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1 Einleitung 

1 Einleitung 

Für die Entwicklung von Therapien für seltene Mendelsche oder Stoffwechselkrankheiten 

stehen eine ganze Reihe verschiedener Konzepte zur Verfügung. Einige basieren auf der Nutzung von 

Nukleinsäuren, andere nutzen Proteine oder andere Stoffwechselprodukte oder steuern diese in der 

Zielzelle an. Auslöser der Krankheiten sind Genmutationen, die zu einem Mangel an Enzymen, 

Cofaktoren oder Transportern führen. Die lysosomalen Speicherkrankheiten (LSD von engl. lysosomal 

storage disorder) sind eine heterogene Gruppe von weit über 50 Krankheiten, denen Defekte in Genen 

der lysosomalen Biogenese und Funktion zugrunde liegen. Die Anhäufung oder Fehlallokation von 

unabgebautem Stoffwechselmaterial führt schließlich zur beobachteten Pathophysiologie. 

Therapiekonzepte für die LSDs fußen auf der Verringerung der Substratakkumulation oder auf Ersatz 

oder Verstärkung des fehlenden oder unzureichend funktionierenden Enzyms. Bei Krankheiten wie 

Morbus Fabry (M. Fabry), Morbus Gaucher (M. Gaucher) und Morbus Pompe (M. Pompe, Glycogen 

storage disease type II) ist dem geschädigten Enzym durch das Vorliegen einer Punkt- oder 

Komplexmutation in vielen Fällen eine Proteinfehlfaltung inhärent. Neben der Enzymersatztherapie 

(ERT von engl. enzyme replacement therapy), die für alle drei Krankheiten zur Verfügung steht, liegt 

ein aktueller Schwerpunkt auf der Entwicklung von niedermolekularen Therapien, zu denen die so 

genannten pharmakologischen Chaperone (PCs) zählen, deren therapeutische Wirkung in der 

Verstärkung der reduzierten Aktivität des endogenen Enzyms liegt. Die angestrebten Vorteile der PC 

Therapie (PCT) im Vergleich zur ERT sind die orale Verfügbarkeit und eine verbesserte 

Bioverfügbarkeit, beispielsweise ins zentrale Nervensystem bei Erkrankungen mit neurologischer 

Symptomatik. Zu den vielen Herausforderungen für die Umsetzung dieses Ansatzes in die klinische 

Anwendung zählt, dass PCs in der Regel den natürlichen Substraten der Zielenzyme strukturähnlich 

sind und daher, speziell in hohen Konzentrationen, zu einer kompetitiven Hemmung führen können. 

Zudem sind PCs abhängig von der Genetik und daher nicht für die Anwendung bei jedem Patienten 

geeignet. Es bedarf der Entwicklung spezifischer pharmakogenetischer Testsysteme und robuster, 

prädiktiver Readouts für eine erfolgreiche medizinische Translation wirksamer PC Kandidaten.        

 

1.1 Das lysosomale System 

1.1.1 Aufbau und Funktion des Lysosoms 

Das Lysosom ist ein vielschichtiger Reaktom-Komplex, dessen Funktionalität durch interne 

Interaktion der katabolischen Komponenten bestimmt wird und der durch Kommunikation mit 

externen regulatorischen Faktoren hochgradig mit der Zellumgebung vernetzt ist. In den 1950er und 

frühen 60er Jahren waren es Christian de Duve und seine Mitarbeiter, die erstmals saure Hydrolasen 
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enthaltende Kompartimente in der Zelle identifizierten und diese als Lysosomen bezeichneten 

(Uchiyama et al. 2008; Vikić-Topić und Carević 2009). Lysosomen kommen in allen pflanzlichen und 

tierischen Zellen außer ausgereiften Erythrozyten vor (Kurz et al. 2011). In den lysosomalen 

Kompartimenten werden Makromoleküle aus den Stoffklassen der Fette (Lipide), Zucker 

(Kohlenhydrate) und Eiweiße (Proteine) abgebaut, die der Zelle wieder als Bausteine zur Neusynthese 

zur Verfügung gestellt werden können (Lodish 2002; Jaishy und Abel 2016). Zu diesem Zweck wirken 

im Lysosom eine Vielzahl spezialisierter Enzyme aus der Klasse der Phosphatasen, Proteasen, 

DNAsen/RNAsen, Lipasen und Glykosidasen, welche, dem sauren intra-lysosomalen Milieu angepasst, 

eine erhöhte Stabilität und einen optimierten Aktivitätslevel bei tiefen pH Werten um 3-5 aufweisen 

(Abb. 1).  

 

Abb. 1. Das Lysosom ist ein Organellensystem von enormer Bedeutung und mit vielfältigen Funktionen. Daher 
ist das System einzigartig in seiner Anpassung an spezifische Aufgaben in Bezug auf Redoxpotential und pH-Wert, 
gekennzeichnet durch Kanäle zur Regulierung des Ionengleichgewichts, die Ausstattung mit Proteinen und 
Enzymen mit charakteristischen Aktivitätsoptima und eine begrenzende Doppelmembran und innere Matrix, die 
die Bedürfnisse der Kommunikation und des Schutzes erfüllen und den Reaktionsraum von der äußeren 
zytosolischen Umgebung abgrenzen. Das lysosomale Lumen enthält eine Reihe von löslichen hydrolytischen 
Enzymen, die Proteine (Proteasen), Glykoproteine und Glykolipide (Glykosidasen), Lipide (Lipidasen), 
Phosphatester (z. B. DNAsen) und Heparansulfate (Sulfatasen) spalten. Die Abbildung wurde teilweise unter 
Verwendung von Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, lizenziert unter einer Creative Commons 
Attribution 3.0 unported license. 

Aufgabe der Lysosomen sind das Recycling von Biomolekülen, sowie komplexe Vorgänge zur 

Überwindung des Zellverschleißes (Plasmamembranreparatur), der Sekretion, Instandhaltung des 

Cholesterolgleichgewichts, Steuerung des Energiehaushaltes der Zelle, Funktionen im Zusammenhang 

mit der Immunität sowie Beeinflussung von Signalwegen wie der Autophagie und dem 

programmierten Zelltod (Settembre et al. 2013; Turk und Turk 2009; Appelqvist et al. 2013). Der saure 
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lysosomale pH bedingt neben den genannten Anforderungen an die Beschaffenheit der residenten 

Proteine ebenfalls Besonderheit im Aufbau der begrenzenden selektiv-permeablen Membran, die aus 

einer Lipiddoppelschicht besteht und sich durch eine dicke Kohlenhydrat-haltige Glykokalyx auf der 

lumenalen Seite von anderen zellulären Organell-Membranen unterscheidet (Lodish 2002). Dieser 

Kohlenhydratanteil und eine Ausstattung mit spezifischen integralen Membranproteinen schaffen eine 

Barriere, die die Zelle vor dem Verdau durch die eigenen lysosomalen Hydrolasen schützt und die 

physiologische und biochemische Grundlage für die hochspezialisierte Funktionalisierung des 

Organells darstellt (Schulze et al. 2009).   

1.1.2 Synthese, Reifung und Transport lysosomaler Proteine 

Die endosomale Sortierung zum Lysosom erfolgt über zwei Hauptwege. Einmal die 

rezeptorvermittelte Internalisierung an der Plasmamembran, die im Gegensatz zum Biosyntheseweg 

steht. Im Letzteren werden neu synthetisierte Hydrolasen und andere lysosomale Proteine auf ihrem 

endozytischen Weg ins endosomale/lysosomale System sortiert. Abbildung 2 fasst die wesentlichen 

Schritte des Biosyntheseweges zusammen. Die Biosynthese lysosomaler Proteine beginnt mit der 

Transkription im Zellkern der Zelle (Abb. 2A). Lange Zeit wurde angenommen, dass lysosomale Gene 

konstitutiv exprimiert werden und zu den so genannten »housekeeping« Genen zu zählen sind. Die 

Entdeckung des als CLEAR (Coordinated Lysosomal Expression and Regulation) bezeichneten 

regulatorischen Netzwerkes (Sardiello et al. 2009) um den Master Regulator Trancription factor EB 

(TFEB) wies eine koordinierte Transkriptionsregulation lysosomaler Gene nach und lieferte 

mechanistische Details aktiver lysosomaler Funktionssteuerung als Anpassung auf zelluläre 

Bedürfnisse bei wechselnden Umweltreizen (Ballabio und Bonifacino 2020). 

Lysosomale Proteine sind mit einer N-terminalen Signalsequenz versehen, die während der 

Synthese der Polypeptidkette über Signalpeptidasen abgespalten wird. Das Ribosom, welches das 

Protein synthetisiert, ist direkt mit der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) verbunden. 

Mit Ribosomen besetzte Regionen des ER werden als raues endoplasmatisches Retikulum (rER) 

bezeichnet. Die naszente Polypeptidkette wird am rER in einem co-translationalen Prozess durch die 

ER Membran transloziert und im Lumen freigesetzt (Alberts 2002). Die Translokation wird über signal 

recognition protein (SRP-) Komplex und das SEC61-Porenprotein vermittelt, die das ER Translocon 

bilden (Mandon et al. 2013) (Abb. 2B). Lysosomale Proteine sind Glykoproteine, die an Asparaginresten 

innerhalb einer Asn-X-(Ser/Thr)-Sequenz glykosyliert werden. Bei der N-Glykosylierung kommt es zum 

Anhängen von Glykosylgruppen an Aminogruppen (»N«-Gruppen) des Proteins. Diese Art der 

posttranslationalen Modifikation hat direkte Auswirkungen auf Eigenschaften und Bioaktivität des 

Proteins. Entfällt die initiale N-Glykosylierung im ER, so konnte für lysosomale Hydrolasen eine 

Beeinträchtigung der strukturellen Integrität, des subzellulären Transports und der katalytischen 
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Funktion festgestellt werden (Gieselmann et al. 1992; Ioannou et al. 1998). Die Glykosylierung wird 

durch Oligosaccharyltransferasen getrieben, welche ein aus Glucose3-Mannose9-N-Acetylglucosamin2 

(Glc3Man9GlcNAc2) vorgefertigtes Kernglykan-Gerüst an die Aminogruppe des Asparagins transferieren 

(Moremen und Molinari 2006). Eine entscheidende Rolle spielt die Glykanprozessierung im ER für die 

Proteinfaltung und den anterograden Transport zum Golgi Apparat. Unmittelbar nach der Übertragung 

von Glc3Man9GlcNAc2 werden Glucosidase I und II aktiv, die die terminalen Glucosereste abspalten. 

Das Glc1Man9GlcNAc2 Glykangerüst wird von den Lektinen Calnexin (CANX) und Calreticulin (CRT) 

erkannt und das Protein durchläuft den Calnexinzyklus, die wichtigste Qualitätskontrolle der 

Proteostase des ER. Nach Entfernen des letzten Glucoserestes durch Glucosidase II werden Proteine, 

die den Faltungsprozess nicht abgeschlossen haben, vom Faltungssensor UDP-glucose:glycoprotein 

glucosyltransferase (UGT1) erkannt und erneut glykosyliert. Diese Zurückbehaltung unreifer Proteine 

im ER ist der erste Schritt der Qualitätssicherung. Proteine, die auch bei wiederholtem Durchlaufen 

des Calnexinzyklus von UGT1 als unreif erkannt werden, werden dem BiP Chaperon System, der 

zweiten Qualitätssicherungsphase, überantwortet oder über die ER-assoziierte Degradation (ERAD) 

endgültig entsorgt. Der Signalgeber für den finalen Abbau ist »Mannosetrimming« über ER-residente 

α-Mannosidasen. Korrekt gefaltete Glykoproteine verlassen den Calnexinzyklus und werden in 

anterograde Transportvesikel verpackt (Moremen und Molinari 2006). Die lysosomalen Proteine 

treten dann auf der cis-Seite in den Golgi Apparat ein, dessen Golgi-Stapel sie von cis nach trans 

durchqueren. Es wird angenommen, dass sowohl das cis-Golgi-Netzwerk (CGN) als auch das trans-

Golgi-Netzwerk (TGN) für die Proteinsortierung wichtig sind. Dabei werden die Proteine auf ihrem Weg 

weiteren Modifikationen ihrer N-gebundenen Oligosaccharide unterzogen (Abb. 2C). Bei der Art der 

Glykosylierung werden komplexe Oligosaccharide und Oligosaccharide mit hohem Mannosegehalt 

unterschieden. Hoch-Mannose Oligosaccharide werden im Golgi Apparat nicht mit neuen Zuckern 

angereichert. Sie entsprechen im Wesentlichen der ER Vorstufe bestehend aus zwei N-

Acetylglucosaminen und einer hohen Anzahl an Mannoseresten. Im Gegensatz dazu werden komplexe 

Oligosaccharide durch eine Kombination aus Entfernen der ursprünglichen im ER konjugierten N-

gebundenen Oligosaccharide und dem Anreichern durch weitere Zucker wie Galactose- und 

Sialinsäureresten sowie Fucose erzeugt. Die Prozessierung zu komplexen oder mannosereichen 

Oligosacchariden im Golgi-Apparat wird weitgehend durch das Protein und die Position der N-

glykosylierten Aminosäure auf dem Proteinmolekül bestimmt (Alberts 2002). Phosphomonoester- und 

Phosphodiesterbindungen an endständigen Mannoseresten werden im CGN durch die 

aufeinanderfolgende Wirkung von zwei Enzymen, einer Phosphotransferase und einer Diesterase, 

hergestellt.  
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Abb. 2. Endozytischer Transport lysosomaler Proteine ins Lysosom. Die Abbildung stellt die wesentlichen 
Prozesse und Meilensteine lysosomaler Proteine von ihrer Synthese bis ins Zielorganell dar. (A) Im Zellkern erfolgt 
die Transkription lysosomaler Gene in Abhängigkeit von CLEAR Sequenzelementen in der Promotorregion, die 
vom Master Regulator Trancription factor EB (TFEB) gebunden werden, woraufhin die Transkription angeschaltet 
wird. (B) Nach dem nukleären Export der reifen mRNA wird diese von ER-assoziierten Ribosomen am rauhen ER 
(rER) gebunden. Die naszente Polypeptidkette transloziert co-translational über das SEC61-Porenprotein (ER 
Translocon) in das Innere des ER und die Faltung des Proteins wird über ER Chaperone ermöglicht, die eine 
vorzeitige Proteinaggregation verhindern und intramolekulare Bindungen knüpfen. Im ER Lumen erfolgt der 
Transfer eines vorgefertigten Kernglykan-Gerüsts auf Asparaginreste durch Oligosaccharyltransferasen. Als ein 
entscheidender Teil der Qualitätskontrolle im ER erfolgt die Qualitätsprüfung von Glykoproteinen über den 
Calnexinzyklus als Voraussetzung für die Sortierung in Transportvesikel in Richtung Golgi-Apparat. (C) Im CGN 
wird das Zuckergerüst weiter prozessiert und terminale Mannosereste werden durch die N-Acetylglucosamin-1-
Phosphotransferase phosphoryliert, um die lysosomale Sortierung über Mannose-6-Phosphat Rezeptoren (Man-
6-P-Rezeptoren) zu gewährleisten. (D) Im Lysosom kommt es zu einer Abspaltung der Phosphatreste und in 
einigen Fällen zu einer proteolytischen Spaltung, die über die Freisetzung der katalytischen Domäne Enzym-
aktivierend wirkt. Auf Grund der harschen Umgebungsbedingungen ist die Halbwertzeit lysosomaler Proteine 
begrenzt. Die ultimative Degradation beendet den Lebenszyklus des Proteins im Lysosom. Der Transport 
zwischen ER und Golgi-Apparat sowie Golgi-Apparat und Lysosom (endosomal/lysosomalem System) erfolgt 
Vesikel-basiert, so dass lysosomale Proteine niemals im direkten Kontakt mit dem Zytosol stehen. Die Abbildung 
wurde teilweise unter Verwendung von Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, lizenziert unter 
einer Creative Commons Attribution 3.0 unported license. 
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Die bei den meisten lysosomalen Proteinen zu findende Mannose-6-Phosphat (Man-6-P) Markierung 

dient der Identifizierung der Proteine durch spezifische Kationen-abhängige Man-6-P-Rezeptoren, die 

eine Sortierung des Proteins in Vesikel mit dem Bestimmungsort Lysosom ermöglichen (Braulke und 

Bonifacino 2009). Dieser Prozess ist bei der I-Zellkrankheit (Mukolipidose Typ II), bei der eine 

Untereinheit der N-Acetylglucosamin-1-Phosphotransferase mutiert ist, gestört und löst eine 

Fehlsortierung multipler lysosomaler Enzyme aus. Auch wenn das mutierte Enzym nicht selbst im 

Lysosom wirkt, so gilt die I-Zellkrankheit als LSD (Brooks et al. 2007). Es existieren auch Man-6-P 

unabhängige Transportmechanismen lysosomaler Proteine, zum Beispiel über das 

Adapterproteinkomplex-1/Clathrin System oder Bindung an weitere Proteinrezeptoren (VAMP7, LIMP-

2, Sortilin) (Pols et al. 2013; Reczek et al. 2007; Zeng et al. 2009).  

Mit dem Eintritt ins Lysosom ist das optimale saure Milieu für die residenten Proteine gegeben, 

um an den katabolischen Prozessen teilnehmen zu können. Allerdings ist der Reifungsprozess der 

Enzyme auch mit dem Eintritt ins Lysosom noch nicht abgeschlossen (Abb. 2D). Reife, lysosomale 

Enzyme sind auf Grund eines intralysosomalen Abbaus der Phosphatreste wenig phosphoryliert 

(Matsuura et al. 1998). Zusätzlich benötigen einige lysosomale Enzyme wie die heparan sulfate acetyl-

CoA: α-glucosaminide N-acetyltransferase, verantwortlich für Mucopolysaccharidose IIIC (Sanfilippo 

Syndrom), eine Umwandlung in eine aktive und gleichzeitig stabilere Form durch proteolytische 

Spaltung über saure Proteasen, die Cathepsine (Braulke und Bonifacino 2009).  

 

1.2 Allgemeine Aspekte lysosomaler Speicherkrankheiten  

1.2.1 Geschichte und klinische Einordnung der lysosomalen Speicherkrankheiten 

Lysosomale Speicherkrankheiten (LSDs) umfassen eine Gruppe verwandter Erkrankungen, bei 

denen auf Grund spezifischer Gendefekte eine ungesteuerte Speicherung von Makromolekülen in 

Lysosomen hervorgerufen wird. Die erste klinisch durch den Ophthalmologen Warren Tay 

beschriebene LSD war GM2-Gangliosidose (Tay-Sachs Syndrom) im Jahre 1881 (Walker 2007). Wenig 

später folgten Morbus Gaucher (M. Gaucher) (1882) und Morbus Fabry (M. Fabry) (1898). M. Fabry 

wurde im selben Jahr unabhängig voneinander von dem deutschen Dermatologen Johannes Fabry und 

dem britischen Chirurg William Anderson beschrieben. Trotz der Bekanntheit der meisten LSDs seit 

dem endenden 19. und beginnenden 20. Jahrhundert konnten die zugrundeliegenden physiologischen 

Defekte erst durch die Identifizierung und Charakterisierung des Lysosoms und die Entdeckungen der 

Krankheits-assoziierten lysosomalen Gene in den 1960er Jahren schrittweise aufgedeckt werden. Die 

zu M. Pompe führende saure α-Glucosidase (GAA) Defizienz war die erste Entdeckung eines 

Krankheits-assoziierten lysosomalen Gens im Jahre 1963. Das für M. Gaucher verantwortliche GBA1 

Gen wurde Mitte der 60er Jahre (Brady et al. 1966), die für M. Fabry verantwortliche Enzymdefizienz 
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erstmals im Jahr 1967 beschrieben (Brady et al. 1967), das zugehörige Gen der α-Galactosidase A 

(AGAL) einige Zeit später im Jahr 1970 (Kint 1970).  

Die meisten LSDs zeichnen sich durch einen progredienten Verlauf aus, was häufig zu einer 

schweren Krankheitsmanifestation und frühzeitigem Tod führt. Mit wenigen Ausnahmen folgen die 

LSDs einem autosomal rezessiven Erbgang, molekular damit einem loss-of-function Prinzip. Es 

existieren sowohl pädiatrisch-neurologische als auch rein viszerale Verlaufsformen mit sehr 

heterogenen Verläufen. Auf Grund der fehlenden Spezifität des Großteils der Symptome sollten LSDs 

bei der Differentialdiagnose vieler systemischer Erkrankungen berücksichtigt werden. Es wird 

postuliert, dass eine hohe Rate nicht oder falsch diagnostizierter Fälle zu einer weltweiten 

Unterschätzung der Häufigkeit von LSDs führt. Einzeln betrachtet gehören die LSDs zu den seltenen 

Krankheiten, wobei die gemeldeten Inzidenzen von 1 zu 45 000 Lebendgeburten bei Morbus Niemann-

Pick Typ C (NP-C) bis zu 1 zu 4,2 Millionen bei Mucolipidose Typ I variieren (Gieselmann 2006). Die 

Zahlen können auch von der ethnischen Zugehörigkeit der untersuchten Bevölkerungsgruppe 

abhängen. Beispielsweise ist der M. Gaucher bei Menschen mit aschkenasisch-jüdischer Abstammung 

mit 1:450 beziffert (Zimran et al. 1991). Auch Tay-Sachs Syndrom tritt in dieser ethnischen Gruppe 

etwa 100-fach häufiger auf als in anderen Ethnien. Bei NP-C wird eine erhöhte Prävalenz in der 

kanadischen Provinz Nova Scotia beschrieben (Vanier 2010). M. Fabry hingegen zeigt eine panethnisch 

homogene Verteilung (Germain 2010). 

1.2.2 Molekulare Grundlagen lysosomaler Speicherkrankheiten 

Die über 50 LSD-assoziierten Gene sind gemeinsam Bestandteil des CLEAR Netzwerks. Die 

Ausbildung der Pathologie basiert auf dem Totalausfall oder nicht ausreichender Funktionalität eines 

Gens mit der Folge eines zellulären Stoffwechseldefizits (Wenger et al. 2003). Man unterscheidet die 

LSDs anhand des akkumulierten Speichermaterials oder des defekten Gens in Sphingolipidosen, 

Mucopolysaccharidosen, Glykoproteinosen, Glykogenspeicherkrankheiten, Lipidosen, lysosomalen 

Transportdefekten und anderen Krankheiten beruhend auf Defekten lysosomaler Proteine (Vellodi 

2005). Durch eine Schaden-induzierende Genmutation beispielsweise eines der katabolischen 

Hydrolasegene des Netzwerks kann der zelluläre Stoffwechsel derart aus dem Gleichgewicht geraten, 

dass eine schwerwiegende klinische Symptomatik resultiert. Im Allgemeinen werden in betroffenen 

Patienten und in Tier- und Zellmodellen neben der verschlechterten lysosomalen Funktion und 

Biogenese weitere Fehlfunktionen wie oxidativer Stress, ER Stress, gestörte Autophagie, veränderte 

Kalzium-Homöostase, abnormaler Transport verschiedener Zellkomponenten, Entzündungsprozesse, 

Autoimmunreaktionen, Energieungleichgewicht, peroxisomale Dysfunktion, mitochondriale 

Dysfunktion, Dysfunktion des Golgi-Apparats usw. festgestellt. 
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Eine der zentralen pathophysiologischen Fragen bei allen LSDs ist, wie das Speichermaterial 

den Stoffwechsel einer Zelle beeinflusst und in der Folge zu Organpathologie und klinischen 

Symptomen führt (Gieselmann 2006). Dabei haben die chemische Natur der Speicherverbindung, das 

Ausmaß und die Kinetik der Speicherung sowie die Art und das Spektrum der betroffenen 

Speicherzellen meist einen offensichtlichen Einfluss auf die Pathophysiologie. So bietet der 

Glykogengehalt der Muskeln eine Erklärung dafür, warum bei der Pompe-Krankheit die Myopathie die 

dominierende Rolle in der Pathophysiologie einnimmt (Gieselmann 2006). Beim M. Gaucher wird 

angenommen, dass die Pathophysiologie durch Glucozerebrosid-angereicherte Makrophagen 

angetrieben wird (Scharenberg et al. 2020), was die Einordnung von M. Gaucher als in erster Linie 

hämatologische Krankheit erklären kann.  

1.2.3 Die Primärmutation als Haupteinflussfaktor auf die Pathophysiologie 

Die Sequenzen der für die LSDs verantwortlichen Gene wurden aufgeklärt, die Funktionen der meisten 

Gene ebenso und es wurden viele Mutationen, die zu Funktionsverlust (z.B. Enzymmangel) bei den 

verschiedenen Erkrankungen führten, aufgedeckt. Durch die Fortschritte in der DNA 

Sequenzierungstechnologie der vergangenen beiden Jahrzehnte wurden für die meisten LSDs eine 

Vielzahl an Mutationen entdeckt, in der Regel zwischen einigen Hundert bis zu über Tausend 

Mutationen. Diese große Anzahl erklärt sich daraus, dass die Mutationen normalerweise auf eine 

einzige Familie oder eine sehr kleine Population beschränkt sind; man spricht von so genannten 

»privaten Mutatonen«. Auch wenn regelmäßig neue Mutationen beschrieben werden, sind die LSDs 

daher auf genetisch-deskriptiver Ebene gut verstanden. Punktmutationen werden solche Mutationen 

genannt, die auf eine einzelne Genregion und eines oder wenige Nukleotide beschränkt sind. 

Nonsense-Mutationen und Deletionen/Insertionen in exonischen, Protein-kodierenden, 

Genbereichen sowie von größeren Intra- oder Interlokus Umstrukturierungen bewirken eine vorzeitige 

Beendigung der Translation und/oder eine Leserasterverschiebung und damit eine veränderte 

Aminosäurekette (Abb. 3). Die molekulare Folge all dieser Veränderungen ist offensichtlich ein 

vollständiger Funktionsverlust des Genprodukts. Störungen des mRNA Splicing sind schwerer zu 

bewerten. Die Beeinflussung eines Splicing Consensus durch eine Mutation ist oft nicht absolut, 

weshalb der Krankheitsschweregrad mit dem sich einstellenden Gleichgewicht zwischen falsch und 

richtig gespleißter mRNA zusammenhängen mag. Die in Asien häufige GLA Variante c.640-801G>A 

(IVS4 +919G>A) mit einer Häufigkeit von 1 in 823 X-Chromosomen (Chien et al. 2012) führt zur 

Aktivierung eines Pseudoexons und einer erhöhten Expression eines um 57 Nukleotide verlängerten 

mRNA Moleküls (Palhais et al. 2016). Diese Mutation wird ausschließlich in Patienten mit atypisch-

abgeschwächten, meist kardialen, M. Fabry Verläufen gefunden (Filoni et al. 2008). 
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Abb. 3. Typen von Mutationen in genetischen Krankheiten. A. Arten und Auswirkungen exonischer 
Punktmutationen. Rote Buchstaben markieren die punktuelle Veränderung. Die schwarzen Klammern 
bezeichnen den normalen Leserahmen, rote Klammern weisen auf einen veränderten Leserahmen hin. B. RNA 
Splicing Mutationen und große chromosomale Umstrukturierung und ihre Auswirkungen. *Gezeigt sind drei 
Beispiele für die Konsequenzen aus Mutationen, die das RNA Splicing beeinflussen. Das gezeigte Protein ist ein 
theoretisches Produkt, dessen tatsächliche Synthese meist unbekannt ist und weiteren Faktoren unterliegt. **In 

der Human Genome Mutation Database (HGMD) werden Mutationen als »große Rearrangements« bezeichnet, 

wenn mehr als 20 Nukleotide betroffen sind. Komplexe chromosomale Umstrukturierungen können zu 
Krankheitsbildern führen, die atypisch für monogenetische Krankheiten sind. Die Abbildung wurde teilweise 
unter Verwendung von Servier Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, lizenziert unter einer Creative 
Commons Attribution 3.0 unported license. 

Besonders bei der prozentual bei den LSDs häufigsten Klasse der Mutationen, den Missense 

oder nichtsynonymen Missense Mutationen, ist die Auswirkung auf einen eventuell entstehenden 

Enzymmangel kaum offensichtlich. Zuverlässige Vorhersagemethoden sind für diese Mutationen 

daher von diagnostischem und prognostischem Interesse. Wenn Aminosäurereste betroffen sind, die 

an der Architektur des aktiven Zentrums direkt beteiligt sind, ist ein schädliches Resultat für das Enzym 
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sehr wahrscheinlich (Saito et al. 2010). Derartige Mutationen bilden allerdings nur einen 

verhältnismäßig kleinen Teil aller Mutationen. Beispielsweise betreffen beim M. Fabry laut Human 

Genome Mutation Database (HGMD) nur 8,9% aller bekannten Mutationen (HGMD professional, 

abgefragt im 4. Quartal 2015) das aktive Zentrum, die Aminosäurereste Trp47, Asp92, Asp93, Tyr134, 

Cys142, Lys168, Asp170, Glu203, Leu206, Tyr207, Arg227, Asp231, Asp266, und Met267. Weitere 5,4 

% entfallen auf den Austausch von Cysteinresten, die für die Faltung wichtige Disulfidbrücken bilden. 

Auf Grund der Tatsache, dass sich für die Mehrzahl an Missense Mutationen bei den LSDs eine 

Schadensvorhersage komplex darstellt, können durch den Einsatz von Computer-gestützten 

Prädiktionsprogrammen wie PolyPhen-2 (Adzhubei et al. 2010), SIFT (Ng und Henikoff 2003) und 

Mutation Taster (Schwarz et al. 2010) biochemische Auswirkungen auf das Enzym anhand der Art der 

Aminosäuresubstitution, Konservierung der Aminosäure und struktureller Folgen 

(Proteinfaltungsverhalten) ermittelt werden. Die Computer-unterstützte Vorhersage ist jedoch mit 

Problemen verbunden und lässt nur begrenzt Rückschlüsse für eine klinische Interpretation zu, was 

das folgende Beispiel veranschaulicht. Die zwei M. Fabry auslösenden GLA Mutationen c.335G>A 

(p.Arg112His) und c.725T>A (p.Ile242Asn) waren beide sind in der Vorhersage mit dem höchsten 

Pathogenitäts-Score von 1.000 (Bereich 0-1) bei PolyPhen-2 assoziiert. Jedoch wurde p.Arg112His 

ausschließlich in Patienten mit milderen Krankheitsverläufen gefunden, während die p.Ile242Asn 

Variante in Patienten mit der klassisch-schweren Verlaufsform gefunden wurde. Eine im zellulären 

Expressionssystem durchgeführte molekularbiologische Untersuchung wies für die klinisch mildere 

p.Arg112His Variante sogar eine leicht geringere Enzymaktivität auf (Lukas et al. 2013). Allerdings 

zeigten beide Enzymvarianten eine Aktivität von unter 5% der normalen Aktivität, was die Polyphen-2 

Vorhersage einer biochemisch stark beschädigten Enzymvariante mit einer um >95% reduzierten 

Aktivität stützte. Es ist der Redundanz des lysosomalen Systems zuzuschreiben, dass eine geringe 

Enzymaktivität wie die der AGAL Variante p.Arg112His zu milden M. Fabry Verlaufsformen führen 

kann. Dennoch wirft das Beispiel der beiden beschriebenen Mutationen die Frage auf, inwieweit der 

Verlauf der Fabry-Krankheit mit der Enzymaktivität der zugrundeliegenden AGAL Mutante korreliert 

oder ob es Aktivitätsgrenzen oder -bereiche gibt, anhand derer der klinische Verlauf prognostiziert 

werden kann. Dieselbe Frage stellt sich für eine eventuelle Untergrenze der Enzymaktivität oberhalb 

der ein asymptomatischer Verlauf erwartet werden kann. Kann daher eine holistische Untersuchung 

von GLA-Genvarianten neue Erkenntnisse zu diesem Sachverhalt beisteuern? Verschiedene Verfahren 

wurden - meist im Rahmen einer einzigen Studie - zur Untersuchung von Restenzymaktivität, 

Enzymmaturierung und intrazellulären Transport angewendet (Ishii et al. 2007; Ron und Horowitz 

2005; Schmitz et al. 2005; Yang et al. 2015; Lukas et al. 2013). Eine systematische  Charakterisierung 

der Genvarianten war zum Beginn unserer Studien jedoch noch nicht publiziert. 
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1.3 Therapieformen lysosomaler Speicherkrankheiten 

1.3.1 Enzymersatztherapie (ERT)  

Bei den drei in dieser Abhandlung thematisierten Krankheiten, M. Fabry (MIM #301500), M. 

Gaucher (MIM #230800, #230900, #231000) und M. Pompe (MIM #232200), handelt es sich im 

molekularen Sinn um Enzym-basierte Krankheiten. M. Fabry und M. Gaucher sind 

Glykosphingolipidosen und M. Pompe ist eine Glykogenspeicherkrankheit oder Glykogenose nach den 

jeweils betroffenen Stoffwechselpfaden. Es existiert mit der Enzymersatztherapie (ERT) eine 

gemeinsame häufigste Therapieform. Wie alle anderen Therapieformen ist die ERT kein Heilmittel für 

LSDs und sie erfordert lebenslange Infusionen des therapeutischen Enzyms. Eine Übersichtsdarstellung 

aller bekannten kausativen als auch begleitenden symptomatischen Behandlungsformen von LSDs ist 

in Abbildung 4 gezeigt. Kausative Therapieformen sind in ihrer Wirkung unterschiedlich effektiv und 

hängen von allgemeinen Parametern wie dem Krankheitsfortschritt bei Therapiebeginn als auch 

krankheitsspezifisch von der Art des geschädigten Gewebes und der Pharmakokinetik und –dynamik 

des Medikaments ab.  

 

Bei M. Fabry sind weltweit zwei rekombinante Enzymformulierungen für die ERT zugelassen. 

Agalsidase beta (Fabrazyme™; Genzyme Corporation, Cambridge, MA, USA) wurde in den Jahren 2001 

und 2003 durch die Europäische Arzneimittelagentur (EMA von engl. European Medicines Agency) 

bzw. die Food and Drug Administration (FDA) in Europa und den USA zugelassen. Fabrazyme wird in 

gentechnisch veränderten CHO-Zellen (von engl. Chinese hamster ovary) hergestellt, die die GLA-Gen-

DNA erhalten haben, die sie zur Produktion des Enzyms befähigt (Lee et al. 2003). Im Gegensatz dazu 

wird Agalsidase alfa (Replagal™; Takeda Pharmaceutical Company Limited, Tokio, Japan; ehemals Shire 

Human Genetic Therapies AB, Danderyd, Schweden) nicht rekombinant hergestellt, sondern aus 

Abb. 4. Therapieformen für LSDs. 
Behandlungsmöglichkeiten für 
LSDs reichen von kausativ bis 
symptomatisch. Add-on Therapien 
durch Ansteuerung sekundär 
beeinträchtigter biologischer 
Prozesse sind ebenfalls verbreitet. 
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kultivierten menschlichen Fibroblasten gewonnen, deren GLA Expression durch Aktivierung 

angeworfen wird (Sakuraba et al. 2006). Replagal ist für die Verwendung in einer Dosis von 0,2 mg/kg 

und Fabrazyme für die Verwendung in einer Dosis von 1,0 mg/kg alle zwei Wochen zugelassen. 

Wirksamkeit und Sicherheit beider ERTs wurden in verschiedenen Studien verglichen, und es wurden 

keine signifikanten Vorteile einer der beiden Formulierungen festgestellt (Vedder et al. 2007; Pisani et 

al. 2013). Ein weiteres Produkt erwartet in Pegunigalsidase alfa, das in BY2-Tabakzellkultur exprimiert 

wird, auf die Zulassung durch die EMA. Die ERT für den M. Pompe erfolgt mit alglucosidase alfa 

(Lumizyme®, Sanofi Genzyme, Cambridge, MA, USA) und ist seit 2006 die zunächst einzige zugelassene 

Behandlung des M. Pompe. Die GAA-Dosen sind deutlich höher als die Dosen, die für eine ERT bei 

anderen lysosomalen Speicherkrankheiten erforderlich sind, da die Schwelle für die Korrektur des 

GAA-Mangels in den Skelettmuskeln von M. Pompe Patienten sehr hoch ist (Sun et al. 2015). Seit 2021 

ist das zweite-Generation ERT Präparat avalglucosidase alfa (Nexviazyme™, ebenfalls Sanofi Genzyme) 

erhältlich, welches einen erhöhten Grad terminaler Phosphoglykogenierung zur spezifischen 

Versorgung des Skelettmuskels durch das Enzym aufweist, um eine verbesserte Aufnahme durch 

Mannose-6-Phosphat-Rezeptoren zu ermöglichen (Pena et al. 2019). Gleich drei unterschiedliche ERT 

Präparate stehen zur Behandlung von M. Gaucher zur Verfügung (Imiglucerase, Genzyme Corporation, 

Cambridge, MA, USA; Velaglucerase alfa, Takeda Pharmaceutical Company Limited; Taliglucerase alfa, 

Protalix, Carmiel, Israel). Im Jahr 2009 musste Genzyme eine virale Kontamination seiner Bioreaktoren 

bekannt geben, die zu einer weltweiten Verknappung von Imiglucerase führte und eine sofortige 

Zulassung der rekombinanten Enzyme Taliglucerase alfa und Velaglucerase alfa zur Deckung des 

Patientenbedarfs zur Folge hatte (Hofstetter et al. 2015). Die ERT bei M. Gaucher wird in der Regel gut 

vertragen, überwindet die katabolische Blockade, indem sie ausreichend exogenes Enzym bereitstellt, 

das gespeicherte Substrat abbaut und die Beteiligung peripherer Organe sowie Leber- und 

Milzschäden rückgängig macht (Gregory M Pastores und Derralynn A Hughes 2018). Leider ist die ERT 

nicht zur Behandlung von akut neuronopathischem M. Gaucher Typ II (MIM #230900) und nur bedingt 

zur Behandlung von subakutem neuronopathischem M. Gaucher Typ III (MIM #231000) geeignet, da 

es zwar fast alle systemischen Manifestationen bei diesen Patienten aufhebt, aber die Blut-Hirn-

Schranke nicht überqueren kann (Altarescu et al. 2001; Zimran und Elstein 2014). Den zahlreichen 

Belegen für die Wirksamkeit und Sicherheit und der langen klinischen Erfahrung mit der ERT stehen 

die begrenzte Gewebepenetration (z.B. keine Überwindung der Blut-Hirn-Schranke), die 

unvollständige Rückbildung der Pathologie, unerwünschte Reaktionen bei der Infusion, weitere die 

Wirksamkeit verringernde Effekte wie die Bildung neutralisierender Antikörper und die hohen 

jährlichen Therapiekosten gegenüber (Azevedo et al. 2020). Die lebenslange, intravenöse 

Verabreichung des Enzyms wird von den Patienten überdies als unangenehme Bürde empfunden, 

weshalb oral verfügbare Therapieformen angestrebt werden. 
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1.3.2 Substratreduktionstherapie (SRT) 

Ebenfalls eine lebenslange Behandlung erfordert der unter dem Namen 

Substratreduktionstherapie (SRT von engl. substrate reduction therapy) bekannte Therapieansatz. Die 

Grundidee hinter der SRT besteht darin, die Bildung von Metaboliten zu begrenzen, die auf Grund des 

zugrunde liegenden enzymatischen Defekts nicht abgebaut werden können (van der Veen et al. 2020). 

Bei Patienten mit ausreichender Restenzymaktivität kann eine SRT die Produktion des Substrats auf 

ein Niveau reduzieren, das mit der verbleibenden Enzymaktivität vereinbar ist. Bei Patienten mit 

minimaler oder ohne Restenzymaktivität reicht die SRT als alleinige Therapie möglicherweise nicht aus, 

könnte aber als Ergänzung zur ERT dennoch von Nutzen sein. Im Gegensatz zur ERT basiert die SRT auf 

einem niedermolekularen Prinzip. Es handelt sich um eine Klasse von Stoffen mit einer Molekülmasse 

von unter 800 g/mol, die in der Regel oral verabreicht werden kann und eine im Vergleich zur ERT 

erhöhte Bioverfügbarkeit zum Beispiel durch die Überwindung der Blut-Hirn-Schranke ermöglicht. 

Allerdings bestätigte sich die Hoffnung auf Behandelbarkeit von neuronopathischem M. Gaucher 

mittels des Iminozuckers N-Butyldeoxynojirimycin (NB-DNJ, Miglustat, Zavesca®, Actelion 

Pharmaceutical Ltd, Schweiz) nicht, weshalb es aktuell nicht zur Behandlung von neuronopathischem 

M. Gaucher zugelassen ist. Das seit 2002 (Europa) bzw. 2003 (USA) zugelassene Miglustat hemmt den 

ersten Schritt der Glykosphingolipid-Synthese durch Hemmung der Glucosylceramid-Synthase (GCS). 

Auf Grund schwerer Nebenwirkungen stellt es nur dann eine Therapiealternative dar, wenn Patienten 

Anzeichen einer Unverträglichkeit gegenüber einer ERT zeigen (Substrathemmung durch Miglustat 

2022). Eliglustat (Cerdelga™, Sanofi Genzyme) ist hingegen ein Ceramid-ähnliches GCS-hemmendes 

Pharmacophor, welches im Jahr 2014 seine erste Zulassung für die M. Gaucher-Therapie in den USA 

erhielt (Poole 2014). Auch bei der Anwendung von Eliglustat gibt es allerdings Einschränkungen wie 

bestimmte Stoffwechselstörungen und Leberschäden (Committee for Medicinal Products for Human 

Use 2015) und auch dieses Medikament ist nicht für die Verwendung bei neuronopathischen Formen 

von M. Gaucher indiziert. Außerdem sind die Auswirkungen einer dauerhaften Abschaltung des 

Glykosphingolipid-Synthesewegs auf die Homöostase und Zellgesundheit kaum untersucht. Der 

Stoffwechselweg ist von derart basaler Bedeutung, dass er auch in der M. Fabry Forschung ins Zentrum 

der Aufmerksamkeit geraten ist (Abe et al. 2001). Allerdings führten schwere Nebenwirkungen 

(unerwünschte neurologische Ereignisse, Gewichtsverlust und Atrophie lymphoider Organe) letztlich 

zu einer zu großen Skepsis gegenüber Miglustat als Therapieoption für M. Fabry, so dass weitere 

klinische Studien eingestellt wurden. Neue Kandidatenverbindungen wie das Ceramid-ähnliche 

Venglustat und das Galactose-Derivat Lucerastat wurden seitdem identifiziert (van der Veen et al. 

2020) und befinden sich aktuell in klinischen PhaseI/II Studien (z.B. NCT05206773, NCT03425539). Es 

ist nur ein einziger Ansatz bekannt, um eine Substratreduktion bei M. Pompe durchzuführen. Dieser 

basiert auf der Reduktion der Muskelglykogensynthase 1 (Gys1) mit Hilfe von Nukleinsäuresonden, 
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was zu einem genetischen Knockdown und damit zu einer verminderten Bildung von lysosomalem 

Glykogen führen soll (Douillard-Guilloux et al. 2008; Clayton et al. 2014). 

1.3.3 Pharmakologische Chaperon Therapie (PCT)  

Sowohl die ERT als auch die SRT sind prinzipiell in ihrer Wirkweise unabhängig vom Genotyp, 

da sie nicht das veränderte Enzym selbst zum therapeutischen Ziel haben. Anders verhält es sich mit 

den so genannten pharmakologischen Chaperonen (PCs), welche als ebenfalls niedermolekulare 

Alternative spezifisch die Funktion des körpereigenen mutierten Enzyms (zumindest teilweise) 

wiederherstellen. Mit dem Iminozucker-Analogon des terminalen Galactoserestes des neutralen 

Glykosphingolipid-Substrates, Migalastat (Galafold™, Amicus, NJ), das experimentell unter dem 

Namen 1-Deoxygalactonojirimycin (DGJ) im Jahr 1999 entdeckt wurde (Fan et al. 1999), erhielt im Jahr 

2016 das erste PC für eine LSD die internationale Zulassung (Markham 2016). Das Wirkprinzip dieses 

Wirkstoffs ist die Stabilisierung jener ansprechbaren Formen des Zielproteins über direkte Bindung, im 

Fall von DGJ an das aktive Zentrum mutierter AGAL-Formen des M. Fabry, so dass deren Zurückhaltung 

und Abbau im ER verhindert und der Transport zu den Lysosomen ermöglicht wird (Abb. 5). DGJ wurde 

als PC der ersten Generation bezeichnet (Liguori et al. 2020), da seine Entdeckung als Stabilisator der 

AGAL aus der begründeten Vermutung entstand, dass DGJ als ein Glykomimetikum mit einem 

Sechsatomring dem natürlichen Substrat Galactose so ähnelt, dass es in das aktive Zentrum des 

Enzyms eintreten kann (Citro et al. 2016). Es ist wichtig, sich bewusst zu machen, dass die meisten 

bisher getesteten PCs Inhibitoren ihrer Zielenzyme sind. Ein PC ist nur für Patienten mit ansprechbaren 

GLA-Mutationen eine therapeutische Option, so dass die Eignung jedes Patienten von der Genetik 

abhängt und aktuell nur ein in vitro-Test zur Verfügung steht, um die in vivo-Responsivität zu 

bestimmen oder vorherzusagen (Benjamin et al. 2017). Frühere Studien schätzen das Potential der auf 

DGJ ansprechbaren Mutationen auf 35-50% (Hughes et al. 2017) bis zu 60% (Wu et al. 2011) aller GLA-

Mutationen. Trotz der Seltenheit der Krankheit weist M. Fabry eine stetig wachsende Zahl von 

Mutationen auf. Durch die Häufigkeit privater Mutationen hat die Gesamtzahl der bekannten 

Mutationen mittlerweile die 2000er-Marke überschritten (View GALAFOLD® Amenability Table 2022).  

Für die Anwendung von PCT bei M. Gaucher ist der GBA1 Genotyp ebenso entscheidend wie 

der GLA Genotyp bei M. Fabry. Obwohl PCT in den vergangenen Jahren bemerkenswerte Fortschritte 

gemacht hat, wies von den initial für M. Fabry, M. Gaucher (Isofagomin, Plicera, IFG, AT2101) und 

M. Pompe (1-Deoxynojirimycin, duvoglustat, DNJ, AT2220) in klinischen Studien getesteten PCs 

(Parenti et al. 2015) nur das M. Fabry PC DGJ eine ausreichende Wirksamkeit und Sicherheit für eine 

internationale Zulassung nach. Auf Grund der häufigen Allele wird in vitro Expressionsuntersuchungen 

zur Ansprechbarkeit von GBA1 Mutationen auf eine Behandlung mit kleinen Molekülen offenbar 

weniger Relevanz beigemessen als beim M. Fabry, denn es existiert keine systematisch durchgeführte 
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Studie. Aus Expressionsstudien zu den häufigen Allelen p.Asn370Ser und der mit neuronopathischem 

M. Gaucher Typ-assoziierten p.Leu444Pro ist abzuleiten, dass eine große Anzahl an Patienten auf 

molekulare Therapien wie PCs, Proteasomhemmstoffe, Proteostaseregulatoren und andere 

Mutations-abhängig wirkende Stoffe  (Chen et al. 2018) geeignet sein könnten. Zudem stehen mit dem 

bei Atemwegserkrankungen eingesetzten Sekretolytikum Ambroxol (ABX) (Maegawa et al. 2009), 

Isofagomin Nachfolge-Verbindungen (z.B. 

AT3375) (Sun et al. 2012) und auch PCs anderer 

Substanzklassen (Scherer et al. 2021) neue 

Kandidatenverbindungen zur Verfügung, so dass 

zukünftig mit derartigen Studien, die die 

Ansprechbarkeit weiterer GBA1 Missense 

Mutationen thematisieren und somit die 

Pharmakogenetik in den Mittelpunkt stellen, zu 

rechnen sein wird.  

Wie erwähnt gab es bereits 

Bestrebungen auch beim M. Pompe eine PCT zu 

realisieren. Die erste Erwähnung effektiver PC-

Kandidaten in M. Pompe Zellen geht auf zwei fast 

zeitgleich erschienene Arbeiten der beiden 

Pioniere der PC-Forschung, Giancarlo Parenti 

und Arnold Reuser, aus dem Jahr 2007 zurück 

(Parenti et al. 2007; Okumiya et al. 2007). Auch 

hier handelte es sich wieder um Substratanaloga, 

die beiden bereits weiter oben erwähnten 

Iminozucker DNJ und NB-DNJ, die über 

spezifische Bindung an das aktive Zentrum des 

Enzyms die Aktivität der mutierten GAA in der 

Zellkultur erhöhten. Es folgten weitere Studien, 

in denen das Wirkungsspektrum der PCs auf eine 

breitere Basis von GAA-Mutationen und die 

Eignung als Kombinationsbehandlung mit 

rekombinanter GAA zur ERT-Verstärkung 

untersucht wurden (Flanagan et al. 2009; Porto 

et al. 2009; Khanna et al. 2012). Mit N-

Abb. 5. Wirkweise eines Pharmakologischen 
Chaperons (PCs). Abhängig von der Art der Mutation 
unterliegt das mutierte Proteine vielfach einer 
Fehlfaltung im ER. Nicht zur Faltung fähiges Protein 
wird über Membrankanalproteine ins Zytosol 
geschleust, wo sie proteasomal abgebaut werden 
(oben). PCs binden co-translational an das sich 
faltende Protein und führen zu einer Korrektur der 
Faltung, wodurch der Weitertransport des Proteins 
über abgeschnürte Vesikel über den Golgi-Apparat 
und in die Lysosomen gelingt (unten). Die Abbildung 
wurde teilweise unter Verwendung von Servier 
Medical Art erstellt, bereitgestellt von Servier, 
lizenziert unter einer Creative Commons Attribution 
3.0 unported license. 
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1 Einleitung 

Acetylcystein, welches überschüssigen Schleim in den Atemwegen reduziert und zur Behandlung von 

chronischen Atemwegserkrankungen, als Gegenmittel bei Überdosierung von Paracetamol und bei 

anderen Erkrankungen im Zusammenhang mit Cystein/GSH-Mangel eingesetzt wird, befindet sich ein 

Kandidat für ein allosterisches PC in der Testung (Porto et al. 2012). Allosterische PCs könnten eine 

verbesserte Anwendersicherheit und ein verbreitertes Wirkspektrum als ein isosterisches PC zur Folge 

haben. 

Es existieren mit der hämatopoetischen Stammzelltransplantation, Gen- und 

Zelltherapieansätzen weitere Therapiemöglichkeiten, welche in manchen Fällen bereits erfolgreiche 

Anwendung gefunden haben. Da diese aber für die vorgestellten Studien nicht relevant waren, sollen 

sie an dieser Stelle der Vollständigkeit halber lediglich Erwähnung finden. Auf Grund der vorhandenen 

Therapien gilt allgemein, dass eine frühzeitige Diagnose die Prognose für die Patienten verbessert. 

Derzeit hat sich jedoch keine der technischen Plattformen, die bereits für den klinischen Einsatz 

zugelassen sind, für eine generelle Anwendung bei den LSDs geeignet erwiesen. Im Gegenteil, die 

Wirksamkeit aller zugelassenen Medikamente ist in der klinischen Praxis bei einer beträchtlichen 

Anzahl von Patienten erheblich eingeschränkt. Das breite klinische Spektrum und die 

unterschiedlichen Krankheitsverläufe weisen auf unterschiedliche Patientenbedürfnisse und somit 

unterschiedliche Anforderungen an die Medikamente hin und machen die Entwicklung neuer, 

individualisierter Therapieformen einen lohnenswerten Ansatz.   

 

1.4 Die lysosomalen Speicherkrankheiten M. Fabrym M. Gaucher und M. 

Pompe 

Im folgenden Abschnitt werden M. Fabry, M. Gaucher und M. Pompe in Form kurzer 

Steckbriefe vorgestellt und auf wesentliche unerfüllte Anforderungen zum Zeitpunkt des Beginns der 

durchgeführten Studien fokussiert. 

1.4.1 Steckbrief: M. Fabry 

M. Fabry (MIM #301500) ist eine X-chromosomale Erkrankung mit einer Prävalenz von etwa 

1:40.000. Für die Krankheit ist eine Mutation im langen Arm des X-Chromosoms (Xq22.1) 

verantwortlich (Kornreich et al. 1989). Das hier lokalisierte GLA-Gen kodiert für ein Glykosidhydrolase-

Familie 27 Enzym, α-Galactosidase A (AGAL, EC-Nummer 3.2.1.22). Das Gen umspannt bei 7 Exons 

einen genomischen Bereich von 12 kb (Kornreich et al. 1990). Mutationen gehen einher mit der 

Unfähigkeit, neutrale Glykosphingolipide, hauptsächlich Globotriaosylceramid (Gb3), abzubauen. 

Ablagerungen von nicht abgebautem Gb3 treten in praktisch allen Zellen auf, insbesondere in 

vaskulärem Endothel und glatten Muskelzellen, glomerulären und tubulären Epithelzellen der Nieren, 
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1 Einleitung 

Myokardzellen und Neuronen der Spinalganglien und des autonomen Nervensystems, was zu einer 

multisystemischen Beteiligung führt. M. Fabry ist gekennzeichnet durch Rheuma-ähnliche Schmerzen 

mit akuten und episodischen Schmerzkrisen, gastrointestinalen Beschwerden, Verdickung der 

Interventrikelscheidewand, Bluthochdruck, Proteinurie, Hitze- oder Kälteunverträglichkeit, 

Augenanomalien und angiokeratomas corporis diffusum (Hauser et al. 2004). Hauptursachen für den 

vorzeitigen Tod bei M. Fabry umfassen Nierenerkrankung im Endstadium, Herzrhythmusstörungen 

und Schlaganfall. Während die klassisch-schwerwiegende Form in der Regel in der Kindheit auftritt, 

manifestiert sich die atypisch-milde Form von M. Fabry im Allgemeinen in der dritten oder vierten 

Lebensdekade. Unbehandelt führt der klassisch-schwerwiegende Verlauf bei männlichen Patienten 

mit M. Fabry im Durchschnitt zu einer um etwa zwanzig Jahre reduzierten Lebenserwartung (Miller et 

al. 2020). Eine hohe Inzidenz veränderter GLA Allele von 1:3.100 (Spada et al. 2006) in Italien, 1:1.250 

(Hwu et al. 2009) in Taiwan und 1:13.341 (Wittmann et al. 2012) in Ungarn suggeriert eine größere 

Häufigkeit der Krankheit als in älteren Studien. Dies kann auf eine Unterdiagnose von M. Fabry 

hinweisen, die auf milde und daher übersehene Symptome im Verlauf der Krankheit zurückzuführen 

ist. Es fügt sich ins Schema, dass lange Zeit angenommen wurde, dass heterozygote weibliche GLA 

Mutations-Trägerinnen nicht an M. Fabry leiden können (MacDermot et al. 2001). Auf Grund der 

zufälligen Inaktivierung des gesunden elterlichen X-Chromosoms kann M. Fabry jedoch auch 

heterozygote Frauen betreffen, die sogar ähnlich schwere oder, typischer, mildere Symptome 

aufweisen als männliche Patienten mit der gleichen Mutation (Hauser et al. 2004). 

Mutationen, die zu einem kompletten Verlust der Enzymaktivität führen, werden bei Patienten 

mit klassisch-schwerwiegendem Verlauf diagnostiziert, bei atypisch-milden Verläufen werden 

mutierte Enzyme mit Restaktivität entdeckt. Diese Mutationen haben hauptsächlich einen ER-Abbau-

Phänotyp und sind ansonsten unverändert kinetisch aktiv (Ishii et al. 2007). Eine weitreichende 

Ergänzung dieses Klassifizierungssystems konnte in molekularen Studien zur Auswirkung der 

Mutationen verfeinert werden (Lukas et al. 2013). Es zeigte sich überdies wie konsistent in vitro 

Enzymmessungen im Überexpressionssystem mit dem kürzlich entwickelten klinischen Biomarker 

Globotriaosylsphingosin (Lyso-Gb3) übereinstimmen, was Lyso-Gb3 nicht nur als diagnostischen, 

sondern auch als prognostischen und therapiebegleitenden Follow-Up Biomarker interessant macht. 

Es zeigten sich überdies gute Hinweise auf eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation. Mutationen mit mehr 

als 20% Restaktivität waren mit milden Krankheitsverläufen assoziiert und führten in der Regel nicht 

zu einer Biomarker-Erhöhung. Es blieb die Frage offen, ob Lyso-Gb3 nicht empfindlich genug war oder 

ob es sich um gutartige Genvarianten gehandelt haben könnte. In anderen Worten, ob neben den 

schwerwiegenden und milden Mutationen im GLA-Gen auch eine beträchtliche Anzahl insignifikanter 

Polymorphismen vorliegen, eine Betrachtungsweise, die bisher nicht viel Aufmerksamkeit erhalten 

hatte. 
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1 Einleitung 

1.4.2 Steckbrief: M. Gaucher 

M. Gaucher (MIM #230800, #230900, #231000) ist eine autosomal rezessive Erkrankung, 

welche durch homozygote oder gemischt heterozygote Mutationen im für die Glucocerebrosidase (β-

Glu, EC-Nummer 3.2.1.45) kodierenden GBA1 Gen verursacht wird. GBA1 Mutationen führen zu einer 

extensiven Anhäufung von GlcCer, speziell in Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, 

was zu chronischen Entzündungen führt (Pandey et al. 2017). M. Gaucher wird phänotypisch in drei 

Hauptuntertypen eingeteilt: Nicht-neuronopathischer Typ I, akuter neuronopathischer Typ II und 

subakuter neuronopathischer Typ III. Typischerweise tritt M. Gaucher (Typ I) in Erscheinung mit 

Hepatosplenomegalie, Panzytopenie (insbesondere Thrombozytopenie), Anämie, Epistaxis, 

Skelettanomalien, Knochenschmerzen und Manifestationen einer Organinfiltration durch 

charakteristische »Gaucher-Zellen«, große, vakuolisierte Makrophagen, die aus dem 

retikuloendothelialen System stammen (Goldblatt 1988; Park et al. 2001). Die Typen II und III haben 

eine Beteiligung des zentralen Nervensystems und neurologische Manifestationen. Typ I ist die 

häufigste Form von M. Gaucher, speziell in der aschkenasisch-jüdischen Bevölkerung ist Typ I die am 

häufigsten anzutreffende Form (Jmoudiak und Futerman 2005), was auf Homozygotie oder gemischt-

Heterozygotie mit der Mutation c.1226A>G (p.Asn370Ser) zurückzuführen ist. Das Auftreten dieser 

Mutation ist ausschließlich mit dem klinischen Typ I verbunden (Koprivica et al. 2000) und macht etwa 

75% aller M. Gaucher Allele in der aschkenasisch-jüdischen Bevölkerung aus, während der Anteil dieses 

Allels in nicht-jüdischen Patienten mit einem Drittel der Allele deutlich seltener ist (Zimran et al. 1991). 

Das breite klinische Spektrum reicht von betroffenen Säuglingen bis zu asymptomatischen 

Erwachsenen. Insgesamt liegt die jährliche Inzidenz von M. Gaucher in der Allgemeinbevölkerung bei 

etwa 1:60.000 bis 1:100.000, kann aber bei den Aschkenasiern bis zu 1 in 450 Geburten betragen 

(Zimran et al. 1991). Anders als beim Typ I gibt es keine ethnische Prävalenz bei M. Gaucher Typ II und 

Typ III. Bisher wurden etwa 600 Mutationen im GBA1 Gen identifiziert, von denen die meisten 

Missense Mutationen sind. Wie oben angedeutet sind anders als bei M. Fabry wenige Allele für eine 

Vielzahl der klinischen Fälle verantwortlich. Die vier häufigsten mutierten Allele p.Asn370Ser, c.84-

85insG, IVS2+1G>A und p.Leu444Pro machen sogar 93 % aller Allele in der aschkenasisch-jüdischen 

Bevölkerung aus (Koprivica et al. 2000). Das p.Leu444Pro Allel steht bei Fehlen einer leichten Mutation 

wie p.Asn370Ser mit neuronopathischen Formen der Erkrankung in Verbindung. Eine andere, ebenfalls 

häufig auftretende Mutation, c.1342G>C (p.Asp409His), wurde mit einem spezifischen Typ III-

Phänotyp in Verbindung gebracht, der eine schwere kardiale Beteiligung und okulomotorische Apraxie 

aufweist (Montfort et al. 2004). Ähnlich wie bei M. Fabry sind Mutationen mit höherer Aktivität mit 

milderen Krankheitsverläufen verbunden, aber im Allgemeinen sind die Mutationen zu selten, um eine 

exakte Genotyp-Phänotyp-Korrelation herzustellen, und das Vorhandensein von gemischt-

heterozygoten Patienten erschwert die Situation zusätzlich.  
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1 Einleitung 

Das GBA1 Gen befindet sich auf dem Chromosom 1q21 und besteht aus 11 Exons und 10 

Introns, die eine Sequenz von 7,6 kb umfassen (Zampieri et al. 2017). Eine Besonderheit des GBA1 

Gens ist das Vorhandensein eines hochgradig homologen Pseudogens, das sich etwa 16 kb 

downstream des funktionellen GBA1 Gens befindet und dessen exonische Region 96% 

Sequenzhomologie aufweist. Diese Konstellation ist der Grund für Gen/Pseudogen Rearrangements, 

welche das Spektrum der GBA1 Genmutationen zu den Punktmutations-Ereignissen wie 

Missense/Nonsense, Splicingveränderungen, Basendeletionen/-insertionen ergänzen (Balwani et al. 

2011). Hinzu kommt, dass die molekulargenetische Diagnose von M. Gaucher durch das Pseudogen 

erschwert wird. Dennoch ist die Sequenzierung des GBA1-Gens Teil der Standarddiagnostik der 

Gaucher-Krankheit. Des Weiteren beruht die M. Gaucher Diagnostik auf dem Nachweis eines Mangels 

an β-Glu basierend auf der Messung einer verminderten Enzymaktivität in peripheren Blutleukozyten 

und der massiv erhöhten Plasmaspiegel von Biomarker-Material wie Glucosylsphingosin (Gregory M 

Pastores und Derralynn A Hughes 2018). 

1.4.3 Steckbrief: M. Pompe 

M. Pompe (MIM #232200) folgt wie M. Gaucher einem autosomal rezessiven Erbschema. Die 

Krankheit wird durch homozygote oder gemischt heterozygote Mutationen im Gen der sauren α-

Glucosidase (GAA, EC 3.2.1.20), auch als saure Maltase bekannt, auf Chromosom 17q25, ausgelöst. 

GAA wird als 110 kDa-Glykoprotein synthetisiert, das über den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor zum 

Lysosom transportiert wird und im späten endosomalen/lysosomalen Kompartiment nach einer Reihe 

von proteolytischen und N-Glykan-prozessierenden Schritten die reife, aktive Form annimmt (Roig-

Zamboni et al. 2017).  

M. Pompe Patienten weisen eine Gewebe-Glykogen Akkumulation in der Skelettmuskulatur, 

den viszeralen Organen und dem zentralen Nervensystem auf, was zu einer Pathologie der 

Skelettmuskulatur und bei schweren Formen schließlich zu Ateminsuffizienz und Tod führt (Fuller et 

al. 2013). Die klinische Einteilung erfolgt ähnlich wie bei M. Fabry in eine klassisch-schwere Form, IOPD 

(von engl. infantile-onset Pompe disease) und eine später einsetzende, meist milder verlaufende Form, 

LOPD (von engl. late-onset Pompe disease). Bei der klassischen Form M. Pompe herrschen 

Muskelschwäche und Herzbeteiligung vor. Die betroffenen Kinder sind niedergeschlagen, stark 

hypoton, das Herz sowie die Zunge sind in der Regel stark vergrößert. Schlafstörungen/Apnoe, 

Wachstumsstörungen, Skelettmuskel-Beteiligung, Magenreflux, chronische Mittelohrentzündung und 

Hörverlust treten bei der schweren IOPD Form häufiger auf als bei LOPD (Kishnani et al. 2019). M. 

Pompe wird mit einer Häufigkeit von 1:40.000 angegeben, wobei LOPD die häufigere Form ist (Ausems 

et al. 1999). Der Verlust der Enzymaktivität ist bei den frühen Formen der Krankheit ausgeprägter als 

bei den späten Formen (Reuser et al. 1987), aber eine eindeutige Genotyp-Phänotyp-Korrelation ist in 
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einzelnen Studien meist nicht herstellbar (Laforêt et al. 2000). Dennoch gibt es eine Reihe von häufigen 

Genotypen, bei denen eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation etabliert ist. Eines oder zwei der drei Allele 

IVS1-13T-G, 525delT und EX18DEL werden in 63% der niederländischen M. Pompe Patienten gefunden 

(Kroos et al. 1995). Nonsense-Deletionen wie 525delT (p.Glu176fs*45) sind am häufigsten mit IOPD 

und das intronische IVS1-13T-G-Allel ist mit LOPD verbunden. Obwohl die häufigsten Allele bei M. 

Pompe keine Missense Mutationen sind, ist die Mehrheit ( 60%) der insgesamt etwa 700 Mutationen 

der Missense Kategorie zuzuordnen. Im Zellkulturmaßstab exprimierte GAA wird auch beim M. Pompe 

für in vitro Enzymmessungen als diagnostisches Hilfsmittel eingesetzt, um den katalytischen Defekt 

und den Schweregrad der Mutation zu bestätigen (Kroos et al. 1998; Kroos et al. 2012; Ngiwsara et al. 

2019). 

 

2 Zielstellung der experimentellen Studien 

Eine Verbesserung der Situation für die Patienten in Bezug auf Diagnostik und Prognostik 

erfordert ein umfangreiches molekulares Verständnis der Pathophysiologie sowie der Mechanismen 

potentieller Kandidaten-Verbindungen für eine molekulare Therapie. Die vorliegende kumulative 

Schrift verwendet pharmakodynamische in vitro Modellstudien, die sich, unter besonderer 

Berücksichtigung der Pharmakogenetik, quantitativ-statistischer und mechanistischer 

molekularbiologischer Methodik der Arzneimittelentwicklung und -bewertung widmen. Dabei wird das 

Potential niedermolekularer Therapien untersucht, insbesondere der pharmakologischen Chaperone, 

welche spezifisch die Funktion eines mutierten Enzyms wiederherstellen, dessen inhärenter Defekt die 

Destabilisierung der Faltstruktur ist. 

 

Die vorliegende kumulative Arbeit gliedert sich in die folgenden übergeordneten Zielstellungen und 

experimentellen Einzelstudien: 

Ziel 1: Quantitative Untersuchungen zur molekularen Klassifizierung von GLA Mutationen 

bei M. Fabry 

Studie 1: Molekulare Charakterisierung und Phänotypisierung neuer GLA Mutationen bei M. 

Fabry mit Schwerpunkt auf Genvarianten von unklarer Bedeutung. Hum Mutat. 2016 

Jan;37(1):43-51. doi: 10.1002/humu.22910. 

Studie 2: Meta-Analyse aller Studien, die sich mit der Messung der Enzymaktivität und DGJ-

Ansprechbarkeitsuntersuchungen im zellulären In-vitro-Maßstab befassen, um die Gültigkeit 

der vorgenommenen Klassifizierungen in Abhängigkeit vom verwendeten zellulären System 
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und die Diskrepanzen zwischen den Laboren zu bewerten. Int J Mol Sci. 2016 Dec 

1;17(12):2010. DOI: 10.3390/ijms17122010. 

Studie 3: Ein hochgradig standardisiertes Protokoll für die in vitro-Messung der lysosomalen 

Enzymaktivität als Plattform für die Erprobung der Reaktionsfähigkeit auf pharmakologische 

Chaperone. .J Vis Exp. 2017 Dec 20;(130). doi: 10.3791/56550. 

Studie 4: Untersuchung zur Verifizierbarkeit der klinisch validierten Methode zur 

Identifizierung von Fabry Patienten zur Eignung für die PCT. Int J Mol Sci. 2020 Jan 

31;21(3):956. doi: 10.3390/ijms21030956. 

Ziel 2: Mechanistische Untersuchungen und Entwicklung neuer niedermolekularer 

Wirkstoffe bei M. Fabry, M. Gaucher und M. Pompe 

Studie 5: Korrektur des Phänotyps der Fehlfaltung und Proteinaggregation von α-

Galactosidase A im Fliegenmodell Drosophila melanogaster durch das pharmakologische 

Chaperon 1-Desoxygalactonojirimycin. Int J Mol Sci. 2020 Oct 7;21(19):7397. doi: 

10.3390/ijms21197397.  

Studie 6: Ambroxol hat in cellulo eine signifikant-positive Wirkung auf die häufige M. Gaucher 

Variante p.Asn370Ser von β-Glu, hat aber in vitro, verglichen mit dem für das aktive Zentrum 

spezifischen ersten Generation PC Isofagomin, eine geringe Fähigkeit, als PC zu wirken. Int J 

Mol Sci. 2022 Mar 24;23(7):3536. doi: 10.3390/ijms23073536. 

Studie 7: 2,6-Dithiopurin ist ein allosterisch bindendes pharmakologisches Chaperon der 

zweiten Generation, stabilisiert lysosomale AGAL in vitro und rettet eine Mutation, die nicht 

auf eine Behandlung mit dem zugelassenen pharmakologischen Chaperonen anspricht. PLoS 

One. 2016 Oct 27;11(10):e0165463. doi: 10.1371/journal.pone.0165463. eCollection 2016.  

Studie 8: Das Expektorans Ambroxol und der Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 

(PPAR)-γ-Agonist Rosiglitazon eignen sich als Enzym-Enhancer (EE) und können die reduzierte 

Enzymaktivität bestimmter AGAL Mutationen in Kombination mit dem pharmakologischen 

Chaperon 1-Deoxygalactonojirimycin fast zur Vollständigkeit wiederherstellen. Mol Ther. 2015 

Mar;23(3):456-64. doi: 10.1038/mt.2014.22. 

Studie 9: Enzym-Enhancer (EE) der lysosomalen AGAL aus der Klasse der 

Proteostaseregulatoren modulieren die zelluläre Proteasom-Aktivität und Genexpression und 

steigern in Kombinationsbehandlung die Effektivität des pharmakologischen Chaperons in 

vitro. Biochem J. 2020 Jan 31;477(2):359-380. doi:10.1042/BCJ20190513. 
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3 Kumulative Darstellung der Studienergebnisse und Diskussion 

3 Kumulative Darstellung der Studienergebnisse und Diskussion 

3.1 Proteinbiochemische Charakterisierung und Phänotypisierung von M. 

Fabry-assoziierten Mutationen des GLA-Gens 

3.1.1 In vitro Enzymmessung als Instrument zur Vorhersage des Krankheitsverlaufs 

bei M. Fabry (Studie 1) 

Die klare molekulare Abgrenzbarkeit zwischen atypisch-oligosymptomatischen und klassisch-

schweren Krankheitsverläufen beim M. Fabry weist auf eine starke Genotyp-Phänotyp-Korrelation hin. 

In vitro Enzymmessungen im heterologen Expressionssystem eignen sich als ergänzendes Instrument 

zur Biomarker-Bestimmung als Grundlage für ein verbessertes Gesundheitsmanagement im Hinblick 

auf Prognose und Therapieentscheidungen. In der Studie »Functional characterisation of alpha-

galactosidase a mutations as a basis for a new classification system in Fabry disease« (Lukas et al. 

2013) wurde ein neues Klassifikationsmodell für M. Fabry Mutationen vorgeschlagen, das auf der 

Messung der Enzymaktivität in vitro basiert. Um das Modell zu bestätigen und ein ganzheitliches Profil 

der pathologischen Folgen einer Vielzahl von M. Fabry Mutationen zu erstellen, wurden paraklinische 

Daten des kürzlich entwickelten M. Fabry-Biomarkers Lyso-Gb3 (Aerts et al. 2008; Togawa et al. 2010) 

und weitere klinische Details in die Analyse einbezogen. Allein die In vitro Enzymaktivität im isogenen 

Zellkultursystem zeigte mit 83,3 % eine sehr gute Vorhersagequalität des erwarteten klinischen 

Phänotyps einer vorliegenden Mutation. Bei der Betrachtung des klinischen Biomarkers fällt auf, dass 

die Vorhersagequalität vom Geschlecht des Patienten abhängt, wobei die klinischen Parameter von 

weiblichen Patienten den Phänotyp weniger zuverlässig wiedergeben. Dies lässt sich durch die zufällige 

mosaikartige Inaktivierung der elterlichen X-Chromosomen erklären, die dazu führt, dass auch 

weibliche Patienten mit klassischen Mutationen häufig atypisch-milde Verläufe aufweisen. Dennoch 

ist die Bestimmung von Lyso-Gb3 auch bei weiblichen Patienten sinnvoll, da bei Vorliegen einer GLA-

Mutation, die mit dem klassisch-schweren Phänotyp verbunden ist, in der Regel eine Erhöhung 

beobachtet wird. 

Ziel der vorliegenden Studie war zum einen die Einbeziehung weiterer neuer Mutationen, die 

im Rahmen der M. Fabry Diagnostik gefunden wurden, und zum anderen die Verfeinerung der 

klinischen Phänotypisierung von Mutationen anhand von Parametern wie Biomarker und 

Symptomspektrum. Ein besonderes Augenmerk galt in dieser Studie den »milden Mutationen«, da die 

Durchführung von Screenings bei Neugeborenen und verschiedenen Risikopopulationen (Patienten 

mit Niereninsuffizienz, Schlaganfall und Kardiomyopathie) viele neue GLA Mutationen zutage förderte 

(Spada et al. 2006; Andrade et al. 2008; Brouns et al. 2010; Hwu et al. 2009; Wittmann et al. 2012; Fan 

et al. 2021). Die signifikante Prävalenz von GLA-Mutationen in symptomatischen Populationen könnte 
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3 Kumulative Darstellung der Studienergebnisse und Diskussion 

auf eine unterschätzte Anzahl von mit atypisch-oligosymptomatischen Krankheitsverläufen 

assoziierten GLA-Mutationen schließen lassen und somit auf eine hohe Dunkelziffer 

fehldiagnostizierter M. Fabry Patienten in diesen Kohorten. Die Befunde erweiterten somit das 

Spektrum solcher »milden Mutationen« und ebenfalls die Datenlage zu denjenigen genetischen 

Varianten unbekannter Signifikanz (GVUS von engl. genetic variant of unknown significance), deren 

pathogenes Potential kontrovers betrachtet wird wie beispielsweise die Fälle von p.Ala143Thr und 

p.Asp313Tyr zeigen (Hauth et al. 2018; Lenders et al. 2016; Palaiodimou et al. 2022). Diese Varianten 

sind durch minimal erhöhte oder normale Lyso-Gb3-Biomarkerwerte charakterisiert und zeigen meist 

in vitro Enzymaktivität >20% des Wildtyp-Niveaus. Zu den bekannten Mutationen wurden die bis dahin 

unpublizierten Mutationen p.Leu3Pro, p.Leu3Val, p.Asp33Gly, p.Gly35Glu, p.Glu71Gly, p.Gly80Asp, 

p.Ala121Thr, p.Ile154Thr, p.Val164Leu, p.Leu180Phe, p.Arg196Ser, p.Ile198Thr, p.Lys213Arg, 

p.Asn228Ser, p.Ile242Val p.Ile253Thr, p.Val254Ala, p.Ile289Val, p.Ala309Val, p.Asp313Asn, 

Asp315Asn, p.Val316Ala, p.Pro323Arg p.Gln333Arg, p.Ala352Arg, p.Gly375Ala, p.Arg392Ser und 

p.Trp399Ser hinzugefügt, welche mit 61% (28/46) aller neu beschriebenen Mutationen den 

Hauptanteil der Mutationen in der Studie ausmachten. Bei Patienten mit diesen Genotypen zeigten 

sich gleichwohl mit M. Fabry vereinbare Symptome. Die Mutationen, die in der untersuchten Kohorte 

oligosymptomatischer M. Fabry Patienten gefunden wurden, wiesen eine hohe mittlere 

Enzymaktivität von >50% auf. Überdies waren die wenigen asymptomatischen Patienten dieser 

Kohorte, die durch Familientests identifiziert wurden, signifikant jünger (24,0 (m) und 24,4 (w) Jahre) 

als die symptomatischen Patienten (51,6 (m) und 44,7 (w) Jahre), was auf einen sehr späten Ausbruch 

dieses M. Fabry-Subtyps hinweist. Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass chronische 

kardiovaskuläre Erkrankungen und Symptome wie Nierenversagen, Schlaganfall und periphere 

Nervenschäden bei älteren Menschen häufiger vorkommen und andere Pathologien in die 

Differentialdiagnose einbezogen werden müssen. Die Studie liefert Hinweise auf die Pathologie 

zahlreicher GLA Mutationen, erfährt aber eine Einschränkung durch die einerseits allgemein geringe 

Patientenzahl und andererseits die nicht genau bestimmbare Häufigkeit der untersuchten Mutationen 

in der gesunden Bevölkerung, so dass die Signifikanz dieser Mutationen weiterhin als unklar zu 

bezeichnen ist. 

Zum Zeitpunkt der Studie wurde eine neue Webanwendung angeboten, die entwickelt wurde, 

um »Kliniker bei der Auswahl geeigneter Patienten für eine pharmakologische Chaperontherapie zu 

unterstützen«1 (Cammisa et al. 2013), basierend auf experimentellen Daten und einem 

Vorhersagealgorithmus für Mutationen, die noch nicht experimentell auf ihre Ansprechbarkeit 

                                                           
1 Übersetzt aus dem Englischen nach Cammisa et al. 2013. Fabry_CEP: a tool to identify Fabry mutations 
responsive to pharmacological chaperones. Orphanet journal of rare diseases 8, S. 111. 
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getestet wurden. Der für die Mutationen in der vorliegenden Studie erhaltene Vorhersagewert von 

0,81 (0 - 1) war vergleichbar mit dem in der früheren Studie veröffentlichen Wert (Cammisa et al. 2013) 

und hebt die Wichtigkeit der experimentellen Prüfung der biochemischen Ansprechbarkeit einer 

Mutation hervor. 

3.1.2 Interassay-Variabilität in der Enzymmessung von GLA Mutationen (Studie 2) 

Neben genetischen Modifikatoren und anderen extragenetischen (epigenetische, 

umweltbedingte) Faktoren stellen die Missense Mutationen auf Grund der Variabilität der 

verbleibenden Enzymaktivität einen Erklärungsansatz für das breite phänotypische Spektrum bei M. 

Fabry dar. GLA-Gen Missense Mutationen bedürfen daher einer besonderen Herangehensweise bei 

der Diagnosestellung. Überdies existiert seit 2016 eine zusätzliche Therapieoption mit dem PC DGJ für 

geeignete Patienten (Markham 2016), wodurch ein weiterer Aspekt der Untersuchungen in den Fokus 

rückt, die Pharmakogenetik. Der Vorteil der PCT gegenüber der ERT ist die orale Verfügbarkeit. 

Allerdings muss die Eignung der Patienten für jede individuelle Mutation festgestellt werden, während 

die ERT unabhängig von der Genetik prinzipiell für alle Patienten geeignet ist (Liguori et al. 2020). Die 

vorliegende Studie beschreibt die Reproduzierbarkeit von in vitro und ex vivo Enzymaktivität in Bezug 

auf den Phänotyp und die Zuverlässigkeit der Aussage über die Ansprechbarkeit auf das PC vor dem 

Hintergrund der wachsenden Bedeutung neuer therapeutischer Alternativen. Die Ergebnisse von 

insgesamt 13 Studien wurden miteinander verglichen, in denen im Wesentlichen dieselbe Methodik 

zur Bestimmung der AGAL in vitro Enzymaktivität in Anwesenheit und Abwesenheit von DGJ 

angewandt wurde. Die Zellen, die in diesen Studien verwendet wurden, stammten entweder von 

Patienten (ex vivo Enzymaktivität) oder waren in den meisten Fällen Standard-Zellmodelle wie 

HEK293- oder COS-Zellen, die transient mit Expressionsvektoren transfiziert wurden (in vitro). Die 

Basalaktivität (ohne PC) und der Anstieg von Enzymlevel sowie Enzymaktivität wurden gemessen und 

durch den Gesamtproteingehalt in den Zellextrakten normalisiert. Die in den 

Überexpressionsmodellen gewonnenen Daten zeigten eine starke Korrelation und hingen nicht von 

der Art der Empfängerzellen ab, die für die Transfektion verwendet wurden, während die erhaltenen 

absoluten Daten aus Patientenzellen (Lymphoblasten und Fibroblasten), die dieselbe Mutation trugen, 

weniger reproduzierbar waren. Im Vergleich der Werte zwischen den Patientenzellen und den 

Überexpressionssystemen fiel auf, dass die gemessenen absoluten Werte der AGAL Aktivität ohne PC, 

trotz vorhandener Korrelation (r = 0.7), in den Patientenzellen insgesamt deutlich niedriger waren als 

in den Überexpressionsmodellen. Für die Mutation p.Leu180Phe wurde ein Durchschnittswert von 

32,4% WT Aktivität in HEK293 Zellen ermittelt. In Leukozyten zweier unabhängiger Individuen 

hingegen nur 6,0% (± 2,0). Ähnlich gravierend stellten sich die berechneten Abweichungen für die 

Mutationen p.Asn215Ser und p.Ile253Thr dar. Dies kann summa summarum das Risiko einer 
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Unterschätzung der Pathogenität der Mutationen durch den in vitro Assay bedeuten. Dieser 

bedeutsamen Einschränkung der in vitro Enzymmessungen durch die Interassay Variabilität steht die 

über alle untersuchten Arbeitsgruppen robust darstellbare Ansprechbarkeit der Mutationen für das PC 

gegenüber.   

Im zweiten Teil des Artikels wurden solche Mutationen genauer betrachtet, die als GVUS 

einzustufen sind. Die zuvor eingeführte Größe der PSSM (von engl. position specific substitution matrix) 

kann dann eine bei der Schadenvorhersage für die entsprechende Mutation oder zur Vorhersage von 

deren Ansprechbarkeit auf das neue PC DGJ eine Rolle spielen, wenn in vitro Daten nicht vorliegen 

(Andreotti et al. 2011; Andreotti et al. 2010). Wir rekapitulierten, dass Mutationen am aktiven Zentrum 

erwartungsgemäß keine Restaktivität hatten und entsprechend nicht auf DGJ reagierten, während 

Mutationen an nicht konservierten Stellen in der Regel ansprachen. In Zahlen bedeutete das, dass 

Mutationen mit einem Score >-1 meist responsiv waren und Mutationen mit einem Score <-2 nicht 

responsiv waren. Für alle in ExAC (fasst Exom-Sequenzierungsdaten aus einer Vielzahl großer 

Sequenzierungsprojekte zusammen) beschriebenen Mutationen (N=304) ergaben sich PSSM zwischen 

0 bis -7. Für die Varianten mit nachgewiesen hoher Enzymaktivität und unklarem klinischem Outcome 

p.Arg118Cys (in vitro Aktivität: 24,5%; PSSM: -2), p.Ala143Thr (in vitro Aktivität: 39,7%; PSSM: -1), 

p.Glu66Gln (in vitro Aktivität: 47,6%; PSSM: -2) und p.Asp313Tyr (in vitro Aktivität: 75,5%; PSSM: -1), 

ergab sich ein konsistentes Bild. Tatsächlich erwiesen sich p.Arg118Cys und p.Glu66Gln mit absoluter 

Aktivitätserhöhung von +3,3% (des WT-Wertes) bzw. +6,1% (des WT-Wertes) und einer relativen 1,13-

fachen Erhöhung zum unbehandelten Wert experimentell als schwach responsiv. In der Literatur 

werden diese Mutationen teilweise als M. Fabry-assoziiert, aber in einer steigenden Anzahl von 

Berichten als genetische Modifikatoren oder Risikofaktoren für bestimmte Pathologien wie 

Schlaganfall, Nieren- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen betrachtet (Nakamura et al. 2014; Schiffmann 

et al. 2016). Interessanterweise wurde die Pathogenität der Variante p.Asn215Ser niemals 

angezweifelt. Wie gezeigt können auch diese hochaktiven Varianten einen Nutzen durch die 

Behandlung mit DGJ erfahren, allerdings ist die Aktivitätssteigerung verglichen mit der ohnehin hohen 

Restaktivität gering, wodurch sich die Frage der Notwendigkeit und der Effektivität einer Behandlung 

anschließt. 

3.1.3 Visualisiertes Plattenleser-Protokoll zur in vitro Enzymmessung lysosomaler 

AGAL und GAA (Studie 3) 

Die Inzidenz von M. Fabry wird mit 1:40.000 bis 1:117.000 angegeben (Śnit et al. 2022). 

Gleichwohl deuten Neugeborenen-Screenings und Screenings von Risikopatientengruppen auf 

wesentlich höhere Raten hin (Spada et al. 2006; Hwu et al. 2009; Wittmann et al. 2012; Brouns et al. 

2010). Darunter sind jedoch viele Fälle von Mutationsvarianten, bei denen die Krankheit nicht wie bei 
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den klassischen Mutationen in vollem Umfang ausbricht. Eine ähnliche Situation finden wir bei M. 

Pompe vor. Mit fast identischen Zahlen, z.B. einer Häufigkeit von etwa 1 zu 40.000 Geburten in den 

Niederlanden gehört M. Pompe mit klassischem Auftreten ebenfalls zu den seltenen Krankheiten 

(Kanters et al. 2011). In Risikokohorten mit neuromuskulären Erkrankungen ist die Allelfrequenz der 

GAA-Mutation mit 2,4 % jedoch keineswegs selten (Lukacs et al. 2016), was auf eine Untererfassung 

der Pompe-Krankheit hindeuten kann. 

Neben der Entwicklung effektiver Therapiestrategien konnte in den vergangenen Jahren auch 

eine Beschleunigung der Diagnose für die Erkrankten erzielt werden, so dass die Verzögerung zwischen 

dem Auftreten der ersten Symptome und der Diagnose bei vielen LSDs beträchtlich reduziert werden 

konnte. Eine rasche Diagnose verbessert die Prognose für den Patienten vor allem dann, wenn 

wirksame therapeutische Maßnahmen ergriffen werden können, wie es bei M. Fabry und M. Pompe 

durch den Einsatz von ERT der Fall ist. Durch die Einführung individualisierter Therapieansätze wie der 

PCT bei M. Fabry kommt der Pharmakogenetik eine hohe Bedeutung zu. Während alle M. Fabry 

Patienten unabhängig vom Genotyp von einer ERT profitieren können, sind nur Patienten mit 

bestimmten ansprechenden Mutationen für eine Therapie mit dem PC geeignet. Wie bei M. Fabry sind 

auch bei M. Pompe Hunderte von mutierten Allelen des beteiligten sauren Hydrolase-Gens an der 

Krankheitsentstehung involviert. Typischerweise behindern kostspielige komplexe klinische Studien 

mit geringen Patientenzahlen die Zulassungsverfahren, so dass die Anreize neue Therapien auf den 

Markt zu bringen geschmälert sind. Im Fall von Galafold™ wurden große Anstrengungen 

unternommen, um ansprechende Mutationen mittels eines eigens dafür GLP-validierten in vitro Test- 

Screenings Hunderter Genotypen vorherzusagen (Benjamin et al. 2017). Wie auch die Daten der 2016 

veröffentlichten Meta-Analyse (Studie 2) zeigen, wurden bisher verschiedene Zellsysteme basierend 

auf Fibroblasten-/Leukozytenkulturen von Patienten und transient transfizierten COS- oder HEK-Zellen 

verwendet und Arbeitsgruppen-spezifische Protokolle zur Charakterisierung und Klassifizierung von 

AGAL-Enzymmutationen kamen zum Einsatz. Zeitgleich zur Veröffentlichung der Daten der prä-

klinischen Untersuchungen von Benjamin und Kollegen im Jahr 2017 haben wir unsere »in-house« 

durchgeführte molekulare Enzymanalytik zur Charakterisierung von AGAL und GAA Mutationen 

ebenfalls standardisiert und ein visualisiertes Protokoll publiziert. Gleichwohl für die Therapie des M. 

Pompe aktuell keine PCT zugelassen ist, so gibt es mit DNJ und NB-DNJ zwei Verbindungen, die als PC 

wirken (Okumiya et al. 2007; Parenti et al. 2007). Diese können eine potentielle Ansprechbarkeit einer 

GAA Mutation vorhersagen und als Leitstrukturen für zukünftige Wirkstoffentwicklung bedeutsam 

sein. Daher wurde die Bestimmung der GAA Enzymaktivität unter den beschriebenen 

Standardbedingungen mit ins Protokoll aufgenommen. 

Der Artikel besteht aus einer Einleitung, einem in vier Schritte gegliederten Protokoll (1. 

Herstellung von mutierten pcDNA3.1/GLA- und pcDNA3.1/GAA-Konstrukten; 2. Kultivierung von 
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HEK293-H-Zellen; 3. pcDNA3.1/GLA und pcDNA3.1/GAA Plasmid-Transfektion und Behandlung von 

HEK293-H; 4. Zellernte und Messung der Aktivität von α-Galactosidase A oder saurer α-Glucosidase), 

einem Teil, der repräsentative Daten vorstellt und einer kurzen Diskussion, sowie aus einem 

Videoformat, das ausgewählte Schritte dokumentiert. Das veröffentlichte Protokoll stellt zunächst die 

vereinfachten molekulargenetischen Vorarbeiten zur Herstellung der Mutationen in den vorgestellten 

Vektoren pcDNA3.1/GLA und pcDNA3.1/GAA (Lukas et al. 2013) vor. Der Zellkultur-Anteil des 

Protokolls ist von zentraler Bedeutung. Hier sind die Einhaltung genauer Kulturbedingungen und 

Zeitvorgaben wie dargestellt unbedingt zu beachten, u.a. Zelldichte bei Aussaat der Zellen, der 

Zeitpunkt von Transfektion und Ernte sowie Dauer der Behandlung mit dem PC (Tabelle 1). 

Typischerweise pendeln die Angaben in den Behandlungsprotokollen zwischen 48 Stunden und 5 

Tagen Behandlungsdauer, was ergebnisrelevante Interassay Unterschiede hervorrufen kann.  

 

Tabelle 1. Standardisierte Versuchsbedingungen der AGAL Aktivitätsmessung. 
 

Parameter Standardisierte Bedingung 

Zelllinie HEK293-H 
Plasmid-Vektor-System pcDNA3.1/v5-His TOPO 
Zellkulturformat/ Zelldichte bei der Aussaat 24-Well/ 1.5 x 105 Zellen 
Medium DMEM, 4,5 g/l Glucose (+GlutaMAX), 10 % FBS und 1% P/S* 
Transfektion 24 Std nach Aussaat mit Lipofectamin 2000 
Inkubationszeit (post-Transfektion) 66 Std (60 Std. mit Behandlung) 
DGJ Konzentration 20 µM 
Mediumwchsel Ja; 42 Std post-Transfektion 
Zelllyse Gefrieren und Tauen in 200 µl bidestilliertem Wasser 
Enzymmessung 

- Substrat/Puffer 
 
- Reaktionsformat 
- Reaktionsvolumen 
- Probenkonzentration 

                                                                                                         
1,34 mM 4-Methylumbelliferyl-α-D-galactopyranosid in 0,06 
M Phosphat-Citrat-Puffer, pH 4,7 
96-Well 
30 µl 
50 ng Gesamtprotein/ µl 

Unabhängige Versuchswiederholungen n = 5 (Duplikate) 

*P/S = Penicillin/ Streptomycin 

 

Das Rational zur Anfertigung eines standardisierten Protokolls bestand vorwiegend in der 

Festlegung bestimmter Zellkultur-Bedingungen (z.B. Kulturbedingungen der HEK293-H Zellen, 

Transfektion und Ernte) und der Straffung zeitaufwendiger Schritte wie dem Herstellungsprozess der 

mutanten Plasmid-Vektoren. Die bedeutendste Anpassung des Protokolls im Vergleich zu den zuvor 

veröffentlichten Studien der Jahre 2013 und 2016 (Lukas et al. 2013) lag in der Erhöhung der 

unabhängigen experimentellen Wiederholungen, wodurch die Robustheit und Signifikanz der 

Ergebnisse verbessert wurde.  
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3.1.4 Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der GLP-validierten 

Methode zur Identifizierung PCT-geeigneten Fabry Patienten (Studie 4) 

Die Studie 1 widmete sich der Objektivierung der Schadensbestimmung lysosomaler AGAL 

anhand einer holistischen molekularen und klinischen Charakterisierung. Die Daten ließen den Schluss 

zu, dass in vitro Enzymmessung einen prädiktiven Wert für eine klinische Phänotypisierung hat. In den 

Studien 2 und 3 lag der Schwerpunkt auf Grund der Fortschritte bei der Entwicklung der PCT 

zunehmend auf dem Wert des Systems im Hinblick auf die Vorhersage, wann eine Mutation als 

ansprechend betrachtet werden kann. Studie 4 knüpft an dieser Stelle an. Gerade bei der Feststellung 

der Eignung einer Mutation für eine PC-Behandlung muss bei einer Fehleinschätzung mit gravierenden 

medizinischen Konsequenzen zum Nachteil des Patienten gerechnet werden.  

Wie erwähnt erschien in kurzem zeitlichen Abstand der Studien 1, 2 und 3 ein kongruenter 

Bericht über die Entwicklung eines GLP-validierten pharmakogenetischen Enzymtests zur Bestimmung 

der Ansprechbarkeit von AGAL Mutanten auf eine DGJ-Behandlung (Benjamin et al. 2017). In der 

selben Studie wurde auch der prädiktive Wert des Assays anhand pharmakodynamischer DGJ-Daten 

der klinischen Studien der Phase II und III überprüft. In einer folgenden Studie wurde die 

Zuverlässigkeit der Vorhersage des GLP-validierten Assays getestet, indem 59 der 2017 von Benjamin 

und Kollegen veröffentlichten GLA-Genmutationen in einem Messsystem, das den GLP-Assay 

replizierte, erneut gemessen wurden (Oommen et al. 2019). Verglichen wurden nicht nur die 

Reproduzierbarkeit der erhaltenen Rohmessergebnisse, sondern auch die endgültige Abschätzung der 

Ansprechbarkeit auf der Grundlage der Definition für eine ansprechbare Mutation. Als Schwellenwert 

für eine ansprechbare Mutation gilt offiziell eine absolute Zunahme der Enzymaktivität um ≥3% WT 

und eine relative Zunahme der Enzymaktivität um das 1,2-fache nach Inkubation mit 10 µM DGJ 

(Committee for Medicinal Products for Human Use). 

 

Absolute Steigerung der Aktivität (% WT): 

𝑀𝑢𝑡 + 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 −  

𝑀𝑢𝑡 − 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 ≥ 3 

ᴧ 

Relative Steigerung gegenüber dem Ausgangswert (fold change): 
𝑀𝑢𝑡 + 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 ÷  

𝑀𝑢𝑡 − 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 ≥ 1,2 
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Trotz der identischen Versuchsanordnung stellten die Autoren des Artikels eine 

»offensichtliche Diskrepanz zwischen den Laboratorien bei der Messung der AGAL-Aktivität«2 fest, was 

mit den zuvor beobachteten Unterschieden bei den Schätzungen der Ansprechbarkeit übereinstimme. 

In der Tat wurde in früheren Studien ermittelt, dass die Anzahl der ansprechbaren GLA Missense 

Mutationen zwischen etwa 40 und 60 % schwankte (Lukas et al. 2013; Wu et al. 2011). 

Unterschiedliche Bewertungen einzelner Mutationen kamen ebenfalls vor, wobei zu beachten ist, dass 

neben unterschiedlichen Messprotokollen auch unsere eigene Definition für eine ansprechbare 

Mutation von den Fremdstudien abwich:  

 

Absolute Steigerung der Aktivität (% WT): 

𝑀𝑢𝑡 + 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 −  

𝑀𝑢𝑡 − 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 ≥ 5 

ν 

Relative Steigerung gegenüber dem Ausgangswert (fold change): 
𝑀𝑢𝑡 + 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 ÷  

𝑀𝑢𝑡 − 𝐷𝐺𝐽

𝑊𝑇 − 𝐷𝐺𝐽
× 100 ≥ 1,5 

 

Voraussetzung zur Erfüllung der Ansprechbarkeitskriterien ist eine Zunahme der Enzymaktivität auf 

mindestens 5% WT Aktivität. 

 

Die Studie von Oommen und Kollegen (2019) veranlasste uns zu einem Vergleich der im GLP-

Assay erhaltenen Daten (Benjamin et al. 2017) mit den eigenen AGAL Enzymaktivitätsdaten aus 

unserem sehr ähnlichen, intern entwickelten Test (Lukas et al. 2013). Wir verglichen 160 Mutationen, 

zu denen Datensätze beider Arbeitsgruppen vorlagen. Wir stellten fest, dass im Allgemeinen eine gute 

Übereinstimmung sowohl bei den biochemischen Daten als auch bei der Bewertung der 

Ansprechbarkeit gegeben war. Dennoch ergab ein Vergleich der Daten, dass 12,9 % aller Varianten 

unterschiedlich klassifiziert wurden, als die internen experimentellen Daten mit denen des GLP-

validierten Assays und seinen dualen Ansprechbarkeitskriterien verglichen wurden. Es gab keine 

Neigung zu responsiven oder nicht responsiven Mutationen, die im anderen System jeweils 

unterschiedlich bewertet wurden, was auf einen systemischen Unterschied hindeuten würde. Wir 

stellten die Frage, ob die abweichende Einordnung hauptsächlich an unterschiedlichen biochemischen 

Enzymaktivitätswerten oder der unterschiedlichen Definition für eine ansprechbare Mutation liegen 

würde. Die beste Übereinstimmung mit der offiziellen Ansprechbarkeitsklassifizierung auf der 

                                                           
2 Übersetzt aus dem Englischen nach Oommen et al. 2019. Inter-assay variability influences migalastat 

amenability assessments among Fabry disease variants. Molecular genetics and metabolism 127 (1), S. 74–85. 
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Grundlage der GLP-validierten Benjamin-Studie wurde erzielt, wenn die Enzymdaten der GLP-Studie 

und die Ansprechbarkeitskriterien aus unseren Studien verwendet wurden (Abweichung 6,2 %), 

während die größte Abweichung bei der Verwendung eigener Enzymdaten und der 

Ansprechbarkeitskriterien der GLP-Studie zu beobachten war (Abweichung 18 %). Dies deutete darauf 

hin, dass hauptsächlich die Interassay-Variabilität bei den Enzymdaten und nicht die unterschiedlichen 

Ansprechbarkeitskriterien für die Nichtübereinstimmung verantwortlich waren. Anhand unserer 

Datensätze wurde auch deutlich, dass eine niedrige Ausgangsaktivität und eine grenzwertige 

biochemische Ansprechbarkeit Risikofaktoren für eine Fehlklassifizierung von GLA-Genvariante waren. 

Die Messung der Ansprechbarkeit auf DGJ in zellbasierten In vitro Assays ist jedoch eine Methode, zu 

der es derzeit keine Alternative gibt, um die Eignung von Patienten zu bestimmen. 

 

3.2 Studien zu mechanistischen Aspekten neuer therapeutischer Ansätze bei 

LSDs 

3.2.1 Expression menschlicher GLA Mutationen in Drosophila führt zu 

Enzymfehlfaltung, Tod dopaminerger Zellen und einer kürzeren Lebensdauer (Studie 5) 

Pathophysiologische Studien bei M. Fabry und M. Gaucher sind im Wesentlichen auf 

Nagetiermodelle beschränkt (Mark E Haskins et al. 2006; Farfel-Becker et al. 2011). Das für M. Fabry 

verfügbare murine Knockout-Modell weist ein vollständiges Fehlen der AGAL Aktivität auf und 

repräsentiert weder die genetischen noch die krankheitsspezifischen Aspekte von M. Fabry in 

angemessener Weise (Ohshima et al. 1997). Die unter beachtlichem Aufwand entwickelten Modelle 

für den M. Gaucher lassen den Ansatz erkennen, Genotyp-vermittelten Besonderheiten in 

humanisierten Tiermodellen Rechnung zu tragen. Doch in Bezug auf die Phänotypisierung stellten sich 

die Mausmodelle mit den häufigen Mutationen p.Asn370Ser und p.Leu444Pro als Enttäuschung 

heraus. Das p.Asn370Ser Modell, welches den milden, non-neuronopathischen M. Gaucher Typ I 

abbilden sollte, verstarben in den ersten 24 Stunden nach der Geburt an einem schweren 

ichthyotischen Zustand der Haut (Xu et al. 2003). Mäuse, die die Typ III/Typ II-Mutation p.Leu444Pro 

trugen, wiesen je nach Labor, in dem die Maus hergestellt wurden, sehr unterschiedliche Phänotypen 

auf, die von sehr mild bis hin zu unmittelbar tödlich reichten, so dass der Wert der Modelle begrenzt 

war (Liu et al. 1998; Mizukami et al. 2002). Für den M. Fabry existiert ebenfalls ein humanisiertes 

Mausmodell mit der gut charakterisierten GLA-Genmutation p.Arg301Gln, aber diese Maus zeigt 

keinen Phänotyp außer einer verminderten AGAL Aktivität und einer moderaten Gb3-Akkumulation. 

Sie wurde bislang ausschließlich für prä-klinische Wirksamkeits- und Dosierungstests für das PC DGJ 

eingesetzt (Khanna et al. 2010). Auf Grund des erheblichen Aufwands in der Haltung, Zucht und 
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Durchführung von Experimenten eignen sich diese Modelle nur bedingt zur Untersuchung 

pharmakologischer Beeinflussung zellulärer Pathways mit dem Ziel molekularer Therapieentwicklung.  

Im Jahr 2013 wurde ein Drosophila melanogaster-Modell für M. Gaucher etabliert (Maor et al. 

2013). Die ektopische Expression der Mutanten p.Asn370Ser und p.Leu444Pro in 

dopaminergen/serotonergen Zellen der Fliegen führte zu erhöhter Aktivität der UPR (von engl. 

unfolded protein response),  Bewegungsstörungen, die an die Parkinson-Krankheit erinnerten und zum 

Tod in frühen Entwicklungsstadien. Die Fliegen wiesen gleichwohl keinerlei GlcCer Akkumulation auf 

und stellten ein reines Proteinfehlfaltungsmodell dar anhand dessen die Fehlfaltung mutierter β-Glu, 

UPR Aktivierung und Enzymretention im ER in einen kausalen Zusammenhang mit der Stabilisierung, 

Aggregation und Akkumulation von zellulärem α-Synuclein gebracht werden konnten (Maor et al. 

2016; Maor et al. 2019).  

Studie 5 überträgt den für die Gaucher-Krankheit beschriebenen Ansatz der Expression einer 

potenziell fehlgefalteten Genmutation in Zellen des zentralen Nervensystems von D. melanogaster auf 

die Fabry-Krankheit. Zu diesem Zweck wurden transgene Fliegen erzeugt, die die mutierten AGAL-

Varianten p.Ala156Val und p.Ala285Asp exprimierten. Beide Varianten sind mit dem klassischen 

Krankheitsverlauf bei M. Fabry assoziiert, wobei die erste Variante eine signifikante Restaktivität von 

etwa 5 % in HEK293-H-Zellen aufweist und auf das PC DGJ anspricht; p.Ala285Asp hat keine 

Restaktivität und spricht nicht auf eine PC-Behandlung an (Lukas et al. 2013). Bei ubiquitärer 

Expression der AGAL-Varianten wurde in Fliegenzellen eine ER-Stressreaktion und eine Aktivierung der 

UPR in Form von erhöhtem Hsc-70-3, gespleißtem Xbp1 und ATF4 beobachtet. Darüber hinaus wurden 

für die AGAL Enzymvarianten selbst eine Verringerung des zellulären Levels und eine vorwiegende ER-

Lokalisation als Indikator unreifen, inaktiven Enzyms beobachtet. Eine Normalisierung des Zustandes 

wurde für p.Ala156Val exprimierende Fliegen über die Gabe von DGJ erreicht. Zwar konnte auch der 

Enzymlevel von p.Ala285Asp durch die Gabe von 20 µM DGJ signifikant erhöht werden, die übrigen 

Parameter normalisierten sich hingegen nicht, was darauf schließen lässt, dass die durch die 

Proteinfehlfaltung der p.Ala285Asp-Mutante ausgelösten Folgen durch das PC nicht behoben werden 

konnten. Die Zelltyp-spezifische Expression von GLA durch einen in dopaminergen Zellen aktiven 

Promotor erzeugte eine Unfähigkeit zu klettern (»Negative Geotaxis«-Versuch) in Mutation-

exprimierenden Fliegen, die mit einem vermehrten Absterben dopaminerger Zellen und einer 

verkürzten Lebensspanne einherging. Im Gegensatz dazu war die Lebensspanne von WT AGAL-

exprimierenden Fliegen nicht beeinträchtigt. Die DGJ-Behandlung von p.Ala156Val-exprimierenden 

Fliegen führte zu einer Erholung auf nahezu Kontrollniveau, d. h. Fliegen, die kein Transgen 

exprimierten. Die Ergebnisse bei p.Ala285Asp-exprimierenden Fliegen zeigten keine signifikante 

Verbesserung. Zusammengenommen zeigte sich, dass die ektopische Expression fehlgefalteter AGAL 

in neuronalen Zellen der Fliege motorische Verhaltensstörungen hervorrufen konnte, die nicht auf 
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einen Mangel an Enzymaktivität zurückzuführen waren. Der Phänotyp war durch das PC teilweise 

reversibel, wenn eine durch DGJ korrigierbare Fehlfaltungsmutante exprimiert wurde. 

3.2.2 Ambroxol als ein intrazellulärer Enhancer mutierter β-Glu (Studie 6) 

In der Erstpublikation des AGAL Enhancers 1-Deoxygalactonijirimycin wird die Verbindung als 

'chemical chaperon' bezeichnet (Fan et al. 1999). Dies ist eine der ersten Studien überhaupt, die 

kompetitive Inhibitoren als neue molekulare therapeutische Strategie für die Behandlung genetischer 

Stoffwechselkrankheiten vorschlägt. In der Folge wurden strukturell vergleichbare Zuckermimetika aus 

der Klasse der Iminozucker verwendet, um geeignete Inhibitoren für β-Glu (M. Gaucher) und GAA (M. 

Pompe) zu identifizieren, die sich auch als Chaperone eignen (Sawkar et al. 2002; Steet et al. 2006; 

Okumiya et al. 2007; Parenti et al. 2007). Bald darauf wurden PCs für weitere Hydrolase-Enzym-

basierte LSDs entdeckt (Maegawa et al. 2007; Lee et al. 2010; Hoshina et al. 2018). Der 

Wirkmechanismus beruhte stets auf der Bindung an das aktive Zentrum des Enzyms. Doch nicht alle 

der Wirkstoffkandidaten waren offensichtliche Mimetika des natürlichen Enzymsubstrats. Das 

Vorgehen der Wissenschaftler zeigte ein breites Spektrum, das vom »educated guess«-Ansatz (ähnlich 

der DGJ-Studie) über ein automatisiertes Hemmstoffscreening potenzieller Kandidaten, bei dem die 

Substanzbibliotheken oft aus für andere Krankheiten zugelassenen Wirkstoffen bestanden (Maegawa 

et al. 2007), bis hin zu Studien reichte, die ein durch Bioinformatik gestütztes Vorscreening, das so 

genannte molekulare Docking (MD) oder in silico-MD (Subramaniyan et al. 2018), verwendeten. 

Screening (Zheng et al. 2007), Repurposing/Repositioning (Hay Mele et al. 2015) und rationales 

Arzneimitteldesign (Zhu et al. 2005; Atrian et al. 2008) waren seither die Ansätze, die zur Entdeckung 

einer Vielzahl an Leitstrukturen und deren Weiterentwicklung zur Behandlung von GBA1 

Proteinfehlfaltungsmutationen bei M. Gaucher führten. Ambroxol wurde als β-Glu-Enhancer im 

Rahmen einer Studie entdeckt, in der erstmals nicht nach Hemmstoffen gesucht wurde, sondern nach 

Verbindungen, die in der Lage waren, die thermische Denaturierung des Enzyms abzuschwächen, also 

Enzymstabilisatoren (Maegawa et al. 2009). Die Ausgangsbedingung sah eine 10 mM 

Behandlungskonzentration der zu untersuchenden Verbindung vor. In weiteren Untersuchungen zur 

Bindungskinetik wurden ebenfalls hohe Konzentrationen von mindestens 2 mM eingesetzt, was 

höchstwahrscheinlich eine klinisch unerreichbare Konzentration darstellt (Kim et al. 2020). Gleichwohl 

konnte ABX die β-Glu Aktivität verschiedener Mutationen in Patientenzellen und im Fliegenmodell im 

mittleren zweistelligen micromolaren Bereich erhöhen, darunter auch die Aktivität der beiden 

häufigen Mutationen p.Asn370Ser und p.Leu444Pro (Bendikov-Bar et al. 2011; Castilla et al. 2012; 

McNeill et al. 2014; Ivanova et al. 2018; Maor et al. 2016). Auch die klinische Anwendung bei Patienten 

mit M. Gaucher Typ I verlief erfolgversprechend (Zimran et al. 2013). Die Ansprechbarkeit von 

p.Leu444Pro nährte überdies die Hoffnung auf eine erste effektive Behandlungsform für den 



 
 

33 
 

3 Kumulative Darstellung der Studienergebnisse und Diskussion 

subakuten neuronopathischen M. Gaucher Typ III. Durch diese aussichtsreichen Daten verdient ABX 

unsere Aufmerksamkeit als Medikamentenkandidat für die Behandlung von M. Gaucher. ABX wurde 

zuletzt meist als pharmakologisches Chaperon bezeichnet (Enshaei et al. 2019; Kopytova et al. 2021), 

was allerdings einen spezifischen Wirkmechanismus unterstellt, der auf einer Stabilisierung des 

Enzyms beruht. Gleichwohl konnte dieser Wirkmechanismus in den zahlreichen in cellulo Studien für 

ABX bislang nicht nachgewiesen werden. Die hohen Konzentrationen, die in zellfreien Experimenten 

verwendet wurden, um eine β-Glu Reaktion auszulösen, könnten auf einen anderen Mechanismus der 

enzymstimulierenden Wirkung von ABX hinweisen, der auf komplexeren intrazellulären Prozessen 

beruht. In der vorliegenden Studie 6 wurde ein klassisches PC in Form des hochkompetenten 

Iminozucker-Inhibitors IFG mit ABX verglichen. Untersucht wurden verschiedene bekannte Parameter 

wie Hemmungseffizienz, Effektivität auf die intrazelluläre β-Glu-Aktivität in patienteneigenen Zellen 

und erstmals Enzym-stabilisierende Wirkung in einem quantifizierbaren Modell (TSA von engl. thermal 

shift assay). In Übereinstimmung mit vorherigen Studien konnte bei pH 4,7 nur minimale 

Hemmwirkung von ABX festgestellt werden, während IFG eine vollständige Hemmwirkung entfaltete 

(IC50 = 0,32 µM). Es wurde berichtet, dass die inhibitorische Wirkung von ABX pH-abhängig war und 

eine vollständige Hemmung von β-Glu bei einem pH 6,7, wie er im ER der Zelle herrscht, erreicht 

werden konnte. Dies könne von Vorteil sein, da die Interaktion zwischen Enzym und Ligand im ER am 

Ort der Enzymsynthese erwünscht und am Ort der katabolen Funktion im Lysosom unerwünscht ist. 

Wir sahen allerdings von einer enzymatischen Bestimmung unter neutralen pH-Bedingungen ab, da 

das Enzym hier kaum aktiv ist (Aerts et al. 2003). Da beide Verbindungen in zwei heterozygoten 

Zelllinien (p.Asn370Ser/ 84GG) eine nahezu identische Steigerung der β-Glu-Enzymaktivität bewirkten, 

stellten wir stattdessen ein hitzeinduziertes Schmelzprofil des rekombinanten β-Glu-Enzyms mittels 

TSA her. Hierin zeigte sich, dass das mit 2 mM IFG behandelte Enzym bei pH 5,5 eine um 22°C 

verzögerte Denaturierung von 42°C auf 64°C aufwies. Unter gleichen Bedingungen konnte ABX nur 

eine insignifikante thermische Stabilisierung von 2,3°C erzielen. In Übereinstimmung hiermit zeigte 

sich ABX-behandelte β-Glu im Zellkulturmodell instabiler und eine größere unreife β-Glu Fraktion als 

in IFG-behandelten Zellen wurde evident. Wir argumentierten, dass frühere Studien gezeigt hatten, 

dass ABX nicht nur als PC, sondern auch auf zellbiologischer Ebene als Transkriptionsregulator wirkt, 

indem es GBA1 durch Erhöhung des lysosomalen Hauptregulators Transkriptionsfaktor EB, und CHOP, 

einem weiteren ER-Stress-relevanten Transkriptionsfaktor, der an der GBA1-Regulierung beteiligt ist, 

erhöht. Durch Nutzung spezifischer ABX-Strukturanaloga lieferte Studie 6 weiterhin Informationen zur 

Struktur-Funktionsbeziehung von ABX. Die Daten zeigten, dass sowohl die 4-Hydroxylgruppe als auch 

das Fehlen der Aminomethylgruppe (im Unterschied zum Strukturanalog Bromhexin) als 

Charakteristika entscheidende Strukturmerkmale für die Effektivität von ABX als β-Glu-Enhancer 
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darstellen, was für die künftige rationale Entwicklung von Arzneimitteln für M. Gaucher auf der Basis 

von ABX als Leitstruktur Einschränkungen in der Derivatisierbarkeit mit sich bringt. 

3.2.3 Entwicklung nicht-inhibitorischer PCs der »zweiten Generation« für M. Fabry 

(Studie 7) 

Der Einsatz von in silico-MD ist ein leistungsfähiges Instrument zur Abschätzung der 

Bindungsfähigkeit potenzieller Interaktionspartner für bei LSDs mutierte Hydrolasen. Diese 

Technologie wurde bereits erfolgreich bei diversen Krankheiten wie M. Gaucher, M. Pompe und NP-C 

angewandt (Subramaniyan et al. 2018; Borie-Guichot et al. 2021; Völkner et al. 2022). 

Computergestützte MD Experimente im eigenen Labor verwendeten die N-terminale Domäne, die die 

Cholesterol-Bindungsstelle am NPC1 Protein beinhaltet (Kwon et al. 2009). Die N-terminale Domäne 

besteht aus ∼240 Aminosäuren und entspricht der ersten luminalen Domäne des 13 

Transmembrandomänen umfassenden NPC1-Proteins. Hier bot sich der natürliche Ligand als 

Leitstruktur für eine kompetitive Proteinbindung an der Cholesterolbindungstasche an. Das 

strukturbasierte Wirkstoffdesign wurde zum einen mit Hilfe oxygenierter Derivate (z.B. 25-

Hydroxycholesterol und 27- Hydroxycholesterol) (Porter et al. 2010; Ohgane et al. 2014) und zum 

anderen mit Hilfe großer Substanzbibliotheken (Wishart et al. 2006) durch in silico-MD durchgeführt. 

So konnten sowohl steroidale als auch nicht-steroidale (nicht substratmimetische) PC-Kandidaten 

identifiziert werden. Neben der freien Bindungsenergie war ein wesentlicher Parameter zur 

Bestimmung der Bindungsqualität der pKb-Wert der Verbindung, da die pH-abhängige Bindungsstärke 

durch den Unterschied zwischen dem Syntheseort und dem Wirkungsort des lysosomalen Proteins 

eine Rolle spielt. Auf diese Weise kann eine erleichterte Reversibilität der Bindung sichergestellt und 

eine verbesserte PC Wirkung erzeugt werden. Am Beispiel von NP-C lässt sich auch die Bedeutung von 

PCs aufzeigen, die nicht kompetitiv an das aktive Zentrum des Proteins andocken. Ohgane und 

Kollegen fanden Hinweise auf eine zweite Cholesterol-Bindungsstelle, deren Besetzung ebenfalls zu 

einer Stabilisierung des mutierten Proteins führen könnte (Ohgane et al. 2013). Die Dynamik der 

Cholesterolbindung sowie die Spezifität der zweiten Bindungsstelle ist nur unzureichend verstanden 

(Dubey et al. 2020), birgt aber die Hoffnung auf stabilisierende Ligandenbindung ohne gleichzeitige 

Hemmung des Cholesteroltransports.  

In einer früheren Studie wurde an der AGAL ebenfalls eine zweite, allosterische Zucker-

Bindungsstelle distal des aktiven Zentrums mit erhöhter Affinität zu β-D-Galactose aufgedeckt. Da die 

hemmende Wirkung dem therapeutischen Ziel der PCT im Wege steht und eine immer noch 

signifikante Anzahl von Mutationen durch den isosterischen Iminozucker DGJ nicht adressiert werden 

konnte, wurde im Rahmen der Studie 7 ein in silico-MD-Screening mit über 10.000 kommerziell 

erhältlichen Verbindungen aus der ZINC-Datenbank (Irwin und Shoichet 2005) an der allosterischen 
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Zucker-Bindungsstelle durchgeführt. Die Bindungsstelle bot eine veränderte Ligandenspezifität über 

die mutmaßliche Bindung an Asp255 und Lys374 und damit die potentielle Umgehung von 

Kreuzinhibition mit der primären Zucker-Bindungsstelle sowie die Möglichkeit, zusätzliche Mutationen 

anzuvisieren, die von DGJ nicht angesprochen werden konnten. Von den zugelassenen Medikamenten 

tat sich im virtuellen Screening keine Verbindung hervor, die sich für das drug repositioning anbot, 

aber ein Treffer stellte das 2,6-Dithiopurin (DTP) dar, welches zwar kein zugelassenes Medikament, 

aber in Zellkulturexperimenten gut verträglich war. DTP hemmte rekombinante AGAL (Fabrazyme, 

Genzyme Corporation) bei einer Konzentration von 6 mM in einem enzymatischen Test mit dem 

synthetischen Substrat 4-Nitrophenyl-α-D-Galactopyranosid nicht. Demgegenüber stand eine nahezu 

vollständige Hemmung durch DGJ bei gleichem Versuchsaufbau und bei einer Konzentration von 1 µM. 

Im TSA zeigte DTP allein und in Synergie mit DGJ eine stabilisierende Wirkung auf Fabrazyme. Im 

Überexpressionssystem in COS-7 Zellen wurde die Ansprechbarkeit verschiedener GLA Mutationen auf 

DTP untersucht. Zwar erwies sich das Wirkspektrum von DTP als begrenzt, beispielsweise waren 

Mutationen in unmittelbarer Nähe der allosterischen Bindungsstelle, p.Ala37Thr, p.Pro40Ser, 

p.Met42Thr und p.Met42Val, nicht ansprechbar, gleichwohl zeigte sich die DGJ-irresponsive 

p.Ala230Thr ansprechbar. Die durchgeführten Untersuchungen wiesen auf ein erweitertes Potential 

für niedermolekulare PCT hin und lieferten Aussagen zur Vorhersagbarkeit der Ansprechbarkeit von 

GLA Mutationen bei Adressierung der allosterischen Bindungsstelle. 

3.2.4 Prüfung potenzieller enzymverstärkender Verbindungen für AGAL und GAA 

(Studie 8) 

Verschiedene Punkte sprechen für eine gemeinsame Betrachtung Hydrolase-assoziierter LSDs 

in Bezug auf ein therapeutisches Targeting. Das Vorhandensein eines lysosomalen Netzwerks (CLEAR) 

zentral regulierter Gene (Sardiello et al. 2009) und die weitgehende Identität proteinbiosynthetischer 

Prozessierungsabläufe lysosomaler Hydrolasen in der Zelle (siehe Abschnitt 1.1.2) öffnet die 

Möglichkeit eines pharmakologischen Eingriffes mittels funktionaler ERAD-Inhibitoren, 

Transkriptionsregulatoren und anderer Proteostaseregulatoren. Die lysosomalen Enzyme AGAL und 

GAA weisen überdies viele weitere Gemeinsamkeiten auf. Sie bilden den Glykosylhydrolase-Clan »GH-

D«, eine Superfamilie von Alpha-Galactosidasen und anderen zuckerspaltenden Hydrolasen, die neben 

einem gemeinsamen katalytischen Mechanismus eine gemeinsame strukturelle Topologie bestehend 

aus einer α/β8-barrel fold in der Domäne, die das aktive Zentrum enthält, aufweisen.  

Das größte Manko der konventionellen ERT ist die begrenzte Effektivität bei bestimmten 

Gewebsmanifestationen. So z.B. ist die Blut-Hirn-Schranke eine unüberwindbare Barriere für diese 

Therapie und Patienten mit zerebrovaskulären Komplikationen und neuropathischen Schmerzen (M. 

Fabry) können nur unzureichend profitieren (Azevedo et al. 2020). Ebenso verhält es sich mit 
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Symptomen der Herz- und Atemmuskulatur (M. Pompe) (Sun et al. 2015). Eine weitere Gefahr besteht 

in einer möglichen Immunreaktion gegen die applizierten Enzyme, die das Risiko einer 

Effektivitätsminderung beherbergen (El Dib und Pastores 2010; Wilcox et al. 2012; Azevedo et al. 

2020). Patienten mit NULL Mutationen und besonders schädlichen Missense Mutationen, die mit 

schweren Krankheitsverläufen assoziiert sind, sind demnach besonders gefährdet, während der ERT 

neutralisierende Antikörper zu entwickeln (Wang et al. 2008).  

Die in Studie 8 untersuchten niedermolekularen Verbindungen ABX und Rosiglitazon (RSG) 

wurden in früheren Studien als genregulatorisch (McNeill et al. 2014) bzw. ERAD-hemmend 

(Motomura et al. 2004) beschrieben. RSG hat durch seinen Einfluss auf PPARy und NFkB eine massive 

Wirksamkeit auf zellphysiologische Wege, deren Beeinträchtigung in LSD Modellen bekannt ist und 

deren pharmakologische Ansteuerung potenziell bedeutsam sein kann, z.B. als direkt 

schmerzlinderndes Mittel gegen die M. Fabry Neuropathie (Formaggio et al. 2022). Weitere 

systematisch untersuchte niedermolekulare Wirkstoffe, die den Prozess von Synthese und Transport 

lysosomaler Enzyme unterstützen können wurden in ER Stress-Auslösern (z.B. Tunicamycin), 

Inaktivatoren des proteasomalen Abbaus (z.B. MG-132) und anderen PPAR-modulierenden Wirkstoffe 

(z.B. Bezafibrat) analysiert. Die Verbindungen wurden zunächst im in vitro Überexpressionsmodell an 

neun ausgewählten M. Fabry Mutationen untersucht. Die Mutationen wurden dergestalt selektiert, 

dass sie in HEK293-H-Zellen (i) eine Restaktivität (≥1 % des Wildtyps) und (ii) Ansprechbarkeit auf DGJ 

(≥1,5-facher Anstieg, insgesamt ≥5 % des Wildtyps) aufwiesen, um deren Responsivitätspotential zu 

gewährleisten. Zum Zeitpunkt der vorliegenden Studie wurde ABX erst kürzlich als PC für M. Gaucher 

identifiziert. Bei Einzelverabreichung einer Konzentration von 40 µM zeigte es nur auf wenige AGAL-

Formen eine signifikante Wirkung, darunter der Wildtyp, p.Ala156Val und p.Arg301Gln. Die 

Konzentrations-Wirkungs-Beziehung ergab eine EC50 von 17,4 μM für das Wildtyp-Enzym unter 

Verwendung eines sigmoidalen Kurvenanpassungsmodells. In Zellkultur als Kombinationsbehandlung 

mit DGJ eingesetzt, zeigte ABX eine signifikante zusätzliche Steigerung auf die Enzymaktivität aller 

neun getesteten AGAL Mutationen. In gleicher Weise verstärkte ABX synergistisch die Wirkung des 

ebenfalls als PC bekannten natürlichen Substrats Galactose (Frustaci et al. 2001) auf die untersuchten 

Mutationen. Die thermische Denaturierung unter steigenden DGJ- und ABX-Konzentrationen und die 

anschließende Enzymmessung wurden analog zu den Arbeiten von Maegawa und Kollegen (Maegawa 

et al. 2009) durchgeführt. Dabei zeigte sich kein nachweisbarer Effekt auf die Stabilität von 

rekombinantem AGAL (Agalsidase alfa) durch ABX. Dennoch zeigte sich ein zusätzlicher stabilisierender 

Effekt zur DGJ-vermittelten Stabilisierung bei zusätzlicher Gabe von 2,5 mM ABX. Zudem fungierte ABX 

nicht als Inhibitor von Agalsidase alfa. In Zellkultur erhöhte ABX die durch die beiden PCs DNJ und NB-

DNJ erhöhte GAA Aktivität dreier ansprechbarer M. Pompe-assoziierter Mutationen in additiver Weise. 
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ABX konnte nach unseren Untersuchungen als potentiell LSD-übergreifender PC-Enhancer etabliert 

werden.  

Die weiteren Substanzen wurden bona fide an der AGAL Mutante p.Arg301Gln getestet. Der 

PPARγ Agonist RSG zeigte eine synergistische Wirkung mit DGJ in ähnlicher Weise wie ABX. Allerdings 

schien die Wirkung der Einzelbehandlung mit RSG ausgeprägter zu sein, so dass RSG bei zusätzlichen 

grenzwertig DGJ-ansprechbaren Mutationen, p.Arg118Cys und p.Thr385Ala, erfolgreich getestet 

wurde. Eine eventuell unterschiedliche Mutationsspezifität verschiedener Proteostaseregulatoren 

könnte das Therapiespektrum niedermolekularer Substanzen erweitern, bedarf aber weiterführender 

mechanistischer Studien, um die Vorhersagbarkeit zu verbessern. Das RSG-Struktur- und 

Funktionsanalog Pioglitazon als auch das eine höhere Spezifität für PPARα aufweisende Bezafibrat 

wiesen ebenfalls aktivitätssteigernde Wirkung auf die AGAL Mutante p.Arg301Gln auf. Die 

proteasomalen Inhibitoren MG-132 und Lactacystin zeigten eine enzymstabilisierende Wirkung, aber 

keine Erhöhung der Aktivität, so dass davon auszugehen war, dass der Enzymabbau in gewissem Maße 

verhindert wurde, der Weitertransport und die Prozessierung von AGAL im HEK293-H-System jedoch 

nicht stattfanden oder nicht abgebildet werden konnten. Zum Vergleich, Ishii und Kollegen wiesen 

ebenfalls einen verringerten Abbau von AGAL-Mutanten in überexprimierenden COS-7 Zellen nach, 

maßen in ihrer Studie jedoch nicht die Enzymaktivität (Ishii et al. 2007). Daher stehen unsere Daten 

nicht im Widerspruch zu dieser Studie. Im Gegensatz dazu wurden positive Auswirkungen von 

proteasomalen Inhibitoren auf die β-Glu-Mutante anhand von Enzymaktivitätsmessungen gezeigt, die 

aber an patienteneigenen Zellen vorgenommen wurden (Mu et al. 2008). Das große Potential der 

Substanzklasse der proteasomalen Inhibitoren als Wirkstoffe bei LSDs ist ebenfalls an der 

Durchführung klinischer Studien zu NP-C und M. Pompe ablesbar (Sitarska et al. 2021), 

(NCT025251723), so dass zu diesem Zeitpunkt offen bleiben muss, ob Proteasom-Inhibitoren eine 

wirksame Behandlungsoption für M. Fabry sein könnten. Die anderen Substanzen, die auf 

verschiedene Weise in die ER-Physiologie eingreifen und ER-Stress erzeugen, Kifunensin, Thapsigargin 

und Tunicamycin, hatten im Expressionssystem ebenfalls keine Wirkung auf p.Arg301Gln. 

Sowohl ABX als auch RSG haben eine ganze Reihe von unterschiedlichen Auswirkungen auf die 

Zellphysiologie. Ein klarer Mechanismus kann für beide Wirkstoffe ohne weitere Untersuchungen noch 

nicht definiert werden. ABX ist ein nicht hemmender PC-Enhancer, der sowohl Auswirkungen auf den 

Kalziumhaushalt der Zelle als auch erweiterte genregulatorische Effekte ausübt. RSG zeigte in einer 

früheren Studie Ubiquitin-hemmende Wirkungen (Marfella et al. 2006). Wir konnten keinen Hinweis 

auf Hemmung des Proteasoms in der applizierten Konzentration feststellen. Um die Rolle des 

                                                           
3 In dieser klinischen Studie wird Bortezomib als immunmodulatorisches Medikament zur Reduzierung von IgG 
Antikörpern auf die ERT eingesetzt. 



 
 

38 
 

3 Kumulative Darstellung der Studienergebnisse und Diskussion 

Ubiquitin-Proteasom-Systems beim beobachteten RSG-Effekt zu untersuchen, behandelten wir die 

Zellen mit dem E1-Enzym-Hemmstoff Pyr-41, was weder einen Effekt auf die Aktivität noch auf den 

Abbau des AGAL Enzyms hatte, so dass die Ergebnisse dieser Studie die Modulation PPAR-regulierter 

Stoffwechselwege als wahrscheinlicheren Wirkmechanismus erscheinen lassen. 

3.2.5 Identifizierung und mechanistische Untersuchungen an niedermolekularen 

Enzym-Enhancern (Studie 9) 

Wenn es sich um Wirkstoffverbindungen handelt, die die Funktion einzelner Proteine oder 

ganzer molekularer Prozesse ausnutzen, um eine verstärkende Wirkung des mutierten lysosomalen 

Enzyms zu erreichen, sind Überexpressionsmodelle für die Translation in die Anwendung 

fehleranfälliger als endogene Modelle. Beispielsweise sind HEK293-H-Zellen auf Grund ihres stark 

abweichenden Karyotyps für Studien, welche genregulatorische Wirkstoffe nutzen, ungeeignet 

(Stepanenko und Dmitrenko 2015). Weitere Eingriffe in die Zellphysiologie wie die Veränderung durch 

Plasmidvektor-vermittelten Gentransfer erzeugen weitere Artefakte und schränken die Signifikanz 

mechanistischer Studien ein. PCs nehmen eine Ausnahmestellung bei den niedermolekularen 

Wirkstoffen ein und können daher in der Regel auch in Überexpressionsmodellen eingesetzt werden 

(Flanagan et al. 2009; Wu et al. 2011). Eine mögliche Erklärung ist, dass die Klasse der PCs direkt mit 

dem mutierten lysosomalen Enzym interagiert, dessen für die Ansprechbarkeit relevante strukturelle 

Charakteristika weitgehend unabhängig von Zelltyp und Expressionslevel zu sein scheinen. Gleichwohl 

ist die Liste an PC Molekülen noch kurz, deren Wirksamkeit sowohl im Überexpressionssystem als auch 

im endogenen Modell empirisch belegt wurde. In wirkmechanistischen Studien an M. Gaucher 

kommen so gut wie ausschließlich Patientenzellen zum Einsatz. Der Umweg über Expressionsmodelle 

ist unnötig, da die Verfügbarkeit geeigneter endogener Zellmodelle auf Grund der Häufigkeit 

bestimmter Missense Mutationen (c.1226A>G (p.Asn370Ser); c.1448T>C (p.Leu444Pro)) gegeben ist. 

Diese Mutationen stehen im Zentrum des Behandlungsinteresses. Derzeit gibt es keine Berichte zur 

Ansprechbarkeit auf niedermolekulare Medikamente, die den Hunderten von GBA1 Missense 

Mutationen Rechnung tragen wie bei den breit angelegten Studien bei M. Fabry. Im Gegensatz zu den 

häufigen Mutationen bei M. Gaucher sind die häufigen Mutationen bei M. Fabry deutlich weniger 

verbreitet. Das Auftreten von Mutationen ist in der Regel auf eine oder wenige Familien beschränkt, 

was die Wahl einer Modellmutation für Medikamententests erschwert und die Verfügbarkeit 

geeigneter endogener Zellmodelle begrenzt. Dank intensiver Forschung an DGJ ist jedoch die 

Ansprechbarkeit der Mehrzahl aller bekannten GLA Missense Mutationen bekannt. Die Punktmutation 

c.902G>A (p.Arg301Gln) hat sich wiederholt als Beispiel für eine Proteinfehlfaltungsmutante (mit 

restlicher katalytischer Funktionalität) erwiesen, die sich demnach für die Untersuchung neuer 

niedermolekularer Wirkstoffkandidaten eignet (Ishii et al. 2007; Khanna et al. 2010; Lukas et al. 2013). 
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Für die vorliegende Studie erhielten wir mit freundlicher Genehmigung von Amicus Therapeutics 

(Cranbury, NJ, USA) eine hemizygote Fibroblastenlinie eines männlichen Patienten mit der c.902G>A 

Variante. Darüber hinaus konnte eine Fibroblastenlinie über das Coriell Institute for Medical Research 

(Camden, NJ, USA) bezogen werden, die hemizygot für eine C>G-Transversion im selben Codon in Exon 

6 (c.901C>G) war, was zur Substitution von Arginin durch Glycin (p.Arg301Gly) führt. 

Auf Grund der unbekannten Kohärenz der zuvor erhaltenen Daten im Überexpressionssystem 

haben wir nicht nur bereits positiv getestete Verbindungen (ABX, RSG) in den Fibroblasten getestet, 

sondern erneut ein Screening mit 23 Proteostase-regulierenden Verbindungen (PR) mit einer Vielzahl 

von Funktionen (Ionenkanalmodulatoren, UPR Stimulatoren, ERAD-Inhibitoren, 

Energiestoffwechselmodulatoren) durchgeführt. Die proteasomalen Regulatoren (PRs) wurden auf ihr 

Potenzial zur Steigerung der zellulären AGAL-Enzymaktivität untersucht. Als wichtigste Eigenschaften 

wirksamer PRs bei M. Fabry erwiesen sich die Fähigkeiten, die GLA-Genexpression zu induzieren und 

das Proteasom zu hemmen (insbesondere die Chymotrypsin-ähnliche Aktivität). Darüber hinaus wurde 

ein charakteristisches Transkriptionsmuster beobachtet, das aus 29 Genen bestand. Hierbei fiel auf, 

dass die regulierten Gene direkt mit Proteostase-assoziierten Prozessen, »Proteasomaler Abbau«, 

»Parkin-Ubiquitin-Proteasom-System« und der »NRF2-Abbauweg« (nach Wikipathways (Kutmon et al. 

2016)) in Verbindung standen. Wir vermuteten daher, dass diese Transkriptionseffekte auf wichtige 

Mechanismen hinweisen und hilfreich für künftige Wirksamkeitsvorhersagen potentieller PRs sein 

können. Wichtige Genexpressionssignaturen sind aus Datenbanken wie iLINCS extrahierbar (Pilarczyk 

et al. 2022) und können künftige Arzneimittelentdeckungsprojekte unterstützen. Darüber hinaus mag 

es Kausalitäten geben, die eines Tages therapeutische Targets werden definieren können.  

Die wesentlichen wirksamen Verbindungen entstammten hier der Klasse der proteasomalen 

Inhibitoren wie Bortezomib/MG-132/Lactacystin, gleichwohl sich der Inhibitor Celastrol, der sowohl zu 

einer erhöhten GLA-Genexpression als auch zu einer verringerten proteasomalen Aktivität führte, als 

unwirksam herausstellte. Gründe hierfür könnten eine unzureichende Erhöhung der Genexpression 

bzw. eine unzureichende Hemmung der Proteasom-Aktivität oder andere ungünstige, noch 

unbekannte Einflussfaktoren sein, die einer Verstärkung von AGAL entgegenwirkten. 

Weitere Erkenntnisse waren insbesondere der synergistische Effekt der PRs im Rahmen einer 

Kombinationsbehandlung mit dem klinisch zugelassenen DGJ. Dies könnte ein Indikator für eine 

klinisch relevante Steigerung der Wirksamkeit der PCT und eine Ausweitung des Wirkungsspektrums 

auf Mutationen sein, die bisher als unzureichend ansprechbar galten. Darüber hinaus wurde gezeigt, 

dass Verbindungen, die sich auf die Mutation c.902G>A positiv auswirkten, die AGAL-Aktivität von 

c.901C>G (p.Arg301Gly) in ähnlicher Weise positiv beeinflussten. 
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Die vergleichsweise intensiv erforschten lysosomalen Speicherkrankheiten M. Fabry, M. 

Gaucher und M. Pompe zeigen eindrucksvoll die Fortschritte auf dem Gebiet der Diagnostik und 

Therapie. In den letzten zwanzig Jahren wurden in diesem Bereich technologische Errungenschaften 

wie die genetische Sequenzierung mit der Next Generation Sequencing-Technologie sowie die 

Entdeckung und Entwicklung von Biomarkern mit Hilfe fortschrittlicher spektrometrischer Methoden 

zu Diagnosezwecken implementiert.  

 
 
Abb. 6. Pharmakologische Chaperone bei M. Fabry. Oben: Das Diagramm zeigt einige wegweisende 
Entwicklungen in der Forschung und Medizin von niedermolekularen PCs in LSDs (hier mit Fokus auf M. Fabry) in 
den Jahren 1999 bis 2022. Die neun eigenen Studien sind im Diagramm ebenso benannt und in den Kontext der 
Forschung eingebettet wie die einflussreichsten externen Studien. Der rot schraffierte Bereich kennzeichnet den 
Zeitraum von 2015 bis 2022, in dem die hier zusammengefassten Studien durchgeführt wurden. Unten: 
Entwicklung der Literatur zu LSDs und pharmakologischen Chaperonen in Zahlen. Gezeigt ist die Anzahl an 
Studienveröffentlichungen in Abhängigkeit des Veröffentlichungsjahres. Es wurden die Suchanfragen 
[„lysosomal storage*“ AND „pharmacological chaperone“] als auch [„lysosomal storage*“ AND „chemical 
chaperone“] verwendet, um einerseits der Tatsache Rechnung zu tragen, dass die gebräuchlichen Begriffe 
lysosomal storage disease als auch lysosomal storage disorder in der Suchanfrage berücksichtigt werden und 
andererseits, dass der Terminus pharmacological chaperone in der LSD Literatur erst im Jahr 2006 erstmalig 
auftaucht. 
 

Die Entdeckung und Weiterentwicklung neuer und alternativer Therapieformen waren 

sicherlich eine Triebkraft für diesen Fortschritt, da dadurch das Interesse von pharmazeutischer Seite 

geweckt war, die Identifizierung von Patienten im Rahmen großer Screening-Programme wirtschaftlich 

zu unterstützen. Dies wirkte sich wiederum sowohl für die Anbieter der pharmazeutischen Produkte 
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als auch für die Patienten vorteilhaft aus, denn eine frühzeitig erkannte und behandelte Symptomatik 

führt zu einer deutlichen Verbesserung und damit der Prognose der Erkrankung. Da die meisten 

Therapeutika unabhängig der Patientengenetik funktionieren, hinkten mechanistische Untersuchung 

an individuellen Mutationen zum zeitlichen Beginn der hier vorgestellten Studien der Entwicklung 

hinterher. Relativ neu war die Erkenntnis, dass einige Genmutationen mit einer Fehlfaltung des 

Proteins oder Enzyms einhergingen, was einen Rückbehalt des Enzyms im ER und schließlich einem 

vorzeitigen Abbau im Proteasom zur Folge hatte. Gleichwohl rückte die Genetik der Patienten erst eine 

ganze Weile nach der Entdeckung des ersten pharmakologischen Chaperons für M. Fabry, dem 

Iminozucker 1-Deoxygalactonojirimycin, im Jahr 1999 in den Fokus. Ein wichtiger Meilenstein in dieser 

Entwicklung war die Entschlüsselung der Kristallstruktur des menschlichen AGAL Enzyms, die eine 

computergestützte Vorhersagbarkeit des durch Missense Mutationen verursachten biochemischen 

Defekts verbesserte (Abb. 6, oberer Teil). Nach und nach zeigte sich in der pathomechanistischen 

Betrachtung, dass eine Vielzahl der zahlreichen Missense Mutationen bei M. Fabry (und anderen LSDs) 

von Proteinfehlfaltung betroffen waren. Therapietheoretisch wurde somit die Aufmerksamkeit von 

der Funktionalität der Enzyme im Lysosom einerseits und vom lysosomalen Speichermaterial 

andererseits hin zur Bildung und Reifung des Enzyms im ER verschoben. Mit dem neuen Thema der 

Wirkstoffe, die die Faltung der mutierten Enzyme im ER positiv beeinflussen könnten, wurden in den 

2000er Jahren PC-Kandidaten für weitere LSDs entdeckt (Abb. 6, oberer Teil). Diese ähnelten dem 

natürlichen Substrat und traten mit der Bindungsstelle im aktiven Zentrum in Wechselwirkung, so dass 

sie in ihrer Eigenschaft als Hemmstoffe auch als »erste Generation« PCs bezeichnet wurden. In den 

Jahren 2009 und 2011 wurde in zwei Publikationen erstmals ein systematischer Ansatz zur Bewertung 

der Ansprechbarkeit von 80 GLA Missense Mutationen auf das PC verfolgt, der erstmals das 

pharmazeutische Potenzial im Hinblick auf die Wirksamkeit aufzeigte und eine Vorstellung von der 

Anzahl der ansprechbaren Patienten gab. Die hier vorgestellten neun Studien der Jahre 2015 - 2022 

fallen zeitlich in eine Phase, in der bereits die ersten klinischen Studien für M. Fabry, M. Gaucher und 

M. Pompe dieser ersten Generation PCs abgeschlossen waren. Die zunächst steigende und dann auf 

einem gleichen Niveau bleibende Zahl von Primärartikeln in PubMed (Abb. 6, unterer Teil) kann als 

Indikator für die zunehmend vielversprechende Forschung an neuen PC-Kandidaten dienen, deren 

Entdeckung mit DGJ bei M. Fabry begann und sich bald auf andere LSDs erstreckte.  

Unsere Untersuchungen legten das Augenmerk auf die Analyse weiterer Mutationen unter 

Erweiterung um klinische, biochemische und bioinformatische Analysetechniken, der Standardisierung 

der AGAL (und GAA) Enzymaktivitätsmessung und trugen zur systematischen Phänotypisierung der 

Mutationen in Hinblick auf deren Pathogenitätspotential und somit zum heutigen umfassenden 

molekularen Verständnis über diese Mutationen bei (Lukas et al. 2013; Studien 1-4). Ein Wandel im 

Grundverständnis der Bewertung von Mutationen im GLA-Gen lässt sich an folgendem Beispiel 
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aufzeigen: In älteren Studien werden niedrigere Prävalenzen für das Auftreten von M. Fabry von 

1:40.000 bis 1:117.000 angegeben (Śnit et al. 2022). Neuere Studien der späten 2000er Jahre ließen 

auf eine wesentlich höhere Häufigkeit von M. Fabry-assoziierten GLA-Mutationen schließen (Spada et 

al. 2006; Hwu et al. 2009; Wittmann et al. 2012). Diese Befunde führten zu der Annahme, dass nur 

etwa 10-20 % der M. Fabry-Fälle mit dem klassisch-schweren Krankheitsverlauf assoziiert sind, 

während die weitaus höhere Zahl auf zuvor häufig übersehene mildere Krankheitsvarianten 

zurückzuführen ist. Die Thematik wurde durch unsere Studien erneut aufgegriffen und das bisherige 

Bild geschärft. Durch die vielen GLA-Genvarianten mit hoher Enzymaktivität und unklarer klinischer 

Kennzeichen ist zu erwarten, dass es sich bei einer großen Zahl dieser GLA-Varianten um gutartige 

Varianten handelt, bei deren Vorkommen es nur in seltenen Fällen zum Ausbruch einer M. Fabry-

Symptomatik kommt (Duro et al. 2018). Mit anderen Worten: Die hohen Zahlen an GLA-Gen Varianten 

beschreiben zunächst Allelhäufigkeiten, die nicht zwingend mit M. Fabry in Einklang stehen, so dass 

die Prävalenz der atypisch-milden M. Fabry-Krankheit spekulativ bleibt, aber sehr wahrscheinlich 

niedriger liegt als in den 2000er Studien gezeichneten Szenarien. Denkbar ist auch ein abweichender 

Pathomechanismus fußend auf fehlerhafter Proteinfaltung, die zu toxischem gain of function führen 

könnte, was sich aus unserem Fliegenmodell-Ansatz ableiten lässt (Studie 5) und auch in neueren 

Studien dokumentiert wird (Riillo et al. 2023).  

Überdies gelang es den Ansprechbarkeitslevel zahlreicher GLA-Mutationen für das PC DGJ zu 

bestimmen und die Datenlage für behandelnde Ärzte zu verbessern, indem der klinisch zugelassene 

pharmakogenetische Enzymassays (GLP-HEK) einer unabhängigen Validierung unterzogen wurde. Die 

Robustheit der Performance des PCs zeigte sich auch in anderen Krankheitsmodellen wie der 

Fruchtfliege D. melanogaster (Studie 5). Zusammenfassend zeigen unsere Studien ein großes Potenzial 

für die therapeutische Anwendung von DGJ bei M. Fabry, da etwa die Hälfte aller untersuchten 

Missense Mutationen einen biochemischen Gewinn durch die Behandlung mit diesem 

niedermolekularen Substratmimetikum zeigte. Die Identifizierung nicht-inhibitorischer PC Kandidaten 

der zweiten Generation für M. Fabry waren Gegenstand einer weiteren Studie, die offenbarte, dass 

der nukleophile Radikalfänger 2,6-Dithiopurin ein verändertes Wirkspektrum als PC für mutierte AGAL 

besitzt (Studie 7). Es besteht daher Hoffnung, dass in Zukunft Patienten mit solchen Mutationen 

individuell behandelt werden können, die bisher nicht auf das zugelassene PC angesprochen haben. 

Ambroxol ist ein Kandidat für ein pharmakologisches Chaperon bei M. Gaucher und könnte 

dank seiner nur schwachen Hemmwirkung auf die β-Glu und seine allgemein sehr gute Verträglichkeit 

die Problemfelder bisheriger PCT Kandidaten bei M. Gaucher beseitigen. Mechanistische 

Untersuchungen konnten die enzymfördernde Wirkung auf β-Glu bestätigen (Studie 6). In Verbindung 

mit den zwischenzeitlich veröffentlichten Studien von Zimran et al. (2013) und Narita et al. (2016) 

legen die Daten nahe, dass ABX als adjuvante Medikation zur derzeitigen ERT-Standardbehandlung 
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oder als Verstärker eines PC Wirkstoffs wie IFG eine Option zur Steigerung der Effektivität bekannter 

M. Gaucher Therapeutika darstellen kann. Ein derartiger kombinatorischer Ansatz verschiedener 

Wirkstoffkandidaten zur Steigerung von GAA und AGAL war Gegenstand der Studien 8 und 9, in denen 

verschiedene proteostaseregulierende Wirkstoffkandidaten (PRs) zum Einsatz kamen. Sowohl bei der 

singulären als auch bei der kombinatorischen Anwendung zeigten diverse Verbindungen wie ABX und 

Bortezomib wirksame Verstärkungseffekte auf die mutierten Enzymformen. Ein spezifisches 

Funktionsprofil einer solchen wirksamen Verbindung zur Steigerung der AGAL Enzymaktivität beruhte 

u.a. auf der Hemmung der proteasomalen Aktivität und der Steigerung der mRNA-Expression des 

mutierten GLA-Gens in Patientenzellen. Darüber hinaus wiesen die Verbindungen globale 

Auswirkungen auf die zelluläre mRNA Transkription aus, so dass charakteristische 

Transkriptionssignaturen entstanden, die bei der zukünftigen Suche nach Wirkstoffkandidaten helfen 

können.  

Die präsentierten neun Studien liefern Anhaltspunkte für eine effiziente Identifizierung 

künftiger Arzneimittel. Da die derzeitigen Behandlungsmethoden, z. B. die Einzelwirkstofftherapie 

durch Enzymersatz, Substratreduzierung oder pharmakologische Chaperone, für eine große Zahl 

schwer erkrankter Patienten (und damit verbundener Genetik) auf Grund unzureichender Wirksamkeit 

ungeeignet sind, nähren unsere Studien an niedermolekularen Wirkstoffkandidaten die Hoffnung, dass 

diese therapeutischen Konzepte in Zukunft wirksamer und angemessener sein werden. 

 

5 Zukunftsperspektive 

Die derzeitigen experimentellen Ansätze zur Behandlung von LSDs zielen auf eine Vielzahl von 

zellulären Prozessen und Pfaden ab. Zu den möglichen Zielen pharmakologischer Interventionen 

gehören Transkription und Translation, das Autophagie-/Lysosom-System (Rega et al. 2016), die ER-

Proteostase, der Proteintransport (Yam et al. 2007), oxidative und entzündliche Prozesse (Tarallo et al. 

2021; Zhang et al. 2022) sowie der Kalziumhaushalt (Wang et al. 2011; Zhong et al. 2016) und die 

Änderung der Membraneigenschaften (Kakhlon et al. 2020). Die Stoff- und Funktionsklassen der 

Medikamente sind noch vielfältiger. Neben der bekannten ERT, die über die Aufnahme von Man-6-P-

Rezeptoren in der äußeren Zellmembran (und anderen Aufnahmemechanismen, z.B. über 

Fusionsprotein-ERT mit anti-Human-Transferrin-Rezeptor-Antikörper) funktionieren, Hemmstoffen 

der Substratbildung und pharmakologischen Chaperonen gibt es eine ganze Reihe an Verbindungen, 

die therapeutisch diskutiert werden. Unter ihnen sind Hemmstoffe von Histon-Deacetylase, 

Hemmstoffe der ERAD, UPR Stimulatoren, Energie- und Lipidstoffwechsel Modulatoren, TFEB und 

mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) Regulatoren, miRNAs und translationale read-through-

induzierende Wirkstoffe (auch als nonsense suppressors bekannt). Mechanistisch greifen viele dieser 
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Stoffe als Regulatoren der Transkription in den zellulären Stoffwechsel ein und beeinflussen mehrere 

Pathways gleichzeitig. Doch selbst unter normalen Bedingungen sind viele der oben genannten 

Pathways nur unzureichend erforscht, und die Komplexität von Arzneimittelwirkungen und –

wechselwirkungen mit anderen Pathways unterbewertet. Eine Vielzahl an Arzneistoffen sind wahre 

»black boxes«. Bei nur etwa der Hälfte der von der FDA zugelassenen Medikamente ist der 

Wirkmechanismus laut offizieller Kennzeichnung vollständig geklärt, da die Kenntnis des genauen 

Wirkmechanismus keine regulatorische Voraussetzung für die Zulassung eines Medikaments ist (Davis 

2020). Die konsequente Weiterentwicklung zentraler, autoritativer Dokumentationssysteme wie der 

»Guide to PHARMACOLOGY« (Pawson et al. 2014), welcher alle zellulären Folgen einer Behandlung mit 

jedem der derzeit zugelassenen und experimentellen Arzneimittel nachvollziehbar zugänglich machen, 

muss in Zukunft ein Forschungsimperativ sein. Die Grundlagenforschung an seltenen Mendelschen 

Krankheiten ist daher so wertvoll, weil die beobachtete Pathophysiologie auf einer monogenen 

Störung beruht. Die Entwicklung von Modellsystemen zur Wirkstofftestung für seltene monogene LSDs 

kann somit den Zweck erfüllen, ein besseres Verständnis über die physiologischen und 

pathophysiologischen Abläufe und neue Zusammenhänge zu erlangen, woraus sich wiederum das 

Verständnis von Medikamentenwirkung verbessern und weitere Therapieansätze ableiten lassen. Am 

besten geeignet für translationale Studien an Erbkrankheiten sind Patienten-abgeleitete endogene 

Mutationszellmodelle, da sich diagnostische, prognostische und vor allem therapeutische Verfahren 

hierin effizient entwickeln lassen. Ein besonderes Augenmerk sollte daher der Einrichtung und Pflege 

von Zellarchiven zur Verbesserung der Forschungsinfrastruktur gewidmet werden, um die aktuell 

defizitäre Verfügbarkeit wichtiger Materialien für Forschungsarbeiten zur Herstellung genetischer 

Zellmodelle zu gewährleisten. Anfänge wurden durch die Errichtung des Telethon Network of Genetic 

Biobanks oder das vor 50 Jahren ins Leben gerufene und durch das Coriell Institute for Medical 

Research (Camden, NJ, USA) betriebene Human Genetic Cell Repository des National Institute of 

General Medical Sciences gemacht. Der Ansatz setzt die Bereitschaft von Patienten und 

Patientenorganisationen voraus, sich an den Forschungsbemühungen zu beteiligen. Es ist festzuhalten, 

dass die Beteiligung von Patientenorganisationen als ein positives Kriterium für die Förderwürdigkeit 

eines Forschungsprojektes durch öffentliche und nicht-öffentliche Projektträger immer größere 

Bedeutung erlangt. 

Natürlich existieren auch Limitationen für den Einsatz von Patientenzellen in der 

Wirkstofferprobung. LSDs stehen meist in Verbindung mit Hunderten unterschiedlicher Mutationen, 

die verschiedene pathogene Mechanismen in Gang setzen - eine besondere Bedeutung fällt den so 

genannten Missense Mutationen zu – und deren funktionsschädigende Effekte sowie Einfluss auf die 

Pharmakogenetik, die Wirksamkeit eines Medikaments, schwer vorhersehbar machen. Ein 

individualisierter Ansatz wie der der pharmakologischen Chaperone bedarf eines Systems, welches die 
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Testung von Wirkstoffkandidaten an einem breiten Spektrum von Mutationen ermöglicht, um die 

Wirkstoffe in angemessenen Modellen zu testen, so dass jene, die nur für eine kleinere Gruppe von 

Patienten geeignet sind, in der Klinik nicht an falsch konzipierten Studien scheitern. Der seit 2016 

klinisch validierte und von den Gesundheitsbehörden zugelassene pharmakogenetische »GLP HEK« 

Assay für die Beurteilung, ob ein M. Fabry Patient für die DGJ-Behandlung geeignet ist oder nicht, ist 

ein Beispiel für die erfolgreiche Implementierung eines Expressionsmodells in die klinische Praxis 

(Benjamin et al. 2017). Gleichwohl konnte in unseren Studien nachgewiesen werden, dass der 

beobachtete pharmakologische Effekt des DGJ im endogenen System vergleichsweise etwas niedrigere 

Effekte aufwies als im Expressionsmodell. Es ist daher Vorsicht geboten, die in 

Überexpressionsmodellen wie dem »GLP HEK« erzielten Effekte nicht zu überschätzen. Darüber hinaus 

zeigten wir, dass das Expressionssystem nicht für jede Wirkklasse von Verbindungen geeignet war 

einen Behandlungseffekt nachzuweisen.  

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der sich in den letzten Jahren der Forschung herauskristallisiert 

hat und den unsere Studien kontinuierlich verfolgen, ist die Kombinationstherapie. Klinische 

Wirkstoffstudien sind bei seltenen Erkrankungen besonders durch geringe Teilnehmerzahl, 

geografische Streuung der Patienten und geringe Anzahl von interessierten oder angemessen 

ausgebildeten Forschern und Ärzten und nicht zuletzt Vor-Zulassungskosten in Höhe von über 800 

Millionen Dollar (Augustine et al. 2013). Die Entwicklung eines neuen Medikaments ist nicht nur 

kostspielig; seltene, tödliche und schnell fortschreitende pädiatrische Erkrankungen erlauben nicht 

den Luxus von über einen langen Zeitraum angelegten Studien. Bei einem individuellen Ansatz wie den 

PCs kommt die Pharmakogenetik als einzubeziehendes Kriterium für eine Therapie im Vergleich zu 

prinzipiell uneingeschränkt einsetzbaren Behandlungsformen wie der ERT als begrenzender Faktor 

hinzu. Die tendenziell aufwendigeren Testverfahren unter Einbezug der Pharmakogenetik (z.B. "GLP 

HEK"-Test) zur Erhöhung der Verschreibungssicherheit und Wirksamkeit sind oben bereits angeführt. 

Abhilfe können hier Repurposing/Repositioning Ansätze schaffen, um Kosten- und Zeitfaktor 

signifikant zu senken, da bekannte, verträgliche und teils für andere Erkrankungen zugelassene 

Wirkstoffe zugängig gemacht werden. Allerdings wirkt sich hierin bei einem Medikament wie ABX die 

begrenzte Marktexklusivität mindernd auf die Aussicht auf Profite aus (Pearson et al. 2022). 

Dementsprechend sind aufwendige Entdeckungsprozesse, ein begrenztes Wirkungsspektrum und eine 

unzureichende klinische Wirksamkeit gewichtige Argumente für eine eher abwartende Haltung der 

Industrie, so dass bestimmte Wirkstoffe in Schubladen landen, anstatt in aufwendigen 

Zulassungsverfahren eine Chance zu erhalten. Nur 15 % der neuen Wirkstoffe in der klinischen Prüfung 

sind Monotherapien mit niedermolekularen Verbindungen, und nur 3 % sind PC (Verma et al. 2021). 

Kombinationstherapien können eine passende Lösung für die fehlende Wirksamkeit und die 

geringe Zahl zugänglicher Patienten für niedermolekulare Therapieansätze sein. Zur Behandlung der 
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Mukoviszidose wurde kürzlich der dreifach-Wirkkomplex Trikafta (Vertex Pharmaceuticals Inc., 

Boston, MA, USA) zugelassen, dessen Komponenten aus Elexacaftor, Ivacaftor und Tezacaftor 

bestehen. Bei allen drei Einzelwirkstoffen handelt es sich um mutationsspezifische Korrektoren des 

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) Chloridkanals. Daher ist das Präparat 

nur für Patienten zugelassen, die mindestens eine F508del-Mutation im CFTR-Gen aufweisen, was auf 

geschätzt 90 % der Mukoviszidose-Patienten zutrifft. An den Beispielen die ERT durch Zugabe des PCT-

Medikaments DNJ (M. Pompe) bzw. des EET Medikaments ABX (M. Gaucher Typ III) effektiver zu 

machen, zeigt die Bemühung diesen Ansatz bei den LSD Krankheiten einzusetzen (Khanna et al. 2012; 

Narita et al. 2016; Charkhand et al. 2019). 

Was die Kosten der PCT/ERT-Kombinationstherapie betrifft, so lohnt sich ein Blick auf die 

Situation bei M. Fabry. Die Kosten für die ERT belaufen sich auf etwa 300.000 US$. Die Kosten der PCT 

mit dem Iminozucker DGJ liegen in der gleichen Größenordnung (Pharmacoeconomic Review Report: 

Migalastat (Galafold): (Amicus Therapeutics): Indication: Fabry Disease [Internet] 2018). Geht man 

davon aus, dass eine Therapie mit DNJ bei M. Pompe in einer ähnlichen Größenordnung liegen würde 

und unterstellt, dass keine Dosisanpassung der einzelnen Wirkstoffkomponenten vorgenommen wird, 

würden die Kosten für eine Next-Generation ERT somit potenziell astronomische Höhen erreichen. Die 

ergänzte Medikamentenkomponente ABX bei M. Gaucher könnte dagegen eine kostengünstigere 

Alternative sein. Ausgehend vom Grundpreis des Hustensaftes Mucosolvan® mit dem Wirkstoff 

Ambroxolhydrochlorid wären die jährlichen Kosten von zusätzlich 5.000 € für die Supplementierung 

vergleichsweise gering. Die Frage, ob ABX als Ergänzung zur ERT für eine breite Anwendung bei M. 

Gaucher Typ III wirksam genug ist, bedarf weiterer Klärung im Rahmen klinischer Studien, hat 

allerdings neben dem medizinischen auch einen politischen Aspekt. 
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7.1 Abkürzungsverzeichnis  

Abb.   Abbildung 
ABX   Ambroxol 
AGAL   α-Galactosidase A 
Ala   Aminosäure Alanin 
Arg   Aminosäure Arginin 
Asn   Aminosäure Asparagin 
Asp   Aminosäure Asparaginsäure 
β-Glu   Glucocerebrosidase 
c. Angabe einer kodierenden DNA-Referenzsequenz nach Human Genome 

Variation Society 
CGN   cis-Golgi-Netzwerk 
CHO-Zellen  aus Ovarien der chinesischen Hamsterart Cricetulus griseus isolierte Zelllinie 
CLEAR   Coordinated Lysosomal Expression and Regulation 
COS-Zellen aus dem Nierenbindegewebe der afrikanischen grünen Meerkatze 

Chlorocebus aethiops isolierte Zelllinie    
Cys   Aminosäure Cystein 
DGJ   1-Deoxygalactonojirimycin 
DNJ   1-Deoxynojirimycin 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
DTP   2,6-Dithiopurin 
EC50   halbe maximale effektive Konzentration 
EMA   European Medicines Agency, europäische Arzneimittelbehörde 
ER   Endoplasmatisches Retikulum 
ERAD   ER-assoziierte Degradation 
ERT   Enzymersatztherapie 
FDA   Food and Drug Administration, US-amerikanische Arzneimittelbehörde 
GAA   saure α-Glucosidase 
Gb3   Globotriaosylceramid 
GCS   Glucosylceramid-Synthase   
Glc   Glucose 
GlcNAc   N-Acetylglucosamin 
Gln   Aminosäure Glutamin 
Glu   Aminosäure Glutaminsäure 
Gly   Aminosäure Glycin 
GM2   Monosialinsäure-Gangliosid Typ 2 
GVUS   genetische Variante unbekannter Signifikanz  
HEK/HEK293  humane embryonale Nierenzelllinie 
HGMD   Human Genome Mutation Database 
His   Aminosäure Histidin 
IC50   halbe maximale Hemmstoffkonzentration 
IFG   Isofagomin 
Ile   Aminosäure Isoleucin 
IOPD   infantile-onset Pompe disease 
Leu   Aminosäure Leucin 
LOPD   late-onset Pompe disease 
LSD   lysosomale Speicherkrankheit  
Lyso-Gb3  Globotriaosylsphingosin 
M.    Morbus 
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Man   Mannose 
Man-6-P  Mannose-6-Phosphat  
MD   molekulares Docking 
MIM   Mendelian Inheritance in Man, Kompendium humaner Gene und Phänotypen 
mRNA   Boten Ribonukleinsäure 
N   Aminogruppe 
NB-DNJ   N-Butyldeoxynojirimycin 
NP-C   Morbus Niemann-Pick Typ C 
NPC1   Niemann-Pick C1 Protein 
p. Angabe für eine Protein-Referenzsequenz nach Human Genome Variation 

Society 
PC   pharmakologisches Chaperon 
PCT   pharmakologisches Chaperon Therapie 
PR   proteasomaler Regulator 
Pro   Prolin 
PSSM   position specific substitution matrix 
rER   raues endoplasmatisches Retikulum 
RSG   Rosiglitazon 
Ser   Aminosäure Serin 
SRT   Substratreduktionstherapie 
TFEB   Trankriptionsfaktor EB 
TGN   trans-Golgi-Netzwerk 
Thr   Aminosäure Threonin 
Trp   Aminosäure Tryptophan 
TSA   thermal shift assay 
Tyr   Aminosäure Tyrosin 
UPR   unfolded protein response 
Val   Aminosäure Valin 
WT   Wildtyp 
X   beliebige Aminosäure 
Xq   langer Arm des X-Chromosoms 
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