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STRESZCZENIE

Wykazano, ze nadmierna ekspresja konwertazy proproteinowej jest silnie skorelowana ze zmniejszong
gestoscig receptorow lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) na powierzchni komoérek, a tym samym przy-
czynia sie do wzrostu ryzyka wystgpienia incydentéw wiencowych. Inhibicja biatka jest wiec obiecujgca
strategig terapeutyczng miedzy w terapii innymi hipercholesterolemii rodzinnej. Oprécz zwigzkéw drob-
noczgsteczkowych duze powinowactwo do biatka wykazuja liczne przeciwciata monoklonalne. Wstepne
wyniki badan sugeruja, ze SAR236553/REGN726, J16 i mAb1 nie tylko istotnie zmniejszajg stezenie cho-
lesterolu frakcji LDL, ale mozna je rowniez wykorzysta¢ w leczeniu skojarzonym ze statynami. Co wiecej,
zastosowanie niektorych z nich (AMG145) pozwala na znaczne obnizenie ryzyka wystgpienia miopatii
u chorych przyjmujgcych wczesniej inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A.
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ABSTRACT

It has been shown that subtilisin-like proprotein convertase expression seems to be strongly correlated
with low-density lipoprotein (LDL)-receptors decreased on the cells surface. Consequently, it contri-
butes to increase of coronary incidents risks. Currently, the protein inhibition is therefore one of the most
promising therapeutic strategy which can be used in the treatment of familiar hypercholesterolemia. Apart
from small-molecule lead compounds, the high-affinity protein binding ligands are some of monoclonal
antibodies. The preliminary studies suggest that SAR236553/REGN726, J16 and mAb1 reduce significantly
LDL cholesterol and can be used in the combination with statins. Moreover, in case of patients taking
hydroxy-methylglutaryl coenzyme A inhibitors, the administration of AMG145 is not related with a high
risk of some adverse drug reactions (especially myopathy).
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WPROWADZENIE

Uwarunkowane genetycznie, istotne zwiekszenie
osoczowego stezenia cholesterolu frakcji LDL (low-den-
sity lipoprotein) jest nieprawidlowoscia charakterystyczna
dla wielu typéw zaburzen metabolicznych. Okreslenie
to obejmuje nie tylko schorzenia dziedziczone w spo-
sob jednogenowy, ale takze choroby uwarunkowane ak-
tywnoscia wiekszej liczby czynnikéw. Homozygotyczna
hipercholesterolemia rodzinna (FH, familiar hyperchole-
sterolemia)wystepuje niezwykle rzadko — w populacji
krajéw rozwinietych moze wystapi¢ u jednej osoby na
milion. Znacznie powszechniejsza jest natomiast zacho-
rowalno$¢ na heterozygotyczna posta¢ FH. U wiekszosci
pacjentéw dochodzi wéwczas do 2-3-krotnego zwigksze-
nia stezenia cholesterolu catkowitego oraz cholesterolu
frakcji LDL. Co wazne, stezenia cholesterolu frakcji HDL
(high-density lipoprotein), cholesterolu frakcji VLDL (very
low-density lipoprotein) i trigliceryddw z reguty pozostaja
na niezmiennym poziomie [1, 2].

Konsekwencja zaburzen to przede wszystkim szybkie
odkltadanie sie cholesterolu w $ciankach naczyn krwionos-
nych, co znaczaco zwieksza ryzyko przedwczesnego roz-
woju choroby niedokrwiennej serca (IHD, ischaemic heart
disease). Dane epidemiologiczne wyraZnie sugeruja, ze jej
nasilone objawy wystepuja znacznie wcze$niej u chorych
zFH. Oczywidcie ich czestos$¢ oraz natezenie zaleza takze
od stylu zycia i dodatkowych czynnikéw ryzyka.

Wsréd czynnikow diagnostycznych, wskazujacych
na rozwo6j heterozygotycznej FH, na pierwszy plan wy-
suwa sie przede wszystkim pojawienie sie specyficznych
z6ttakow w skorze iSciegnach. Ocenia sie, Ze te charakte-
rystyczne objawy, dotyczace gtownie oséb w 3. dekadzie
zycia, zreguly obejmuja $ciegno Achillesa, konczyne gor-
na oraz okolice grzbietu [2].

GENETYCZNE PODLOZE ROZWOJU SCHORZENIA
Gléwnym podlozem rozwoju dziedziczonej w sposéb
autosomalny dominujacy rodzinnej hipercholesterolemii
(AD FH, autosomal dominant familiar hypercholesterolemia)
jest mutacja genu receptora dla LDL (LDLR, low-density
lipoprotein receptor), a takze strukturalne nieprawidtowo-
$ciw obrebie apolipoproteiny B-100 (FDB, familial defecti-
ve Apo B-100) uwarunkowane mutacja genu kodujacego
ten polipeptyd. Czestos¢ wystepowania heterozygot FH
i FDB w populacji Europejczykow wynosi, odpowied-
nio, od 1/500 do 1/1000 zywych urodzen [2, 3]. Trzecim
czynnikiem zwigzanym z rozwojem FH jest mutacja zi-
dentyfikowanego w 2003 roku przez Abifadel i wsp. genu

kodujacego PCSK9 (proprotein convertase subtilisin kexin 9).
Ocenia sig, ze wystepuje on rzadziej niz u jednego chore-
gona 2500. Mimo to negatywny wplyw tej glikoproteiny
narozw6j FH nadal stanowi przedmiot intensywnej dys-
kusji. Wykazano bowiem miedzy innymi, ze u pacjentéw
ze stwierdzonym wspolistnieniem heterozygotycznych
mutacji zaréwno w obrebie LDLR, jak i PCSK9 odnoto-
wano 2-krotne zwiekszenie stezenia osoczowej frakeji
LDL w poréwnaniu z grupa kontrolng, u ktdrej defekty
te wystapity pojedynczo [3, 4].

Zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 19
gen dla LDLR okreéla sie réwniez mianem tak zwanego
housekeeping gene, co oznacza, ze w tkankach ulega on
nieprzerwanej ekspresji, a z jego transkryptéw powstaje
wlasciwa proteina. Proces ten jest koordynowany przez
sprzezenie zwrotne ujemne kontrolowane aktywnoscia
niektérych zwigzkéw o budowie steroidowej. Co ciekawe,
duza cze$¢ fragmentu genu dla LDLR wykazuje daleko
idaca homologie do eksonéw innych genéw, miedzy in-
nymi prekursora dla nablonkowego czynnika wzrostu
(EGE endothelial growth factor), bialek ukladu dopetnicza
czy czynnikéw warunkujacych przebieg hemostazy [5].

Sam LDLR jest transblonowa proteina ztozona z 839
aminokwaséw potaczonych wigzaniem glikozydowym
z oligocukrami. Proces glikozylacji niedojrzalego biatka
zachodzi najpierw w obrebie retikulum endoplazma-
tycznego, a nastepnie w aparatach Golgiego. Jak dotad,
zidentyfikowano dwa ligandy dla receptora: apolipopro-
teine B-100 oraz apolipoproteine E, stanowiace integralna
cze$¢ VLDL. Przyjmuje sie, ze niemal 75% cholesterolu
catkowitego krazacego we krwi jest transportowane przez
LDL, a okoto 70% tych czasteczek wychwytuja receptory
zlokalizowane na powierzchni komoérek. Nie bez powodu
wiec ocenia sie, ze liczba LDLR jest silnie skorelowana
z zapotrzebowaniem tkanek na cholesterol [4, 6].

Apolipoproteina B-100 jest najdtuzszym, poznanym
dotychczas faficuchem polipeptydowym. Skiada sie
z 4536 aminokwas6w, a jej masa czasteczkowa wynosi
okolo 550 kDa. Odpowiadajacy za proces kodowania biat-
ka gen APOB jest polozony na krétkim ramieniu chromo-
somu 2. Na jego matrycy powstaja dwie réwnorzedne
formy apolipoproteiny B: produkowana w jelicie i zlo-
kalizowana w chylomikronach apoliproteina B-48 oraz
apoliproteina B-100 wchodzaca w sktad zaréwno VLDL,
jakiaterogennej czasteczki LDL. Potwierdzono jednak, ze
LDLR Iaczy sie wylacznie z ta ostatnia z uwagina fakt, ze
apoliproteina B-48 nie zawiera domeny odpowiadajacej
zainterakcje zLDLR [2, 7].
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Nalezy zaznaczy¢, ze obecnie wiele uwagi poswieca
sie czynnikom cze$ciowo lub catkowicie hamujacym tego
typu oddzialywania. Do tej pory udato sie zidentyfikowa¢
szeroka game mutacji w obrebie genu dla LDLR i tylko sie-
dem niekorzystnych zmian w obrebie genu APOB. Przyj-
muje si¢ jednak, Ze te ostatnie takze moga sie przyczynic
do rozwoju FH. Obraz kliniczny schorzenia z reguly jest
woweczas nieco fagodniejszy [2, 4].

GLIKOPROTEINA PCSK9

Zaliczana do szerokiej klasy osoczowych proteaz se-
rynowych glikoproteina PCSK9, w piSmiennictwie okre$-
lana réwniez jako konwertaza proproteinowa, poprzez
wigzanie sie z watrobowymi receptorami LDL wyraznie
determinuje stezenie krazacego cholesterolu frakcji LDL
[2]. Juz teraz przyjmuje sie, ze moze to by¢ nowy, obie-
cujacy punkt uchwytu dziatania zwigzkéw skutecznych
wobec niektérych postaci zaburzen lipidowych. Oprécz
hepatocytéw, najintensywniejsza ekspresje biatka od-
notowano w komoérkach jelita cienkiego, a ponadto jego
znacznie mniejsze ilosci takze w grasicy, plucach, nerkach
iSledzionie [8].

Struktura biatka jest oparta na 30-aminokwasowej
sekwencji sygnalowej, po ktérej nastepuje domena ka-
talityczna oraz bogata w cysteine i histydyne tak zwana
domena C-konica. Sama glikoproteina jest zsyntezowa-
naw postaci nieaktywnego, rozpuszczalnego zymogenu
o masie okoto 72kDa. Dopiero zlozone procesy wewnatrz-
czasteczkowej autokatalizy zachodzace w retikulum en-
doplazmatycznym przyczynily sie¢ miedzy innymi do
oddzielenia, a nastepnie ponownego zwiazania sie prodo-
meny zdomenga katalityczna. Bezposrednig konsekwen-
¢ja tych molekularnych przeksztalcen jest nie tylko zwiek-
szenie masy (do 63 kDa) i uzyskanie pelnej aktywnosci
biologicznej przez biatko, ale takze jego szybki transport
i sekrecja do przestrzeni miedzykomdrkowej. Obecnie
wiele uwagi po$wieca sie takze modyfikacjom potransla-
cyjnym glikoproteiny. Przyjmuje sie, ze — analogicznie
jakw przypadku czesci poznanych polipeptyd 6w zalicza-
nych dorodziny proteaz serynowych —istotna role moze
odgrywac katalityczne dolaczanie reszt sulfonowych do
tyrozyny zachodzace przy aktywnym wsparciu struktur
Golgiego [9].

Zwiazanie si¢ konwertazy proproteinowej z LDLR
przynosi analogiczne rezultaty, jak w przypadku przyla-
czenia czasteczki LDL. Oddzialywanie z sekwencja EGF-
-A receptora poczatkowo przyczynia sie do jego szybkiej
internalizacji. Nastepnie dochodzi do redystrybucjii de-

gradacji biatka w lizosomach. Warto nadmieni¢, ze po-
winowactwo proteazy do fragmentu EGF uzaleznione
jest miedzy innymi od pH $rodowiska — wykazano, ze
w tym przypadku nawet niewielkie zakwaszenie ustroju
istotnie zwieksza oddzialywanie miedzy proteinami [10].
Glikoproteina PCSK9 wykorzystuje takze alternatywny
mechanizm aktywnosci biologicznej. Laczac sie zrecepto-
rem, ktory wezesniej uleglinternalizacjiiinterakejiz LDL,
bezposrednio przyczynia sie¢ do zmniejszenie gestosci
LDLR na powierzchni komorek. Pociaga to za soba jedna,
niezwykle kluczowga z punktu widzenia farmakoterapii
zalezno$¢ — nadmierna ekspresja PCSK9 jest écisle skore-
lowana ze wzrostem stezenia LDL w osoczu, a tym samym
takze ze zwiekszong czesto$cig wystepowania powaznych
incydentéw wienicowych. Ocenia sie, Ze schemat moze
zostaé wykorzystany w projektowaniu zwiazkéw moga-
cych skutecznie zahamowac wielokierunkowa aktywnosc¢
niektorych postaci konwertazy proproteinowej [11].

Do tej pory potwierdzono istnienie kilku typéw he-
terozygotycznych mutacji w obrebie genu kodujacego
PCSK9. Znaczna liczba tych negatywnych zmian (m.in.
S127R, F216L, D374Y), obok defektow w obrebie LDLR
iAPOB, jest uznawana za kluczowy czynnik warunkuja-
cy wystapienie objaw6éw FH. Cze$¢ mutacji nie wpltywa
jednakistotnie naintensywnos$¢ degradacji LDLR, co tym
samym idzie, nie pocigga za soba ryzyka wystapienia
powazniejszych zaburzen [12]. Nalezy réwniez podkre-
§li¢, ze poszczegblne mutanty moga znacznie sie réznié
stopniem powinowactwa do sekwencji EGF-A, a takze
wrazliwoscig wobec PC5/6A i furyny —enzymoéw z klasy
konwertaz odpowiadajacych za degradacje biatka. Nie-
ktére zmutowane formy bialka tacza sie réwniez w zlo-
zone struktury homodimeryczne, co przyczynia sie do
nasilonego rozkladu zinternalizowanych LDLR [4, 12].

PRZECIWCIALA MONOKLONALNE PRZECIWKO PCSK9
Wyrazna korelacja miedzy aktywnoscia konwertazy
proproteinowej a stezeniem cholesterolu frakcji LDL
w ustroju sktonila do poszukiwania potencjalnych le-
kéw, ktore w przyszlosci moga zostaé z powodzeniem
wykorzystane w leczeniu zaburzen lipidowych. Obok
drobnoczgsteczkowych antagonistéw PCSK9 (m.in. SX-
-PCSK9) oraz metod opartych na epigenetycznych proce-
sach regulacji genow (tzw. genessilencing) na dos¢ zaawan-
sowanym etapie badan znajduja si¢ obecnie niektére
przeciwciala monoklonalne (np. SAR236553/REGN727,
AMG145, RN316, LGT209, 1B20, mAb1). Jak si¢ okazato,
w niektorych przypadkach podawanie homogenicznych
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populacji przeciwcial — zaré6wno w monoterapii, jak
i w leczeniu skojarzonym — istotnie wplywa na aktyw-
nos¢ zmutowanych form PCSK9, a tym samym zmniejsza
stezenie cholesterolu frakcji LDL [9, 11, 13, 14].

Przeciwciato SAR236553/REGN727

Szczegdlnie perspektywiczne moze sie okazac zastoso-
wanie przeciwciata SAR236553/REGN727. Potwierdza to
kliniczna ocena McKenneyaiwsp. [15], ktérzy w ostatnim
czasie przeprowadzili szczeg6towa obserwacje 182 cho-
rych z heterozygotyczng FH, regularnie przyjmujacych
atorwastatyne w dostepnych dawkach terapeutycznych
(10 mg, 20 mgi40 mg). W trzech analizowanych grupach
badawczych stezenie cholesterolu frakcji LDL wynosito
100 mg/dl lub wiecej. Pacjenci co 2 tygodnie stosowali
podskdrne iniekcje zawierajace REGN727 w dawce 50 mg,
100 mg lub 150 mg. W dwéch pozostatych grupach cho-
rych wdrozono odmienny schemat podawania przeciw-
ciata: REGN727 stosowano w zwiekszonych dawkach
(200 mg i 400 mg) raz na 4 tygodnie. Obserwacje dowio-
dly, ze wlaczenie do terapii atorwastatyna badanego prze-
ciwciala monoklonalnego przyczynilo sie do istotnego
zmniejszenia wartosci cholesterolu frakcji LDL w osoczu.
Kliniczne efekty badania korelowaty z dawka leku, oscy-
lujgc od 39-procentowej redukgji stezenia cholesterolu
frakcji LDL przy dawce 50 mg do 72-procentowej redukji
przy dawce 150 mg (tab. 1). W 12. tygodniu oceny wszyscy
pacjenci osiagneli prawidlowe stezenie cholesterolu frak-
¢jiLDL (< 70 mg/ml). Co wiecej, potwierdzono, ze czestsze
iniekcje REGN727, co 2 tygodnie, okazaly sie skuteczniej-
sze niz dawkowanie przeciwciata co 4 tygodnie [15].

Doniesienia te zdaja sie potwierdzaé takze wyniki
wczesniejszych badan Steina i wsp. [16] przeprowadzo-
nych w grupie zdrowych 0séb oraz chorych leczonych

statynami w skojarzeniu z ezetimibem. W tym przypadku
odnotowano zalezne od dawki, wyrazne zmniejszenie
stezenia cholesterolu LDL o, odpowiednio, 39,2%, 53,7 %
161,0% w poréwnaniu z placebo [16]. Zaréwno obserwa-
cje McKenneyaiwsp.[15],jakiSteinaiwsp. [16] zwracaja
ponadto uwage na dobrg tolerancje przeciwcialaistosun-
kowo wysoki wskaznik bezpieczefistwa zwigzany z po-
dawaniem przeciwciata. Powazne dzialania niepozadane
skutkujace przerwaniem terapii wystapity u 3 badanych
pacjentow. Ujednego z nich, po uprzedniej biopsji, rozpo-
znano leukocytoklastyczne zapalenie naczyn. Zdarzenie
to wydaje sie wigzac ze stosowaniem REGN727 [15, 16].

Przeciwcialo AMG145

Homogeniczne populacje przeciwcial badane s takze
pod katem chorych, u ktérych stwierdzono dolegliwosci
ze strony ukladu mie$niowego zwiazane z niewlasciwa
tolerancja inhibitor6w HMG-CoA. Objawy miopatii wy-
stepuja u 10-15% pacjentéw regularnie stosujacych sta-
tyny. Klinicznie manifestuja si¢ przede wszystkim jako
béliznaczne oslabienie sity oraz wytrzymatosci stawow
i miedni szkieletowych. Mimo to s3 uwazane za jedno
zmniej powaznych dzialan niepozadanych, w odrdznie-
niu od stosunkowo rzadkiej, ale potencjalnie §miertelnej
izreguly przebiegajacej w sposéb piorunujacy rabdomio-
lizy [17]. Efektem poszukiwan zwigzkéw wykazujacych
potencjalng skutecznoé¢ u chorych nietolerujacych statyn
jest AMG145 — ludzkie przeciwcialo, ktérego gléwnym
punktem uchwytu dzialania, podobnie jak w przypadku
REGN?727, jest konwertaza proproteinowa.

Ocena Sullivana i wsp. [18], przeprowadzona
w 236-0sobowej grupie pacjentéw z objawami ze strony
ukladu miesniowego, wykazala, ze podawany co 4 tygod-
nie w postaci podskérnych iniekcji AMG145 istotnie

Tabela 1. Srednia zmiana stezenia cholesterolu frakcji LDL po zastosowaniu REGN727 (na podstawie [15])

Wyjsciowe stezenie cholesterolu

Dawkowanie frakcji LDL [mg/dI]

Placebo 130,2
50 mg REGN727 123.2
co 2 tygodnie
100 mg REQN727 127.0
co 2 tygodnie
150 mg REQN727 123.9
co 2 tygodnie
200 mg REQN727 128.2
co 4 tygodnie
300 mg REQN727 1316
co 4 tygodnie
LDL (low-density lipoprotein) — lipoproteiny o niskiej gestosci

Srednia zmiana stezenia cholesterolu
frakcji LDL (%)

5,1

-39,6
-64,2
-72,4
—43,2

-47,7
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Tabela 2. Srednia zmiana stezenia cholesterolu frakcji LDL po zastosowaniu AMG145 w monoterapii

i w terapii skojarzonej z ezetimibem (na podstawie [18])

Pawkowanie frakcji LDL [mg/dI]

Placebo 193,0
280 mg AMG145 193,0
350 mg AMG145 193,0
420 mg AMG145 193,0
Cesemio

LDL (low-density lipoprotein) — lipoproteiny o niskiej gestosci

zmniejsza stezenie osoczowej frakcji LDL. Rezultaty kli-
niczne badania zalezaly od dawki (280 mg, 350 mgi420 mg)
oraz skojarzenia przeciwciata z ezetimibem (tab. 2). W tym
drugim przypadku skuteczno$¢ terapeutyczna takiego
polaczenia wyraznie przewyzszala efekty monoterapii.
Ocena Sullivana obejmowala réwniez analize poréw-
nawcza profilu bezpieczenstwa, szczegdlnie w kontekscie
dziatania niektérych statyn. Z jednej strony okazalo sie,
ze zastosowanie AMG145, cho¢ nie pozwala na catkowite
wyeliminowanie ryzyka rozwoju miopatii, wiaze sie ze
znacznie nizszym prawdopodobienstwem wystapienia
silnych b6l6w mie$niowych. Z drugiej jednak strony u kil-
ku chorych odnotowano objawy ostrego zapalenia trzust-
ki i choroby wieficowej, co sklania do przeprowadzenia
kolejnych badan potwierdzajacych czestos¢ i natezenie
powaznych dzialan niepozadanych [18].

BADANIA PRZEDKLINICZNE

Na etapie oceny przedklinicznej jest wiele innych
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciw-
ko niektérym formom PCSK9. Z domeng katalityczna
glikoproteiny odpowiedzialng za wigzanie sie z LDLR
skutecznie wigze sie miedzy innymi mAbl. Wiadomo, Ze
przeciwcialo wiagze sie zkonwertaza proproteinowa, prze-
rywajac interakcje PCSK9 z LDLR, co prowadzi do wzro-
stu ekspresji watrobowych LDLR, a wiec nasila wychwyt
LDL z osocza. W badaniach na zwierzetach wykazano,
ze jednorazowe podanie mAb1 znaczgco obniza wartos¢
cholesterolu calkowitego w surowicy. Efekt tego dzialania
pojawiat sie stosunkowo szybko (do 8 h) i utrzymywat
nawet do 10 dni. Co wiecej, Chan i wsp. [13] zaobser-
wowali, ze faczne podanie przeciwciala monoklonalne-
go mAbl i lowastatyny znamiennie zwieksza ekspresje
LDLR w komérkach watroby w poréwnaniu z podaniem
samego przeciwciata lub inhibitora HMG-CoA. Autorzy
oceny sugeruja, ze w niedalekiej przyszloéci mAbl moze

Wyjsciowe stezenie cholesterolu

Srednia zmiana stezenia cholesterolu
frakcji LDL (%)
-15,0
41,0
-43,0
-51,0

-63,0

stanowi¢ nowy cel badawczy w leczeniu FH albo uzupet-
niac terapie statynami u pacjentéw Zle tolerujacych duze
dawki tych lekéw [13].

Zblizone rezultaty przyniosty badania nad J16 —
humanizowanym przeciwcialem Iaczacym sie z dome-
na PCSK9 bezposrednio odpowiedzialng z interakcje
z fragmentem EGF LDLR. Nii wsp. [19] w badaniach na
zwierzetach zaobserwowali, ze nawet pojedyncza iniek-
cja zwigzku zmniejsza stezenie cholesterolu frakeji LDL
o niemal 70%. Co wiecej, podobne efekty kliniczne uzy-
skano na modelach zwierzecych z objawami hiperchole-
sterolemii. Obecnie ocena jest na zaawansowanym etapie
skorelowania skutecznosci J16 z aktywnoscig wybranych
inhibitoréw HMG-CoA. Wstepne wyniki sa niezwykle
obiecujace — w swoich badaniach Nii wsp. [19] wykaza-
li, Ze jednoczesne podanie przeciwciala i simwastatyny
skutkuje zmniejszeniem stezenia cholesterolu frakcji LDL
065% [19].
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