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BLIZIACA SA LIECBA CHLAPCOV S DUCHENNEOVOU MUSKULARNOU
DYSTROFIOU

Celit’ tomu! PreZit' to! Zmenit' to! To bol nazov vyroénej konferencie Parent Project Muscular
Dystrophy (PPMD), ktora sa konala od 13. do 16. jula 2006 v Cincinnati v Ohiu. 36 vedcov
a klinickych expertov na svalové ochorenia prezentovalo prehlad o celkovom poznani o Duchenovej
muskularnej dystrofii a 0 réznych pristupoch pri terapii (Celit’ tomu!), d’alej odportiéania pre riadenie
zdravotnej starostlivosti 0 nasich chorych chlapcov (Prezit’ to!) a napokon vysledky svojich vlastnych
vyskumov, ktoré stale viac a viac smeruji k u¢innej liecbe (Zmenit’ to!). Ja, Giinter Scheuerbrandt,
biochemik z Nemecka, som bol Patriciou Furlongovou, zakladatelkou a prezidentkou PPMD,
poziadany o napisanie tejto spravy pre vas, chlapcov a ich rodiny, ktori si prajete vediet o kazdom
uspesnom kroku na ceste k u€innej a efektivnej liecbe Duchenovej muskularnej dystrofie.

Sprava obsahuje iba zhrnutie vedeckej Casti, pretoze ja nie som klinicky Specialista. Nie je to vedecka
publikacia, je pisana v jazyku, ktorému, dufajme, porozumiete. Dolezité vedecké pojmy su
vysvetlené hned’ na zaciatku alebo na nasledujucich stranach, kde st po prvykrat pouzité.

Vsetci vedci, ktorych prezentacie tvoria Cast’ tejto spravy, mali moznost’ vidiet mdj navrh a v pripade
nutnosti ho korigovat’ a vSetci z nich tak urobili. Teda malo by sa tu vyskytovat’ minimum chyb.

Pouzil som mena vedcov bez ich titulov. Véac¢sina z nich s profesori a vSetci maja tituly PhD. alebo
MD?, alebo oboje. A vi&§inou vietci st veducimi laboratorii, tzn., Ze maju kolegov, postgradualnych
Studentov a Studentov, ktori pracuju ako tim na tu opisanom projekte, avSak je nemozné uvadzat tu
vsetky ich mena.

Toto hrozivé ochorenie - Duchenova muskularna dystrofia (DMD) - pomaly zmieriiuje svoje zovretie,
¢o bolo po vypocuti si tolkych prezentacii s mnozstvom novych vysledkov z vyskumov celkom
zrejmé. Pomaly, krok za krokom, sa nad DMD vitazi, aj s pomocou zanietenych I'udi pracujtcich pre
nas v mnohych krajinach. Nasledujuci text vam ukaze preco.

Uvod.

Sprava zacina mojimi odstavcami s vysvetlenim zopar zakladnych faktov pre porozumenie toho, ako
gény vytvaraju proteiny, preo je dystrofin taky dolezity, ktoré pristupy vo vyskume su aktivne
sledované aako funguje ,preskok exonu“, podla mojho nazoru v sucasnosti jeden z najviac
pokrocilych z tychto pristupov. Na stretnuti prezentovali Lee Sweeney (Univerzita v Pennsylvéanii vo
Philadelphii), Dominic Wells (Imperial College v Londyne) a Steve Wilton (Univerzita zapadnej
Australie v Perthe) pomerne detailny ivod do tychto Styroch tém. Pouzil som mnohé ich vyklady (ale
nie vSetky su vtomto prvom odstavci) bez toho, ze by som sa samostatne pridizal kazdej ich
prednasky. Po tejto ivodnej Casti je kazda vedecka prednaska sumarizovana samostatne, v niektorych
pripadoch aj so zakladnym vysvetlenim.

Ako gény vytvaraji proteiny? Gény st funkéné jednotky genetického materialu
deoxyribonukleovej kyseliny, DNA. Jej struktira vyzera ako zapleteny rebrik (dvojita Spirala).
Kazdy stupienok tohto rebrika pozostava z dvoch zo Stvorice réznych malych molekul, tzv. baz:

! Na Slovensku je to titul MUDT.
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adeninu, guaninu, tymusu a cytozinu (A, G, T, C). Stupienky mdzu obsahovat’ - z priestorovych
dovodov, iba dva druhy zakladnych kombinacii, a sice ide o zakladné pary A-T a G-C. Preto je
postupnost’ baz jedného vldkna DNA komplementarna (doplnkova) k postupnosti druhého. Tato
postupnost’ baz (genetickych znakov) je vlastne geneticka informacia potrebna pre vyvoj a regeneraciu
zivého organizmu, ktora je odovzdévana z jednej generacie na druhu.

Vicsina génov nesie inStrukcie pre biosyntézu proteinov. V bunkovom jadre je geneticka informacia
0 aktivnych génoch kopirovana (transkribovand, prepisand) do iného genetického materidlu, tzv.
premediatorovej ribonukleovej Kyseliny, alebo pre-mRNA, tiez niekedy nazyvanej ako transkript
(prepis). Najviac génov pozostava z aktivnych, alebo kédovacich oblasti - exénov (tieto obsahuju
informacie pre proteiny) a z neaktivnych oblasti, omnoho dlhsich intrénov, ktoré¢ vSak mézu byt
dolezité pre kontrolu aktivit génov. Po transkripcii sa intrény odstrania z pre-mRNA a exény sa spolu
splietaju do formy mediatorovej RNA (MRNA)? ktor4 sa potom presunie do ribozému - do proteinu
syntetizujiiceho Struktiry mimo jadra bunky. Ribonukleové kyseliny (RNA) pouzivaju bazu U (uracil)
namiesto podobnej bazy T, pouzivanej v DNA. Stykové miesta su Specifické postupnosti vo vnutri
exonov a na hranici medzi exonmi a intronmi, ktoré su potrebné pre spravne odstranenie nekodovace;j
intronovej sekvencie z pre-mRNA. Jeho zviazanie (splicing) je dokoncené prostrednictvom komplexu
zostrihu (spliceosome) - komplexu mnohych proteinov a malych retazcov RNA.

V mRNA S$pecifikuju tri po sebe nasledujuce bazy (nazyvané kodén, alebo triplet - trojica, alebo
»genetické heslo®) - az na tri vynimky, jednu z dvadsiatich r6znych aminokyselin podl'a genetického
kodu. Medzi kodénmi nie je ziaden priestor. V ribozomoch st genetické kddy mRNA nacitavané
a prekladané do jazyka proteinov, ktoré st postavené z mnohych aminokyselin (¢asto z tisicok), z ich
stavebnych blokov.

Tri spominané vynimky su trojice UAA, UAG a UGA, ktoré su tzv. STOP kodoény, na ktorych sa
skladanie proteinov zastavi.

Dystrofin gén a dystrofin protein: Duchenova a Beckerova muskularna dystrofia st sposobené
mutaciou alebo poruchou génu s nazvom dystrofin, ktory je nositel'om informacie pre rozne formy
proteinu dystrofinu. S postupnostou 2 220 223 baz je to zdaleka ten najdlhsi znamy l'udsky gén. Iba
11 058 baz (0,5%) v 79 exodnoch tohto génu Specifikuje postupnost’ 3 685 aminokyselin ,,bezného*
proteinu dystrofinu v kostrovych svaloch. Gén ma sedem, alebo mozno aj osem réznych pdvodcov. Su
to bazové sekvencie, do ktorych sa naviazu regula¢né proteiny a takto aktivuji pomocou umoznenia
transkripcie jeho genetickej informacie konecn tvorbu jeho proteinu. Kvoli mnozstvu pdvodcov
a alternativnym spojeniam existuje mnoho réznych pridavnych foriem dystrofinu, pricom vsetky
Z nich su kratSie ako bezne sa vyskytujice dystrofiny vo svaloch. Nachadzaju sa v r6znych organoch,
jeden z nich aj v mozgu. M4 diZku len 32 % v porovnani s beznym dystrofinom, taktieZ viak moze byt
postihnuty nejakou mutaciou. Toto méze byt dovod dusevnych (mentalnych) problémov niektorych
chlapcov s DMD.

Velkost' génu a proteinu dystrofin: Struktura dvojitej $piraly génu dystrofinu ma dizku 0,75mm.
Spolu s ostatnymi l'udskymi génmi (je ich cca 25 000) sa zmesti do bunkového jadra s priemerom
0,01mm len z toho dévodu, Ze geneticky material je pospajany extrémne natesno. Jedna molekula
dystrofinu normélnej dizky je ovela kratiia ako jeho gén. Dizka tejto molekuly je 125nm
(0,000125mm), t. j. 80 000 molekil dystrofinu poloZenych vedla seba v jednom rade, dokéze pokryt
dizku prave jeden centimeter. A v jednom grame svalu je 114 milidrd molekul dystrofinu. Toto mdze
pomodct’ uréit’ ulohu vedcov: zastavit' ochorenie, nechat' svaly znova pracovat, tzn. potom ako
poskodeny gén nedokaze viac vytvorit dystrofin, musi sa znova objavit' rozsiahle percento z jeho
bezného mnozstva pritomného vo svaloch. Nové dystrofiny nemusia mat’ ti istu $truktaru. Moézu byt
kratSie, ale musia byt schopné nalezite pracovat. A to znamend miliardy a miliardy novych
dystrofinov, ktoré sa musia vratit spidt do kazdého gramu svalu adieta ich tak mé& napokon
kilogramy!

Uloha dystrofinu: Dystrofin je potrebny pre mechanicku stabilitu svalovych buniek. Je uloZeny v ich
bunkovej membrane. Jeden z jeho koncov, tzv. C-zakonéenie polypeptidu, je naviazany na skupinu
inych proteinov v membrane (na dystrofin-glykoproteinovy komplex) a ostatné konce, tzv.

? Tento proces sa nazyva aj splicing
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N-zakon¢enia polypeptidu, sa pripajaju k stahovacim Struktiram vo vnutri svalovych buniek.
Centralna Cast’ dystrofinu, tzv. ty€ova oblast’, pozostava zo zakruteného aminokyselinového retazca,
ktory sa niekolkokrat staca. Ak stahovaci pohyb svalovej bunky niti protein dystrofin zmenit’ svoju
diZku, jeho skladana $truktira umoziuje pracovat’ ako pruzina alebo absorbér otrasov. Takto dystrofin
prenasa mechanick energiu produkovant aktinovo-myosinovym® ,stahovacim aparatom“ do
membrany svalovej bunky a do vonkajSich Struktir mimo nich - do spojovacieho tkaniva a §liach,
dobre vyvazenym spdsobom, ktory ich nepretazi.

Dystrofin ma viacero uloh. Usporaduva zlozité Struktary dystrofin-glykoproteinového komplexu a
tiez umiestnenie mnohych inych proteinov. Reguluje aj komplex procesov akym je udrziavanie
spravneho mnozstva vapnika v bunkéach, atie potom kontroluji svalovy prirastok. Viaceré detaily
tychto spletitych interakcii medzi mnohymi zlozkami v zivej bunke su stale nezname.

Chlapci s DMD nemaju Ziadne, alebo maju len vel'mi nizke mnozstvo dystrofinu vo svojich svalovych
vlaknach. Pokial’ chybaju jeho spominané ochranné a organiza¢né ucinky, stahovanie svalov (svalové
kontrakcie) sposobuje trhliny vo svalovych membranach, ¢o umoznuje prisun velkého mnozstva
vapnika do svalovych vlakien. Nadbytoény vapnik aktivuje enzymy ako ,.calpain® a ostatné proteazy®,
ktoré porusia svalové proteiny a nastartuju program destrukcie bunky. Dosledkom toho je postupnost’
udalosti ako zapal a aktivacia fibroblastu®, ¢o vedie k fibréze (k zjazveniu tkaniva), ktoré spomal’uje
regeneraciu svalu a spdsobuje symptomy typické pre starsich pacientov s DMD.

Chlapci s pomalsie postupujucou Beckerovou muskularnou dystrofiou (BMD) maju vidc¢Sinou menej
dystrofinu, ako je bezné atento je tiez vacSinou kratSi. Stale vSak moze plnohodnotne plnit’ svoju
funkciu, ale neméze pracovat’ tak efektivne, ako vo svojej beznej verzii.

Ale, ako povedal v diskusii Andrew Hoey, nie vzdy len kostrové svaly trpia chybajicim dystrofinom,
ale tieZz hladké a srdcové svaly. PoSkodenie srdcovych svalov vytvara kardiomyopatiu. Slabost’
hladkych svalov ma mnozstvo dosledkov, medzi nimi obmedzenu schopnost’ Zil a ciev uvolnit’ sa pri
zvySenom prietoku krvi vedicom respiracné a iné problémy, a taktiez je postihnuty traviaci trakt
(redukciou pohyblivosti ¢riev). Teda zmeny iba v jednom géne mozu postihnut’ cely organizmus.
Mutacie génu dystrofinu: Existuju tri bezné typy mutécii, ktoré ovplyviuju funkciu génu dystrofinu.
Vymazanie - ak jeden alebo viac kompletnych exonov génu chyba. Duplikacia - ak sa Casti génu
opakuji. Bodova mutacia - ak je vymeneny, odstraneny alebo pridany jeden bazovy par. Ostatné st
inverzie alebo mutacie v intronoch, ktoré pozmenuju bezné spajacie vzorce. Pretoze kodony mRNA st
v ribozémoch jeden po druhom ¢&itané bez prerusenia (tento &itaci ramec’ teda nie je poruseny),
pokial’ mutacia zmazala alebo pridala celé kodony kazdej z troch baz. V tomto pripade tak zostava
&itaci ramec ,,in-frame®@ a dystrofin moze byt este stale vyrobeny, aviak bude kratsi alebo dIhsi ako
vV beznom pripade. Ak tito zmena postihne len nepodstatné Struktury dystrofinu, tento méze byt
CiastoCne funkény a tak spdsobi vznik menej zdvaznej BMD.

Ak vSak muticia posunula ¢itaci rAmec jedného alebo dvoch bazovych parov, Citaci rAmec sa stane
mout-of-frame. Potom je do proteinu, ktory zalina v mieste muticie, zaGlenenych niekol’ko
nespravnych aminokyselin, az pokym sa nedosiahol novy predéasny STOP kodén. Nekompletny
dystrofin nemoze plnit’ svoju normalnu funkciu, zanika a rozvija sa DMD. Na konci tejto spravy je na
priklade preskoku exénu ukazany vznik takéhoto predéasného STOP kodonu.

Rozli¢né stratégie pri liecbe DMD.

Vyskumnici sa pokusaji vyvinat' liecbu DMD pomocou dvoch genetickych pristupov alebo pomocou
mnohych réznych farmakologickych zésahov.

® St to proteiny

* Prote4za zavisla na vapniku

® Enzym zodpovedny za rozpad bielkovin
® Zakladna bunka viziva

" Postupnost’ &itanych kodonov

8 Vo vyzname , itateny

° Vo vyzname ,negitatelny
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Prvy geneticky pristup je pokusom zaviest nové gény dystrofinu do jadra svalovych buniek, ktoré by
potom mohli dystrofin znova priamo produkovat. Mnohé experimenty na mysiach ukdzali, Ze to moze
byt dosiahnuté pouzitim modifikovaného (,,skroteného®) virusu, tzv. zdruZeného adenovirusu
(AAV™), ako prenasaca, alebo nosia aktivnych Gasti - kombinovanych exénov (cDNA), génu
dystrofinu do svalovych buniek. Ale nosi¢ AAV nie je dostato¢ne dlhy, aby dorucil kompletni cDNA
so vSetkymi 79 exonmi. Dokaze dorucit’ iba jednu tretinu cDNA, zatial' ¢o normalne by do seba
pasovali. To znamena, Ze novy dystrofin bude mat len jednu tretinu svojej normalnej dizky. Pokial
tento skrateny dystrofin ma jednu zo Struktir spdsobujucich BMD, ucinok takejto liecby by nebol
kompletny, ale spomal'oval by rychly typ DMD na miernejsi typ BMD s prakticky normalnymi
vyhliadkami na Zivot. KedZe novo zavedeny geneticky material neprepista chromozéomy bunky,
zmutovany gén dystrofin nie je zmeneny a zostane tak ako bol v skratenej vetve chrmozomu X.

Druhy geneticky pristup, tzv. preskok exonu, sa taktieZ netyka poruchy génu. Iba ovplyviuje
spracovanie genetickej informacie na jej ceste z génu do proteinu. Spéjanie exénov pre-mRNA na
mRNA je Specificky pozmenené, a tak naruSené, sprava ,,out-of-frame je znova Citate'na, stava sa
»in-frame“. Vysledok je rovnaky, ako s technikou prenosu génu - DMD je spomal'ovana na BMD.
Tuto informaciu mdze nahradit’ kompletne novy typ lieCenia - pomocou genetickych liekov, Specialne
vyvinutych pre kazdého pacienta, tzv. antisense oligoribonucleotidy.

Pretoze oba genetické pristupy su nové, vyskum musi pokracovat’ opatrne. Hoci je ldkavé pretlacit’
nové postupy urychlene do klinickej praxe, je dolezité neurobit’ chybu, ktord by spochybnila
bezpecnost,, a tak zbrzdit’ cell oblast’ genetickej liecby. Takze schvalovacie postupy st vel'mi prisne
a zabertl vel'mi vela Casu.

Treti lieCebny pristup skisSa bojovat’ proti negenetickym nasledkom absencie dystrofinu, akymi st
destrukcia svalu prostrednictvom proteinov ni¢iacich enzymy, netesnosti membran, fibrézy a zapalov.
Existuje mnozstvo liekov, od ktorych sa oc¢akava, Ze budi mat’ pozitivne t€inky na DMD. Niektoré
Z nich sa uz vyskytuji na trhu a posobia aj proti inym ochoreniam. V Casti o farmakologickych
pristupoch bola na stretnuti prediskutovana a sumarizovana vacsina nedavnych vysledkov vyskumu.

Preskok exonu

Technika preskoku exénu sa pokaSa zmenit’ Duchenovu mutaciu na mutaciu Beckerovu. Ak mutacia
porusi Citaci ramec a spdsobi tak DMD, c¢itaci ramec moze byt obnoveny umelym odstranenim
jedného alebo viacerych exénov z mRNA priamo pred/po zmazani alebo duplikacii alebo odstranenim
exonu, ktory obsahuje bodova mutaciu.

Exony mozu byt odstranené z mMRNA pomocou antisense oligoribonucleotidov (AON, vid’ aj str. 21).
Su to kratke samostatne zviazané Struktiry pozostavajuce z dvadsiatich az tridsiatich nukleotidov,
ktorych sekvencie su konstruované takym sposobom, Ze sa naviazu len na Cast’ bazovej postupnosti vo
vnutri odstrafiovaného exonu (alebo na jeho okrajoch) a nikde inde. Antisense znamena, Ze ich bazova
sekvencia je v opa¢nom poradi k ciel'ovej postupnosti v pre-mRNA. Tieto AONy takto rusia spajaci
mechanizmus, takze ciePové exény viac nie su zastiipené v mRNA, st preskocené.

Samotny gén s mutaciou nie je nahradzovany preskokom exonu, ale jeho mRNA uz viac neobsahuje
informaciu preskoceného (feda viastne odstraneného, pozn. prekl.) exonu alebo exénov. Ked’ze tato
mRNA je kratSia ako je bezné, protein dystrofin je tiez krat$i, obsahuje menej aminokyselin. Ak
chybajuce aminokyseliny tvoria ¢ast’ nepodstatnych oblasti, ako napr. centralnej tyCovej oblasti, kratsi
protein moze este Casto krat vykonat’ svoju stabilizujicu tlohu membrany svalovej bunky. Vysledkom
by bola zmena niektorych symptémov DMD na ovel'a miernejsie symptomy BMD.

Oligonukleotidy su kratke sekvencie dvoch druhov nukleovych kyselin, DNA a RNA, pri¢om oligo
znamena ,zopar®. Dve vlakna  DNA, deoxyribonukleovej Kkyseliny, pozostavaju kazdé z
retaze striedajucich sa fosfatovych a deoxyribozovych jednotiek, ich chrbtového™ systému.
Deoxyribéza je cukrova molekula s piatimi atommi uhlika, priCom k druhému atému uhlika nie je

0 AAV - adeno-associated virus (z angl.)
" Nosného
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naviazany jeho obvykly atom kyslika. Kazda jednotka cukru nesie na svojom prvom atéme uhlika
jednu zo Styroch baz. RNA, ribonukleova kyselina, ma vo svojom chrbtovom systéme beznt rib6zova
jednotku s atomom kyslika na druhom atéome uhlika. Nukleotidy st stavebné bloky oboch typov
nukleovych kyselin. Kazdy nukleotid pozostava z jednej ribozy, jednej bazy a jedného fosfatu'?. Takze
existuju Styri rozne ribonukleotidy a styri rozne deoxyribonukleotidy.

Dva druhy AONov, ktoré su vacsinou pouzivané na preskok exénu, su chranené oligoribonukleotidy,
takze nie su vo svalovych bunkdch vobec, alebo len pomaly deStruované prostrednictvom nukledz -
enzymov, ktoré nic¢ia nukleové kyseliny.

Holandski vedci pouzili 2°-O-metyl-fosfotioaty (2°-O-methyl-phosphothioates), tiez nazyvané
metyltioaty (methylthioates) alebo 20-metyly (20-methyls). Tieto 20-metyly maju ku kysliku
druhého uhlika ribézovych jednotiek pripojentt metylova skupinu (uhlik s troma atomami vodika) a
namiesto jedného z atomov kyslika fosfatovych skupin maji atom siry. Morfoliny, ktoré pouzili
britski a australski vyskumnici, maju jeden z fosfatovych kyslikov nahradeny skupinou dymetyl
amidov (dusik nesuci dve skupiny metylov) a taktiez su Sest'¢lennymi morfolinovymi prstencami
(kazdy pozostava zo Styroch atomov uhlika, jedného atomu kyslika a jedného atomu dusika s atommi
vodika pripojenymi k uhliku) nahradené kompletné rib6zové jednotky.

V ramci rozhovoru s Dr. Wiltonom v zavere tejto spravy je spominanych ovela viac detailov
0 preskoku exénu. A na poslednej strane je ako priklad tejto techniky ukazany preskok exénu 46 na
obnovenie ¢itacieho ramca po odstraneni exonu 45.

Preskok exénu: Prvé Kklinické pokusy na chlapcoch s DMD v Holandsku. Prosensa B. V. je
biotechnologickd spolo¢nost’ v Leidene v Holandsku, ktora v stGcasnosti vyvija liecbu DMD
S pouzitim techniky preskoku exénu v spolupraci s Drs. Gertjan van Ommen a Judith van Deutekom
z Leidenského univerzitného klinického centra. Gerard Platenburg, prezident spolo¢nosti Prosena,
oznamil, Ze 8. maja 2006 vydali dve holandské regulaéné komisie (CCMO a IRB) povolenie na
»vyskumni  $tadiu  GCinnosti, bezpeCnosti  a pripustnosti  jednej  vnutrosvalovej  davky
oligoribonukleotidu AON na obnovu produkcie dystrofinu“. Toto otvorilo cestu pre prvy pokus
preskoku exonu v l'udskom tele, ktory je teraz na pociatku.

Pre tento pokus bolo vybranych Sest’ chlapcov s DMD vo veku 8 az 16 rokov, vsetci z Holandska.
Maju mutaciu génu dystrofinu, ktora spésobuje zmenu/posun ramca, ktory by mohol byt obnoveny
prostrednictvom preskoku exonu 51. Po intenzivnych klinickych testoch, vratane povrchovych biopsii,
boli vjednej injekcii aplikované do jedného vnutorného svalu (do predného holenného svalu)
potencialne nové lieky, tzv. 20-metyl AON, priamo proti exénu 51. Pacienti dostant injekciu po
Castiach, t. j. iba pri nulovych vedl'ajSich ucinkoch pri podani injekcie jednému chlapcovi s DMD,
bude lie¢eny dalsi. Styri tyzdne po podani injekcie sa vykona svalova biopsia a material bude
analyzovany na pritomnost’ skrateného proteinu dystrofinu. Hlavnym cielom tohto prvého pokusu je
vyskusat’, ¢i preskok exonu je bezpeny a pracuje podla ofakdvani aj v pacientoch s DMD - po
mnohych uspesnych predklinickych experimentoch so svalovymi kultirami a so zvieratami. Dokonca,
ak sa v jednom lie¢enom svale najde novy dystrofin, chlapci nebudia mat’ z tejto lokalnej lie¢by ziaden
prospech.

Holandski vyskumnici vybrali 2'-O-metyl-fosfotioatové AONy, tieZ nazyvané 20-metyly, pretoze
maju rozsiahle skasenosti s tymto typom AONov, podavanych nielen injekéne priamo do svalového
tkaniva, ale taktiez maju skusenosti aj s ich systematickou aplikdciou do Zivych zvierat. Napriklad, po
opakovanom podani injekcii 20-metylu proti mysiemu exénu 23 do chvostovej zily mdx mysi®,
objavilo sa vo vSetkych kostrovych a srdcovych svaloch zna¢né terapeutické mnozstvo preskocenych
dystrofinov.

Fakt, Ze 20-metyly prenikaju tiez do srdcovych svalov je vyznamny, pretoze doposial’ eSte nebolo
mozné dostat’ do srdca ostatné druhy rozsiahlo testovanych AONov (morfolinov).

Tiez sa ukazalo, ze 20-metyly st dystrofickymi svalovymi bunkami prijimané ochotnejSie ako
zdravymi svalovymi bunkami, pravdepodobne preto, ze v dystrofickych membranach existuju diery.
V mdx mysSiach trva efekt systémového preskoku s 20-metylmi zopar mesiacov. To naznacuje, ze

12 Fosfatovy zvysok kyseliny fosforenej PO,>
13 St to mysi s Muskuldrnou Dystrofiou na chromozome X
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budiica liecba preskokom exénu by pravdepodobne musela byt opakovani kazdy mesiac. Avsak
presna davka a davkovacia frekvencia zostava zachovana.

Na ziklade velmi slubnych predklinickych vysledkov, pripravuju holandski vyskumnici dalSie
klinické skusky s chlapcami s DMD naplanovanymi na rok 2007, po¢as ktorych sa pokusia preskocit’
exony 51 a 46 systematickou aplikaciou primeraného 20-metyl AONu.

Tieto kratkodobé testy budu potom pokracovat’ dlhodobymi skuskami, trvajucimi priblizne Sest’
mesiacov, ktoré by mali nasledne vyznamne spomalit’ priznaky muskularnej dystrofie u chlapcov
S DMD. V prvych dvoch skuskach boli na preskoCenie vybrané dva exdny, pretoze preskocenie exéonu
51 by malo byt liecbou az pre 24 % vSetkych chlapcov s DMD s mutdciou odstrafiujucou exony
a preskocenie exonu 46 by malo pomoct’ vSetkym chlapcom s odstranenym exonom 45 - najCastejsie
odstranenym ex6nom u pacientov s DMD (8% vsetkych mutacii odstraiujticich exony).

Okrem AONov na preskocenie exénu 51 a 46, vyvinula Prosensa vel'ké mnozstva Styroch inych 20-
metylov atiez ich aj vyraba. Tychto Sest AONov by malo umoznit’ liecbu vySe 50% vsetkych
pacientov s mutaciou odstrafiujicou exony.

Ak pojde vsetko podla planu, bude trvat’ asi 4 az 5 rokov, kym buda 20-metyl AONy pre preskok
exonu 51 a46 pripravené na predaj ako liecba pre pacientov s DMD. Kompletny vyvoj dalSich
AONov bude, dafajme, rychlejsi pretoze skiisenosti s prvymi dvoma AONmi by mali pravdepodobne
podstatne skratit’ Cas pre vyskusanie a overenie tych nasledujucich.

Dr. Platenburg veri, Ze na budiicom stretnuti Parent Project v roku 2007 bude moct’ oznamit’ vysledky
skasok prvych preskokov exonu.

Preskok exénu: Priprava klinickych skusok schlapcami s DMD v Spojenom Kralovstve.
V Spojenom Kralovstve (UK) bolo pre dalsi vyvoj techniky preskoku exénu a pre vykonédvanie
klinickych $tadii zalozené spolo¢enstvo MDEX, aby sa tak maximalne skratil ¢as, az pokym nebude
dostupna liecba pre vSetkych pacientov s DMD. S prvou klinickou $tadiou sa vyskumnici pokusia
preskogit’ exén 51 dystrofinu mRNA u deviatich chlapcov s DMD. Clenovia konzorcia su Francesco
Muntoni, Kate Bushby, Jenny Morgan, Dominic Wells, George Dickson, lan Graham, Matthew
Wood a Jenny Versnel, vietci aktivni vo vyskume DMD. V spologenstve je taktieZ zapojeny aj Urad
zdravia a Vybor pre medicinsky vyskum UK.

Kate Bushby z Univerzity v Newcastli, jedna z ¢lenov MDEXu, hovorila o detailoch pripravovanych
skasok ana zaciatku spomenula, Ze bude prebiehat’ aj uzka spoluprica s niektorymi vyskumnymi
skupinami mimo UK, $pecidlne s holandskou skupinou v Leidene. Roky predklinického vyskumu
ukéazali, Ze antisense oligoribonukleotidy, AONy, dokazu ,,printtit* zmutovany gén dystrofin vytvorit
kratsi protein, tzv. Beckerov dystrofin, ktory dokdze zmiernit mnohé symptémy chlapcov s DMD.
Systematické aplikovanie tychto AONov zijucim dystrofickym mysSiam prakticky ,,vylie€ilo tieto
zvierata z ich choroby. A pretoze boli AONy pouzivané celé roky na boj s inymi chorobami, je zname,
ze si bezpecné a nie su toxické. Tieto pozitivne vysledky presvedcili Britskych vedcov a ti na konci
tohto roka odstartovali paralelna klinicka §tadiu k stéasne vykonavanej studii v Leidene.

Pred prvym pokusom MDEXu bolo prijatych eSte zopar rozhodnuti. Preskakovany exén musi byt
exon 51, pretoze mnoho Duchenovych mutécii, akymi je odstranenie 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50,
52, 52-63 (okolo 17% vsetkych Duchenovych vymazani), by mohlo byt liecitelnych preskoc¢enim
exonu 51. Pouzity AON bude AON H51A, jeden z morfolinov vyvinutych proti l'udskému exonu 51
Vv laboratoériu Steva Wiltona v Perthe v Australii. Pokusu sa zGcastni devét’ chlapcov s DMD vo veku
od 12 do 18 rokov. Pouziju sa tri rézne davky - 0,09; 0,297 a 0,9mg AONu v 0,9ml roztoku,
vstreknutych do objemu svalu 1ecm?® deviatimi injekciami priamo do svalového tkaniva. Cielovy sval
bude jeden zo skupiny extensor digitorum brevis (z lat.), skratene EDB. Su to svaly na vonkajsej
(chrbtovej) strane chodidla, ktoré umoziuju zdvihnutie prstov na nohe. Ludia ich v skuto¢nosti
nepotrebuju a mnohi ich dokonca ani nemaju. TakZe je mozné ich odstranit’ bez vaznych nasledkov
v pripade vyskytu neprijatelnych vedlajsich uc¢inkov. Vykonali sa rozsiahle klinické kontroly vratane
biopsii pred a pat’ tyzdinov po ockovani kazdého chlapca, tak ako je tomu zvykom pri klinickych
skaskach uréujucich vysledky liecby.

Hlavnym cielom skusky je overit, ¢i lokalne podavanie morfolinového AONu do jediného I'udského
svalu je bezpecné a ¢i je G¢inna obnova tvorby aspon niektorych dystrofinov. Dufa sa, ze s réznymi
pouzitymi davkami by sa mal objavit’ dystrofin vo viac ako 10% svalovych vlakien. To by malo
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umoznit’ ziskat’ spolahlivé vysledky a tiez odhadnut’ celkovy pocet AONov potrebnych na liecenie
vSetkych svalov chlapcov pri systematickej lieCbe v budtcnosti.

Chlapci zucastiujtci sa prvych skiisok s lokdlnymi morfolinovymi injekciami, z toho nebudii mat’
ziaden liecebny prospech. Avsak vSetky vysledky tychto skasok budu potrebné pre skutocnt liecbu,
pred systematickou aplikaciou potencialnych liekov proti DMD do krvného obehu chlapca, takze
moézu byt tymto liekom zasiahnuté vSetky jeho svaly. Téato druhd a ddlezitejSia sktiska je naplanovana
na rok 2007.

Preskok exénu funguje na mySiach a psoch, avSak eSte existuje mnoZstvo otazok predtym, ako sa
aplikuje na chlapcoch. Terence Partridge, v stc¢asnosti pracujuci v Detskom narodnom medicinskom
centre vo Washingtone, vyzdvihol mnoZzstvo otazok, ktoré by mali byt’ zodpovedané skor alebo neskor
pred tym, ako sa stane preskok exonu ucinnou liecbou pre chlapcov s DMD. Tiez oznamil, ze

......

dystrofuckych svalov psa.

Vieme, ze preskok exonu pracuje dobre u mdx mysi - pri systematickom vstrekovani morfolinovych
AONov posobiacich proti ich exonu 23 do ich chvostovej Zily. Napriklad, po siedmich tyzdioch
podavania injekcii vyzerali svaly ovela lepsie, viac sa netrhali a z toho dovodu sa hodnoty séra CK™
dostali takmer do normalu. Nevieme ale, ¢i st AONy rovnomerne distribuované do vsetkych svalov
tak, ze sa stav vSetkych svalov zleps$i v rovnakom c¢ase. Uz ale vieme, Ze morfoliny bohuzial
nepreskocia exon 23 v srdcovych svaloch. Aky je dovod tohto zlyhania?

Dokazeme podavat davky AONov v dostatone vysokych koncentraciach tak, ze budu ucéinkovat
a nebudu toxické pre pacienta pocas celého jeho zivota? Moézeme vykonavat’ experimenty na kultirach
svalovych tkaniv, ale rovnaké vysledky nemozeme vzdy odakavat aj pri Zivych zvieratach. Casovo
naro¢né experimenty mozu byt vykonavané na zvieratdch. No a pretoze psy ziju ovela dlhsie ako
mysi a dystrofické GRMD™ a CXMD*™ zlaté retrievre su naozaj fyzicky postihnuté, experimenty s
tymito psami by mali poskytnut’ vysledky pravdepodobne viac podobné tomu, ¢o by sme neskor mohli
vidiet’ pri klinickych $tadiach s pacientmi s DMD.

Takéto Stadie na psoch prave zacali v Tokijskom zvieracom vyskumnom zariadeni v Japonsku pod
vedenim profesora Shin ichi Takedu.

Dystrofické psy maju mutaciu v spajacom mieste exéonu 7 vo svojom dystrofickom géne, ktora
spOsobuje odstranenie exéonu 7 v MRNA a potom rychlo posuva ¢itaci ramec s predc¢asnou STOP
znackou. PreskoCenie dvoch prilahlych exénov 6 a 8 by malo ¢itaci ramec obnovit. Rozne davky
koktailu troch morfolinovych AONov (dvoch proti exénu 6 ajedného proti exénu 8), ktoré boli
vyrobené Dr. Toshifumim Yokotom vo Washingtone, boli lokalne podané injekciou do predného
holenného svalu mladych CXMD psov. Dva tyzdne po injekcii boli vykonané biopsie. Ked’ sa vstreklo
1,2mg kazdého AONu rozpusten¢ho v 1ml slanej vody, objavil sa vo vSetkych svalovych vlaknach
okolo miesta vpichu novy dystrofin a vlakna vyzerali vdc¢Sinou normalne. Japonski vedci, ktori maji

vvvvv

podavanim injekcii AONov.

Hoci morfolinové AONy pracuji vel'mi dobre u cicavcov s telesnou Struktirou podobnou tej 'udske;j,
neznamena to, Ze tieto potencialne lieky budi Géinkovat’ taktiez u chlapcov s DMD, navySe pocas
dostato¢ne dlhého Casu. Z tohto dovodu by sa mali presetrit’ aj iné typy AONov. Dr. Partridge ukazal
Struktary deviatich réznych typov AONov. Véicsina prace v uplynulych rokoch sa vykonavala
s morfolinmi a 20-metylmi, teda s tymi dvoma latkami, ktoré vsthpili, alebo ¢oskoro vstapia do fazy
klinickych skusok na chlapcoch s DMD. V Holandsku av UK teraz Startuju dve paralelné skusky,
ktoré su vel'mi dolezité, a ktorych vysoké naklady su plne opravnené, pretoze budica lie¢ba pomocou
preskoku exénu by mohla potrebovat’ mix oboch typov AONov. Pretoze napriklad individudlne
toxické ucinky dvoch st pravdepodobne navzajom nezavislé, zatial’ Co ich ucinky na preskok exonu
by sa dali scitat. A stale by sa mohli kedykol'vek objavit’ nezname problémy, ktoré by bol clovek

Y Sérum CK - sérum kreatin-kinazy; je to enzym vyjadreny réznymi typmi tkaniva; urychluje konverziu
kreatinu na fosfokreatin

' GRMD - Golden Retriever Muscular Dystrophy (muskularna dystrofia u zlatych retrieverov)

16 CXMD - Canine X-linked Muscular Dystrophy (psia muskulérna dystrofia prena§ana chromozémom X)

7126



schopny riesit’ iba s inym kokteilom AONov, napr. jedno z inych chemickych zlozeni by mohlo
pracovat’ v srdci.

Navyse, ¢innost’ musi zacat’ a potom pokracovat’ po dlhy cas, kvoli vyberu najucinnejSej postupnosti
AONov, ur€eniu minimdlnej davky, ktora je eSte dostatocne aktivna bez toho, ze by bola toxicka alebo
spOsobovala imunitné reakcie. Treba najst’ najprijatel'nejSiu cestu aplikacie a napokon maximalne
predizit’ ¢as medzi jednotlivymi davkami.

Bude preskok exénu schopny produkovat’ nové svaly u starSich pacientov s DMD? A Dominic
Wells odpoveda: Tu spominané svalové bunky budu stabilizované, ked’ je po preskoku exonu
vyrobeny novy dystrofin. A veci sa pravdepodobne nezhorsia. Ci by to malo obnovovaciu funkciu, sa
vsak dnes eSte nevie. Mozno kombinacie preskoku exonu s farmakologickou liecbou, napr.
s antimyostatinovymi lieckmi'’, by boli trocha tginnejsie. Uz boli zagaté experimenty na mysiach.

Prenos génu dystrofinu

Prenos (transportovanie) dostato¢ného mnozstva neporuseného génu dystrofinu do jadra dystrofickych
svalovych buniek by bolo efektivnou liecbou DMD. To vsak za podmienky, ze genetické informacie
novych génov su pouzité proteinmi, ktoré syntetizuju (zlucuji) ribozomy bunky na produkciu
dostatocného mnozstva funkéného dystrofinu, ktory potom migruje na svoje normalne miesto v
bunkovej membrane a pripoji spravne sa k proteinom dystrofin-glykoproteinového komplexu.

Vyskumné timy Xiao Xiao, toho ¢asu na Univerzite v Severnej Karoline v Chapel Hill a Jeffreyho
Chamberlaina z Univerzity vo Washingtone v Seattli su tie, ktoré najaktivnej$ie pracuji na poli
génovej lieCby pacientov s DMD. Vedci odstartovali svoju pracu pouzitim virusov, akymi su virusy
bezného prechladnutia (adenovirusy), ako transportérov, tzv. génovych nosicov. Kvoli tejto ulohe boli
virusy modifikované takym spdsobom, Ze sa nemohli mnozit’ v bunkéch, ktoré napadli, pretoze im boli
odstranené gény pre ich rozmnozovanie. Na tomto mieste vznikne potom priestor pre kodovacie
sekvencie lieCebného génu prenasaného spolu s uréitymi kontrolnymi sekvenciami. Sekvencia
potrebna pre produkciu proteinu dystrofinu, t.j. CDNA™ tohto génu, je dlha 14 000 bazovych parov,
obsahuje vSetkych 79 exénov spojenych navzajom, bez intronov medzi tymito exénmi. Adenovirusy
su velmi ucinné v prenikani do nedelitelnych svalovych buniek. Nedorucia prenasané gény do
genomu cielovych buniek ale zostani v jadre mimo chromozémov. To znamena, Ze tu neexistuje
riziko prichodu novych génov ndhodou integrovanych do ostatnych génov alebo kontrolnych
sekvencii, kde by pravdepodobne mohli navzajom ovplyviiovat’ svoju aktivitu, alebo dokonca
spdsobit’ rakovinu.

Avsak najucinnejSie virusy na prenos dystrofinu cDNA do svalov, s tzv. zdruZené adenovirusy
(AAV™), ktoré su priblizne desatkrat mensie ako bezné adenovirusy. Ale ked’ze su také malé, tak
modZu transportovat’ iba geneticky material s dizkou maximélne 5 000 bazovych parov, teda asi jednu
tretinu z celého dystrofinu cDNA. Z toho dovodu musi byt bezny dystrofin cDNA vyrazne skrateny,
aby pasoval do tohto malého nosica. Pacienti s miernejSou BMD maju takto skrateny dystrofin vo
svojich svaloch. Transport takéhoto minigénu cDNA by ,,nevyliecil“ DMD, ale miesto toho ju moze
transformovat’ do ovel’a menej progresivnej formy BMD.

Aby vedci ur¢ili, ktoré zo Styroch domén, alebo oblasti (bud’ dve koncové oblasti, tzv. oblasti bohaté
na cysteiny®, alebo centralne tyGové oblasti), bezného proteinu dystrofinu st dolezité a ktoré nie,
vytvorili mnoho rdéznych skratenych dystrofinov ¢cDNA a dystrofinov proteinov. Identifikovali
niektoré verzie, ktoré boli vel'mi efektivne a funkéné na Zijucich mdx mysSiach. Tymto umelym
minidystrofinom chyba véc¢Sina centralnej Casti a C-zakoncenie polypeptidu bezného proteinu.
Prenos tychto vybranych mini génov viedol k zlepSeniu funkcnosti svalov a vsetkych ostatnych

" Myostatin - protein produkovany v kostrovych svaloch, cirkuluje v krvi a vplyva na svalové tkanivé, podl'a
vsetkého spomalovanim rastu svalovych kmenovych buniek

18 Complementary DNA - komplementirna DNA; je tvorena z tplnej dospelej formy mRNA pouzitim enzymov
s nazvom reverzna traskriptaza, ktoré sa ziacastiiujli na procese reverznej transkripcie

Y AAV - Adeno-Associated Viruses

2 prirodzene sa vyskytujica aminokyselina obsahujica siru; podiel’a sa na tvorbe proteinov
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dystrofickych priznakov mdx mysi. Navyse, transfer génov vykazoval lepsie vysledky pri mladSich
zvieratdch a novo syntetizovany dystrofin zostal vo svaloch jeden rok a dlhSie (po jedinej injekénej
davke).

Prvé klinické skasky prenosu génu. Scott McPhee, viceprezident klinického vyskumu spolo¢nosti
Asklepios Biopharmaceuticals (Askbio) v Chepel Hill NC, povedal, ze pred 25 rokmi, odStartovali
zakladatelia Askbio ako prvi prace so zdruzenymi adenovirusmi ana ziklade ich rozsiahlich
skisenosti stymto génovym nosiCom v sucasnosti vyvinuli biologicki nanocasticu (BNP)
s obchodnym nazvom Biostrophin™ pre prenos minidystrofinu na lietbu DMD. Po rozsiahlych
predklinickych testoch, vratane toxikologie a stidii na zvieratdch, apo ziskani povoleni od
regulaénych tradov, bola odstartovana prvé faza skusok so Siestimi chlapcami s DMD. Uéelom tychto
skusok je rozhodnut’, ¢i tato technika nesposobuje nejaké toxické alebo iné vedl'ajsie ucinky a zistit, ¢i
bol minidystrofin u l'udskych pacientov vyrobeny spravne. Tato praca je podporovana aj Asociaciou
muskularnych dystrofikov v Amerike, ktora poskytla pre Askbio grant vo vySke 1,6 milionov
americkych dolarov. Ak prva faza preukaze, Ze tento pristup je bezpecny a dobre zndSany pacientmi,
bude sa hl'adat’ dodato¢né financovanie pre nasledujice klinické stadie.

Nosi¢, pouzity pri tychto skuSkach, je modifikovany zdruzeny adenovirus sérotypu 2, nazyvany
BNP2,5. Bude obsahovat’ minidystrofinovi génovi konstrukciu, ktora nebude mat ¢asti exénu 17,
celé exony od 18 do 59 aod 70 po 79 vratane. To znamend, Ze predpokladany Beckerov dystrofin
bude asi tretinovy oproti beznému proteinu, pretoze mu chybaju tyCové oblasti R3 az R21 a
C-zakoncenie polypeptidu.

Tato prva faza skusky (faza Ia) je vykonavana pod vedenim Dr. Jerry Mendella z Detskej nemocnice
Lekarskej akadémie pri Statnej univerzite v Ohiu v $tate Columbus. Odstartovala 28.3.2006, kedy
prvy z chlapcov dostal injekcie Biodystrofinu na troch miestach (0,5cm od seba) do bicepsu jednej
ruky, zatial’ o do bicepsu druhej ruky dostal iba sol'. Tato sktiska je robend ,,dvojndsobne naslepo®.
Ani pacienti, ani medicinski a klinicki vyskumnici az do konca celej skusky nevedia, do ktorého
bicepsu boli vstreknuté nosice.

Skusky sa zacastnilo Sest’ chlapcov s DMD, ktori mali najmenej 5 rokov, a ktorych mutacie génu
dystrofinu boli dokladne zname. Pre kazdu skupinu troch pacientov boli pouzité dve rozne davky.
Koncentracie nosicov v lokalnych miestach vpichov st ovela vicsie ako tych, ktoré budu pouzité pri
dalSich sktskach, kedy budt pokusne systematicky podavané do celych koncatin. Preto bude teraz
jednoduchsie porozumiet’ vysledkom lieCby a taktiez ostatnym neocakavanym vedlajsim uéinkom,
akymi st zapaly a imunitné reakcie. Ak sa vyskytnt nejaké zavazné problémy, bude mozné odstranit’
celé svalové tkanivo v okoli miesta vpichu a takto sa lie¢ba pred¢asne a kompletne zastavi. Napokon,
ucinky lie¢by prenosom génov tohto druhu buda dlhodobé, preto kazdy krok sku$ok musi byt robeny
postupne a s vel’kou pozornostou.

Jeden atri mesiace po podani injekcie budi pomocou svalovej biopsie odobraté z miesta vpichu
vzorky svalovych tkaniv. Vzorky sa do konca ski$ok ponechaju zmrazené a potom budu testované na
pritomnost’ nového, avSak skrateného dystrofinu.

Vysledky tejto fazy skasky (Ia) budi dostupné priblizne na jar 2007. Pre zucastnenych chlapcov to
nebude mat’ Ziaden lieGebny prinos. Dalsie fazy, tzv. premostovacie, alebo fazy Ib, su v siasnosti
pripravované na psoch a opiciach. Tato premostovacia Studia bude, dufajme, hotova okolo roku 2008
az 2009. Tentoraz budu dostavat infizie nosiCov celé koncatiny pomocou docasne blokovaného
krvného obehu chirurgickym zakrokom podobnym tomu, ktory bol vyvinuty pre chemoterapeutickil
liecbu. Tato sktska lokalneho doruovania méze potencidlne pontknut’ niektoré zlepSenia v kvalite
zivota ziCastnenych chlapcov.

Napokon, druh4 a tretia faza skuSky (fazy II a III) so systematickym davkovanim do celého tela, je
naplanovana na roky 2009/2010 s va¢§im poctom ucastnikov ako pri skorSich fazach skasok. Ak buda
uspesné, moze byt uchlapcov s DMD zabranené d’alSiemu postupu ochorenia, difajme, Ze len s
pomocou jednorazovej procedury.

PrisPub kmenovych buniek. Vo svojej druhej prezentacii hovoril Terence Partridge o vlastne
nenaplnenom prisl'ube vyskumu kmenovych buniek na vznik liecby DMD - az na jednu vynimku.

Kmenové bunky sa mézu delit’ pocas nekonecne dlhého ¢asu a maji schopnost’ pri kazdom deleni
umoznit’ vznik dvom bunkam podobnym kmenovej bunke, ako aj viac Specializovanym bunkovym
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druhom. Mézu teda podstapit’ asymetrické bunkové delenie na udrzovanie svojej viac menej
konstantnej populdcie ana zaistenie toho, ze viac Specializované bunky moézu byt plynulo
regenerované pocas celého zivota organizmu.

Existuju viaceré druhy ludskych kmeniovych buniek. Prvych osem buniek I'udského embrya st
kmenové bunky nazyvané totipotent, pretoze kazda z nich sa dokaze vyvinat do akejkol'vek bunky
Pudského tela. Styri az pat’ dni po oplodneni sa vniitorné bunky formuji do vnutornej kopy buniek (st
to tzv. blastocysty), ktoré sa nazyvaju pluripotent, alebo embryonalne kmeiové bunky. Tieto
reaguju medzi sebou a produkuji rodovo obmedzené kmenové bunky, nazyvané aj dospelé kmerové
bunky. Kazda z tychto buniek méze len formovat’ jedno alebo viacero $pecializovanych tkaniv tela.
Dospelé kmenové bunky pre tvorbu a regeneraciu svalovych buniek st tzv. satelitné bunky.

Ak je svalové tkanivo poSkodené, satelitné bunky, ktoré lezia mimo svalovej bunky, sa presunt do
poskodeného priestoru, delia sa a spajaju sa do myotubes®, ktoré sa potom dalej vyvijajii na dospelé
bunky. Niektoré satelitné bunky v novom svalovom tkanive sa delia asymetricky, teda tieZ produkuju
nové satelitné bunky, ktoré potom zaujmu svoje bezné miesto mimo regenerujucich sa buniek a su
pripravené pre pripad potreby v d’alSom kole bunkovej regeneracie, napriklad pri degradacii pri
dystrofickych procesoch.

Satelitné bunky mézu byt tiez vpichnuté, lokdlne transplantované, do porusenych svalov, kde sa
spravaju ako myogenické kmenové bunky pre opravu porusené¢ho svalového tkaniva. Tieto bunky
reaguju vel'mi rychlo, za par dni dokaze len zopar z nich vyprodukovat' tisicky jadier svalovych
buniek, ktoré potom formuju kompletné svalové vldkna. Ak tieto externé satelitné bunky pochéadzaju
Z normalneho svalu s neporusenym génom dystrofinom, novy sval potom obsahuje tiez dystrofin,
dokonca aj ked’ ho okolité svalové tkanivo nemdze vyrobit’ (ako sa to ukazalo pri pokusoch na mdx
mysiach).

Ale pri liecbe DMD by nebolo lokalne podavanie velkého mnozstva injekcii do vsSetkych svalov
akceptovatel'nou lieCebnou procedirou. Bola by potrebnd moznost systematického podavania
pomocou zopar injekcii do krvného obehu tak, aby boli zasiahnuté vsetky svaly, dokonca aj srdcové
a plucne.

Preto je pre efektivnu liecbu DMD kmeniovymi bunkami potrebny bezpecny a eticky akceptovatelny
zdroj obrovského mnozstva dospelych kmenovych buniek, ktory by spodsobil vyhradne vznik
svalovych buniek a ziadnych inych, predovsetkym nie tumorov. A malo by byt mozné aplikovat’ tieto
bunky systematicky pomocou injekcii do cievneho systému, ktory by ich distribuoval do celého tela.
Potom musia prejst’ membranami svalovych buniek a zostat' tam bez tvorby akychkol'vek lokalnych
problémov. Ale okrem jednej vynimky, sa nenasiel jediny zdroj kmetiovych buniek, ktory by pri
experimentoch na Zivych mdx mysiach spiial vietky tieto podmienky.

Spominanou vynimkou s bunky mesoangioblast®, ktoré si dospelymi kmefiovymi bunkami
leziacimi na vonkajsej strane malych ciev vo vnutri svalového tkaniva. Giulio Cossu a jeho kolegovia
vo Vyskumnom institite kmenovych buniek Univerzity v Pavii v Taliansku nedavno uskuto¢nili
zakladny experiment, ktorého vysledky sa stani velmi délezitymi pre liecbu roéznych foriem
muskularnych dystrofii pomocou kmenovych buniek.

Nepouzili totiz mdx mysi, ale mysi, ktorych gén pre protein alfa-sarcoglykan, je to jeden z proteinov
zdruzeného dystrofinového komplexu, bol neaktivny. Tieto mySi mali pletencova muskularnu
dystrofiu koncatin (LGMD), ktora je trochu podobna DMD. Talianski vedci izolovali bunky
mesoangioblastu zo zdravych mysi, osetrili ich pomocou réznych vyvinovych faktorov a potom ich
vpichli injekciami do krvného obehu mysi s LGMD. Tieto ,,zdravé™ kmenové bunky boli schopné
migrovat’ do vSetkych kostrovych svalov Zivych mys$i a spdsobili opdtovny vyskyt viac ako 80%
Z bezného mnozZstva alfa-sarcoglykanu.

Pre moznu liecbu DMD s pouzitim tejto novej techniky, by musel byt do pacienta preneseny
neporuseny gén dystrofin - bunky mesoangioblast prenesené zo zivych organizmov pomocou
procedir so znamymi nosi¢mi, potom znasobené v laboratoriu a napokon opétovne vstreknuté do

2! pretiahnuté viacjadrové bunky s troma alebo viacerymi jadrami, ktoré obsahuju niektoré preiférne umiestnené
myofibrily (proteinové komplexy svalového vlakna)
22 7 angl.; bunky mezenchymalneho typu spajajuce sa so stenami vel’kych ciev
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krvného obehu pacienta. Pravdepodobne by sa tato liecba musela opakovat’ pravidelne, preto je
dolezité, aby tieto bunky neboli povazované imunitnym systémom ako nevlastné, aaby ich
nezamietol.

V sucasnosti je tento pristup najviac slubnym prikladom liecby DMD pomocou kmeiiovych buniek.
Vsetky ostatné kmenové bunky skusané na zivych mysSiach nedosahovali také posobivé vysledky.
Problém moze byt skdr v samotnom svalovom tkanive nez v kmenovych bunkéch, takze vedci musia
najst’ rieSenie pre tieto tazkosti.

Dr. Partirdge zakong¢il svoju re¢ upozornenim, Ze na rdozne kmenové bunky - ako na potencialnu
liecbu DMD, existuje mnoho narokov. Vo vicSine pripadov nie su tieto naroky dobre podlozené.
Svalova bioldgia je plna nastrah pre neopatrnych vedcov a dokonca aj skuseni vedci sa niekedy
pomylili na tom, ze uverili tomu, ¢o vidia.

Farmakologické pristupy

Citanie prostrednictvom predéasného STOP kodénu. Proteiny st syntetizované na ribozémy,
komplexné Struktury pozostavajuce ztroch dlhych retazcov RNA s enzymatickou aktivitou (tzv.
ribozymov) a z okolo 80 roznych proteinov. Informacia potrebna na produkciu proteinov je prenesena
do ribozémov ako retazce mRNA. Vo vnutri ribozémov je potom zo svojich stavebnych blokov, z
dvadsiatich roznych aminokyselin, zostaveny novy protein. Aminokyseliny su dorucené na
zostavovaciu stranu pomocou inych druhov RNA, tzv. prenosov alebo tRNA, ktoré jednu po druhej
rozozndvaju trojicu kodonov mRNA. Ak na miesto syntézy dorazi bezny STOP koddn, (tzn., Ze
protein je teraz pripraveny na dokoncenie), vstipia do miesta syntézy Specidlne proteiny -
uvoliiovacie faktory, zastavia ju a uvol'nia z ribozému hotovy novy protein.

Asi 10 az 15% chlapcov s DMD mé& bodovi muticiu génu dystrofinu, ktory meni kodén
aminokyseliny na jeden z troch STOP kodonov - TGA, TAG a TAA. V mRNA sa potom stana UGA,
UAG a UAA a sposobia pred¢asné zastavenie syntézy proteinu, predtym, ako je tento novy protein,
V tomto pripade dystrofin, Gplne zostaveny.

Ukézalo sa, ze antibiotikum gentamicin narusuje translaény mechanizmus mRNA v ribozémoch, a tak
ignoruje takyto pred¢asny STOP kodon, t.j. dokaZe precitat’ sekvenciu mRNA aj cez STOP kodon.
LieCenie gentamicinom na zvieratach s predéasnym STOP kodénom v dystrofine mRNA ukazalo, Ze
gentamicin vyvolava Uplné precitanie sekvencie a ¢iasto¢ne sa obnovila produkcia funkéného proteinu
dystrofinu v jeho tplne;j dizke. Avsak gentamicin moze byt toxicky a musi byt prijimany
intravenozne, teda liecba pacientov s DMD pomocou gentamicinu sa ukazuje ako dlhodoba
a neprakticka.

Ak moéze byt vyvinuta vylepSenad technika precitania bazovej sekvencie ako sposob liecby DMD,
mdZe ztoho profitovat podmnoZina pacientov s,nezmyselnou muticiou” ako zakladom ich
poruchy. Na zaklade predklinickych skiSok na mySiach vieme povedat, Ze mnoZstvo vyrobené¢ho
dystrofinu ochorenie nevylieci ale moze ho zmenit' na Beckerov typ dystrofie. Ked’Zze precitanie
nenastane na urovni génu ale pocas syntézy proteinu v ribozémoch, lieCba musi byt praktizovana
denne. Pred rozhodnutim, ¢i mézu byt chlapci s DMD lie¢eni pomocou ,,¢itacich™ liekov, by malo byt
zname, ¢i maju bodovi mutaciu génu dystrofinu a ¢i tento obsahuje jeden z troch réznych predcasnych
STOP kodonov.

PTC 124: Langdon Miller, hlavny $éf pre liecbu v spolo¢nosti PTC Therapeutics v meste South
Plainfield v NJ, podal spravu o vyvoji a klinickych testoch PTC 124, novej chemicke] zlucenine,
ktora je pri precitani predcasnych STOP kodonov ovel’a ucinnejsia ako gentamicin. Hl'adanie liecby na
DMD a na cysticku fibrozu, zaloZenej na precitani STOP kodoénu, su dve priority spolocnosti PTC.

Automaticky bolo testovanych niekol'ko tisic chemickych zlucenin kvoli ich schopnosti precitat’
predcasné STOP kodony v mRNA dystrofinu alebo proteinu CFTR (protein chybajici pri ochoreni
cystickou fibrozou). Struktiry najsPubnejsich zlugenin boli potom mnohymi chemickymi variaciami

% 7 angl. ,nonsense mutation®; je to typ bodovej muticie v bazovej sekvencii DNA, ktord ma za nasledok
vyskyt predéasného kodonu v ¢itacom ramcei
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zmenené, az pokym sa nedosiahla jedna zlicenina - PTC 124, ktora je ovela tucinnejSia ako
gentamicin. V projekte na lie€bu DMD sa po oralnej aplikacii PTC 124 Zijucim mdx mySiam objavil
v bunkovej kulture dystrofin kompletnej dizky v takmer beznych mnoZstvach, alebo maximalne v 25%
svalovych vlakien, so znacnou zachranou ich funkcie a Struktary svalového tkaniva. Bolo
zaregistrované aj nepreditanie beznych STOP kodénov. Stadium toxicity na potkanoch a psoch,
ktorym boli podavané vysoké davky lieku, vo vSeobecnosti nepreukazali vazne akitne vedlajSie
ucinky. Potencidlnym liekom na DMD je prasok, ktory moéze byt vyhotoveny vo forme tabletiek,
a ktory moze byt podavany ustne.

V prvych klinickych testoch PTC 124 boli vykonané dve skusky (faza 1) na dospelych zdravych
dobrovolnikoch. V tychto Stadiach sa liek javil ako bezpecny a preukazal niekolko vedlajSich
ucinkov. Minuly rok sa uskutocnila skuska (faza II) PTC 124 na 15 pacientoch s cystickou fibrézou.
Ukézala, ze PTC 124 je schopny Ciastocne obnovovat aktivitu CFTR utychto pacientov
a nepreukdzala ziadne vazne skodlivé ucinky.

V stcasnosti tiez pokracuje skuska uc¢inkov PTC 124 na pacientov s DMD (faza II) v troch klinickych
centrach v Spojenych Statoch. Na tejto $tudii sa z¢astiiuje dvadsatdva 5 az 12 roénych chlapcov
s DMD s predéasnymi STOP kodonmi v ich géne dystrofine. Stadia bola navrhnuta v diZke trvania 8
tyzdiov. Pocas nej dostane 6 chlapcov nizSie davky PTC 124 trikrat denne pocas prvych Styroch
tyzdiov a nasledovat’ bude S$tvortyzdiiovy pozorovaci usek bez liecby. Pokial sa u chlapcov
nevyskytnu ziadne vedlajSie u€inky, dostane d’alSia skupina 16 chlapcov vyssie davky PTC 124 pocas
Styroch tyzdnov, priCom nasledovat’ bude opat’ Stvortyzdinovy pozorovaci usek bez podavania lieiv.
Na ziskanie vysledku skusky bude vykonana svalova biopsia, a to pred a po lie¢be, kvoli porovnaniu
Ciastocnej obnovy produkcie kompletného dystrofinu. Na kvantifikovanie miery lie¢ebnych tcinkov
PTC 124 u chlapcov s DMD bude vykonany aj rad inych chemickych a funkénych testov. Vysledky
budid dostupné koncom roka 2006. Ked sa naplnia ocakavania predklinickej vyvojovej fazy a
vysledky budu pozitivne, a ked’ sa ziskaji nevyhnutné povolenia od regula¢nych tradov v Europe
a v Spojenych Statoch, je mozné, ze faza I za¢ne buduci rok alebo v roku 2008.

ZvySovanie regulacie utrofinu. Utrofin je protein so Struktirou a funkciou velmi podobnou
dystrofinu. U l'udi je to gén umiestneny v chromozdéme 6, ma 75 exénov, je dlhy priblizne 1 milién
bazovych parov aje asi 07% krat§i ako dystrofin. Je pritomny v mnohych svalovych tkanivach,
taktiez vo svaloch, ale tu je koncentrovany v oblastiach, kde sa spajaju motorické nervy so svalovou
membranou, tzv. neuromuskuldrne spojenia. Utrofin existuje v dvoch trocha odliSnych formach
A a B. Svaly obsahujt iba A formu. Pred narodenim je koncentracia utrofinu vo svaloch ovel'a vacsia
ako neskor. Mdx mysi, ktorych gén utrofin bol experimentalne vyradeny, a nemali tak ani dystrofin
a ani utrofin, mali priznaky podobné DMD a zomierali skor v porovnani s ,,beznymi“ mdx mySami,
ktorych svalstvo vykazovalo menej zavazné poruchy.

Experimenty na mysiach ukdzali, ze ak je utrofin pritomny vo va¢Sich mnozstvach, dokaze nahradit’
dystrofin. Tieto myS$i boli tzv. transgenické mysi, ktoré vo svojej zarodoénej linii obsahovali
utrofinové minigény zavedené technikou, ktora neméze byt pouzitd na l'ud’och. Pri naraste mnozstva
utrofinu sucinitel'om tri az Styri, by sa mohlo zabranit’ rozvoju symptémov DMD a mohlo by to viest
ku kompletnej funkénej obnove svalov.

Nedavno sa zistilo, Zze chlapci s DMD, ktori maju vo svojich svaloch troska viac utrofinu, stracaju
schopnost’ chodit’ o nie¢o neskdr ako ti, ktori ho maju bezné nizke mnozstva. Toto indikuje, Ze narast
mnozstva utrofinu by mal fungovat’ podobne ako pri mySiach a mal by zabranit, alebo spomalit’,
degradaciu svalov.

Pre moznu liecbu DMD by sa malo vyskuSat’ zvysit’ nizke mnoZzstvo utrofinu pomocou zvySovania
reguldcie aktivity tohto génu. Na to, aby sa to dosiahlo, je potrebna aktivacna latka, ktora by mala byt
dobre znamym lie¢ivom, alebo nejakou inou chemickou, alebo v prirode sa vyskytujucou latkou, ktora
by reagovala s povodcom génu. Drobné molekuly takéhoto zloZenia by pravdepodobne lahucko
prenikli svalovymi bunkami a - ak st to zname lieky, nevyzadovali by dlhodobé skusobné procesy.

Kay Daviesova z Univerzity v Oxforde, ktora sa so svojim timom pred mnohymi rokmi stala
priekopnickou vyskumu nahradenia dystrofinu utrofinom, predniesla spravu, Ze v spolupraci so
spoloénostou VASTox plc. v Oxforde, boli triedené tisicky chemickych zlucenin pre ich schopnost’
zvySovat’ regulaciu aktivity génu utrofinu u mdx mysi. Pre vyskuSanie tejto aktivity bol v sustave
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¢inidiel pouzity svetlo produkujici enzym luciferdza (zo svitojanskych musiek). NaSlo sa zopar
slubnych kandidatov, ktori su teraz optimalizovani a testovani na kultarach svalovych buniek a na
zivych mdx mysSiach, aby sa ukazalo, ¢i dokazu dostato¢ne zvysit' mnozstvo utrofinu vo vsetkych
svaloch mysi.

Jedna z obzvlast’ sl'ubnych aktivnych zlicenin bola uz systematicky testovana na mySiach podavanim
injekcii do brucha. Tato latka reaguje iba s povodcom utrofinu formy A , ktory je pritomny vo svale.
Regulacia A-utrofinu vo vsetkych kostrovych svaloch testovanych mysi by mohla byt dvoj az
trojnasobne vyssia, ale eSte nie je zname, ¢i je takymto sposobom zvySovana regulacia utrofinu aj v
srdcovych svaloch. Po dvanastich tyzdnoch systematického tyzdinového podavania injekceii sa u zvierat
ukézalo vyznamné obnovenie funkcie ich svalov.

Tato aktivna zlucenina je teraz dodatoénymi chemickymi modifikaciami dalej optimalizovana.
Klinické skusky na pacientoch s DMD sa v si¢asnosti pripravuji a mohli by sa zac¢at’ v roku 2008.

Spomalovanie proteazy. Degradacia svalovych proteinov pri DMD je spdsobend niekolkymi
rozliénymi protedzami (enzymami niciacimi proteiny), ako je napriklad enzym calpain (ktory je
aktivovany vapnikom) alebo dlhy protedzovy komplex (nazyvany proteasome). Ked kvoli
chybajicemu dystrofinu zac¢inaji membrany svalovych buniek prepustat’ (became leaky) (tak, ako je
tomu pri DMD), i6ny vapnika (nabit¢ atomy) z oblasti mimo buniek aktivuji enzym calpain
anepriamo tiez proteasome. Tato narastajlica aktivita enzymov vedie krozsiahlej destrukcii
dolezitych bunkovych proteinov potrebnych pre &innost’ a preZitie svalovych buniek. Specidlne
vyvinuté inhibitory umoziuju vyskumnikom blokovat’ aktiviu enzymu calpain a inych proteaz, ktoré
mozu oddialit degradaciu svalovych buniek. Modifikovany tripeptid leupeptin bol prvym
inhibitorom, ktory by mohol redukovat’ aktivitu enzymu calpain v mdx mysiach. Tato prva generacia
spomal'ovacov pozostava z troch aminokyselin, dvoch leucinov a jedného argininu, ktory obsahuje
chemicky reaktivnu skupinu aldehydov nevyhnutni pre spomal’ovacie aktivity. Leupeptin vSak moze
spomalit’ aj iné proteazy, vratane tych, ktoré sposobuju zrazanlivost krvnej plazmy, co spdsobuje
neziadlce vedl'ajsie u¢inky. Na druhej strane by mohlo byt’ ziadlice spomalit’ nielen enzym calpain ale
taktiez aj proteasome.

C101. Theresa Micheleova, viceprezidentka klinického vyskumu spolo¢nosti CepTor Corporation
v Baltimore, popisala, Ze sa pri kombinacii leupeptinu s karnitinom ziskal spomalova¢ nazyvany
C101, ktory ako jediny prenikd do kostrovych asrdcovych svalovych buniek. Dovodom tejto
$pecifickosti je existencia proteinu (prenasaca karnitinu OCTN2), ktory viaze C101 vo svojom konci
a nesie ho do zmyslového proteinu v membrane svalovej bunky, a ktory potom transportuje inhibitor
C101 naprie¢ membranou do buniek.

Za ucelom presného merania UCinku potencidlnych liekov ako je C101, bola vyvinuta nova
kvantitativna metoda, ktora umoziiovala analyzy calpainom vyniteného rozpadu proteinov svalovej
bunky na zijucich zvieratach, a taktiez snad’ aj na 'ud’och. V tomto teste je merana schopnost’ enzymu
calpain rozstiepit’ protein svalovej bunky, tzv. alfa-ll-spektrin. Enzym calpain pouziva dva unikatne
kroky na rozklad proteinu spektrinu na dva mensie proteiny, SBDP150 a SBDP145, ktoré prenikaji do
krvi a nasledne mbézu byt analyzované v sére so $pecialne vyvinutymi protilatkami. Tento novy test je
navrhnuty na sledovanie pokroku degradacie svalu a tak sa mozno stane dolezity pre klinické skusky
s pacientmi s DMD.

Tymto novym testom bolo ukéazané, Ze C101 dokaze spomalit enzym calpain 50- az 100-krat
efektivnejSie, ako leupeptin. Taktiez chrani konstrukciu svalov a vyrazne zvySuje priemer svalovych
vlakien mdx mysi. C101, ktory méze byt podavany aj Gstne, je tak potencialnym efektivnym liekom
pre liecbu pacientov s DMD.

BBIC. Lee Sweeney vo svojom prehlade roznych lieCebnych pristupov spomenul koncentrat
Bowman-Birkovho inhibitora (BBIC), blokujiiceho iné proteazy ako je calpain, ktoré taktiez
participuji na destrukcii svalovych proteinov. Aktivnou zlozkou v tomto zdkladnom koncentrate je
prirodny protein zlozeny zo 71 aminokyselin, ktoré mézu byt izolované v Cistej forme zo so6jovych
zin.
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Dlhodobé liegenie pomocou BBIC zvigiuje svalovi hmotu a silu svalov v mdx mysiach. Cinnost
CK*, a taktiez aj fibroza, st vyrazne redukované. Na zaklade inych jeho uZiti pacientmi s rakovinou je
zname, ze BBIC je vel'mi bezpe¢nym liekom, ktory moze byt uzivany ustne.

SNT 198°438. Thomas Meier, hlavny vedecky veduci v Santhera Pharmaceuticals v Liestale
ned’aleko Bazileja vo Svajéiarsku, opisal ich predklinické tudie pre rozvoj dvojnasobne $pecifickych
inhibitorov, ktoré dokdzu blokovat' aktivitu enzymu calpain a zaroven aj aktivitu protedzovych
enzymovych komplexov. Vedci zo spolo¢nosti Santhera syntetizovali cez 800 chemickych variantov
(poéntic znamym inhibitorom, enzymom calpain) atestovali tieto spomalovaée v biochemickych
experimentoch av experimentoch na bunkovych kultirach, ako aj na mdx mysSiach. Pritom bolo
identifikovanych zopar zlucenin s pozadovanymi vlastnostami.

Jedna z nich, SNT 198°438, bola d’alej optimalizovana. Mo6ze byt podavana podkozne, t.j. injekciami
pod kozu. Kona systematicky a dosahuje (prenikd) do vSetkych svalov. V. mdx mysiach, ktorymi bol
dobre znasany, normalizoval tento inhibitor histologické parametre svalov a zlepSoval pohybovy
vykon dospelych zvierat. Tento funkény test je vykonavany v rozsiahlej ,,mysej telocvicni, kde moze
az 40 mysi naraz dobrovol'ne zopar tyzdiov behat’ na pocitacom monitorovanych bezeckych kolesach.

SNT-MC17 (idebenone) na ochranu mitochondrii. Spolo¢nost Santhera Pharmaceuticals
momentalne vyvija potencialny liek chrdniaci mitochondrie, tzv. bunkové elektrarne, kde je pomocou
oxidacnej fosforilacie vyrabany univerzalny nosi¢ energie, nazyvany adenozintrifosfat (ATP).
V druhej Casti svojej prezentacie Thomas Meier vysvetlil, ze tato zlozka s nazvom idebenone, alebo
SNT-MC17, je v Spojenych Stitoch momentalne v tretej faze (faza III) klinickych ski$ok pre
ochorenie Friedrich-Ataxia (neuromuskularne ochorenie najcastejSic spojené s kardiomyopatiou
a s vaznymi poruchami srdcového svalu).

SNT-MC17 (idebenone) je silny antioxidant s chemickou Struktirou odvodenou od prirodného
koenzymu Q10. Optimalizované chemické zloZenie ma ovela krat$i a rozdielny bo¢ny retazec, ktory
umoziuje molekule preniknut’ do svalovych buniek jednoduch$ie ako koenzymu Q10. SNT-MC17
(idebenone) sa tiez ukazal ako pomocnik pri tvorbe ATP v mitochondriach. M6ze byt podavany tstne
vo forme tabliet.

Absencia dystrofinu tiez negativne vplyva na oxidac¢nu fosforilaciu v mitochondriach srdcového
svalstva u pacientov s DMD atiez pravdepodobne vich kostrovych svaloch. V Belgicku prave
prebieha pod vedenim Dr. Gunnara Buysea druha faza (faza Ila) klinickej skusky na kontrolu placebo
efektu s SNT-MC17 (idebenone). Stiidia kompletne zaregistrovala 21 chlapcov s DMD vo veku 8 az
16 rokov. Hlavnym cielom tejto $tadie je stanovit’ ucinok SNT-MC17 (idebenone) na funkciu
srdcového svalu. Dodatocne bude realizovanych niekolko rozliénych testov na urenie moznych
funkénych benefitov na silu svalov chlapcov s DMD lie¢enych pomocou SNT-MC17 (idebenone).
Chlapci prijimaju lie¢bu pocas 12 mesiacov trikrat denne vo forme tabliet obsahujucich bud’ 150mg
SNT-MC17 (idebenone) alebo jeho placeba.

Tato skuska je nazyvana ,,Stadia G¢innosti liecby DMD vysokymi davkami SNT-MC17 (idebenone) v
dlhodobom ¢asovom horizonte®, skratene DELPHI. Jej vysledky budu dostupné asi o rok.

Interview s Dr. Meierom méZete si moZete precitat’ na Internete na www.duchenne-research.com.

Poloxamer 188, ,,molekularny pomocny pas“ na zacelenie dier v membranach. Pokus zachranit’
srdcové svalové bunky pri kardiomyopatii, otvoril cestu na zacelenie dier v dystrofickych svalovych
membranach. Tento novy pristup v liecbe DMD prezentoval Joseph Metzger z Michiganskej
univerzity v Ann Arbor. Absencia dystrofinu u mdx mysi, ako aj u chlapcov s DMD, neovplyviiuje
len kostrové svaly, ale ma tieZ vazne nasledky na spravnu funkciu srdcovych svalov.

Aplikacia $pecialne vyvinutého polyméru poloxamer 188, alebo P 188, ukazala jeho pozitivny vplyv
na ¢innost’ srdca mdx mysi. Pre presné meranie tohto ochranného ucinku v izolovanych svalovych
bunkach srdca s mdx, boli jednotlivé bunky spojené svojimi koncami do dvoch velmi tenkych
pohyblivych uhlikovych vlakien. KedZe tieto srdcové svaly su asi tisickrat kratSie ako bunky
kostrovych svalov mysi, vzdialenost medzi dvoma mikro uhlikovymi vlaknami sa mohla pohybovat’
iba v rozmedzi 1,8 aZ 2,2um, teda tisiciny milimetra. Tymto spdsobom mohlo byt ukdzané, Ze zatial

# CK - kreatin kinaza - enzym vyjadreny v rdznych typoch tkaniv. Katalyzuje prechod kreatinu na fosfokreatin,
pri¢om spotrebuva adenozintrifosfat (ATP) a vytvara adenozindifosfat (ADP)
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¢o normalne bunky mohli byt napinané a regenerované pocas niekol’kych hodin, vlakna s mdx mali
redukovani bunkovi pruznost - su ovela viac odolné voci natahovaniu, dostavaji sa do
hyperkontrakcie, odtrhni sa od uhlikového vlakna a napokon zomieraju. Pomocou tejto novej
mikroskopickej skiisobnej metody mohlo byt ukazané, ze P 188 dokaze regenerovat’ pruznost’ buniek
srdcového svalu z mdx mysi (aj psov s GRMD dystrofiou). Aplikacia P 188 zivym mdx mySiam
blokovala ich akutne srdcové zlyhanie, ktoré mohlo byt namerané mini katetrami v srdciach zivych
mysi, tlcucich frekvenciou asi 600x za minutu.

P 188 je umely pomocny polymér pozostavajuci z jadra zlozeného z 35 malych hydrofobnych (vodu
odpudivych) jednotiek a z dvoch kridel so 75 hydrofilnymi (vodu pritahujicimi) jednotkami. Dr.
Metzger to nazval molekuldrny albatros, ktorého centralna, vodou nerozpustna Struktura, zapchava
diery v membrane, ktorej vnutro je tiez hydrofobne, zatial ¢o dve hydrofilné kridla pdsobia ako
lepkavé konce pomocného pasu spojenim s hydrofilnym povrchom neporusenej membrany v okoli
dier. Tento molekuldrny pomocny pas teda asponl docasne zapecati diery, takze nemo6zu prejst’ Ziadne
iony vapnika, ktoré by aktivovali enzym calpain a iné enzymy degradujtice proteiny.

Je jasné, ze tento ochranny ucinok P 188 na srdcové svaly by mohol byt doélezity aj pre obnovu
dystrofickych kostrovych svalovych buniek. Toto bolo taktiez skusané, ale prvé vysledky neboli také
dobré, ako sa ocakavalo. Vyskum tohto lieCebného pristupu momentalne prebicha a mohol by viest’
K inym moznostiam liecby DMD.

Spomalovanie myostatinu. Myeostatin je produkovany vo svalovych bunkach ako neaktivny protein
pozostavajuci z 375 aminokyselin. Po niekolkych krokoch molekuldrneho preusporiadania sa stane
biologicky aktivnym a potom iniciuje sériu chemickych reakcii vo vnutri bunky, ktoré vedu
k zniZovaniu regulacie enzymov potrebnych pre biosyntézu novych svalovych proteinov. Preto by
deaktivovaciou myostatinu mohla byt mozno stimulovana regeneracia svalovych vlakien chlapcov
s DMD tak, Ze by tieto vlakna neboli tak rychlo zni¢ené alebo by dokonca mohli narast’ do dizky.

Mysi bez dystrofie, ktorych gén pre myostatin bol pomocou genetickych metéd vyradeny, maji az
trikrat dlhSie kostrové svaly s vyrazne viac vlaknami vacSieho priemeru, ako je bezné. Existuje
dobytok (Belgické modré plemeno), ktory je mimoriadne svalnaty, pretoze jeho gén myostatin bol
pred storoCiami v dosledku mutacie deaktivovany. A v Berline sa naSiel dnes sedemro¢ny chlapec,
ktor¢ho kostrové svaly st asi dvakrat vdcsie ako u ostatnych deti. Fyzicky je vel'mi silny. Jeho matka
bola Olympijska bezkyna a niekol’ki d’alsi pribuzni boli tiez vel'mi silni. Pretoze mutacia v tejto rodine
zmenila bezné spajanie troch exénov myostatinu, chlapec (a mozno aj jeho dotknuti pribuzni), ma vo
svojich svaloch vel'mi nizku hladinu myosatinu. Toto je vyraznd indikacia toho, ze znizovanie
regulacie myostatinu by viedlo k narastu svalovej hmoty aj u chlapcov s DMD.

Myo 029. Kathryn Wagnerova Z Wellstoneského centra muskuldrnej dystrofie pri Univerzite Johna
Hopkinsa v Baltimore oznamila, Ze jej vyskumny tim vychoval mysi, ktoré okrem toho, Ze nemali
dystrofin, nemohli vytvarat' ani myostatin. Dospelé mySsi z tychto bezmyostatinovych zvierat mali
ovela ,normalnejSie” svaly, mali menej fibréz (zjazvenych tkaniv) a dokazali regenerovat svoje
svalstvo rychlejsie ako ,,bezné“ mdx mysi. Spolu s Dr. Leeom Sweeneyom sa podobné pokusy
uskuto¢nili aj na psoch s dystrofiou.

Teraz bolo otazkou, ¢i by absencia myostatinu mala podobné u¢inky aj na srdce. To by paralyzovalo
kardiomyopatiu, ale hypertrofické (zvdcSené) srdce by mohlo byt pri chlapcoch s DMD
problematické. AvSak nedavne vyskumy na mdx mysiach ukazali, Ze blokada myostatinu nemala na
srdce ziaden vplyv. To znamena, Ze aktivita myostatinu sa ukazuje byt obmedzena len na samotné
kostrové svaly.

V spolupraci so spolo¢nostou Wyeth Pharmaceuticals bola odStartovand d'al§ia faza klinickych
skusok (faza I/IT) s troma réznymi davkami potencialneho lieciva Myo 029, podavanymi 36 pacientom
s DMD, vratane niektorych pacientov s BMD. Myo 029 je Specidlna protilatka, ktord sa viaZze na
myostatin a blokuje jeho aktivitu. Imunitny systém ju neodmieta, pretoze jej protein ma l'udska
Strukturu, je ,,pol'udstena‘“. Moze byt vstreknuta do krvného obehu alebo pod kozu.

Ak by skusky poskytli povzbudivé vysledky, spolo¢nost Wyeth Pharmaceuticals zintenzivni svoju
snahu o zavedenie Myo 029 do klinickej praxe. Medzitym by vsak rodi¢ia nemali kupovat’ Ziadne tzv.
myostatinové spomalovace, ponikané na Internete. Tieto zluceniny nepresli klinickymi testmi, a preto
su pravdepodobne neucinng, alebo dokonca nebezpecné.
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ZvySovanie regulacie rastového faktora IGF-I, podobajticeho sa na inzulin. IGF-I je protein s asi
70 aminokyselinami v jednom ret'azci s troma stabilizaénymi vdzbami, teda ma podobnt formu ako
inzulin. U l'udi méze byt produkovanych Sest’ roznych foriem s nepatrne rozdielnou $truktarou, ale vo
vysledku je to ten isty protein IGF-I. IGF-I je velmi vyhodny pre svaly, pretoze poméha podporovat’
ich prirastok a silu, avSak jeho u¢inky nie st limitované iba na svaly. Satelitné bunky, ktoré sa aktivuju
pri zraneni alebo degradacii, produkujii vo svojich membranach Specidlny zmyslovy protein, ku
ktorému sa IGF-1 naviaze. Dosledkom je premnozenie satelitnych buniek aich dal§i rozvoj na
myotubes a svalové vlakna. Kedze by mohla byt tato stimulacia regeneracie svalovych vlakien
dolezitd pre zachovanie dystrofickych svalovych tkaniv, je IGF-1 zaujimavy pre mozné pouzitie
V liecbe deti s DMD. Avsak taktiez aj iné tkaniva mézu reagovat’ na IGF-1 a ak st ho v krvi vysoké
hladiny, narasta riziko vzniku rakoviny. Preto, aby sa ujal IGF-I ako prostriedok liecby svalovych
ochoreni, musi byt vyvinutd stratégia pre potlacenie potencialnych neziaducich vedlaj$ich uc¢inkov na
iné tkaniva.

Vyskumny tim Elisabeth Bartonovej z Pensylvanskej Univerzity z Filadelfie pracuje s mySami, ktoré
ziskali krizenim mdx mysi s transgenickymi mySami, t.j. geneticky ,,skonstruovanymi (produkuju
vysoké hladiny IGF-I vo svojich svaloch pocas celého Zivota). Tieto mdx-1GF-plus mysi vykazali
narast pomerne zdravo vyzerajucich svalov a ovel’a menej fibroz, ako bezné mdx mysi. Tato praca
demonstruje, aké vyhody mdze mat’ IGF-I pre deti s DMD.

Ked’ze ale tento rastovy faktor narusuje mnohé signalne cesticky v bunkach, nemézu byt potencialne
vylucené ani vazne vedlajsie ucinky pri podavani vyssich davok, potrebnych na optimalizaciu uc¢inku
IGF-I na svaly. Ztohto dovodu bola vyvinutd metdéda na ,,zamaskovanie* IGF-1 pomocou jeho
spojenia do akéhosi komplexu s proteinom-3 viazucim na seba IGF. Protein-3 je prirodzene
cirkulujucim proteinom v krvnom obehu. Toto spojenie uvolni IGF-I iba tam a vtedy, kde je to
potrebné, a kde to napomaha stabilizovat’ protein IGF-I v obehu, takze je potrebnych menej injekcii.
Komeréna verzia tohto komplexu, nazyvana IPLEX™, je prave FDA® schvalena na lie¢bu rastovych
portch u deti sposobenych nedostatkom IGF-I. Prva klinicka skiska IPLEXu teraz prebieha na
Univerzite v Rochesteri s podporou NIH*® a MDA? na 15 dospelych pacientoch s myotonickou
dystrofiou. Skuska na optimalizaciu davky bude nasledovat’ v roku 2007. Této stratégia by mala byt
efektivna pri prenikani IGF-I do svalu bez sposobenia vedl'ajsich u¢inkov v inych tkanivach.

Inou cestou na vytvorenie vysSej hladiny IGF-I vo svalovom tkanive by bol transport jeho génu do
svalov pomocou nosica, akym je napr. zdruzeny adenovirus (AAV), ktory by potom ,,in$truoval* svaly
na tvorbu vicsieho mnozstva IGF-I. Prvé experimenty v tomto smere boli robené v laboratoriu Dr.
Bartona. Tieto pokusy ukazali, Ze iba jedna z dvoch podobnych foriem IGF-I, konkrétne IGF-IA, je
na mySiach s mdx G¢inna pri podpore hypertrofie, tj. pri zvdcSeni svalovych vlakien. Prave
prebiehajuce prace s touto technikou boli Gispe$né v naraste hladiny IGF-I 30 az 40 nasobne, po podani
vnutrosvalove] injekcie nosi¢ov AAV nestcich ten spravny gén IGF-I. Novo syntetizovany IGF-I
zostal vo svalovom tkanive, neunikol mimo krvny obeh, teda mdze tak byt zabranené vedlajsim
ucinkom spdsobenym aktivovanim nesvalovych tkaniv. LieCba virusovymi génmi potrva niekolko
rokov, pokym bude moct byt skasana na chlapcoch s DMD. AvsSak tento vyskum pomoze
identifikovat’, ktora forma IGF-I pracuje pri muskularnej dystrofii najlepsie.

Projektovy Kkatalyzator (project catalyst): automatické vyhladavanie novych liekov. Ellen
Welchova, vediuca vyskumnej skupiny v PTC Therapeutics v South Plainfield NJ predstavila
Projketovy katalyzator, ktory bol odstartovany pred dvoma rokmi, a ktory je podporovany nasim
Parent Projectom. Toto je priklad toho, ako dokdzu malé zanietené spolo¢nosti pouzitim
najmodernejSich automatizovanych technologii najst medzi asi 200 000 zlaceninami s nizkou
molekulovou hmotnost'ou iba zopar takych, ktoré by mohli byt schopné kandidovat’ na lieky, ktoré by
robili vSetko to, ¢o bolo prejednané v predchadzajucich troch odstavcoch: zvySovanie regulacie
utrofinu, znizovanie regulacie myostatinu, zvySovanie regulacie Specialnej izoformy IGF-1 a okrem
toho aj zvySovanie regulacie alfa-7-integrinu.

% Food and Drug Administration - americka agentira zodpovedna za regulaciu lickov, potravin, biologického
materialu a pod.

% National Institutes of Health - agentiira vlady USA zodpovedné hlavne za biomedicinsky vyskum

2" Muscular Dystrophy Association - organizacia muskuléarnych dystrofikov v USA
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Skusenosti pocas vyvoja PTC124, urCeného na citanie/zosnimanie STOP kodénu, pomohli pri
optimalizovani automatickych filtrovacich metdod na prispdsobovanie aktivity vSetkych Styroch
liecivovych ciel'ovych molekul. Postup skiisky na meranie tychto aktivit je zalozeny na zapisovatel'ovi
proteinového systému (is based on a reporter protein system): rézne regulaéné sekvencie, zistené na
koncoch cielovych mRNA (znamych ako neprenosné oblasti - UTRs) pre kazdy zo Styroch ciel'ov,
boli kombinované s génom pre enzym luciferaza, ktory normalne tvori svetlo vo svétojanskych
muskach. Tato konstrukcia bola zavedena do oblickovych buniek takym spoésobom, Zze by sa
Vv pritomnosti aktivnej zluceniny svetelna intenzita zapisovaca luciferazy (luciferase reporter) bud’
zvySovala, alebo znizovala. Velk4d vécSina neaktivnych zloziek by vyznamne nezmenila svetelni
intenzitu. Presné a automatické meranie svetelnych intenzit vo velmi malom objeme skiiSobného
pripravku je ovela jednoduchsie, ako analyzovanie biologickych ucinkov cielov utrofinu, myostatinu,
IGF-1 a alfa-7-integrinu.

Pre kazdy z tychto Styroch ciel'ov boli realizované vysoko priepustné filtracie. Spomedzi 200 000
testovanych zlic¢enin by mohlo byt identifikovanych zopar takych, ktoré bud’ zvySuju regulaciu
utrofinu, IGF-I alebo alfa-7-integrinu, alebo znizuji regulaciu myostatinu. Vsetky tieto ,,zasahy*
(zIuCeniny s minimalne niektorymi pozadovanymi vlastnostami) su teraz optimalizované pomocou
prispdsobovania ich Struktiry. To zamestnd mnoho chemikov na niekolko rokov. Napriklad na
optimalizaciu lieku PTC 124 (na ¢itanie/snimanie STOP kodonu) bolo poc¢as dvoch rokov laboratornej
prace vykonanych asi 4 000 chemickych tprav pévodne identifikovanej aktivnej Struktary.

Dalsie kroky v predklinickom vyvoji novych potencidlnych lickov na DMD zaberu taktiez zopar
rokov. Okrem zmien ich Struktury budu prebiehat detailné vySetrovania biologickych vlastnosti
vacsiny aktivnych molekul, vratane vykonania skiSok na bunkovych kultirach a na Zivych mysiach,
zameranych na moznu toxicitu, metabolizmus a farmakokinetické spravanie, t.j. biochemické zmeny
vo vnutri zivého organizmu, ktoré by mohli produkovat’ neziaduce vedl'ajsie ucinky. AvSak dufajme,
Ze nebudu.

Potom bude nasledovat’ klinické testovanie najsl'ubnejSich latok na pacientoch s DMD, ktoré bude
vyzadovat’ o malo viac rokov.

Spomal’ovanie TGF-beta. Andrew Hoey z Univerzity Juzného Queenslandu v Australii vysvetlil
vV prvej Casti tejto prezentacie ulohu fibrézy, a taktiez objasnil, o by bolo mozné urobit na jej
prevenciu, pripadne na jej obmedzenie.

Fibréza, alebo zjazvené tkanivo, je sposobena neumernou produkciou spojovacieho tkaniva a jeho
ulozenim medzi kostrové a srdcové svalové vlakna, a to nahradenim degradovanych a stratenych
vlakien. Za normalnych podmienok drzi spojovacie tkanivo svalové vlakna pokope, ale jeho zvySena
hladina vedie k tuhnutiu svalov a k ich kontrakciam. Spojovacie tkanivo pozostava hlavne z proteinu
kolagénu, ¢o je v podstate neelasticka molekula generovana bunkami nazyvanymi fibroblasty. Tieto sa
objavuju pocas degenera¢ného a regeneracného procesu pri DMD pod vplyvom rastovych faktorov,
medi nimi transformaéného rastového faktora beta (TGF-beta).

TGF-beta podporuje syntézu a zlu¢ovanie rdznych kolagénovych molekul tvoriacich vysoko nepruzné
spojovacie tkanivo. Preto spomalovanie aktivity TGF-beta moze teoreticky byt mechanizmom na
obmedzenie fibrozy. Jeden liek, ktory by mohol posobit’ podobne, je pirfenidon, ktory je schvalenym
lie¢ivom pre lie¢bu fibrozy v plucach. Osemmesaénym mdx mysSiam bol podavany tento liek a po
siedmych mesiacoch liecby sa ukazala znizenad hladina TGF-beta aobnovila sa funkcia srdca
v podstate do normalu, aviak fibroza nebola redukovana. Uginnost’ tohto lieku, ¢o sa tyka jeho vicsej
efektivity na mlad$ich myS$iach, bude skasana v buducich experimentoch.

L-arginin a nNOS. V druhej Ccasti tejto prezentacie hovoril Andrew Hoey o0 inom doésledku
chybajiceho dystrofinu, asice o redukovanom mnozstve uréitych komponentov dystrofin-
glykoproteinového komplexu, tzv. enzymu neuronovej dusi¢no kyslikovej syntézy, skratene nNOS.
Tento enzym tvori z aminokyseliny L-argininu kysli¢nik dusi¢naty (nitric oxide) (NO). Hoci je NO
plyn, u¢inkuje ako hormén a, okrem iného, reguluje rozsirovanie krvnych ciev, ktoré su dolezité pre
normalnu dodavku krvi a tak aj energie do svalov. Ak chyba nNOS, rozvija sa kardiaticka fibroza a to
moze byt dovodom zvysenej fibrozy v srdciach mdx mysi a taktiez aj pacientov s DMD.

Denné podavanie L-argininu pocas Siestich mesiacov so zaciatkom davkovania v Siestich mesiacoh
veku mdx mysi, znizilo fibrozu v ich srdciach, zvysilo koronarny krvny prietok a zlepsilo ¢innost ich
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srdca. Pri nadchadzajucich experimentoch sa eSte predtym, ako sa budu vykonavat dalSie prace
ukazujtce, ¢i moéze byt L-arginin liekom na DMD, pripravuje vySetrovanie mechanizmu tohto t¢inku
L-argininu na srdce.

Blokovanie zapalovych nosicov. Degradacia a smrt’ svalovych buniek sposobuje zapalové procesy,
ktoré odstrafiuju zvysSky mitvych buniek. Steroidy st schopné potlacit’ zapal ato je pravdepodobne
jeden z dovodov, pre¢o dokaze liek snazvom prednizon (jeho aktivna forma je prednizolon)
a pribuzny deflazakort zvysit' svalovi hmotu a pevnost’ a redukovat’ imunitné reakcie, avSak Casto
S niektorymi nepraktickymi vedlaj§imi ucinkami. Tieto lieky byvaji Siroko vyuzivané pri liecbe
chlapcov s DMD na udrzovanie ich svalovej ¢innosti minimalne na zopar rokov. Avsak presny sposob
ich fungovania nie je stale dobre znamy.

Sylvia Lopez, doktorandka v laboratériu Dr. Melissy Spencerovej z Univerzity v Los Angeles,
hovorila 0 novych experimentoch pdsobiacich proti zapalom a imunitnym reakciam, a teda o hl'adani
novych ciest, ako by sa dali eventualne nahradit’ steroidy inymi liekmi, ktoré zasahuju Specifické
poskodenia spdsobené imunitnym systémom.

Stadie ukazali, Ze narastajuca hladina buniek imunitného systému CD4 a CD8 T urychl'uje postup
ochorenia, a ze ich spomal'ovanie redukuje skor miernejsie dystrofické symptomy mdx mysi a vel'mi
vyznamne redukuje ovela véznejsie symptomy skutoéne chorych utr® a mdx mysi, ktoré okrem
chybajticeho dystrofinu nemaji ani utrofin. To tieZ predlzuje priemernu dizku Zivota tychto mdx mysi
bez utrofinu.

Navyse, vo svaloch postihnutych mdx alebo DMD narastd mnoZstvo cytokinov®, teda molekul, ktoré
podporuju zapal a rozvoj fibrozy. Preto spomalenie alebo odstranenie buniek CD4 a CD8 T, a taktiez
prispdsobenie aktivnych cytokinov, by mozno mohlo spomalit’ degradaciu dystrofickych svalov. Uz
existuje mnozstvo schvalenych alebo potencialnych protizapalovych liekov. Ak by sa ukazali ako
pozitivne vplyvajice na DMD, vyznamne by sa skratil ¢as dodatocného schvalovania liecby tohto
ochorenia.

V stcasnosti st Vv laboratoriu Dr. Spencera testované tri z liekov, aby sa ukazalo, ¢i by boli vyhodné
pre pacientov s DMD. Skusané su v klinickych testoch pre lie¢bu inych ochoreni: CTLA-4lg proti
reumatickej artritide, Galectin-1 bol vylobovany a pretla¢eny do Kklinickych skusok proti artritide
aukazal sa ako zlepSovatel' svalovej regeneracie, alebo protilaitka Anti-asialo GM1, ktord bola
pouzita pri Parkinsonovej chorobe.

Nasledovat’ bude testovanie Styroch inych lickov: Raptiva® (na psoriazu), Tisabri® (na sklerozu
multiplex a Crohnovu chorobu), Remicade® a Enbrel® (oba na reumatick artritidu a iné ochorenia).

Pre rozhodnutie, ¢i by sa tieto liecky mohli stat’ lieCivom pre DMD, a teda ¢i by boli schopné zlepsit’
kvalitu zivota pacientov s DMD, budu nevyhnutné dlhodobé studie.

Biglykan™. Na zaver konferencie opisal Justin Fallon z Brownovej univerzity v Providence RI ako
prelomovl spravu neocakavany objav, ktory by mohol viest' k lie€be DMD. Jeho laboratérium
pracovalo poslednych osem rokov na extracelularnom proteine s nazvom biglykan, BGN. Tento
doteraz takmer neznamy protein spaja dva konce proteinov alfa a gama sarkoglykan®" komplexu na
vonkajSej strane membran kostrovych svalov. Na experimentoch s mySami, ktorych gén BGN bol
potlaceny, sa zistilo, Zze bolo redukované mnozstvo mnohych proteinov dystrofinového komplexu.
Liecba tychto mysi pomocou lokalnych a komplexnych injekénych davok BGN viedla k opatovnému
vyskytu betasyntrofinu, ktory bol indikaciou toho, Ze sa obnovil dystrofinovy komplex. Biglykan sa
zda byt zna¢ne dolezity umladych mys$i v Case, ked svaly nepotrebuju dystrofin, ale skor sa
spoliehajt na utrofin.

Praca z vel'mi neddvnej minulosti, prezentovana na stretnuti, ukazala, ze biglykan moéze byt tiez
podavany mdx mysSiam, u ktorych mal vel'mi pozitivne G¢inky na zvratenie dystrofickej patologie
svalu. Odkedy je BGN v malych koncentraciach v mysiach bezne pritomny, nevyskytli sa ziadne

%8 utr mouse - utr mys; mys so §pecifickou oblastou v mRNA

# skupina proteinov a peptidov, sliZiaca v organizmoch ako signalizatna zliGenina; chemické signaly sa
podobajli na hormény a neurotransmitery a umoziujt jednej bunke komunikovat’ s inou

° maly, na leucin bohaty opakujuci sa glykoprotein

% rodina piatich transmembranovych proteinov (a., B, %, & alebo &) obsiahnuté v proteinovom komplexe

3
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imunologické reakcie a U 'udi sa tiez ziadne nepredpokladaju. Alfa a gama sarkoglykdny st pritomné
iba v kostrovych a srdcovych svaloch. A pretoze sa BGN viaze na tieto dva proteiny, mohol by byt
aktivny predovsetkym u tychto dvoch typov svalov a mohol by tak mat’ minimalne vedlajsie G¢inky.

Budu pokracovat’ experimenty na zvieratach, s cielom optimalizovat’ podmienky liecby. Za dva roky
by potom mohla byt zapocata prva faza klinickych skasok (faza I) s tymto novym neocakavanym
potencialnym liekom na DMD: biglykanom.

Preco nie st mdx mysi skuto¢ne choré?

GAMT. Otazka bola polozena Brianom Tsengom a jeho vyskumnym timom z Coloradskej univerzity
v Denveri. Mdx mys nema protein dystrofin, a to kvoli pred¢asnému STOP kodénu v exéne 23 jej
génu dystrofinu, neprejavuje vSak klinické priznaky ochromenia tak, ako je tomu pri chlapcoch
s DMD. Je pozoruhodne zdrava! Napriklad kazdi noc nabeha pat az Sest’ kilometrov v $pecialnom
,,dobrovol'nom bezeckom zariadeni* pre mysi. Zije skoro dva roky, podobne ako bezna mys. Pri jej
pozorovani bok po boku s normalnou mySou sa nedaji navzajom rozlisit. Mdx mys vykazuje niektoré
laboratorne vlastnosti DMD, t.j. vysoké hladiny séra CK, centrdlne umiestnené¢ bunkové jadro,
postupne narastajiuca fibroza atrocha vaznejsie postihnutd diafragmu®, hoci nie je pozorovana
respirac¢na porucha.

Mohli by nas mdx mysi naudit, ako vyvinut’ lieCebné stratégie pre miernejSie formy muskularnych
dystrofii s deficitom dystrofinu? Dr. Tseng veri, ze existuju modifikujice gény (modifier gene),
ktoré st viac regulované v mdx mysiach, ale menej regulované u chlapcov s DMD. ZvySovanie
regulacie utrofinu (satelitnych buniek, vracajicich sa/spitnych vlakien (revertant fibres))
a znizovanie regulacie myostatinu, si spésobené modifikujiicimi génmi, ktoré sa prejavuju paralelne aj
v mdx mySiach aj uchlapcov s DMD. Dr. Tseng sa zaujima predovSetkym o $tudium génov
prejavujucich sa opacnymi smermi v mySiach a u chlapcov. Pretoze je mozné, ze existuju aj iné
modifikujice gény sposobujuce rozne chorobné priznaky, Dr. Tseng ajeho kolegovia sa pozreli
pomocou vysoko automatickej filtrovacej/skenovacej metody na mRNA hladiny 30 000 génov
kostrového svalu dospelej mdx mysi a porovnali ho s beZznou zdravou mysou.

U mysi nasli 45 génov so zvySenou regulaciou, ktoré boli u chlapcov s DMD regulované menej. Dva
Znich vyzerali velmi slubne. Gény pre enzymy arginin-glycin amidotransferazu (AGATY)
a guanidin-octanovii metyltransferazu (GAMT®"), ktoré s nevyhnutné pre biosyntézu kreatinu, ¢o
je nizkomolekularna zla¢enina hrajuca doleziti Glohu pri dodavke chemickej energie pre svalovi
kontrakciu a zdravie bunky. V mdx mysiach st oba enzymy viac regulované, takze tieto mysi dokazu
vyrobit’ vo svojich svaloch kreatin. Dr. Tseng veri, Ze absencia dystrofinu u chlapcov s DMD a u mdx
mysi sposobuje problémy s inym proteinom, s transportérom kreatinu do bunkovych membran, takze
ustne podavany kreatin nepracuje dobre. Zda sa, Ze zvySovanie regulacie génov AGAT a GAMT
anespravna lokalizacia proteinu transportujuceho kreatin, s sekundarnymi doésledkami absencie
dystrofinu u mdx mysi. Preto bola stvorena mdx mys, ktorej gén GAMT bol deaktivovany. Tato
»dvojito vynulovana® myS nemoze poriadne chodit’, zomiera skor a jej svalova Struktira vyzera
podobne ako svaly odobraté pomocou svalovej biopsie od chlapcov s DMD.

Dalej, chlapci s DMD maja iba 20% bezného mnozZstva kreatinu vo svaloch, zatial' ¢o mdx mysi ho
maju 80%-90%. Toto mdze byt jednym z ddvodov pre vznik ovela zavaznejSich dystrofickych
symptomov chlapcov v porovnani s my$ami. Dal$ie vySetrovanie tychto ainych odlignosti moze
pomdct’ vysvetlit', preéo mdx mys nie je realne chora, a toto méze odhalit’ nové spésoby liecby DMD.
Jednym sledovanym smerom je vysoko priepustné filtrovanie/skenovanie, mozno v Projektovom
katalyzatore (Project Catalyst) pre tieto modifikujuce gény (modifier genes)! Bezpeéné zapnutie
,,dobre modifikujucich* (good modifier) génov, moze byt’ primeranym cielom na dosiahnutie ovela
miernej$ej muskularnej dystrofie pre chlapcov s DMD.

Pokial’ eSte stile neexistuje liek, preco potrebujeme vediet’ presni mutaciu?

%2 Bréanica
%3 7 angl. ,,arginine-glycine amidotransferase
% 7 angl. ,,guanidino-acetate methyltransferase*
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Kevin Flanigan z Univerzity v Utahu v Salt Lake City dal odpoved. Presna mutacia chlapca,
u ktorého je podozrenie na DMD, by mala byt znama kvoli potvrdeniu, ze skutocne ma DMD a nie
nejaky iny typ svalového ochorenia, napr. jednu z mnohych pletencovych dystrofii, ktoré mézu
vykazovat’ podobné symptoémy. Hoci typ mutacie vzdy nepredpoveda rozdiel medzi DMD a BMD, ak
mutécia ukaze, ze Citaci/snimaci rdmec dystrofinu je posunuty, je ovela pravdepodobnejSie, Ze ide
0 DMD. Navyse, vo vacSine pripadov mdze byt zabranené vykonaniu svalovej biopsie. Rovnako
dolezité je, ze poznanie presnej mutacie umozni spolahlivii odbornii pomoc v oblasti genetiky
chlapcovej rodine a jeho pribuznych z matkinej strany, medzi ktorymi moze byt’ identifikovany nosi¢
DMD. Napokon, nové lieCebné metody, ako napr. metoda preskoku exonu alieky na
precitanie/zosnimanie STOP kodénu, vyzaduju znalost’ Specifickych mutécii vo vnutri pacientovho
génu dystrofinu.

Aby sa dala detekovat’ mutacia vymazania a duplikacie, je v si¢asnosti Siroko pouzivana metoda
vySetrovania viacnasobnym zosilnenim zavislym na zviazani (MLPA), ktord vyvinul pred par
rokmi Dr. Jan Shouten zo spolo¢nosti MRC-Holland v Amsterdame. Nasleduje vel'mi struény popis
tejto procedury:

Pouzitych je 158 oligodesoxynukleotidov so Specidlne navrhnutymi sekvenciami pre naviazanie na
dve strany kazdého zo 79 exdénov dystrofinu. Ak je exon pritomny, dva nukleotidy, navrhnuté pre
konkrétnu sekvenciu exénu, sa naviazu na jeho dve strany, t.j. si potom so sebou navzajom spojené
(zviazané). Zviazané nukleotidy slizia ako Sablona pre PCR zosilnenie (vid’ nizsie), pre jednu z
multiplikaénych metdd. Zosilenny produkt moze byt vidno po elektroforéznej separacii ako vrchol
grafu. Ked’ nie je pritomny konkrétny exon, pretoze je vymazany, dva nukleotidy pre tento exon
nemoOzu byt naviazané na postupnost’ exénov a preto sa nemdzu navzajom spojit, takze chyba
zodpovedajtci vrchol na grafe.

Tato technika zachytava vamazanie a duplikaciu vSetkych 79 exonov génu dystrofinu u pacientov
s DMD, ale nerozoznava bodovi mutaciu. Ale ked’Ze je to kvantitativna metoda, mo6zu byt vymazanie
a duplikacia taktiez spolahlivo rozoznané iba v jedinom z dvoch génov dystrofinov Zeny, ktora je
nositel’kou DMD, aj ked’ u dotknutého pacienta nie je mutacia odstranenia alebo duplikacie znama.
Toto je jedna z najdolezitejSich vyhod rozsireného pouzivania tejto metody.

Avsak moézu sa vyskytnut' falo$né pozitivne vysledky, ktoré indikuju vymazanie jediného exdnu,
pri¢om ku ziadnemu nedoSlo, ato v ojedinelych pripadoch polymorfie na strane, kde sa MLPA
probes viazu na génova postupnost. Polymorfia je zmena jednoduchej bazy v DNA, ktora
nespdsobuje ziadne ochorenie. Preto, ak MLPA metdda najde vymazanie jediného exénu, pozaduje sa
jeho potvrdenie inou metoédou.

Ak pomocou MLPA testu nie je najdena Ziadna mutacia®, pacient ma pravdepodobne bodovu
mutaciu. Pomocou triediacej techniky jednoduchého podmieneného zosilnenia/vnitornej rozbusky
(SCAIP) (single condition amplification/internal primer), vyvinutou v laboratoériu Dr. Flanigana, je
mozné spolahlivo najst a detailne charakterizovat’ vSetky bodové mutacie, ako aj mutacie
spojovacich miest. V dvoch krokoch tejto metdody moze byt stanovena kompletna postupnost’ baz
vSetkych exonov génu dystrofinu, ako aj vSetkych hrani¢nych oblasti medzi intrénmi a exénmi so
spojovacimi signalmi, a taktiez vsetkych povodcov (podporovatelov) mutacie (ochorenia). VSetky
tieto samostatné génové oblasti st najprv zosilnené v jednej tzv. polymerazovej retazovej reakcii
(PCR) a potom su priamo zorad’ované pouzitim Standardnej automatickej metddy triedenia génov na
rozpoznanie bodovych a inych mutacii.

Skusenosti s tymito dvoma metodami (MLPA a SCAIP) ukazali, ze 93%-95% vsetkych mutacii moze
byt rozpoznanych pouzitim krvnej vzorky. Avsak nie zostavajucich 5%-7%.Pokial’ pacient vykazuje
definitivne symptoémy DMD a BMD, ale z krvnej vzorky nebol identifikovany typ mutacie, potom sa
stava nevyhnutnou svalova biopsia, takze moze byt rozoznana pritomnost’, alebo absencia, samotného
proteinu dystrofinu vo svalovych vlaknach pomocou jednej z dvoch metdd na detekciu proteinu -
metdda ,,zapadnej $kvrny>* alebo metdda imunoflourescencie. ,,Zapadna $kvrna“ ma vyhodu v tom,
7ze udava indikaciu mnozstva a velkosti proteinu dystrofinu, ale imunoflourescencia je Siroko

% Ani vymazanie ani duplikacia
% 7 angl. ,Western blot; nazov metédy vznikol ako slovna hradka podFa nazvu metédy na detekciu DNA
»southern blot* od Edwina Southerna
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dostupna. Svalové vlakno moze byt tiez pouzité na extrahovanie mRNA, ktora méze byt pouzitd na
najdenie vzacnych mutacii, spdsobujlicich zaclenenie intronovych fragmentov medzi exony
v komplexnom géne DMD.

Pretoze sa presné udaje o mutdcidch génu dystrofinu aich exaktnych klinickych symptémoch
u pacientov s DMD a BMD stavaju coraz dolezitejSie nielen pre pacientov samotnych, ale aj pre
liecebnych vyskumnikov a pre navrh klinickych skuSok, laboratérium Dr. Flanigana zhromazd'uje
tieto udaje pre obecnt diagnosticku databanku v kooperacii s klinickymi centrami na S$iestich inych
univerzitich v Spojenych Statoch. Ale taktiez aj klinické centrd a samostatni $pecialisti na
neuromuskularne ochorenia z ostatnych ¢asti USA a dokonca aj z inych krajin, st vitani pri zasielani
udajov o svojich pacientoch do tejto databanky. V budtcnosti sa bude vykonavat’ stale viac a viac
klinickych sktsok, ktoré budu potrebovat’ tucastnikov (pacientov) s definovanymi mutaciami
a klinickymi symptomami. Na zaklade informacii z tejto databanky mdze potom Centrum odporucit’
zahrnutie niektorych pacientov do tychto skuSok. Informacie o zapojeni pacientovych udajov do tejto
databanky, 0 moznostiach skisok a cenach, mozete najst’ na Internete na www.genome.utah.edu/dmd.

Rozhovor so Stephenom D. Wiltonom.

Profesor Wilton je veduci Vyskumnej skupiny molekularnej mediciny v Centre neuromuskularnych
a neurologickych ochoreni na Univerzite Zapadnej Australie v meste Nedland ned’aleko Perthu. Po
konferencii,16. jula 2006, odpovedal Steve Wilton na moje otazky o preskoku exénu a 0 celkovom
stave vyskumu pre liecbu DMD (otazky st zvyraznené kurzivou). Celé meno potencialneho lieku pre
preskok exonu, ,.antisense®’ oligoribonucleotid, je tu skratené na AON, alebo oligo.

Zaciatok Kklinickych skusok techniky preskoku exonu. Mohol by si prosim v uvode vysvetlit
rodinam chlapcov s DMD, co budu znamenat’ velmi slubné vysledky vyskumu preskoku exonu pre
tych, ktori zufalo cakajit na liecbu tohto hrozného ochorenia (DMD)?

Ja by som nepouzil slovo liecba, preskok exonu by nikdy nevyliec¢il DMD. PrinajlepSom by sme mohli
redukovat’ tazkosti, ktor¢ DMD sposobuje. A V niektorych pripadoch ich budeme schopni redukovat’
vel'mi vyrazne.

RadsSej by som bol ,,opatrny optimista® a poviem, Ze ak ideme prikladat’ preskoku exdénu nejaky
vyznam, malo by tomu tak byt iba mierne. A ked’ potom bude preskok exonu pracovat’ lepsie, ako
sme si mysleli, potom to bude perfektné. Je vel'mi délezité nemat prili§ vel'ké o¢akavania.

Pomerne casto diskutujem na tému preskoku exonu s rodicmi. Vysvetlujem im to tak dobre, ako to
dokazem avidy dodam, Ze tdato technika je testovanda zatial len na zvieratach a nikto nevie v
sucasnosti povedat, ¢i bude tak dobre fungovat aj u chlapcov. Potom im vysvetlujem, Ze len teraz
prebiehaju klinické skiusky s chlapcami s DMD, ktoré ndm ukdzu, ¢i preskok exénu u deti funguje
alebo nie.

To je to, preCo som na tomto konkrétnom stretnuti povedal, Ze naSe laboratorium dokaze vyvolat’
preskok kazdého exdénu v dystrofinovom ret'azci, okrem exénov 1 a79. Vsetky exdény od 2 do 78
dokazeme preskocit’. Mnoho z nich 'ahko a mnohé st viac ,,tvrdohlavé®, ale vyvinuli sme metddy, ako
preskocit’ aj tieto komplikované exony.

Nase klinické skuSky sa robia pomaly, ustalene a krok za krokom a akondhle je podniknuty jeden
krok, sme pripraveny vykonat’ d’al$i. Neoc¢akavaju sa vel'’ké bezpecnostné problémy, pretoze je lieCeny
jediny sval a tento je potom neskdr odstraneny kvoli jeho analyzovaniu. Bolo by va¢§im rizikom, keby
skusky pokracovali lie¢bou celého tela, ked’ze by boli podavané vicsie mnozstva AONu a existovala
by tak teda Sanca vyskytu nejakych neocakavanych vedlajsich ucinkov.

3 »Antisense* - opak ,,sense“; v liecbe genetickych chordb to znamena, ze ak je zndma genetickd sekvencia

urcitého génu sposobujuceho nejaké genetické ochorenie, je mozné syntetizovat’ retazec nukleovej kyseliny
(DNA, RNA alebo ich chemickej analogie), ktory sa naviaze na mRNA produkovanu tymto génom
a deaktivuje ju - efektivne tento gén vypne. Tato syntetizovana nukleotidova kyselina sa nazyva ,,antisense
oligonukleotid®, pretoze jej zakladna sekvencia je komplementarna ku génovej mRNA, ktora sa nazyva
,»Sense’.

21/26


http://www.genome.utah.edu/dmd

Ale nikdy sa nevie, ako dlho po dvoj- alebo Stvortyzdiiovej pociatocnej lie€be dystrofin vydrzi.
V planovanej Britskej skuske bude jeden az Styri tyzdne po lieCbe odstraneny cely sval a bude
molekularnymi testmi posudzovany na pritomnost’ dystrofinu. To bude dokaz zasadne ukazujuici na to,
ze preskok exénu je schopny pracovat’ aj u l'udi.

Myslim si, ze v st¢asnosti by nemal nikto experimentovat’ s roznymi davkami alebo s ich periodicitou,
pretoze skutoénym dokazom bude aZ liecba celého tela. Teda systematické liecenie na demonstraciu
toho, ze preskok exoénu skutocne v ludskych svaloch pracuje. Ato sa zdd byt velmi, vel'mi
komplikované, pretoze nevieme, kol'’ko potrebujeme AONu a ako ¢asto ho musime podavat.

Co sa tyka preskoku exonu, musime sa pozriet na rdzne zlu¢eniny pre réznych pacientov, ktoré
pOsobia narozne mutacie. Kazdy pacient bude reagovat rozdielne. Chysta sa velmi, velmi
komplikovany vyskum. Ale tu mozem byt teraz prehnane pesimisticky.

Holandski vedci v Leidene teraz skusaju preskocit/vynechat’ exony 51 a 46 a britski budu taktiez
preskakovat exon 51. Toto bude potom rozsirené na ostatné exony. Bude sa musiet vzdy prejst cez tie
celé zdlhavé schvalovacie procesy?

Bude musiet’ byt nové schvalovanie, pretoze technicky je kazdy AON novym lieCivom. Ale v ¢o
verime je to, pretoze AONy pre prvé skusky st vybrané vzorky, ze pre nasledujice AONy by mohli
byt’ povol'ovacie procesy skratené, pokial’ sa budu vsetky AONy spravat’ podobne a nevyvolaju Ziadne
vedl'ajsie t€inky.

My, myslim tym britskii spolocnost MDEX, pracujeme s modifikovanymi oligami, chemicky
nazyvanymi morfoliny. Tento typ zliceniny bol uz systematicky podavany I'ud'om ako potencialne
antibiotikum. Ukdzali sa byt bezpecné, pretoze sa v tele nerozlozili, zdaji sa byt aj perfektne stabilné.
Uz s nimi boli robené rozsiahle skusky a teda nevyzaduju také rozsiahle klinické testy, ako napriklad
trocha inak modifikovany AON, ktory pouzili holandski vedci, tzv. 20-methyl-thioate-protected,
ktory este l'ud’om nebol podavany.

Na druhej strane, morfoliny majii kompletne odlisny hlavny retazec a pretoze st také zvlastne,
neexistuje spdsob, ako by mohli byt integrované do genomu. Takze to ¢o robime, nie je v skutocnosti
génova terapia, ale skor modifikacia génového vzorca.

Ak by sa prvé morfoliny ukazali ako bezpecny liek na muskularnu dystrofiu, verim tomu, ze l'udia
zodpovedni za reguléaciu lieCiv zmiernia smernice o tom, ¢o musi byt urobené pre nové oliga pred ich
uvedenim do klinickych skuSok. Pokial’ by sme robili rozsiahle testovanie pre kazdy AON, mohli by
sme rovno teraz prestat’, bolo by to kompletne neudrzatelné a neboli by sme schopni lie¢it mnohé
odlisné mutacie sposobujice DMD.

Jednym z najddlezitejSich aspektov, ktoré treba zvazit’ je ten, Ze oligd nie s jednoduché bezné lieky,
ale ze by sme mohli poniknut osobné lieCenie (molekularnu terapiu) upravené podla potreby
chlapcov s DMD.

Spolo¢nost’ AVI Biopharma v Portlande v Oregone vyvija morfolinové oliga ako antivirové nosice,
ktoré by sa mohli potencialne dostat’ k stovkam tisic l'udom. A preto - s niektorymi smerujucimi na
pouzitie v ramci beznej populacie - musi$ mat’ rozsiahle bezpecnostné testovanie, aby si sa uistil, ze
0,1% T'udi nebude mat’ akékol'vek neocakavané odmietavé reakcie. Na rozdiel od tohto, nase oliga na
liecbu DMD by boli podavané iba vo vel'mi Specifickych pripadoch DMD. Takze, pokial’ existuje
nejakd odmietava reakcia, dotykala by sa jedného alebo dvoch chlapcov (a my dafame, Ze sa ziadna
nevyskytne), a pretoze tito pacienti buda pocas liecby vel'mi pozorne sledovani, akékol'vek vedl'ajsie
ucinky by mali byt rychlo odhalené a mali by byt okamzite prijaté adekvatne kroky.

Stale by vSak mohli existovat’ i¢inky zavislé na réznych nukleotidovych sekvenciach oligov. A my si
musime byt’ vedomi tohto rizika. Ale toto by bol pripad vyvazovania rizika na tkor vyhod. Dokonca
ak sa vyskytovali nejaké odmietavé vedlajSie reakcie s tymito morfolinmi aplikovanymi na konkrétne
mutacie DMD, vyhody regeneracie dystrofinového vzorca by mohli vyvazit' rizika. Steroidy maju
mnozstvo vedlajsich uc¢inkov, ale tieto st momentalne tolerované ako najlepsia vol'ba lie¢enia.
Dominic Wells na tomto stretnuti ukazal, ze ked’ vstrekol AON priamo do svalov mys$i, po $trnastich
tyzdiioch dostal vel'mi dobry efekt preskoku exénu na tirovni RNA. Teda tieto morfoliny vyvolavaju
po Strnastich tyzdnoch preskok exoénu. A protein sa stdva viac stabilnym ako RNA. Takze po
Strnastich tyzdnoch, by si mal mat’ mnozstvo dystrofinu a to méze vydrzat’ snad’ aj 26 tyzdnov, ¢o je
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vlastne Sest’ mesiacov! Ja som si nikdy nemylsel, Ze by to mohlo trvat’ tak dlho. Pracuje to lepsie, ako
sa ocakdvalo. A ked’ by sa u chlapcov vyskytli nejaké odmietavé vedlajsie reakcie po podani
morfolinu, mozZno su aj spdsoby, ako to kontrolovat. Navyse, chlapci by mozno mali nepohodlny
tyzdeni, no potom maji Sest’ mesiacov pred d’alSou liecbou. ESte raz, musime vyriesit, ¢i je mozna
lie¢ba dvakrat ro¢ne. Toto by sme mali porovnat’ s chemoterapiou a radioterapiou pri lieCbe rakoviny.
Tie maju otrasné vedl'ajSie ucinky. Tie st tam vSak tolerované, pretoze ina liecba neexistuje.

Dva druhy antisense-oligonukleotidov. Holandski vedci skusaju ich oligami - 20-methyl-
phosphothioates, preksocit najprv exon 51 a vy a britski vedci budete testovat’ morfoliny. Ale pracujete
spolocne, nie?

Holand’ania pozeraju na rozmanitost' réznych exonov a Angli¢ania urobili porovnanie a zistili, Ze
zlG¢eniny, ktoré sme vyvinuli, a to predovsetkym morfoliny, pracovali ve'mi dobre a rozhodli sa ich
pouzit’ pri ich klinickych skuSkach, ktoré su este stale v §tadiu pldnovania. Tiez budu skusat’ preskocit’
exon 51, bude to vlastne paralelna Studia k tej holandskej skuske. Takze, budeme schopni porovnat
rozne chemické latky, rézne postupy, a porovnat’ ucinnost’ tychto réznych sposobov liecby. Toto by
nemohlo byt’ v skuto¢nosti vykonané, keby sme my a oni skusali preskocit’ iny exén. Teda, ak sa oba
typy AONov ukdzu ako bezpecné, prace na oboch budu sledované. Dufajme, Ze obe poskytni
podobné vysledky.

Jeden v skuto¢nosti nikdy nevie, o sa stane, ked’ je sval dlho vystaveny uc¢inkom hociktorého z tychto
oligov. Je dokonca mozné, Ze nejaka liecba bude vyzadovat’ kombinaciu oligov. Myslienkou je, Ze
konkurencia je zdrava, a Ze nenechame vSetky vaji¢ka v jednom kos$i (zrejme akési prislovie). Ak
budi s'ubné oba systémy, tak oba budu d’alej sledované.

A opét, ak sa nieco stane po troch rokoch liecby morfolinom, potom sa mozeme vratit’ k liecbe 20-
metylom. Ale pokial nemame v danom momente ni¢ iné ako morfolin, mohli by sme mat’ problémy.
Ale okrem morfolinov a 20-metylov existuju aj iné¢ typy AONov, ktoré su dosiahnuteI'né pomocou
inych chemickych postupov, a ktoré sme schopni vykonat'.

Prvé experimenty s preskokom exonu. Kto viastne prisiel prvy s myslienkou preskoku exonu?

Myslim, Ze tato technika bola vyvinuta sucasne na viacerych réznych miestach. Ja som robil prace s
dystrofinom na vratnych (revertant fibres) vlaknach, ktoré sa samovolne vyskytuju vo svaloch
postihnutych DMD a skusal som vyriesit', ¢o to bol za mechanizmus. A zdalo sa mi logické, Ze to bol
mechanizmus preskoku exénu. To bolo okolo roku 1994 a nasli sme nejaké génové prepisy, nejaké
funkéné mRNA pre skrateny dystrofin. A potom koncom roku 1996 na stretnuti v Lake Tahoe, som
stretol Ryszarda Kolea z Univerzity zo Severnej Karoliny. Rozpraval o potlacovani netypického
spajania v géne betaglobin ako o lieCbe stredomorskej anémie. Pokial’ viem, bol prvou osobou, ktora
upravila vzorec génu pomocou zmeny spajania. Neskor sme Ryszard aja nejaky Cas rozpravali
a potom nastal jeden z tych momentov, kedy do teba nieo vrazi, doslova ako letiaca tehla! Bola to
jednoducho taka obycajna cesta, po ktorej sa muselo ist’. Pokial’ si mohol pouzit AONy na potlacenie
netypického spajania, preCo nepouzit’ rovnaky pristup tiez pre bezné spajanie? Po par tyzdioch, ked’
som sa vratil naspdt’ do Perthu, obdrzal som od Ryszarda nejaké oligd. Mali sme nejaké kultury
svalovych vlakien, ktoré neboli velmi dobré, ale urobili sme v podstate hned’ nejaké experimenty a S
jednym z Ryszardovych oligov sme dosiahli na§ prvy preskok exonu vlastne pri jednom z prvych
experimentov.

Kedy bude existovat’ lie€(ba pomocou preskoku exénu? Gén bol objaveny pred 20 rokmi. Kazdy bol
velmi vzruseny, Ze by sme uz dalsi rok mohli mat liecbu. Co ma ale viastne ¢lovek povedat rodicom,
ktori citia, Ze cas ich chlapcov uteka prec? Pred dvoma rokmi mi poskytol Gertjan van Ommen
z Univerzity v Leidene rozhovor, v ktorom povedal, Ze bude trvat asi 10 rokov, kym bude preskok
exonu ucinkovat aj na chlapcoch. Dva roky uz uplynuli, takze ostalo osem. Pytal som sa nasich rodin,
¢i to cheii naozaj vediet a ich odpoved bola: ,, Ano, chceme to vediet' a rozumieme tomu, Ze podobny
odhad nemoze byt presny, a ze to nemoze znamenat, ze presne v januari 2014 bude existovat’ nejaky
liek pre nasho syna.* Aka je situdcia teraz? Ako dlho si myslis, Ze to bude trvat?

Ano, viem, st to hrozné veci. Toto je Siesty rok, ¢o som prisiel na stretnutie Parent Projectu. BohuZial’,
kazdy rok stretivam novych I'udi a kazdy rok tu zasa ini 'udia nie si. Ale musime pokra¢ovat’ pomaly
aopatrne ajeden krok za druhym zabraiiovat’ chybam, ktor¢ by mohli Cas Cakania dokonca viac
predlzit’.
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Avsak som optimista, pretoze ak sa prvé klinické skuasky budi robit’ opatrne a bezpecne, potom
planujeme vel'mi rychlo pokracovat’ s novymi sktiSkami. A nové skuSky by zahfnali nové ciele, ktoré
by mohli viest’ k preskoku exdénov vplyvajicich na rézne iné mutacie. Takze odpadne dlhorocné
cakanie, aby sme mohli vidiet' Co sa stane a analyzovali vysledky. Ak dostaneme pozitivne vysledky
jednej skasky, mozeme Co najskor zacat’ s d’al§im stuptiom.

A jednou cestou, ako by sme mohli urychlit’ pracu je, Ze miesto skuSania preskocit’ iba jeden exén
Vv danom case, mohli by sme sa zamerat’ na dva exdny, alebo dokonca aj viac sucasne, teda urobit’
akési multipreskoCenie exénu. Preco nevyuzit' ,kokteil* oligov na preskok viacerych exéonov naraz?
Aktualne sme to skusali na bunkovej kultire s mixom oligov na sicasné odstranenie exonov 50, 51, 52
a 53, pricom to pracovalo primerane dobre. TieZ sme pracovali s inym mixom, ktory posobi na exony
6, 7 a 8, ¢o su exdny u dystrofickych psov, ktoré je potrebné preskocit. Takze by sme to vyskusali
najprv na psovi a potom az na 'ud’och. Jednym z tychto kokteilov by mohlo byt’ ovplyvnenych mnoho
roznych mutécii. Vyhodou pouzitia kokteilov je, ze by si mohol urobit’ bezpecné testovanie troch
alebo viacerych oligov v jednom case. A dokonca by sme mohli kombinovat’ rozdielne oliga. To by
mohlo vyznamne urychlit’ vyskumny proces.

Takze vyzera to tak, Ze Gertjanov odhad bol naozaj redlny, mozno bude ten ¢as kratsi - odteraz mozno
takych 5 az 6 rokov, kym budeme schopni liecit’ prvych chlapcov s DMD.

Ked' rozpravam s rodinami, velmi ¢asto ich pocujem hovorit: ,, Preco DMD postihla prave nds? Co ju
sposobilo? Ja im odpovedam? , Dévodom su mutdcie atie sa Vyskytuji ndhodne, nedaji sa
predvidat.* Avsak mutacie su iba hrackou evolucie. Keby neexistovali mutacie, ani my by sme tu
neboli, na Zemi by neexistoval zZiadny zZivot, mozno iba sliz. Ale evolucia tiez vytvorila vedcov ako si ty,
ktori to skusaju napravit, opravit' gén, vyriesit ten probléem pomocou ndjdenia liecby.

To je zaujimavy spdsob, ako sa dd na to pozriet. Je to pravda, bez evolucie by sme sa nikdy
nevyvinuli. Kazdy je na pohlad iny, kazdy ma pravdepodobne nepatrne odlisné gény dystrofinu.
V niektorych pripadoch existuju jednoduché bazové zmeny v proteinoch kddujucich exony, ale tieto
zmenia len jednu aminokyselinu a vo vSeobecnosti nie su az tak dolezité, iba ak by to bola jedna vel'mi
dolezita aminokyselina. Kazdy gén dystrofin je jemne rozdielny a geneticka zmena sa rozsiri na iné
gény ana gény kontrolujice génovy vzorec. Sme velmi komplikovany geneticky balicek ato je
pravdepodobne pric¢inou réznych klinickych symptémov najdenych u pacientov s DMD.

Vyroba oligov. Kto viastne robi oligd? Pravdepodobne sa robia automaticky, nie?

Oliga 20-metylov, ktoré sme pouzili pri naSich zaciatkoch, som vyrobil ja osobne s pristrojmi, ktoré
mame v laboratoriu. Stlacil som tlacidla na zaclenenie do AONovych postupnosti, naplnil som roztoky
a nechal som ich zakryté (I pressed buttons to key in the AON sequences, | filled the reagents in
and kept them topped up) a stratil som vel'a spanku, ked’ som sledoval syntézu. Chemikalie boli
vel'mi drahé aja neznaSam plytvanie, takze syntetizér bezal 24 hodin denne. Teraz existuje mnoho
spolocnosti, ktoré robia oliga, ale ja preferujem aspoi nejaka kontrolu tohto procesu. Akonahle sme
optimalizovali na§ 20-metyl v kultivovanych bunkach, dostali sme sa do kontaktu s AVI Biopharma
v Oregone, so spolo¢nost’'ou, ktora dnes robi nase morfoliny, dokonca pre skisky klinického stupna.
Budu tieto oliga drahé aj vtedy, ked’ uz bude vsetko pripravené pre chlapcov?

Budu drahé, ale nie az tak drahé, ako produkcia virusov pre génovi vymenu. Preskok exonu bude
mnohonasobne lacnejsi. Naklady na tvorbu oligov su zna¢né a my stale potrebujeme mnoho morfolinu
Sroznymi sekvenciami. Ale pokial dokazeme vytvorit oliga, ktoré dokazu efektivne pracovat
Vv malych mnoZzstvach, ktor¢ moze§ podavat’ v nizkych dévkach a pritom su stéle liecivé, potom tieto
lieky nem6zu byt také drahé.

Dolezitad bude véasna predklinicka diagnéza. Pokial’ funguje preskok exonu alebo ind technika,
nemala by byt aplikovana este pred tym, ako sa svaly zacnu postupne strdacat?

V¢asné rozpoznanie ochorenia bude ddlezité. A mozno, ak by preskok exonu fungoval a ukazal sa ako
bezpeény, potom (po vCasnej diagndze) mozes zacat liecbu predtym, ako sa vobec vyskytna nejaké
priznaky. A to by mohol byt velky rozdiel. Myslim si teda, ze v€asna diagnoza je dobry napad
a najnovsie diagnostikovanie svalovej dystrofie by malo byt dostupné kdekol'vek.

Existuje potom nejaka nadej? Na zaver tohto rozhovoru, povedal by si prosim nieco rodicom na
udrzanie ich nadeje po takomto délezitom stretnuti, akym bolo toto v Cincinnati?
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Najprv mi dovol’, aby som t’a prekvapil: pokrok s morfolinom, ktory bol urobeny v poslednom roku,
bol ohromujuci, dosiahli sme vysledky d’aleko za naSimi o¢akdvaniami. Sme optimisti a o¢akavame,
ze bude pracovat’ d’aleko, d’aleko lepsie, ako sme predpokladali. Na zac¢iatku nasej prace sme zistili, Ze
v bunkovej kultare pracuju vel'mi biedne. A ked’ sme zacali prace s mySami podavanim injekcii do
zivych organizmov, robili sme vSetky také tie ,,fantastické triky* na to, aby sme ich dostali do svalov.
V principe to fungovalo, ale aj tak sme vyskuasali uritu spétnu kontrolu - morfolin vo fyziologickom
roztoku (iba v 0,9% beZnom sol'nom roztoku). A pracovalo to nadherne, aj bez akychkol'vek nosicov
na zlepsenie dorucenia. Cisty morfolin vo fyziologickom roztoku, najjednoduchsia mozna cesta na
jeho podavanie, pracoval vel'mi, vel'mi u¢inne!

A potom k morfolinom l'udia z AVI Biopharma pripojili nejaki mala skupinu peptidov na este vacsie
zlepsenie dorucenia a tieto veci fungovali na mysiach vel'mi, vel'mi pekne. Teraz to musime vyskusat’
na Pud’'och. LCudia z AVI vyvijaju teraz nové chemické zloZenia, robia nové modifikacie, je s nimi
nadherna spolupraca.

Ale na zaver chcem povedat’, ze tieto stretnutia Parent Projectu s vel'mi pozitivne. V sicasnosti
existuje tol’ko roznych vyskumnych pristupov pre muskularnu dystrofiu. St dost’ dobré skusky
nahradenia génu, na precitanie/snimanie STOP kodénu, su dva experimenty na preskok exonu,
existuje myostatinovy program, mnoho réznych prebiechajucich veci atiez si detailne skumané
steroidy. Existuje teda dovod na vel'a nadeje.

Ale nikdy to nejde dost’ rychlo. Zelal by som si, aby sme mali lie¢bu uz véera. Ale keby sme hned’
mohli spravit’ akési porovnanie, bude to pomocou preskoku exénu. Zaberie to nejaky Cas, kym pride
nieco lepsie, alebo viac trvalé. Nie je to perfektnd liecba, ale je to to najlepsie, Co dokdZzeme urobit’
v tomto momente s mnozstvom oligov a S nekompletnou novou technolégiou.

Dakujem ti velmi pekne, mozno aj za chlapcov, ich rodicov, pribuznych, doktorov a ostatnych, ktori sa
0 nich staraju, vyskumnikov DMD a snad’ dokonca aj v mene vplyvaych ludi, ktori by mohli zmenit
veci takym sposobom, Ze ty a tvoji kolegovia dostanete zdroje a prilezitost na skoré dosiahnutie vasho
ciela - liecby Duchenovej muskularnej dystrofie.

Zaverecné slova Patricie Furlongove;j.

Moji dvaja chlapci, Christopher a Patrick, boli diagnostikovani viac ako pred 22 rokmi. V tom ¢ase
bola tato oblast’ prazdna, neexistovala Ziadna nadej ani pomoc. Gén dystrofin unikal. V roku 1986 sa
zdalo, Ze sa svet zmenil. S vel’kymi fanfarami bol identifikovany gén dystrofin a zdalo sa, Ze lie¢ba je
na obzore. Coskoro po objaveni génu dystrofinu sme zistili, Z¢ ti cesta nebola taka jasnd, ako sa to
zdalo na zaciatku. Mali sme sa toho eSte vel'a ucit. V poslednych piatich rokoch sa dramaticky zmenil
svet DMD a my, rodi¢ia a ¢lenovia rodin, sme boli tymto zmenam napomocni. Oblast DMD je teraz
plnd moznosti a v nasledujucich par rokoch uvidime mnozstvo sl'ubnych klinickych experimentov,
ktoré dufajme povedu k vyvoju liecby DMD a DMD bude odstranend z listiny smrtelnych ochoreni.
Neocakavam, ze DMD zédzracne zmizne zo sveta, ale skér verim, ze DMD sa stane chronickym
stavom vyzadujucim opatrné klinické vedenie. Ale bude to zvladnuté a tieto perspektivne lieCebné
postupy zachovaju a ochrania funkciu svalov. Komunita okolo DMD a jej pokrok sa stane modelom
pre ostatnych s vaznymi stavmi a na$i synovia preziji, bude sa im darit’ a splnia sa im ich sny.

Této sprava, napisana v Cadaqués v Spanielsku, v auguste a v septembri v roku 2006, je dostupna aj
V SpanielCine a v nemc¢ine. VSetky moje predchadzajuce spravy v anglictine, nemcine a SpanielCine, st
dostupné na Internete na www.duchenne-research.com. Ti, ktori maju zaujem o zasielanie mojich
dalsich sprav prostrednictvom e-mailu, akonahle budu hotové, mali by mi prosim poslat svoju
e-mailovu adresu.

Giinter Scheuerbrandt, PhD., v Talgrunde 2, D-79874 Breitenau, Nemecko
E-mail: gscheuerbrandt@t-online.de
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Priklad preskoku exénu.

Na tomto priklade su vysvetlené molekularne detaily preskoku exoénu, pri¢om sa tak zmeni DMD
(spdsobena mutéciou, ktorou je odstraneny exon 45) na BMD.

Nizsie je zobrazena Cast’ bazovej sekvencie exonov 45 a 46 retazca mRNA génu dystrofinu, ako aj
koniec exonu 44 a zaciatok exonu 47. V exdne 45 nie je zobrazenych 50 trojic a vV exdéne 46 ich nie je
zobrazenych 30. Pod kazdou trojicou (kodéonom) je zobrazeny skrateny nazov aminokyseliny podla
genetického kodu. Trojice nasleduji jedna za druhou bez medzier, pomlcky tu len zndzornuji
Citaci/snimaci ramec a vertikdlne Cciarky znamenaji hranice medzi ex6nmi. ,Liecebny*
oligoribonukleotid, sposobujici preskok exonu, sa sam napoji na podciarknutych 19 baz v exéne 46
z retazca pre-mRNA. Tri bazy skrytého STOP kodonu su taktiez podCiarknuté. Exén 45 konci po
druhej baze posledne;j trojice, ktora je potom doplnena do trojice AGG pomocou prvej bazy exonu 46
(-AGG-AG | G-CUA.-).

Koniec exénu 44 | Zaéiatok exénu 45 Koniec exénu 45 | Zagiatok exénu 46
-UGG-UAU-CUU-RAAG | GAA-CUC-CAG-GAU---AGA-ARR-RAAG-AG | G-CUA-GAA-GAA-
trp tyr leu lys | glu leu gln asp arg lys lys arqg| leu glu glu

Skryty STOP kéd antisense oligoribonukleotid
GUC-GUU-GAU-UUU-UUU-UUC-G Koniec exénu 46 |

--ARAU-GAA-UUU---ARAA-GAG-CAG-CAA-CUA-ARA-GARA-AAG-CUU-GAG-CAA-GUC-AAG |
asn glu phe lys glu gln gln leu lys glu lys leu glu gln val lys |

| Zaciatok exénu 47
| UUA-CUG-GUG-GRA-GAG-UUG---
| leu leu val glu glu leu

Pokial’ chyba v mRNA iba exdn 45, potom je posunuty Citaci/snimaci ramec v exone 46 o jeden
nukleotid dol'ava a ex6n 46 potom zacina

namiesto | G-CUA-GRA-GAA-C sekvenciou | GCU-AGA-AGA-AC
| leu glu glu | ala arg arg thr

s tym dosledkom, ze do dystrofinu je pridruzenych 16 nespravnych aminokyselin, dokym sa neobjavi
predcasny STOP signal UGA, ktory bol predtym skryty (-AAU-GAA-UUU- je zmenené na -AAA-
UGA-AUU-, predtym skryty UGA je podciarknuty). Proteinovd syntéza je predCasne prerusena,
dystrofin zostava nekompletny a vznika DMD. Po odstraneni exénu 45 nasleduje po exéne 44 priamo
exon 46:

Koniec ex6nu 44 | Zagéiatok exonu 46
-UGG-UAU-CUU-AAG | GCU-AGA-AGA-ACA---AGA-UUU-ARA-UGA-AUU-UGU-UUU-AUG-
trp tyr leu lys | ala arg arg thr arg phe lys STOP!

Ak okrem exonu 45chyba aj exon 46, Citaci/snimaci rdmec nie je preruSeny, neexistuje tam predcasny
STOP kodon, ale 108 aminokyselin v centralnej Casti dystrofinu chyba, avSak dystrofin je stale
¢iastocne funkény. Toto zmeni zavazni DMD na menej vaznu BMD.
Koniec ex6nu 44 | Zaciatok exénu 47
———UAC-RRA-UGG-UAU-CUU-AAG | UUA-CUG-GUG-GAA-GAG-UUG---
tyr lys trp tyr leu lys | leu leu val glu glu leu

Pre potreby Organizacie muskularnych dystrofikov v SR
Prelozil: Filip Zeman, r. 2007
Preklad nepresiel odbornou korektirou.
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