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Citanie genetickej informacie cez predcasny Neuromuscular Natwarl

STOP kodon pomocou PTC124.
Projektovy Kkatalyzator, ktory sluzi na
najdenie eSte vicSieho mnoZstva liekov na
Duchenneovu  muskularnu  dystrofiu
(DMD).

Interview s Ellen Welchovou, PhD., Diane Goetzovou a Neilom
Almesteadom, PhD.

Tento rozhovor bol zaznamenany v spolo¢nosti PTC Therapeutis v South Plainfielde, v New
Jersey (asi 20 mil’ zdpadne od New Yorku) mnou, Giinterom Scheuerbrandtom, PhD., dna
21.7.2008 po skonceni vyro¢ného stretnutia americkej organizacie Parent Project Muscular
Dystrophy (PPMD) vo Filadelfii. Nasledujuci text je upravenou a skratenou verziou
povodného rozhovoru. Firmou PTC bol poskytnuty ako informa¢ny material pre pacientov,
ich rodicov a poskytovatel'ov starostlivosti. Moje otdzky su tu zvyraznené tu¢nou kurzivou
anormalnym pismom su uvedené odpovede Ellen Welchovej, (Zastupkyna riaditel’a,
Specialistka na genetické ochorenia), Diane Goetzovej (riaditel’ka, profesionalna obhajkyia
a obhajkyna prav pacientov) a Neila Almsteada (senior viceprezident, chemik). Na konci
tohto textu sa daju visiet’ kapitoly o PTC124 a Projektovom katalyzatore v takej forme, v akej
boli uverejnené v mojej poslednej sprave s nazvom ,,Research approaches for a therapy of
Duchenne muscular dystrophy* a mali by sa pre¢itat’ ako akysi tivod k tomuto rozhovoru.

presvedceni o tom, Ze by bolo mozné
pouzit' latky s malymi molekulami na

Tento rozhovor budu Ccita’ hlavne
pacienti s DMD aich rodiny.

Nepotrebujeme tu opakovat’ to, co som uz
vysvetlil v mojej poslednej  sprave
0 PTC124 a Projektovom katalyzatore, ale
radSej hovorme o buducnosti, o d’alSom
vyvoji vo vaSej prdaci pri hladani lieCby
pre DMD. To by malo poskytnut’ nddej
pre rodiny, Ze vnie prili§ vidialenej
buducnosti bude existovat’ efektivna
liecha.

Moja prva
otazka je, kedy sa zacalo s PTC? Preco ste
sa rozhodli zvolit si DMD a cysticki
fibrozu ako prvé ciele vasho vyskumu?

Prave v aprili sme mali naSe desiate
vyroCie od zaloZenia. NaSa spolo¢nost’,
PTC Therapeutics, zalozili Dr. Stuart
Peltz a Dr. Allan Jacobson a zalozili ju na
technologii, ktorti pouzili aj vo svojich
vlastnych laboratériach. Studovali spdsob,
akym RNA tvori vtele proteiny a boli

opravu chyb v mRNA, ktoré sposobovali
dedi¢né ochorenia.

Doévodom, pre¢o sme sa dali aj na cysticka
fibrozu bol ten, ze sme spolupracovali
s Dr. Davidom Bedwellom z Alabamskej
univerzity (University of Alabama), ktory
na cystickej fibroze pracoval s klinickou
skupinou. Co je dolezitejsie, vyvinul
laboratornu mys, ktord obsahovala 'udské
gény cystickej fibrézy s mutaciou typu
»honsense“, ktoré vyrabali predCasny
STOP kodon. Uvedomil si, Zze tento STOP
kodon sa d4 prekonat’ pomocou antibiotika
gentamicinu tak, Ze genetickd informacia
bude precitand aj napriek pritomnosti
pred¢asného STOP  kodénu. Tvorba
proteinu CFTR, ktory chyba pacientom
s cystickou fibrézou, tak bude obnovena.

A ako sme sa dostali k DMD? To bolo
preto, Ze profesor Lee  Sweeney



Z Pensylvanskej univerzity (University of
Pensylvania) spolu s Beth Bartonovou
vroku 1999, prave v case =zalozenia
spolo¢nosti PTC Therapeutics, ukazali, ze
gentamicin by mohol precitat’ predcasny
STOP kodoén aj v exone 23 v dystrofickych
mdx mysSiach. Tieto mysi by potom opét
produkovat’ protein dystrofin v jeho uplnej
dizke aredukovali by sa tak symptémy
muskularnej dystrofie.

Zavolali sme teda Leeovi a opytali sa ho, ¢i
by mu nevadilo otestovat’ jednu z naSich
zlucenin na jeho mysSiach. Povedal: ,,Oh,
iste, poslite ndm zluceninu a my ju pre vas
otestujeme.” Lee je uzasna osoba. Nie je
pre neho dolezité, ¢i vyda Stadiu alebo
clanok, ale doélezité je pre neho vyvinat
liek pre pacientov.

Teda na
zacCiatku svojej prdce ste zacali s vyvojom
lieckov s malymi molekulami na liecbu
DMD a cystickej fibrozy (CF)?

Astale to robime. Tieto dva projekty
postupuju  rovnakym tempom. Tieto
ochorenia st najfrekventovanej$imi
genetickymi ochoreniami v detstve. Je tu
obrovska potreba nieco ngjst. My sme boli
Stastni, ze sme mali zvieracie modely,
ktoré sme mohli testovat’, aby sme zistili,
¢i st naSe zluCeniny vlastne Uc¢inné. To je
ten dovod, preCo stymito dvoma
ochoreniami napredujeme.

Asi pred dvoma, troma rokmi sme iSli do
FDA (americky regulator) a vysvetlili sme
im, Ze mame mali molekulu, ktora by
dokazala precitat’ mutaciu typu
,honsense, a ze by sme s DMD a CF radi
napredovali. Povedali, ze by sme mali
lieky na tieto ochorenia vyvinut’ oddelene,
ked’Ze by malo ist’ o dlhodobu liecbu pocas
zivota pacienta, a ze by sme mali najprv
preukazat’ ich bezpecnost. Navrhli sme
teda klinické skuSky pre DMD a CF, ktoré
prave teraz prebiehaju.

Pri DMD méZe byt pomocou PTCI24
lieCenych asi 13% pacientov. Akd je
situdacia pri CF?

CF sa vo vSeobecnosti vyskytuje len
U bielej populacie, pricom okolo 10%
pacientov mad muticiu typu ,,nonsense®.
V lzraeli je vSak toto percento na urovni
60% kvoli tzv. zakladatel'skému efektu.
Geneticka charakteristika CF sa odliSuje od
muskuldrnej dystrofie. Gén muskuldrnej
dystrofie sa nachadza na chromozéme X a
chlapci maju len tento jeden gén dystrofin.
Pri CF je gén CFTR na chromozéme 7,
teda kazdy mé dva gény a muticie CF na
dvoch génoch sa moézu lisit’. Jedna z nich
modze byt frekventovand mutéacia delta-
F508, ktord vedie k odstraneniu dolezitej
aminokyseliny fenylalaninu v proteine
aVinom géne to moze byt muticia typu
,honsense“. Dokonca aj ak v jednom géne
existuje len jeden pred¢asny STOP koddén
aVv dalSom géne je ind mutacia, PTC124
pravdepodobne pomoze.

ESte predtym, ako
zacneme hovorit’ o Projektovom
katalyzatore, mam jednu biochemicku
otacku. Ked’ PTCI24 Cita geneticku
informdaciu cez STOP kodon, ktory sa
objavi vtedy, ked’ kodon aminokyseliny
md kvoli mutdacii zmeneny jeden zo
svojich troch znakov, tento kodon potom
uz viac nie je pouZity v syntéze proteinov.
Nemaju teda proteiny dystrofin a CFTR
proste len o jednu aminokyselinu menej?

Oh, nie. Ked ribozom, vyrabajici
translaciou mRNA novy protein, narazi na
predcasny koncovy kod, tak sa zastavi
avyrobi tak skrateny protein. Ak je
pritomny  PTCI124, tak  nespdsobi
preskocenie predasného STOP kodonu
ribozomom. Ponechd ho vsunuty v inej
aminokyseline, ktord je vo vSeobecnosti
dobre akceptovana, pokial nezmeni
rozhodujiacu Cast’ proteinu. Vo
vSeobecnosti to vSak nie je problém. STOP
kodén nie je preskoceny ako exon pri
preskoku exénu. Vlozend je len ind
aminokyselina.

Je na molekularnej urovni zname, ako
PTC124 pracuje?

Presny molekularny mechanizmus je
neznamy. Mo6Zeme vSak hadat’ a obecne aj



rozumieme tomu, ¢o PTC124 robi. FDA
nepozaduje, aby sme poznali presny
mechanizmus pri napredovani s PTC124.

Pravdepodobne ste testovali, ¢i PTC124
nerobi nieco iné, ako je len Citanie cez
predcasny STOP kodon. Ste si skutocne
isti, Ze nerobi nieco iné v akomkol’vek
inom 7 naSich asi 20 000 génov? A preco
necita aj cez prirodzené STOP kodony?

Nepozerali sme na ostatnych 20 000
génov. Co sme viak hladali bolo to, &i by
PTC124 mohol citat’ aj cez prirodzeny
koncovy kodon na konci mRNA. Takze
sme skumali mnoZstvo génov, aby sme
videli, ¢i PTC124 sposobi vytvorenie
dlhsieho proteinu. Ale nenasli sme nic,
ziadne prediZenia. Potom sme podavali
PTC124 v extrémne vysokych pokusnych
davkach potkanom a psom a kontrolovali
sme rozne tkanivd ako mozog, srdce
a vnutornosti, aby sme videli, ¢i PTC124
precital v zivych zvieratdich prirodzené
koncové kodony. A znova, ni¢ sa
neukazalo. Boli sme teda presvedceni, Ze
PTC124 posobil dostatoCne cielene len na
predcasné STOP kodony.

Preco je to tak? mRNA nie je rovna
Struktara. V skutocnosti je to kruh, teda
zacCiatok akoniec RNA sa vzijomne
ovplyvituji. A ked’ ribozém narazi na
prirodzeny koncovy kodon, tak je blizko
zaCiatku RNA. Pred¢asny STOP kodon sa
ale objavi vtedy, ked sa vkodone
aminokyseliny v oblasti, kde ribozém
vykondva translaciu a vyrdba protein,
objavi mutacia typu ,,nonsense®. Teda tieto
dva typy koncovych kodonov - prirodzeny
a predcasny - sa nachadzaju v rozdielnych
prostrediach. Ato je to, o robi PTC124
tak Specifickym. Je vel'mi, ale naozaj
vel'mi selek¢ny.

Prosim,
vysvetlite teraz, Co robite v Projektovom
katalyzatore.

Lee Sweeney bol vlastne jediny, kto
navrhol spolupracu PTC Therapeutics
s Pat Furlongovou, prezidentkou PPMD,
na Projektovom katalyzatore. Cielom bolo

identifikovat’ d’alSie lieky na DMD, resp.
ciele v organizme, ktoré¢ by mali mat’ bud’
zvysenu alebo znizent regulaciu.

Ako ste wvysvetlili vo svojej sprave,
momentalne pracujeme na piatich ciel'och,
ale doneddvna sme pracovali na Siestich.
Avsak jeden znich, fosfolamban, ktory
povzbudzoval srde¢nt ¢innost’, sme neboli
schopni optimalizovat’ pomocou
akejkol'vek chemickej zmeny. Upustili sme
teda od neho ateraz skusame zvysit
regulaciu  jeho  spajaciecho  partnera
SERCA2a, ktory by mal zlepsit
stahovaciu  funkciu srdcového svalu.
Kedze mnoho pacientov ma problémy so
srdcom, niektori z nich dokonca vo vel'mi
skorom veku, mysleli sme, ze ak by sme
mali vyrobit’ lieCebny kokteil, potrebovali
by sme nieco, ¢o ma pozitivny uc¢inok na
srdce. Ostatné ciele, na ktorych pracujeme,
je  zvySenie regulacie  Specifického
svalového rastového  faktora IGF-1
a znizenie reguldcie myostatinu. Okrem
toho chceme spevnit’ svalovi membranu,
teda dufame, Ze sa ndm podari nahradit
dystrofin zvySenim reguldcie utrofinu.
A navysSe, alfa-7 integrin (druh integrinu)
stabilizuje membranu zvonku.

Ciele, ktoré ste si zvolili pre Projektovy
katalyzator, by mohli byt’ aplikované pre
100% chlapcov a nie len pre 13%, ako je
tomu pri PTC124?

Ano, buda pre vietkych chlapcov.
A mozno by sme ich mohli kombinovat’
s PTC124. Preco nie?

Teraz sa
dostavame k automatickej analyze. Mali
by sme rodinam povedat’, akym spésobom
sa tento druh vedy v skutocnosti robi. Vo
filmoch  svedcami su tito beine
ukazovani, ako nieco varia alebo
prelievaju  nejaku  kvapalinu 7 jednej
skumavky do druhej. To ma vel’mi d’aleko
K mnoZstvu prace s pocitacom a k d’alsim
elektronickym postupom. MoZete ndm
0 tom nieco povedat’ bez toho, aby ste boli
prilis technicki?



Nas pristup k objavovaniu liekov, tak, ako
vo vacsich spolo¢nostiach, je hl'adat’ ihlu
v kope sena. Mame ,kniznicu“, mala
zbierku asi tak 200 000 roznych latok.
Daji sa kupit' od spolo¢nosti, ktoré sa
Specializuji na ich zber alebo vyrobu.
Vyberdme si zich katalogov také, ktoré
maju  konkrétne lieCivé vlastnosti. Vo
vSeobecnosti ich vyzadujeme vo forme
prasku, mali by byt rozpustné vo vode
a velkost” ich molekul by mala byt menej
ako  500Da  (atbmovd  hmotnostna
jednotka), tj., jedna molekula by mala
vazit menej ako 500 atéomov vodika. No
asu samozrejme aj iné vlastnosti, ktoré
hl'addme.

Tieto prasky dostaneme vo forme kapstl,
ale skladujeme ich schladené v platoch s
jamkami. SG to priesvitné pravouhlé
plastové  zasobniky, srozmermi  asi
6x10cm, s96 jamkami, Co su vlastne
vrubky podobné drobnym skiimavkam.
Vysoko priepustné automatické analyzacné
zariadenie  potom  presunie  niektoré
Znédplni z kazdého Stvrtého takéhoto 96
jamkového platu do vacsich platov s 384
jamkami a pouzije ich na analyzu.

Jamky su oznafené cCiarovym kodom
s cielom oznacit’ ich obsah. Stroj ¢ita tieto
¢iarové kody a takto sleduje stopu zlucenin
pocas testovacej procedury. To je dolezité,
lebo po dosiahnuti vysledkov musi byt
mozné identifikovat’ tie jamky, ktoré
obsahuju ,,zasahy do Cierneho®, teda latky,
ktoré vykazali Ziadani aktivitu. Potom
moZeme ziskat'" viac tohto materidlu za
uc¢elom vykonania dalSich chemickych
procedur.

Teraz vysvetlime, aké druhy chemickych
procedur pouziva analyza¢né zariadenie na
najdenie tych spravnych latok, ktoré po
neskorSej optimalizacii mézu byt schopné
modifikovat naSich pat vyssie
spominanych zvolenych cielov. Ked’Ze nie
je praktické merat’ biologicktl aktivitu
cielov samotnych, napriklad zvySent
regulaciu utrofinu alebo zniZzenu regulaciu
myostatinu, pouzivame jeden biochemicky
marker, indikator, ktory mdze byt miesto

toho pouzity na urcenie aktivity vSetkych
piatich ciel'ov, a ktory nam tiez pomohol
najst PTC124. Tento marker je enzym
luciferaza, ktory za normalnych okolnosti
produkuje  svetlo vo  svitojanskych
muskach. Pre nase testy kombinujeme gén
nasho ciela s génom luciferazy takym
sposobom, Ze =zvySenie alebo zniZenie
regulacie cielovych molekul v izolovanej
svalovej bunke niektorou z tisicky
testovanych  zluCenin  tiez  spdsobi
zodpovedajuce zvysSenie alebo znizenie
regulacie luciferazy. Je ovela jednoduchsie
zmerat’ intenzitu svetla produkovaného
enzymom vo svitojanskych muskach, ako
merat’ vysledky komplikovanych
biologickych reakcii.

Pri momentalne vykonavanych analyzach
vlozi Clovek svalové bunky do vysoko
priepustného  analyzaéného  pristroja.
Potom naukladd kompletné série 384
jamkovych platov, ktoré uz v jamkach
obsahuju testované latky, na vstup
zariadenia. Stroj potom berie jeden plat za
druhym v niekol’ko sekundovych
intervaloch, naplni kazda jamku vzorkou
svalovych buniek anechd nejaky cas pri
urcite] teplote testované latky posobit
s bunkami - latka a bunka spolu inkubuju.
Na konci reakcie urobi pomerne velky
fotoaparat snimku kazdej jamky z platu, na
ktorej je vidno svitojanske svetlo, posle
tieto idaje o svetelnej intenzite do pocitaca
na vypocty  koneénych  vysledkov
a zaznamena ich.

A teraz, ako pridete nato, e dand ldtka je
ten ,zdasah do dierneho“ a ako stouto
latkou pracujete d’alej?

Na konci testu mdme mnoho platov, ktoré
obsahuju  nejaké aktivne zliceniny,
»Zasahy do cierneho®, alebo ,hity*“. Aby
sme sa knim dostali, pouzivame tzv.
cherry pickers (st to akési mechanické
ramend na manipulaciu s réznym druhom
materidlov), pomocou ktorych pristroj
vyzdvihne malé mnozstvo ,hitu” z danej
jamky a presunie ho do jamky na novom
plate. Tento novy plat bude obsahovat’ iba



Lhity amy potom vykondme zékladnu
analyzu iba tychto ,hitov* s cielom
potvrdit’ ich aktivitu. Ak sa ich aktivita
preukaze, vygenerujeme tzv. krivku
koncentracie pomocou testovania réznych
mnozstiev latky, zktorej bol skumany
,Lhit“ pri povodnych testoch. Ak vidime
dobra davkova odozvu, t.j. vacsiu aktivitu
pri  vdcSom mnozstve latky, sme
presvedceni o tom, Ze tento ,,hit* je vlastne
tak trocha latkou s lie¢ivymi vlastnostami,
ako sme to spominali na zaciatku.

Kolko ,,hitov* ziskate?

Zvycajne vyberieme okolo 1 000 az 2 000
vyhovujucich zltcenin z 200 000
testovanych latok. A obycCajne okolo 50%
Z nich nam dava reprodukovatel'nii odozvu
na davku.

Teraz vykonavame sekundarne skusky.
Vyuzivame pri nich skutoné biologické
reakcie cielov, nie testy s luciferazou, aby
sme videli, ¢i takyto reprodukovatelny
,hit“ nie je aktivny len pri analyze, ale
skuto€ne reguluje aktivitu cielového
proteinu. Len asi 20% az 50%
zostavajucich  zlicenin  bude tymto
sposobom potvrdenych. Chceme sa len
uistit’, ze skuto¢ne robia to, ¢o chceme.

A potom budu optimalizované?

Ano, pretoze teraz sa do toho zamotavaji
chemici. Prvym krokom je zistit’, ¢i tieto
zluCeniny maji alebo nemaji vlastnosti,
ktoré im umoZnia byt konvertovanymi na
lieky. SktSame ich toxicitu na bunkovych
kultirach auistujeme sa, Ze ich bude
mozné jednoduchym sposobom
syntetizovat. Ak ide o prirodné produkty,
tieto by mohli byt’ vel'mi zlozité. Skasame,
¢i su vo vode dostato¢ne dobre rozpustné
tak, aby boli  dobre rozpustné
a absorbovatel'né, ked” sa dostani do
zaludka. Vo vSeobecnosti sledujeme zname
smernice, kde st definované vlastnosti
potencialnych zlucenin na vyrobu liekov.
Chemici potom idu spat’ do nasej kniznice
a hl'adaju zlticeniny s podobnou
molekularnou Struktarou ako mal aktivny
,hit*“ a odznova ich testuju. Potom zac¢inaju

resyntetizaciu molekul, overuju ich aktivitu
a napokon modifikuju ich Strukturu, ktord
moze, ale nemusi, zlepsit’ ich aktivitu. Na
konci tejto prace, ktord moéze trvat aj
niekol’ko rokov, sme presli celu cestu od
100 zlaCenin az k5 ¢i 10, a to skutocne
slubnym latkam pre jednotlivé cielové
proteiny. A to je naozaj vel'mi strmy zraz
na cestu nadol.

Kol’ko teraz madte optimalizovanych
potencidalnych liekov, alebo tych v procese
optimalizdacie, pre kaZdy z piatich ciel’ov
Projektového katalyzdtora? A ako dlho
bude este trvat, kym sa zacnu prvé
klinické skusky s pacientmi s DMD?

Momentalne mame pre kazdy cielovy
protein identifikovanych niekol’ko
molekul. Sme v procese testovania tychto
molekul na zvieracich modeloch tohto
ochorenia. Je potrebné pokracovat
Vv optimalizacii tychto molekul, az dokym
nebudeme spokojni sich bezpecnostou
asich  aktivitou. Medzi  dneskom
a klinickymi skasSkami existuje mnoho
krokov, teda je v tomto ¢ase komplikované
predpovedat’, kedy by sme ich mohli
spustit. Bude to vSak minimalne niekol’ko
rokov.

Vrat’me
sa teraz spit’ kPTC124. V mojej
poslednej sprave boli popisané detaily
o vaSej dlhodobej medzindrodnej skuSke
S PTC124 (vid’ priloha tohto rozhovoru).
Skrdatene, 165  pacientov v troch
skupindach bude lieCenych 48 tyZdiiov
pomocou dvoch davok PTCI124 a placeba.
Zacala uz tato skuska?

Zacala sa na 38 miestach aasi 20 ich
momentalne vybera pacientov. Mame
zriadeny riadiaci kontrolny vybor na
dohl'ad nad skuskou ana vyhodnotenie
vysledkov. V Eurépe je to Dr. Kate
Bushbyova v Newcastli a Dr. Thomas
Voit v Parizi av USA je to Dr. Valerie
Cwikova z MDA (Muscular Dystrophy
Association) a Giovanna  Spinellaova
z PPMD. Kazdy pacient bude lieCeny
takmer jeden rok. Po uplynuti tejto doby
budu vSetci chlapci, aj ti na placebe,



pripraveni prijimat’ liek pocas rozsirenia
Studie, pravdepodobne s vyssimi davkami.
Pojde odavku celkovo 80mg/kg/den
Vv troch castiach 20, 20 a 40mg/kg/den.

Kone¢né vysledky budi pravdepodobne
dostupné v zime alebo na jar 2010. Potom
budeme schopni registrovat’ prihlasku na
novy sposob podavania liecku (NDA)
na FDA, priblizne dva roky od dne$né¢ho
dina. Ked budeme mat zrychleny
schvalovaci proces, mali by sme ocakavat
— aj napriek neexistencii akejkol'vek
garancie, ze dostaneme povolenie za
d’alSich Sest mesiacov. Samozrejme sa
moze statt mnoho veci, ktoré to mozu
pokazit’ a zabranit’ udeleniu povolenia.

Teda povolenie moZeme ocakdvat

koncom roka 2010?

Ano, na konci roka 2010. Taktiez budeme
predkladat’ Ziadost na EMEA, c¢o je
Eurépska agentura pre lieky. V mnohych
inych krajindch sa budeme musiet’ zapojit’
do ich regulacnych procesov. Mnoho
Z nich vsak bude realizovanych s pomocou
naSho nového partnera, spolo¢nostou
Genzyme. Je to ovela vdcSia spolocnost’
ako PTC Therapeutics ama pobocky
v mnohych krajinach sveta.

Bude PTC 124 drahy?

Vtomto bode by bolo predCasné
Spekulovat’. Momentalne sa sustred’ujeme
na samotné skiSky. Ak budeme vediet’, ze
liek pracuje aje bezpeény, potom o tom
modzeme hovorit’.

Posledna otizka. Co
znamend PTC124?

PTC je skratka (z angl) ,post
transcriptional control“ acislo 124 je
odvodené z jeho chemického mena. Je to
1,2,4-oxidiazol, ktory pozostava
z patclenného prstenca s dvoma atémami
uhlika, jednym atomom kyslika a dvoma
atobmami dusika aspojenymi s dvoma
prstencami benzénu, ktoré nesu dva malé
bocné retazce. Tato Struktara je
detailnejSie spomenutd vo vydani Casopisu

Nature zroku 2007 a, samozrejme, je
patentovany.

Myslim si, Ze na zdver
tohto rozhovoru je cas na nejaké
povzbudivé slova pre rodiny.

Samozrejme, sme velmi vzruSeny z
pokroku, ktory sme dosiahli s PTC124.
Sktsame sa posuvat dopredu tak rychlo,
ako to len ide, aby sme ho mohli poskytnut’
vSetkym chlapcom s DMD, ktori ho
potrebuju. Taktiez sme vzruSeni z
vyhliadok Projektového katalyzatora. Pre
chlapcov bez mutéacie typu “nonsense” je
dolezité priniest’ im tieto ostatné lieky z
Projektového katalyzatora, a to pre 100% z
nich. Samozrejme pracujeme tak rychlo,
ako dokazeme aj na tychto liekoch. Ich
vyvoj bude rychlejsi, ako pri PTCI124,
pretoze ich “klinicka cesta” sa vel'mi nelisi
a preto mame teraz uz viac skusenosti. Ale
bude to tiez zavisiet aj na vysledkoch
prebichajucej medzinarodnej skasky s
PTC124.

Viac sme sa zamerali na naSu snahu na
identifikovanie a vyvoj zltcenin, ktoré by
liecili rézne svalové ochorenia, Specialne
DMD, avsak spindlnu muskularnu atrofiu a
myotonicku dystrofiu ~ nevynimajlc.
Pokracovat’ v praci budeme aj pri CF. Toto
nas odliSuje od velkych farmaceutickych
spolo¢nosti, ktoré zameriavaji svoje Usilie
ovela viac na komer¢né lieky . AvSak my
v PTC Therapeutics robime vsetko pre to,
aby sme pre asi nie prili§ ¢asté ochorenia,
ktor¢ su vSak skutotne vazne a
komplikované aj z hladiska ich liecenia.
To je, a stale ostava dolezity bod pre nas
vSetkych.

Ked’ pisem alebo hovorim k rodindam, v
ktorych sa vyskytuje DMD, tak si
uvedomujem, co su to skutocéné problémy.
Ked’ ich porovnam s tymi mojimi
kaZdodennymi, chdpem, Ze problémy,
ktoré ja dokaZem vyriesit, aj ked’ je to
komplikované, su nicim oproti
problémom, ktoré ma chlapec s DMD, o
ktorého je potrebné sa starat’ pocas
mnohych rokov.



Myslime si, Ze toto je jednou z motivacii
pre nasich vyskumnikov, aby pracovali na
ochoreniach, akym je toto. To robi nasu
pracu zmysluplnou a pravdepodobne aj
sucast’'ou historie.

Dakujem vel’mi pekne, taktie v mene
mnohych rodin a kaZdého, kto bude citat’
to, Co ste nam vietkym vysvetlili.

Ako uvod k rozhovoru su tu zreprodukované dve kapitoly o PTC124 a o Projektovom
katalyzatore, ktoré boli sucastou mojej poslednej spravy s nazvom “Research approaches
for a therapy of Duchenne muscular dystrophy*, publikovanej v maji v roku 2008. Celu
spravu, spolu s troma predchadzajicimi si mozete v anglictine, nemcine a Spanieléine pozriet’

na www.duchenne-information.eu. V tychto

spravach su tiez vysvetlené zakladné

biochemické a genetické udaje o DMD. Tych, ktori si zelaju dostavat’ moje d’alSie spravy
arozhovory, ako nédhle budu pripravené, by mi mali poslat’ ich e-mailova adresu na

gscheuerbrandt@t-online.de.

V asi 13% az 15% zo

vsetkych pacientov s DMD je pri¢inou
vzniku ochorenia mutécia typu ,,nonsense*
génu dystrofinu. Tento typ muticie je
vlastne zmena jedného bodu, ktord mé za
nasledok zaclenenie pred¢asného STOP
kodénu do retazca mRNA dystrofinu.
Takyto predéasny STOP kodon potom
sposobuje predCasné ukoncenie syntézy
proteinu eSte predtym, ako je vytvoreny
kompletny dystrofin. Nekompletny
dystrofin je prili§ kratky na to, aby
plnohodnotne plnil svoju funkciu, je
znic¢eny a vyvija sa DMD.
PTC Therapeutics, Inc., spolocnost’ zo
South Plainfieldu v New Jersey, vyvinula
podvedenim Dr. Langdona Millera liek
PTC124, ktory umoziiuje systému tvorby
proteinov precitanie tohto pred¢asného
STOP kodonu v mRNA tak, ze mdze byt’
vytvoreny protein vo svojej kompletnej
dizke. Takato liecba sa lisi od génovej
terapie alebo preskoku exénu. Pre
rozhodnutie, ¢i bude chlapec s DMD
profitovat’ z uzivania PTC124, musi byt
genetickymi testmi preukdzana pritomnost’
pred¢asného STOP kodonu (TGA, TAG
alebo TAA) vjednom zexonov génu
dystrofinu tohto chlapca.

Detaily o tomto novom lieku, vratane jeho
molekularnej  Struktary, boli  spolu
s komentarom publikované v maji v roku
2007 v Casopise Nature. PTC124 je biely

krystalicky prasok, ktory moze byt
uzivany Ustne po jeho rozmieSani vo vode
alebo mlieku. Bol objaveny pouzitim
automatizovaného analyza¢ného programu,
v ktorom bolo testovanych okolo 800 000
zlucenin s nizkou molekularnou
hmotnost'ou, s cielom zistit’ ich schopnost’
¢itat  geneticki informdciu aj cez
predéasny STOP kodon. Jedna z tychto
ucinnych aktivnych zli€enin, PTCI124,
bola chemicky optimalizovana a potom
zosiroka testovana v laboratodriu.
V predklinickych experimentoch  na
svalovych kultirach sa dosiahla produkcia
dystrofinu. V mdx mysSiach, ktoré¢ maju
pred¢asny STOP kodoén v exéne 23 v ich
géne dystrofine, sa ukazalo, ze PTCI124
vyvolava  tvorbu  dystrofinu v jeho
kompletnej dizke, ¢o méa za nasledok
zredukovanie poSkodenia svalu pocas jeho
kontrakcie aznizenie aktivity kreatin
kindzy (CK) v krvi. PTC124 teda moze
pomoct’ svalovym bunkam prekonat’ jednu
z genetickych pri€in vzniku DMD.

PTC124 necita geneticku informaciu cez
jej prirodzené koncové (STOP) kodony,
pretoze tieto maji odliSné konStrukéné
prostredie v porovnani s pred¢asnymi
STOP kodénmi. Toxikologické testy na
mysiach, potkanoch apsoch sextra
velkymi davkami tohto lieku ukézali, Ze
maju akceptovatelné vlastnosti , ktoré
umoziiuju pokracovanie jeho dalSieho
klinického vyvoja.


http://www.duchenne-information.eu/
mailto:gscheuerbrandt@t-online.de

Na 61 zdravych dospelych dobrovolnikoch
vo veku od 18 do 30 rokov bola
vykondvana faza-| klinickej skusky
s PTC124. Tito dostavali liek trikrat denne
pocas dvoch tyzdinov. Touto davkou by
mohla byt udrzované koncentracia séra na
urovni od 2 do 10ug/ml. O tejto trovni
bolo zname, ze v mdx mySiach bola
aktivna. Dobrovolnici dobre znasali davky
100mg/kg/den bez vaznych vedlajSich
ucinkov. Je to davka vysSia, nez aka sa
predpoklada u pacientov s DMD.

Tieto vysledky umoznili spustenie fazy-lla,
teda skusky s chlapcami s DMD. Tato faza
sa konala v obdobi medzi decembrom v
roku 2005 amijom vroku 2007.
Zapojenych bolo 38 chlapcov vo veku od 5
do 17 rokov. Bola to reprezentativna
vzorka pacientov. 33 z nich mohlo stale
chodit a 29 ich uzivalo steroidy. 26
chlapcov malo pred¢asny STOP kodoén
UGA, 6 UAG a 6 UAA, a to medzi exonmi
od 6 do 70. Skuska nebola navrhnutd
s cielom dosiahnut’ akykol'vek liecebny
profit. Sest chlapcov dostavalo davku
PTC124 vo vyske 16mg/kg/den, 20
chlapcov 40mg/kg/den a 12 chlapcov vo
vyske 80mg/kg/den, pricom tato davka
bola rozdelena do troch cCasti v rdmci dia.
Pacienti boli klinicky sledovani 21 dni
pred spustenim skuSky, potom uZivali
experimentalne davky pocas 28 dni
a napokon podstupili kontrolné vySetrenia
pocas dalSich 28 dni. Boli vykonané
svalové biopsie pred a po skusSobnej liecbe
zo svalu extensor digitorum brevis na
nohe, aby sa odskusala obnova produkcie
kompletného  dystrofinu.  ESte  pred
samotnou liecbou bolo svalové tkanivo zo
svalovej biopsie liecené pomocou PTC124
Vv laboratoriu. Ocakavany ndrast Uplného
dystrofinu v zavislosti od velkosti davky
bol zaznamenany v tkanive od vsetkych
chlapcov.

Analyzy svalového tkaniva z biopsie
vykonanej po pokusnej liecbe ukazali u 19
z 38 chlapcov kvalitativny narast nového
dystrofinu na nizkej wrovni. Hlavnymi
doévodmi, preco sa novy dystrofin
neprejavil  uvsetkych chlapcov avo

vacsich mnozstvach by mohli byt” kratkost’
pokusnej lieCby alebo nevhodnost’ svalu
extensor digitorum brevis na analyzu,
pretoze ma nizku uroven degeneracie
aregeneracie. VSetci chlapci vSak pocas
pokusnej liecby vykézali pokles hladiny
kreatin kinazy v krvi. Hladina CK v krvi
po skonceni lieCby opdt vzrastla, ¢o sa
oCakavalo, pretoze PTC124 je liek, ktory
musi byt uzivany kontinualne. Niektori
rodicia aj ucitelia pozorovali, Ze po dvoch
az Styroch tyzdnoch liecby, hoci kratkej,
vykazali chlapci vyssiu aktivitu a vydrz
aklesla im unava oproti stavu pred
liecbou. Hoci tieto neoficidlne vysledky
musia byt zvazované velmi opatrne,
Casovy priebeh symptomatickych zmien
poukazuje na U€inok lieku. Boli
pozorované aj niektoré mierne a l'ahko
zvladnutelné  vedlajSie ucinky, neboli
vSak jednozna¢ne spdsobené PTCI124
a neboli klinicky vyznamné.

Kvoéli  pochopeniu  dlhodobého rizika
avyhod PTCI124 sa v sucasnosti zacina
dlhodoba randomizovana faza-I1b klinickej
skuasky tohto nového lieku. Tato faza si
vyzaduje 165 pacientov. vo veku
minimalne 5 rokov, ktori st schopni prejst’
minimalne 75 metrov. Chlapcom na
kortikosteroidoch bude dovolené
pokradovat’ vich lie¢be. Ugastnici buda
nahodne rozdeleni do troch Studijnych
skupin. Prva bude dostavat’ vysSie davky
PTC124, druha nizsie atretia placebo.
Liecba bude trvat 48 tyzdinov. Hlavnym
prostriedkom na meranie vysledkov bude
schopnost’ chlapcov chodit’ pocas Siestich
minit porovnanim udajov pred a pocas
liecby. Bude vSak existovat aj desat
d’alSich kritérii. Po skonCeni skusky budu
vSetci pacienti, aj ti na placebe, dostavat’
vyssie davky PTC124.

Kvoli  tejto  skuske bola  zriadena
medzinarodna riadiaca komisia, ktora bude
organizovat' a dohliadat’ nad spolupracou
mnohych klinickych centier v Eurdpe,
Australii, Izraeli, Kanade av USA. Dr.
Kate Bushbyova aDr. Thomas Voit su
Eurdpski Specialisti na DMD a st ¢lenmi
riadiacej komisie. SkuSka prebieha v USA



a oskoro bude rozbehnutd aj v inych
krajinach. Ak sa vtejto faz epreukdze
liecebny efekt PTC124, bude usilované
0 ziskanie marketingovych povoleni od
regulacnych uradov, ako st FDA v USA ¢i
EMEA v Europe.

Welch EM, Barton ER, Zhuo J. PTC124
targets genetic disorders caused by
nonsense mutations. Nature 2007; 447;87-
91.

Schmitz A, Famulok M. Ignore the
nonsense. Nature 2007:447:42-3.

je program
spolo¢nosti PTC Therapeutics na hl'adanie
avyvoj malych chemickych zlucenin,
ktoré sa pouziju ako lieky na liecbu DMD.

Projektovy katalyzator, vedeny Dr. Ellen
Welchovou, sa zacal v maji v roku 2004,
s cielom identifikovat’ pomocou
automatickych analyzacnych ~ metod
spomedzi niekol'ko stoviek tisic zlucenin
tie, ktoré by mohli zvySovat alebo
znizovat produkciu, expresiu, Styroch
biologickych cielovych proteinov vo
svalovych bunkach a udrziavat’
a zlepSovat’ tak Struktaru a funkciu svalov
U pacientov s DMD. ZvySenie regulécie

PTC Therapeutics, Inc.

100 Corporate Court

South Plainfield, NJ 07080, USA
Tel. *1-908-222-7000

Email: patientinfo@ptcbio.com
Internet: www.ptcbio.com

Specifického svalového rastového faktora
IGF-1 a zniZenie regulacie myostatinu by
mohlo podporit’ rast a regenerdciu svalov.
ZvySenie regulacie utrofinu  aalfa7-
integrinu by mohlo stabilizovat’ svalova
membranu a tak zlepSit’ funkénost’ svalov.

Automatické analyzacné metéody na
hl'adanie tychto potencidlnych liekov na
DMD pouzivaji novo vyvinuté testovacie
procedury, ktoré meraju svetelnu intenzitu
Specidlnych  proteinov  uréenych na
zistovanie chemickych vlastnosti
skimanej zltCeniny, ktorym je v tomto
pripade enzym luciferdza zo svitojanskych

musiek. Malé mnozstvo zluéenin
S minimalne nejakymi ziadanymi
vlastnost’ami su momentalne

optimalizované v laboratoriu. NavySe sa
zaCala praca na inom cielovom proteine,
ktorym je sarkoplazmické retikulum Ca®*
ATPazy (SERCA2a). Tento protein
pomaha udrzovat’ spravnu funkciu srdca
pri jeho kontrakciach. Tieto vel'mi sl'ubné
lieky budi d’alej optimalizované tak, aby
Vv blizkej budicnosti mohla zacat’ klinicka
skuska vo faze-l s chlapcami s DMD.

Giinter Scheuerbrandt, PhD.

Im Talgrund 2

D-79874 Breitnau, Germany

Email: gscheuerbrandt@t-online.de
Internet: www.duchenne-information.eu

S vda¢nostou prijimam finanéni podporu TREAT-NMD Neuromuscular Network pri
zabezpecovani mojej ndvstevy PTC Therapeutics v New Jersey, ako aj pri pisani a upravovani

tohto rozhovoru a mojich sprav o vyskume DMD.

TREAT-NMD Neuromuscular Network

Institute of Human Genetics, Newcastle University

Newcastle upon Tyne, NE1 3BZ, UK
Email: info@treat-nmd.eu
Internet: www.treat-nmd.eu

Pre potreby Organizacie muskularnych dystrofikov v SR

Prelozil: Filip Zeman
Preklad nepresiel odbornou korekturou.
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