowania. Pozostaje problem wybrania
optymalnej metody dostarczenia wektoréw wirusowych, biorgc pod uwage wydajnos¢ i
bezpieczenstwo takiej procedury. W celu rozwigzania problemu, parametry powinny by¢
odpowiednio dobrane, biorgc pod uwage symptomy choroby Sanfilippo, takie jak
hiperaktywnos¢, bardzo ograniczony lub brak kontaktu werbalnego i zwiekszone ryzyko
podczas procedur znieczulajgcych.

Testy kliniczne

Mimo iz testy kliniczne dla réznych typow MPS sg wykonywane od prawie 20 lat (opisane
zostaty w przegladzie Giugliani et al., 2016) az do niedawna zadne z testéw nie byly
prowadzone dla choroby Sanfilippo. Gtéwnym powodem jest trudnos¢ w rozwoju terapii
efektywnej w redukcji podstawowej przyczyny choroby, magazynowania GAG w mézgu. Na
szczescie, opierajgc sie na obszernych badaniach wykonywanych przy uzyciu modeli
komérkowych i zwierzecych, testy kliniczne zostaty zgtoszone lub rozpoczety sie na przestrzeni
ostatnich lat. Obejmujg one przeszczep komodrek macierzystych, enzymatyczng terapie
zastepczy, terapie redukcji substratu oraz terapie genowa.

Terapie oparte na transplantacji komoérek



Mimo, iz poprzednie badania wykazaty, ze przeszczep komdrkowy nie jest skuteczng metoda
leczenia choroby Sanfilippo (opisane zostaty w przegladzie Giugliani et al., 2016 oraz
Jakobkiewicz-Banecka et al, 2016), zostaty podjete préby oceny wydajnosci terapii
komérkowych dla tej choroby. Duze badanie, w ktérym uczestniczyto 62 pacjentéw MPS,
zostato wykonane przy uzyciu przeszczepu komaorek hematopoetycznych (Aldenhoven et al.,
2015). Wyniki sugerujg bezpieczne i wydajne usuniecie objaw MPS. Jednakze, sposréd 62
pacjentéw biorgcych udziat w tym badaniu, jedynie 2 cierpiato na chorobe Sanfilippo. Dlatego
tez, biorgc pod uwage wyniki przeszczepu komdrek hematopoetycznych w przypadku MPS I,
wyniki przedstawione przez Aldenhoven et al., (2015) pozostajg niespdjne.

W innym doswiadczeniu, wykonano przeszczep komérek macierzystych z pepowiny u dwdch
pacjentéw chorujgcych na chorobe Sanfilippo (jeden z podtypem MPS IIIA i drugi z MPS 111B).
Procedure wykonano przed pojawieniem sie symptoméw choroby (Welling et al., 2015).
Pacjenci byli poddani obserwacji prze okres 5 lat. Niemniej jednak, pogarszanie sie objawow
neurologicznych, regres proceséw poznawczych i zaburzenia zachowania rozwinety sie u tych
pacjentéw, pomimo udanego przeszczepu (Welling et al., 2015). Dlatego tez moina
wywnioskowac, ze podobnie jak w przypadku przeszczepu szpiku kostnego, terapie oparte na
transplantacji komérek nie bedg skuteczne w przypadku choroby Sanfilippo.

Enzymatyczna terapia zastepcza

Wyniki badan na modelach zwierzecych oraz komérkowych (podsumowane w poprzednich
rozdziatach) zachecity naukowcéw do rozpoczecia testow klinicznych z uzyciem ERT dla MPS
IIA. W tym badaniu otwartym, rekombinowana ludzka sulfataza N heparanu byfa podawana
podskérnie 12 pacjentom co miesigc przez po6t roku (Jones et al., 2016). Metoda ta zdawata
sie by¢ bezpieczna, jednak u wszystkich pacjentéw odnotowano mniej lub bardziej dotkliwe
efekty niepozgdane. Wazne jest, aby miec¢ na uwadze, ze zadne z nich nie byly bezposrednio
powigzane z rekombinowanym enzymem. Pomimo ewidentnej redukcji poziomu HS w ptynie
mozgowo-rdzeniowym, 4 z 12 pacjentéw wykazato spadek w parametrach rozwoju, 6
pozostato w stanie stabilnym, a wyniki u pozostatych 2 oséb byty dwuznaczne (Jones et al,,
2016). Dlatego tez, mimo pozornego bezpieczenstwa, ta metoda leczenia zdecydowanie
wymaga dalszych badan w celu ustalenia jej efektywnosci. Gtéwny problem stanowi ocena
rezultatow w relatywnie matej grupie pacjentéw (jest to problem niemozliwy do pokonania u
pacjentéw z rzadkimi chorobami, np. chorobg Sanfilippo), ktéra reprezentuje bardzo réine
etapy oraz nasilenie symptoméw. Najnowsze zalecenia w projektowaniu testéw klinicznych
powinny niewatpliwie zostaé wziete pod uwage w planowaniu dalszych badan w tym kierunku.

Terapia redukcji substratu

Jeden z rodzajéw terapii redukcji substratu zostat zaproponowany i przetestowany na mysim
oraz komdrkowym modelu choroby. Terapia ta opiera sie na uzyciu genisteiny, naturalnego
izoflawonu i powoduje obnizenie poziomu ekspresji gendw kodujacych enzymy powigzane z
syntezg GAG. Wyniki badan przedklinicznych tej terapii, nazwanej ukierunkowang na
ekspresje gendw terapig izoflawonowg, zostaty podsumowane we wczesniejszej publikacji
(Wegrzyn 2012). Zachecajgce wyniki tych badan doprowadzity do dalszych testéw nad
bezpieczenstwem podawania duzych dawek (150 mg/kg/na dzien) genisteiny (tylko taka
dawka byta wystarczajgco efektywna w eksperymentach na mysim modelu MPS I1IB) u dzieci.
Préoby trwaty 12 miesiecy i wykazaty bardzo wysokie bezpieczernstwo podawania wysokich
dawek genisteiny doustnie (Kim et al., 2013). Dlatego tez aktualnie wykonywana jest prdba
kliniczna 3 fazy, podwdjnie zaslepiona, randomizowana, z kontrolg placebo, dotyczaca



zastosowania wysokich dawek doustnych aglikonu genisteiny u pacjentéw z chorobg
Sanfilippo (Jakobkiewicz-Banecka et al., 2016). Genisteina jest podawana doustnie przez 12
miesiecy w dawkach po 150 mg/kg na dziei. Poddanych badaniom jest 24 pacjentéw z MPS
typu Il (podtypy A, B i C). Rezultatem badan bedzie ocena spadku poziomu HS w ptynie
rdzeniowo-mdzgowym po uptywie 52 tygodni leczenia oraz testy biochemiczne (stezenie GAG
W moczu, poziom HS w osoczu, badania neuro-fizjologiczne oraz aktygrafia). Zgodnie z
protokotem, badanie to powinny zakonczy¢ sie w 2017 roku, dlatego tez istnieje szansa, ze
wyniki bedg dostepne w przeciggu kilku najblizszych miesiecy.

Majgc na uwadze bezpieczenstwo stosowania genisteiny, trzeba pamietaé, ze przy duzych
dawkach (500 i 1000 mg/kg) izoflawonu podawanych zdrowym myszom zaobserwowano
niepozadane skutki. Poziomy poszczegdlnych enzymdw takich jak: aminotransferazy
alaninowej, aminotransferazy asparaginianowej i aminotransferazy alkalicznej, byty istotnie
podniesione. Co wiecej, odnotowano degeneracje watroby i wzrost poziomu stresu
oksydacyjnego (Singh et al., 2014). Podobne efekty nie zostaty jednak zaobserwowane przy
podawaniu mniejszych dawek (160 mg/ kg dziennie lub mniej) myszom dzikiego typu oraz
myszom MPS I1I1B (Malinowska et al., 2009, 2010). Z drugiej strony, podczas badan na myszach
MPS |, u czesci myszy leczonych genisteing w dawce 160 mg/kg dziennie, zaobserwowano
zmniejszong dtugosé ciata, zmniejszong dtugos¢ kosci udowej, przepukline mosznowa oraz
wodniak mosznowy (Kingma et al., 2015). Dlatego tez, izoflawon powinien by¢ uzywany z
ostroznoscia, zwtaszcza w przypadku duzych dawek.

Terapia genowa

Terapia genowa wydaje sie by¢ wielkg nadziejg dla pacjentéw z MPS, zwfaszcza tych,
cierpigcych na neurodegeneracyjne formy choroby. Badania nad terapiami sg prowadzone dla
réznych typéw MPS (podsumowane przez Lau i Hemsley 2017). Jednakze, w tym przegladzie
skupimy sie wytgcznie na testach klinicznych przeprowadzanych na pacjentach z chorobg
Sanfilippo.

Pierwsza prdoba kliniczna z terapig genowa dla choroby Sanfilippo zostata przeprowadzona
przez Tardieu et al., (2014). Wektor oparty na AAVrh, niosgcy geny kodujgce sulfataze N
heparanu oraz czynnik modyfikujgcy sulfataze 1, zostat wstrzykniety do mézgu. Czterech
pacjentéw z MPS IIIA wzieto udziat w otwartym badaniu fazy 1/2. Mimo bardzo inwazyjnej
procedury podania wektora, leczenie zostato dobrze przyjete przez organizmy pacjentéw i nie
wystagpity zadne skutki uboczne zwigzane z rekombinowanym enzymem. Wstepna ewaluacja
wydajnosci leczenia byta nieprzekonywujgca, poniewaz wyniki réznity sie znacznie miedzy
pacjentami. Na przyktad, zanik mdzgu zostat ustabilizowany w przypadku dwéch pacjentéw,
ale dalej pogarszat sie u innych oraz u potowy pacjentéw wystgpita poprawa zachowania taka
jak uwaga lub sen (Tardieu et al., 2014). Dlatego tez, nie mozna byto jednoznacznie stwierdzi¢
wydajnosci tej terapii przed podjeciem bardziej szczegétowych badan klinicznych.

Wyniki podobnego testu klinicznego fazy 1/2 z wektorem opartym na AAVrh, niosgcym gen
NAGLU zostaty ostatnio opublikowane (Tardieu et al., 2017). W tej otwartej prébie klinicznej
wzieto udziat 7 pacjentéw cierpigcych na MPS |lIB. Pacjenci otrzymali 16 iniekcji
intraparenchymalnych wspomnianego powyzej wektora. Poziom bezpieczenstwa zostat
zaakceptowany i rozwdj neuro-poznawczy zostat polepszony w poréwnaniu do danych
pozyskanych z opisu naturalnego przebiegu choroby. Wazny jest fakt, ze najlepsze rezultaty
zaobserwowano u najmtodszych pacjentow (Tardieu et al.,, 2017), co sugeruje, ze podobna
terapia powinna by¢ rozpoczeta relatywnie wczesnie dla uzyskania najlepszych rezultatéw.
Dalsze badania kliniczne sg konieczne w celu oceny wydajnosci tej terapii.
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Whioski korncowe

Przez ostatnie lata opublikowano wiele istotnych badan w dziedzinie rozwoju terapii dla
choroby Sanfilippo. Informacja ta jest istotna w Swietle aktualnego braku zarejestrowanych
procedur terapeutycznych dla tej choroby. Zanotowano ogromny postep w zrozumieniu
mechanizméw choroby i rozwoju metod leczenia. Eksperymenty na komodrkowych i
zwierzecych modelach oraz wyniki pierwszych testow klinicznych (zaréwno z bezposrednim
podaniem enzymu do osrodkowego uktadu nerwowego, jak i konstruowaniem biatka
fuzyjnego sktadajgcego sie z pozgdanego enzymu i polipeptydu odpowiedzialnego za wydajne
przechodzenie bariery pomiedzy krwig a mozgiem), terapia redukcji substratu (z uzyciem
genisteiny jako czynnika powodujgcego zmniejszony poziom ekspresji genéw kodujgcych
enzymy biorgce udziat w syntezie GAG, tym samym zwalniajgce ten proces) oraz terapia
genowa (z wektorami podawanymi dozylnie lub bezposrednio do osrodkowego uktadu
nerwowego) sg nhajbardziej zaawansowanymi procedurami terapeutycznymi, ktére sg
aktualnie testowane w badaniach klinicznych. Mozna zadac sobie pytanie: jak daleko jestesmy
od odkrycia prawdziwych terapii dla choroby Sanfilippo? Z jednej strony rozpoczecie testow
klinicznych moze sugerowaé, ze rejestracja procedur leczenia dostepnych dla pacjentéw z MPS
Il powinna byé mozliwa w przeciggu kilku lat. Z drugiej strony, mimo imponujgcych wynikéw
badan nad réznymi terapiami na modelach zwierzecych, do dzisiaj nie zostat opublikowany
spektakularny lek w przypadku pacjentéw cierpigcych na chorobe Sanfilippo. Mozliwe, ze
optymalizacja obecnie testowanych procedur terapeutycznych lub potgczenie dwdch z nich
dostarczy wystarczajgco efektywnego lekarstwa by zniwelowaé¢ wiekszos¢, o ile nie wszystkie
problemy kliniczne wystepujgce w MPS IIl. Warto pamietaé, ze istnieje dysproporcja w liczbie
badan prowadzonych na réznych podtypach choroby Sanfilippo. Enzymatyczna terapia
zastepcza i terapia genowa bedg dostepne zdecydowanie szybciej dla MPS IIIA oraz MPS 11IB
niz dla innych podtypdéw. Z drugiej strony, terapia redukcji substratu powinna by¢ tak samo
skuteczna dla wszystkich podtypéw MPS III.

Podsumowujgc, obecny stan opublikowanych wynikéow badan nad terapiami dla choroby
Sanfilippo jest przedstawiony w Tabeli 1. Warto podkreslic, ze niektdre testy kliniczne dla
MPS Ill aktualnie trwajq i w ciggu najblizszych miesiecy i lat powinny sie ukazac¢ kolejne
sukcesywne publikacje opisujqgce ich wyniki.
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