Védecké pristupy k lé€bé Duchenneovy svalové dystrofie

Aktualizovano v dubnu 2008

Toto je nova zprava, kterou jsem ja, Gunter Schmaedt, biochemik z Bmecka, napsal pro Vas chlapce a mladé muze
s Duchenneovou svalovou dystrofii (DMD) a vaSe mgdkteri si prejete ¥dét jak pokr&uje prace praceédch a klinika ve
swtovych laboratéich v oblasti vyzkumu terapie DMD. Mojaquichozi zpravy, zvlaStposledni i z mitingu Parent Projektu
v Cincinnati véervnu 2006, Londyh 2006 a Filadelfii 2007 viww.duchenne-information.gu obsahovaly dost podrobnou
sumarizaci ¥deckych vysledk prezentovanych na&dhto mitincich. Ale protoZe probifada dalSich vyznamnycheédeckych
vyzkumi, které je&t nebyly prezentovany nachto mitincich, zkratil jsem tpdchozi i zpravy do této a doplnil o nové
informace, hlaviéd o informace z mitingu ActionDuchenne v Londyw prosinci 2007, aifdal souhrn sotasnych dlezitych

publikovanych praci.

Toto je text aktualizovanydhem trezna a dubna 2008, budu jejip¥zr¢ aktualizovat o nové informace, prvni aktualizace
bude po mitingu Parent Projektu ve Filadelfiervnu 2008, report bude dostupny v a#tgis, éméiné a Spasistine o rkolik
mésial pozdji. Stejreg jako vSechny méipdchozi reporty ani tento nenideckou praci s mnoha obtiznymi slovy, protoze jsem
se to pokusil napsat tak, aby Vam to umoznilo ppihmo se dje ve s¥étovych laboratéich. Tato zprava, stejrjako gredchozi,
obsahuje pouze informace &deckého vyzkumu. Ale pokusim séidat i souhrn informaci z oblasti |élské a socialni e
v dalSich pokréovanich této zpravy na zakkabudoucich prezentaci a publikaci.

V souhrnech uvadim pouze jména vedoucich labtiraitoliv dalSi kolegové, postdoktoranti a studentigorali na
publikovanych projektech v tymech, ale neni mozubligovat veSkera jejich jména. VSichni vedoucidedidi, jejichz prace
jsou zmigné v tomto reportu, 8 moznost vidgt koncept mého textu a korigovat jej, pokud byldipba, a tér vSichni tak

ueinili. Takze by v této zpraymelo zbyvat jen minimum chyb.

Pokud mate dotazy tykajici se vyzkumu, prosim, Stepini e-mail anglicky, dmecky, Spa#isky nebo italsky.. Pokusim

se na vSechny odp&dt, ale jen anglicky neboémecky.

Guenter Scheuerbrandt, PhD., Im Talgrund 2, D-7®#&#tnau, Nmecko, e-mail gscheuerbrandt@t-online.de

Uvod

Jak geny vytv&i bilkoviny. Geny jsou funkni jednotky
genetického materialu deoxyribonukleové kyseliny, DNA
Jeji ztruktura vypada jako zkrouceny #é&b dvojita spiréla.
Kazda picka obsahuje dva zétyf druhi malych molekul

piesune ven z jadra rbozomam — mimojadernym
strukturam v bu&né cytoplazré které syntetizuji bilkoviny.
Ribonukleova kyselinaRNA, pouziva misto baze T bazi U -
uracil. Spojovaci mista(splice sites) jsou specifické sekvence

zvanychbaze jsou to: adenin, guanin, thymin a cytosin (A, G,v exonu a na rozhrani mezi exonem a intronem nagbgto

T, C). Z prostorovych @vodi pricky mohou obsahovat pouze
dw kombinace bazi, tzvpari bazi A-T a G-C. Jestlize

spravné odstrami nekddujicich introin  z pre-mRNA.
Spojovani samotné je provederspliceozomy to je komplex

nagiklad GGCTTAATCGT je sekvence bazi na jednommnoha proteifha malych RNA.

vlaknu
jsou vzajerén

sekvence na druhém
takze oB sekvence

vlaknu, gislusna
CCGAATTAGCA
komplementarni:

- GGCTTAATCGT -

NS REREEN
- CCGAATTAGCA -

Tato sekvence bazijli genetickych pismen, je genetickou
informaci pro tvorbu vSech Zivych organism pedava se
Z generace na generaci.

VétSina geld nese informaci pro biosyntézbilkovin.
V jadie buiky je geneticka

je:

informace aktivniho genu dystrofinového genu,

V takto vzniklé mRNA i po sol¥ jdouci baze zvané
kodon (také se jimiika triplet nebo genetické slovo)
specifikuji jednu z dvaceti aminokyselin. Kodonyvaauji
bezprostedre jeden na druhy. Ribozom§tou kodony jeden
po druhém a postupnz aminokyselin skladaji proteiny.
Proteiny jsou obvykle tieny stovkami az tisici
aminokyselinami. Existuji 3 kombinace kodotdAA, UAG a
UGA, které nekoduji aminokyselinu akop kodon ktery
zastavuje tvorbu bilkovin.

Dystrofinovy gen a bilkovina. Duchenneova a
Beckerova svalova dystrofie jsou tgobeny poskozenim
ktery nese informaci pro tworb

kopirovana, a grepisovana/transkribovana do jiné genetickébilkoviny dystrofin. Dystrofinovy gen s 2.220.22%zemi je

formy oznd&ované jako pre-mRNA nazyvané také

transkript . VétSina geid sestava z aktivnich neboli kddujicich celého dystrofinového genu

oblasti —exoni, které obsahuji informaci pro tvorbu bilkovin,
a z obvykle podstatn delSich oblasti nazyvanych introny,
které neobsahuji pouze genetické ,haraburdi, jakd$ve
myslelo, ale také iezité informace pro kontrolu aktivity
geni. Po transkripci jsou introny odsti@y z pre-mRNA,
exony spojeny dohromady do tzmRNA, ktera se potom

nejwtsim genem v lidskéngle. Ale jen 11.058 bazi, tj. 0.5%
ragenych do 79 exah
specifikuje sekvenci 3.685 aminokyselin itiadch normalni
dystrofinovou bilkovinu ve svalovych hkach.

Velikost dystrofinového genu a bilkoviny. Rozvinuta
dvojSroubovice dystrofinového genje 0.75mm dlouha.
Dohromady s dalSimi lidskymi geny, kterych je podle



poslednich informaci 20.488, se vejde do jadraoséabuiky,

problémim a zhorSeni prokrveni svalstva. DalSifslddkem

které ma pimér 0.01mm. Jedna molekula Uplné dystrofinovéjsou stevni potize zfisobené nedostdteou pohyblivosti

bilkoviny je podstats menSi nez gen, ktery ji kdéduje,érh
125nm (=0.000125mm), 8.000 dystrafinnatazenych a

sttev. Poskozeni jednoho jediného genu postihuje vetést
téla.

polozenych jeden za druhym ma délku 1mm. A vjednom

gramu sval je 114 miliard dystrofinovych molekul. Aby svaly

mohly fungovat vicemeén normal®, aby bylo dosazeno
zsomaleni nebo zastaveni progrese DMD je nutnéhdosé
alespa 30 % normalni koncentrace dystrofinu. Proto jdhé&

Mutace dystrofinového genu.Existuji ti bézné typy
mutaci, které ovliiuji dystrofinovy gen:delece kdy jeden
nebo vice exoih chybi, inzerce, kdy se ¢ast genetické
informace vyskytuje vickrat hodové mutace kdy jeden par

DMD velky védecky problém. Novy dystrofin nemusi byt bazi je zminény, chybi nebo naopakigbyva. DalSim typem
nutré Uplreé stejny, nfize byt kratSi ale musi byt schopen mutace jsou zgny vintronech, které ovliwiji spojovani
spravig fungovat. To znamena miliardy a miliardy novych exoni béhem procesu vyt¥éni mRNA.

dystrofini v kazdém gramu sval A dit¢ potebuje kilogramy
svall.

Role dystrofinu. Dystrofin je poteba pro mechanickou
stabilitu svalovych butk. Je umistn na vnitni strag svalové
membrany. Jeden z jeho kdind¢zv. C-terminal je piipojen na
skupinu dalSich bilkovin ve svalové membrakteré seika
dystroglykanovy komplex. Druhy konec, tzv. N-terdlinse
pripojuje na struktury, které se umi smrstit @sapbuji ztazeni

Jelikoz ribozomyc¢tou z mRNA tipismenné geneticka
slova postup® slovo po slovuéteci ramec neni narusen
pokud mutace Zjsobi deleci nebo inzerci celych slov.
V takovém pipact ¢teni Zistadva Wwtecim rdmci a zkraceny
nebo naopak prodlouzeny dystrofin je vilkéch produkovan
dal. Pokud tyto zeny ovliviwji pouze mé# dilezité ¢asti
genu dystrofin éstava stale alespaiasténé funkeni, takové
mutace vyvolavaji Beckerovu svalovou dystrofii. tleale
mutace zpsobi posurtteciho rdmce o jednu nebo&baze

svalovych budk. Stedova oblast, tzv. rod doména, se sklad&teni vypadava zteciho ramce. V takovémiipad dochazi
z pokrouceného, mnohokrat zahnutého aminokysellmmvé v mis€ poruchy k pouziti nespravnych aminokyselin, obeykl

fetézce. Jestlize nastane kontrakce dystrofinovy gegngm
svou délku, jeho zkroucena struktura funguje jakozipa,
jako jakysi tlumé narazu. Dystrofin takto ipndSi mecha-
nickou energii produkovanou aktin-myosin konthaim
aparatem na svalovou membranu a struktury mimikipu-
pojivovou tkai a Slachy tak, aby nebylygzovany.

Dystrofin ma ale vic roli ve svalové ime: bez & se
rozpada slozitd struktura dystrofin-glykoproteinboé
komplexu, je dlezity pro spravné umigti mnoha jinych
bilkovin. Reguluje slozité procesy jako je udrzovapravné
koncentrace vapniku v bkdch nebo st buiek. Mnoho
detaili slozitych interakci, kterych se dystrofin ¢astni, je
stale neznamé.

Chlapci s DMD maji ve svalovych vlaknecthil® malo
nebo wibec zadny dystrofin. Jestlize sfrad chybi ochranny a
organiz&ni efekt dystrofinu dochazi fip kontrakcich
k poskozeni svalové membrany a do &urpronikd velké
mnoZstvi vapniku. Nadbyiey vapnik aktivuje enzymy jako
jsou kalpainy a dalSi proteazy, které rozkladapt@ny ve
svalové biice a zahajuji proces htimé sebevrazdy -
apoptozu. Nasleduje celyettz udalosti jako je z&h a
aktivace fibroblast, ktery vede Kibréze, ktera dale
zpomaluje regeneraci svala zpisobuje typické symptomy
jaké Ize pozorovat u starSich paciteatDMD.

také brzy néasledujeifpdiasny stop kodon. Nekompletni a
poznenény dystrofin neni schopem plnit svou funkci,
takovéto mutace vyvolavaji Duchenneovu svalovourdfis

Dystrofin v mozku. Dystrofin se nevyskytuje jen ve
svalovych vlaknech ale také v jinych organech, ihdqd
v mozku a ¢&ni sitnici. Svalova forma dystrofinu mé 420kd
(jeden dalton je vaha atomu vodiku) a je &jvisoformou
(protein o fizné velikosti vznikly éznym ¢étenim jednoho
genu) dystrofinu. Jak normalni dystrofin tak 4 dafrmy se
vyskytuji v mozku hlavé kolem synapsi a veésiach cév
v takzvané hemotoencefalitické baeé Tento dystrofin je
dilezity pro spravnou komunikaci mezi nervovymiikami a
pro spravnou fundnost hematoencefalické bariery, ktera
umoziuje piichod barierou jen ém latkdm, které jsou
potiebné pro normalni funkci mozku.

Dystrofinovy gen ma& 7 promotbr Promotory jsou
sekvence bazi, od kterych se startuje produkcewfik Prvni
3 promotory na zstku genu kontroluji syntézu normalniho
dystrofinu, dalsi 4 jsou uviigenu.Cim blize konci genu je
promotor umisin tim kratSi vysledny protein je. To znamena,
Ze mutace neovliwiji produkci ¥ch forem dystrofinu, které
maji promotor za mutaci. Proto chlapci s DMD s routa
v prvni pilce genu mohou produkovat kratsi isoformy

Chlapci s pomaleji progedujici Beckerovou svalovoudystrofinu zatimco u chlafics mutaci na konci genu mozkova
dystrofii maji méa dystrofinu nez je ve zdravych svalech, isoforma dystrofinu bude chyb To vyswtluje pra: nekteri

tento dystrofin je navic obvykle kratSi nez norndlrakovyto
dystrofin stéle jest ¢ast&né pini svou roli, ale nedokaze
pracovat tak efektivhjako normalni.

Pti absenci dystrofinu netrpi jen kosterni svalstiotaké
hladké svalstvo a srdce. Poskozenim

disledki, nagiklad snizenou schopnost cévédit swuj
pramér kdyz se zvedne prok krve, to vede k respiaim

chlapci maji velké potize genim nebo problémy s chovanim
zatimco jini jen mirné nebaibec zadné.

Jelikoz jiné sioformy dystrofinu se nachéazi ianositnici
mize u rgkterych typgi mutaci dochézet ke zhorSeni barevného

srdce  vznikaidéni.
kardiomyopatie. PoSkozeni hladkého svalstva ma mnoh

Tyto informace pochazi od profesdfeancesco Muntoni
z Imperial Colledge v Londyn



Exon skipping

Exon skipping neni I&ba. Technika exon skipping
zkousSi gevést rychle progredujici DMD na vyrazpomaleji
progredujici BMD. Tato technikaen#ni gen pouze ovliviuje
to jak je gencten, jak je z 8 dystrofin syntetizovan. Exon
skipping nikdy nebude Uplna déa DMD, pouze zmirni

degenerace. Bez tohotoiepaitu by finactilety chlapec
s velkym mnozZstvim pojivové a tukoveé tkéawe svalech rd

jen 3% normalniho mnozstvi dystrofinu, zatimco pkela

s nejmén posSkozenymi svaly 12%. Molekularni metody
prokézaly, Ze novy dystrofin ¢hpiesré otekavanou strukturu,

zavaznost symptoin Jestlize mutace, a je jedno jestli delece,ze ¢teci ramec byl obnoven. Nebylo ale moznéityestli by

duplikace nebo bodova mutace, porusiigei ramec mRNA a
zpisobuje DMD je mozno jej obnovit uftym odebranim

jednoho nebo vice exén pomoci antisense oligoribo-
nukleotidi, AONi. AONy jsou kratké kousky RNA
konstruované tak, aby byly komplementarnimi dépl

spojovacich sekvencéah exorii v pre-mRNA, které chceme
odstranit. Tyto AONy interferuji se spojovacimi rhagismy

tak, Ze dokazi vyblokovat konkrétni exony a Zadimé. |

ProtoZe takto modifikovana RNA je kratSi nez nomndl
dystrofin bude taky krat3i, bude mu ckiybast aminokyselin.
Jsou-li tyto aminokyseliny s@asti oblasti, jako jef¢ba rod
doména, které nejsou nezbytnnutné pro fungovani
dystrofinu, zkrdcen& bilkovina stéletre vykonavat svoji
stabilizujici funkci ve svalové membranVysledkem bude
zmena fenotypu z DMD na miggi BMD.

Pro prvni klinické testy jsou pouzity 2 druhy chekyi
chrarénych AONi. AONy musi byt chr&my protoze jinak by
rychle podléhaly zgeni burénymi enzymy rozkladajicimi
nukleové kyseliny. Tyto dva typy AQNse nazyvaji 2'O-
methyl AONy a morfolino AONYy.

Exon skipping - klinicky pokus v Holandsku. Prvni
pokus s technikou exon skipping ndoveéku prokehl v
Holandsku v obdobi od ledna 2006 doeina 2007. Byl
vymyslen tak, aby dokazal futikost této metody n&oveéku,
pacienti z Bj ale nengli Zzadny zdravotni prosgh. Byla to
lokalni studie na malém kousku svalu na Slapce ndby
kterého byl injikovan 2'0O-methyl AON s ozéenim PRO051
zacileny na exon 51. 8niito chemicky chr&nymi AONy
holandsti ¥dci pracovali mnoho let. Vigdklinickych experi-
mentech, byli schopni dosahnodepkdeni potebného exonu
nejen na kulturach svalovych hiknale i u Zivych mysi a s
jak pri lokélni tak systematické (zasahujici célé) injekci.

Pred startem prvnich klinickych téskazdému chlapci
byly provedeny klinické a genetické testy tak, dyjo jisté,
Ze technika exon skipping u nich povede k te¢ozkraceného
dystrofinu. Pokusu secastnili 4 chlapci mezi 10 a 13 lety,
vSichni jiz na voziku, s delecemi exoB0, 52, 48-50 a 49-50.

toto mnozstvi nového dystrofinu bylo schopno zpdmal
progresi choroby v celém svalu protoZzeeidy objem byl
piilis maly.

Tyto vysledky naznauji, Ze I&ba metodou exon skipping
by méla byt zahajena dokudétsina sval jeS€ neni filis
poskozena, nejlépe ihned poté co bude zndeenp mutace.

Holandsti ¥dci nyni gipravuji novy klinicky pokus p
kterém bude AON PROO051 podan tak, aby se dostal do
krevniho olhu, takze 1€k bude moci proniknout i do srdce a
plic. Lék bude podan podkozni injekci protoze pgkus
mySich a opicich ukazaly, zé& pomto zpisobu aplikace je 1€k
schopen se dostat do vSech gvaletnt srdce a branice bez
vazrgjSich vedlejSich &inkid. Dalsi vyhodou je, Ze wfpad
casgjSi poteby léku pi tomto zpisobu alikace nebude nutno
chodit do nemocnice k odbornikovi.

Tato metoda byla vyvinuta na univeésity Leidenu,
vyvinuli ji profesorGertjan van Ommenra profesorkaludith
van Deutekom a jejich tym, za organizaci a provedeni
klinickych testi je odpo¥dna firma Prosensa B.V. z Leidenu
vjejimz cele je Dr. Gerard Platenburg profesorka van
Deutekom je zde nyrteditelkou pro vyzkum.

Pozitivni vysledky preklinickych studii a klinicketudie
s lokalni aplikaci peswdcily vedeni firmy Prosensa o tom, ze
ma smysl z&it systematickou /1l fazi klinickych testv roce
2008. Cilem je zjistit negativni ¢inky tohoto zmisobu
podavani léku a efektivnost ve svalech. Studie lprdeedena
na chlapcich s DMD veéku 5-15 let, bude trvat 5 tydnPo
tuto dobu budou dastnici pokusu dostavat 1x tydpodkoZni
injekci PROO051. Protoze neni jisté jestli davka ADN
nastavena podle pokiusa zvfatech bude bezpea u dti
za&ne se smalou davkou u jednoho chlapce a pokud
nenastanou problémy bude se davka pomalu zvySakaaly
bylo dosazeno optimalniho mnozZstvi.

Pro tyto testy Prosensdipravila 1g AONu zacileného na
exon 51 vkvalg vhodné pro Kklinické testy. Byly také
vyvinuty AONy na exony 43, 44, 45, 46, 50, 52 a %$to
AONYy a jiz zkouSeny AON na exon 51 bymnmumoznit I&bu
piiblizné 65% pacient s delecemi. Ale z finamich divodi

Chlapci byli I&eni postupd, to znamena, Ze az bylo jisté, Ze uProsensaipravuje pro klinické testy jen AONy pro exony 44

piedchoziho chlapce nebyly Zadné vazné vedlgjaky a test
byl pozitivni, dalSi chlapec byl ¢én. Kazdy chlapec dostal
v lokalni anestezii injekci 0.2mg PROO051 rozgogho
v 0.9% roztoku NaCl do malé oblasti svalu tibiaisterior o
velikosti 1.5cm.

a 52. Pro dalSi vyvoj Prosensaifetiuje vic kapitalu, proto si
velmi vazi nemalych sponzorskych dlarrodicovskych
organizaci jako jsou holandsky a&mmecky Parent Project,
francouzsky AFM apod.

Zdroje: Van Deutekom JC, Janson AA, Ginjaar I1Balet

Po ¢tyfech tydnech jim byl odebran kousek svalu alocal dystrophin restoration with antisense oligdeatide
otestovan jestli se wm nachdzi mRNA s vynechanym PROO51. N Engl J Med 2007; 357; 2677-86.

exonem 51 a zkraceny dystrofin. Tyto testy ukazdly, 4
tydny po injekci 64%, 85%, 97% resp. 73% svalovyldken
obsahovalo dystrofin spra¥nlokalizovany v membranach.
Vzhledem k lamininu a2, proteinu, ktery neni ovlivm
dystrofickym procesem, bylo mnozstvi dystrofinu 33356%,

17% a 25%. Toto porovnani bere v Uvahu rozsah ggalo Britanii

Hoffman, EP. Skipping toward personalized molecular
medicine. N Engl J Med 2007; 357; 2719-22

Exon skipping - klinicky pokus ve Velké Britanii. DalSi
klinicky test metody exon skippingfipravuje ve Velké
konsorcium MDEX pod vedenim profesora



Francesco Muntoni z Imperial Colledge London. MDEX produkovala AONy, aby je nebylo nutno podavat opake.
konsorcium je financované ministerstvem zdravotidtelké  Toho Ize dosahnout tim, Ze se do svalovéikbuvlozi
Britanie a charitativnimi organizacemi jako jsou $dular  modifikovana U7-snRNA obsahujici genetickou infoainaro
Dystrophy Campain, ActionDuchenne a Duchenne Parentvorbu AON1. U7-snRNAjsou malé jaderné RNA, které maji
Support Group. strukturu podobnou spojovacim faliar (splicing factors).
Osm fiznych AON: bylo testovdno na svalovych V dalSim vyzkumném programu vyvinuli francouzsédei
burgénych kulturdch zdravych lidi, chlajpcs DMD, na  dokonce novou, obeé&si exon skipping techniku, ktera
nedystrofickych mySich a na mySich slidskym genem  vyuZziva virového transferu gémJ7.
dystrofin. NejlepSich vysledk bylo dosazeno s morfolinem Aby vyzkousSeli tuto metodu zkonstruovali modifikawa
AON H51A, které vyvinulSteve Wiltona u kteréhdominic  gen pro U7-snRNA. Ten obsahoval komplementarni DNA
Wells dokazal, ze je dostate® stabilni pro dlouhodobou sekvence dvou AOWN které jsou pdebné pro odstrani
klinickou lé&bu. Morfolino je vyrdbno v kvalig pottebné pro  exonu 23 u mdx mysi. Tyto kratké snRNA stgjako vSechny
klinické testy firmou AVI BioPharma Inc. V Portland ostatni RNA jsou ,vytvéeny“ geny. Modifikovany U7 gen,
Oregon, a ma oziani AVI-4658. ozna&ovany jako U7 SD23/BP22, spole s kontrolnimi
Tii skupiny po tech chlapcich s DMD veéku od 12 do  sekvencemi byl viozen do AAV vektoru typu 2 a igjian
18 let dostaliit raizné davky morfolina: 0.09mg, 0.297mg a nejdrive lokédlre do jednoho svalu mdx mySi a potom do
0.9 mg ve fyziologickém solném roztoku a to v devit krevniho olhu. To vedlo k vytveeni dystrofinu bezasti
injekcich do svaluextensor digitorum brevigedné nohy. kddované exonem 23 az u 80% svalovych vidkeeriého
Tento sval byl vybran protoZe je snadno dostupnyize byt  svalu. Tento zkraceny dystrofin migroval do své maini
snadno biopticky odebran bez véiich disledki v piipadt,  pozice pod butnou membranou, byl tak stabilni, Ze se ve
Ze by doSlo k gakym zavaznym probléim. Z kontrolnich  svalech vyskytoval je&t po roce a ne#psoboval z&dné
divodi stejny sval druhé nohy dostal injekci solnéhookat  imunitni reakce. Dystroficky proces, to znamenachlgna
Rozsahla klinicka kontrolacetrg biopsie byla provedendggd  svalova degenerace a regenerace, byléipastaven. U takto
injekcemi morfolina a 30 dni po injekci. I[é¢enych mdx mysSi se nevyvinula svalova degeneracea@ni
Prvni injekci morfolina dostal prvni pacient 18 girce  velké fyzické namaze, ktera jé4ma u neléenych mysi.
2007. Redpoklada se, Zze vysledky celé studie budou Technika transferu U7 genu byla poté odzkouSena i n
k dispozici koncem 2008. Jakmile prvni studie uk&libné GRMD psech - dystrofickych golden retrivrech. Tigsi maji
vysledky z&ne systematickd studie, kterd je jiZegem  mutaci veéasti exonu 7 slouzici k napojeni na dalSi exonyo Ta
pripravovana. B ni bude podkozh injikovan AON AVI-  mutace niZze byt ,opravena“ feska@enim exofi 6 a 8. Za
4658. Jeden z ndjpswdiivejSich gredklinickych tesi byl  pouziti modifikovaného U7 vektoru obsahujiciho serise
proveden na dystrofickych mySich. MySi dostali deginich  struktury proti exofim 6, 7 a 8 bylo dosazeno t&mormalni
intervalech 7 injekci do ocasni zily. To vedlo keniku hladiny dystrofinu po dvou #sicich po jediné injekci do
piiblizné 50% normalniho mnoZstvi dystrofinu vetdine  jednoho svalu. # lokalné systematické kbé, pri niz byl lék
svali a udrZelo se v nich nejm&a4 tydni. vpraven do jedné nohy, kter&la datasré preruseny krevni
V planovaném systematickém testu budou dostéygit  obeh, bylo dosazeno velkého mnoZstvi dystrofinu, ktbyy
skupiny je& chodich chlapit s DMD jednou tyd# podpozni  prfitomen je&t 6 nmesiai poté.
injekci AVI-4658. Z&ne se s malou davkou 600mg a Druh& metoda zalozena na transferu genu U7 je eadoz
postupi se tato davka bude zvySovat az na 3g éit@oo na  na vynechani exonu za pomoci nového atéamiverzalniho
vadhu pimérného desetiletého chlapce. Yedchozich U7snRNA vektoru, ktery nese komplementarni DNA selor
klinickych testech AON pro jiné choroby bylo pouzito davky pro konkrétni exon a volny konec, ktery ma mista pr
az 300mg/kg/den, tato davka byla #@ebsnasena, takze navazani i#znych jadernych ribonukleoprotéin A1/A2
startovaci davka 600mg je bezpé& nizk4. Cilem testu je (hnRNP), proteifi, které inhibuji proces spojovani pro
owtit bezp&nost [éku a zjistit zeny ve svalech a vjejich vSechny exony. Jakmile je komplementarni sekvence
vykonnosti. \&dci doufaji, Zze se jim takto pofianajit transferovaného genurgpsana do RNA napoji se na exon,
nejmensi davku, kterd jiz vyvola dostateu produkci ktery ma byt peska@en, a protoZze nese strukturyitahujici
dystrofinu a pitom bude tolerovana pacienty bez v&§&ith  hnRNP proteiny indukuje ipska@&eni exonu, protoze tyto

vedlejSich dinka. proteiny interferuji se spojovacim proteinovym kdexgm
Detailni popis lokalni klinické studie je mozno ¢l na:  nachazejicim se na koncich konkrétniho exonu \npgR&A.
http://clinicaltrials.gov/ct/show /NCT00159250 Tento zpisob @Feska@eni exonu neni Zsoben BZznym

Arechavala-Gomeza V, Graham IR, Popplewell LJ)at a AONem ale univerzalnim proteinem, ktery je stejngo p
nd Muntoni F. Comparative analysis of antisensevSechny exony. Tato metoda byla laboratorasgsns
oligonucleotide sequences for targeted skippingexafin 51  vyzkouSena pro exon 51 na myoblastech pacienta 8.DM
during dystrophin pre-mRNA splicing in human muscle Davodem pro tento pustup je vyznamné zkraceni
Human Gene Therapy, 2007; 18; 798/810. schvalovaciho procesu vyzadovaného pro vSechny AQNy

normalni exon skipping metody. Nova metoda poujéra

Exon skipping s transferem genu U7Védci z Généthon jednu ,univerzalni“ strukturu s komplementarni DNA
Institute v Evry nedaleko Fide profesor_uis Garcia a Dr.  sekvenci pro kazdy exon.

Aurélie Goyenvalle (v sowasnosti Oxfordska univerzita) Goyenvalle A, Vulin A, Fougerousse F, et al, Gaicia
zkouSi kombinovat metodu exon skipping s genovou terapiDanos O.: Rescue of dystrophic muscle through URERR
Snazi se fmét svalovou biku ktomu, aby sama mediated exon skipping. Science 2004; 306; 1796-99



Multiexon skipping u dystrofickych psi. Priblizné 50%
vSech pipadi DMD, které jsou zfisobeny deleci, duplikaci
nebo bodovou mutaci bude patiovat vynechani dvou nebo
vice exori pro to, aby byl obnoverteci ramec. Protoze
dystrofiéti psi potebuji dvojity exon skipping experimenty
s nimi by mohly otekit cestu k vyvoji multi-exon skipping
metody pro DMD chlapce s touto ,obt&éi“ mutaci. Podle
teoretickych Gvah by sdéasné vynechani jedenacti exon
mezi exony 45 a 55 #o DMD transformovat na BMD
svelmi mirnymi symptomy asi v 63% fipadi DMD
zpisobenych deleci.

Profesor Terence Partridge z Children’s National
Medical Center ve Washingtonu a jeho kolegov&aka

svali. Pro analyzu svalbyla vyuzita i nuklearni magneticka
rezonance (NMR). Tato neinvazivni metoda prokazadaje
schopna poskytnout srovnatelné vysledky jako vzakgh

z biopsie. Toto je velmiidezity poznatek pro nadchazejici
klinické testy protoze ptgba opakované biopsietde byt
minimalizovana.

Tyto testy znamenaji, Zze morfolino AONy funguji na
velkych savcich s podobnou strukturdilatjako méaclovek.
Nejsou toxické, nevyvolavaji imunitni reakci. Budale
muset byt podavany opakowamprotoze jejich efekt neni
trvaly. Na druhou stranu to znamena, Ze pokud byys&ytl
problém byl by jen fechodny, ne trvaly. #obi jen ve tkanich
jako jsou teba svaly, kde se z dystrofinového genu witva
pre-mRNA. Vysledky g¢chto velmi slibnych teétbudou brzy

s vyvojem multi-exon skipping metody na GRDM psech.publikovany.

Narozdil od mdx mysi, které maji jen mirné dystkd
symptomy, tito psi jsou sitnpostizeni, takze pokusy s nimi by
mely déat vysledky, které budou velmi podobné vyskadk
klinickcyh studii na DMD pacientech. A pokusy tricdj
nékolik let mohou byt vykonany na psech protoze fi zi
podstati déle nez mysi.

Tito psi maji mutaci na spojovagiasti exonu 7, to
zpisobuje deleci exonu 7 v mRNA, posidteciho ramce a
velmi brzy gedtasny stop kodon. Vynechani exo6 a 8 by
meélo zpasobit navrat d@teciho ramce.

V prvni lokalni studii ¥dci injikovali rizné davky
kokteilu i morfolino AONJ, dva izné pro exon 6, jeden pro
exon 8, do svaltibialis anterior mladych dosglych GRMD
psi. Za dva tydny jim byla uffdna biopsie, z analyzydhto

Béroud C, Tuffery-Giraud S, Matsuo M, et al.: Mekon
skipping leading to an artificial DMD protein lackj amino
acids from exon 45 through 55 could rescue up t& 68
patients with Duchenne muscular dystrophy. Humanahkitan
2007; 28(2); 196-202

Exon skipping s peptidovounukleovou kyselinou Pro
klinické testy jsou pouzivany dva typy A@QNJsou to 2'0O-
methyl v Holandsku a morfolino v UK. DalSi skupia®Nu
tzv. PNA (peptide nucleic acids) je v sasnosti zkoumana
pro svou schopnost vyvolat vynechani exonu. RNAN&AP
maji rozdilnou kostruietzec stidajicich se fosfatovych a
ribézovych jednotek tvd kostru RNA zatimco kostra PNA je
tvofena fetzcem aminokyselin. Diky své ne-iontové
peptidové kose mezi aminokyselinovymi jednotkami PNA

vzorki vyplynulo, Ze prakticky vSechna vldkna obsahovalgpiipomina elektricky neutralni proteiny. PNA je rosma ve

novy, zkraceny dystrofin a ¢a téneéf normalni strukturu.
Jenze kror exom1 6 a 8 byl peskaen i exon 9, coz ale
nasEsti nenaruSiloéteci ramec. V fedchazejicich pokusech
na tkdovych kulturach exony 6 a 9 bylytgska@eny i
pouziti jediného AONu na exon 6, toto se ale nepiity) kdyz
bylo morfolino injikovano pimo do svalu. Z toho plyne, ze
vysledky tesi metody exon skipping provedené naritéych
kulturach nam neumdaji spolehliv predvidat co se stane ve
svalech zZivych zvat nebo lidi.

Ve spolupraci s Dr. Shin’ichi Takeda z General Aaim
Research Facility v Tokiu byl uskdt®n pokus o
systematickou bu & dvoungsicnich GRMD p4. Psi dostali
tfi injekce ¥i AONu do Zily na noze. Tato dba vedla ot
k vynechanictyi exoni: 6, 7, 8, 9. Po dvou &sicich vysoké
procento svalovych vlaken produkovalo zkraceny rdyist a
to v mnoZstvi Grrném déavce AORM. Zadny dystrofin ale
nebyl nalezen vsrdci protoze, jak bylo znamo
z predchozich pokus morfolino neni schopno pronikat do
srdce.

Na z&klad svalovych test byl fyzicky stav pa
stabilizovan na té Urovni na jaké bytfiepl I&bou zatimco stav
svali nel&enych pd se za tu dobu hodnzhorsil. Z toho

vyplyvda, ze systematickadia je schopna zastavit degeneraci

vodg, velmi stabilni, je snadno modifikovatelna taky atesla
b&zné baze DNA a RNA ve spravném prostorovém téemi
s jakoukoliv pozadovanou sekvenci, proto se mohwmdiso
vazat na na komplementarni DNA nebo RNA sekvenekz&
PNA fetzce s 20-30 bazemi jsou v sasnosti také
vyuzivany v experimentech s metodou exon skipping.

Dr. Mathew Wood a jeho kolegové na University of
Oxford wvytvaili antisense PNA pro exon 23 mdx mysSi.
Experimenty na bufnych kulturdch a injekce do svalu
tibialis anterior mladych i starych mdx mysi u Kgzae 3
tydny po jediné injekci mnoho svalovych viaken dimalo
novy dystrofin, ktery byl stabilni vic jak 8 tydnPro zlepSeni
efektivnosti pronikani do svalPNA bylo spojeno s peptidy a
proteiny jako jsou najklad na arginin bohaté syntetické
peptidy utené k pronikani TAT doménou HIV viru. Velmi
pozitivni vysledky metody exon skipping mohou bgkdnce

jizjeSe zlepSeny s novou PNA kostrou.

Detaily &chto experimerit zde nemohou byt publikovany
protoZze je&t nebyly oficialré publikovany. Jsou ale velmi
nacjné a mohly by vést k Iékn, které by velmi efektivh
dokazaly odstranit ptetbny exon.

Transfer dystrofinového genu

Transfer dystrofinového genu pomoci virového
vektoru. Transfer
pomoci

pienasSé) do svalovych buk je jedna z moZnych strategii pro

terapii DMD. Usgdné experimenty s dystrofickymi psy a

modifikovaného dystrofinového genu mySima pomohly fird Asklepius z Chapel Hill ze Severni
AAV (adenoassociated virus) vektoru (genovyKaroliny ve vyvoji Iéku Biostrophin a prvnim klinickym

testim této terapeutické metody.



Tyto malé viry nejsou schopny se mnozit wikéch, které Ib) s chlapci s DMD, ktery zame v roce 2008 nebo 2009.
infikovaly, protoze ¥tSina jejich gefl je odstragna. Tim se Predpoklada se, Ze po tomto pokusu s regionalni tectin
v nich uvolnilo misto pro terapeuticky gen o vebkio5000 transferu Gastnici budou schopni chodit déle nez bedbyé
pam bazi. Ale i to je malo pro dystrofinovy gen. Rrot &imz se zvysi kvalita jejich Zivota.
vektory pouzité v tomto pokusu nesou dystrofinoen gbez Rodino-Klapac LR, Janssen ML, et. Al. a Mendell AJ.
intrond (tzv. cDNA) a maji vynechané exony 18-59, 70-79 aranslational approach for limb vascular delivefytee micro-
gasti exonu 17. Transfer takovéhakrogenuproto nebude dystrophin gene without high volume or high presséor
schopen |&t DMD, pouze jej znini na daleko pomaleji treatment of Duchenne muscular dystrophy. Journfl o
progredujici BMD. Tento novy “Beckerovsky” dystmofi ma  Translational Medicine, 2007;5;45.
mit asi tetinovou délku oproti normalnimu dystrofinu. V roce
1990 byl diagnostikovan 61 let stary pacient s&dbopny Genovy transfer pomoci plasmidi. Firma Transgene ze
chaze, ktery ndl praw takto zkraceny dystrofin ve svych Strasburgu ve spolupraci s French  muscular dysyrop
svalech. AZ bude vyvinuta tatoclia budou z ni mit progph  association (AFM) zsmla v roce 1995 testovat transfer
vSichni pacienti bez ohledu na typ mutactedpoklada se, ze dystrofinového genu pomoci plasmiid Tuto praci fidil
terapeutické &inky budou srovnatelné s metodou exonvédeckyteditel AFM Dr.Serge Braun U této techniky vSech
skipping, ktera je ale pouZzitelna jen prikieré typy mutaci. 79 exori dystrofinového genu bylo vlozeno do plasmidu.

Po dokoweni tesk bezpénosti a toxicity mini-dystrofi- Plasmidy jsou malé kruhové DNA neobsahujici Zadwggin,
nového vektoru na laboratornich iatech byl v letech 2006 a nic nez holou DNA. Po G$pném testu na kulturach
2007 proveden tzvdouble-blind test (test B kterém ani  svalovych budk, dystrofickych mysSich a psechézd koncem
pacient ani Iékanevi jestli pacient dostava placebo nebo lék)roku 2000 klinicky test na deviti DMD a BMD pacienh,
na Sesti chlapcich starSich Sesti let. Tato la fémdshla v ktefi museli byt starSi 15ti let protoze byl vyzadovan
Nationwide Children’'s Hospital ve spolupraci s Tldio  informovany souhlas pacientPlasmidy byly injikovany do
State University in Columbus, pokus vedl profesiarry  svalu ruky. Novy dystrofin o Uplné délce se objaidlve 25%
Mendel Chlapci dostali injekci Biostrophinu do bicepsutéi  svalovych vlaken okolo injikovaného mista. Neolgvse
mist vzdalenych od sebe 0,5cm. Do druhého bicepstali  Zadna imunologicka reakce ani proti plasimdani vi¢i noveé
injekci se solnym roztokem. Chlapci byli ragehi do dvou produkovanému dystrofinu. Tento test potvrdil, Zansfer
skupin po tech, jedna skupina dostala nizsi davku léku, druhgenu dystrofinu pomoci plasmidu obsahujiciho dystowou
vysSi. Poctyfech tydnech bylytytem chlap@m odebrany cDNA je bezpény.
vzorky sval z injikovanych mist, dalSim dwma byly Po tomto usgsném testu zmli francouzsti wdci
odebrany po dvanécti tydnechétiem I€by nebyly u pacieit ~ spolupracovat stymem DrJon Wolffa zfirmy Mirus
pozorovany zadné negativni vedlej8inky coz nazn&uje, Zze v Madisonu ve Wisconsinu. Spoté injikovali podobné
lék by mohl byt dote tolerovan. Kompletni vysledky budou plasmidypod tlakemdo krevniho okhu mysi, potkaf, psi a
publikovany jakmile budou vSechna data vyhodnocena opic. Tlak vyvolali kratkodobym zablokovanim krekoi

Neaiekava se, Ze by chlapci én néjaky zdravotni obéhu koréetiny pomoci stahovaci manzety. Jakmile bude
prosgch z této studie, cilem bylo dokazat Ze tato metodaostatek novych plasmidovych vekiors dystrofinovym
neprodukuje jen&aky dystrofin u mysi a fis ale Ze fungujei genem z&nou klinické testy. Tyto testy jsou nutné kv
na lidech a nema zadné zavazné vedlejfiky jako teba pacieniim stakovou mutaci u které metoda exon skipping
imunologickou reakci na dystrofin nebo AAV vektor. neponiize.

Pred pipravou dalSich klinickych testbylo poteba
ucklat nejdive experimenty na zkdtech, aby se naSel nejlepsi Transplantace myogennich buik. ProfesorJacques
postup pro aplikaci Iéku do krevnihodlu. Na zakladtéchto  Tremblay a jeho kolegové z Laval University v kanadském
experiment bylo rozhodnuto aplikovat 1ék regiondlndo  Quebeku pokrauji ve vyvoji techniky transferu myoblast
krevniho olhu nohou protoze 1ék je zatim vyibjen v které tel fikaji transplantace myogennich hikn

omezeném mnozstvi. Toto mnozstvi bylanbyt dostéujici V klinickych testech dokéazali vyvolat vznik dystiof
pro to, aby prodlouzilo dobu po kterou budou pattie pozitivnich vlaken u osmi pacigntiz deviti a dosahnout az
schopni chodit. 26% dystrofin pozitivnich vldken v okoli mista vpic

Jedin& injekce AAV typu 6 nebo 8 s mikrodystrofindm K pokusu byly pouzity normalni myogenni itky od
docasré blokovaného krevniho éhu nohy mdx mysi vedla k ptibuznych darg. Injekce byly napichany jen 1-2mm od sebe
obnoveni produkce mikrodystrofinu ve vice nez 80%ken  do malé oblasti holenniho svaibialis anterior.

svali nohy a vedla k vyraznému zlepSeni fambsti na dobu Tento zpisob transplantace mé&kolik vyhod: (1) novy
az jednoho roku. dystrofin ma normalni délku a je pod kontrolou nahmich

Tento pokus byl opakovan s opici makak, jeflednd  burs¢nych kontrolnich mechanisgm (2) pozitivni efekt této
stavba a vaha jsou podobné maly&tedh. Makak byl zdravy [é¢by by nEl byt dlouhodoby, (3) tuto bu Ize kombinovat s
jedinec, produkoval dystrofin a ne#tptudiz dystrofii. Proto farmakologickou Iébou, (4) to nejdlezitjSi je, ze nize
vektory nesly zelehfluoreskujici protein — uly signédlni  pomoct i starSim pacieith s DMD.

protein, ktery se snadno detekuje. Pokust qpokazal, ze Tato technika byla neftl’e odzkouSena na opicich, potom
60% aZ 80% vlaken ve svalech noh obsahovalo trangfay na dvou vice nez osmnactiletych pacientech s DMB. P
zelert fluoreskujici protein. pokusu bylo napichanaiplizné 100 injekci do Ktvereiniho

Tento pozitivni vysledek pokusu na mysSich a opicichcentimetru svalu. Oba pacienti dostali injekdé Ipkalnim
podnitil wdce k gipraw tzv. preklenovaciho, pokusu (faze umrtveni do jednoho nebo vice celych dvdleden z pacieint



mél v té dolk& 26 let, za 18 rsiadl mu byla provedena biopsie
a bylo zjiStno, Ze stéle je&t34% svalovych vidken produkuje
dystrofin pochazejici z myogennich BknU tohoto pacienta
transplantace umoznila zdvojnasobit silu svalu [igh®o
palcem. Vzhledem k tomu, Ze pacientddl, Ze dostal
myogenni biiky neni vylogeno, Zecdast naiistu svalové
vykonnosti spadé na vrub placebo efektu. Druhyeguaaigl v
dob pokusu 18 let, tomu byly myogenniitky napichany jen
do jednoho svalu dastniciho se pohybu z&i. U tohoto
pacienta byl zji&n naist svalové sily za 3 ¢sice, ale za 6

mésicl vymizel. Zadna dystrofin pozitivni svalova vlakna
nebyla nalezena ve vzorku odebraném po SesSiaich.
Naopak byly zji&ny stopy odmitnuti échto burk
organismem. Festo oba pacienti byli ochotni se ¢astit
podobného pokusu znova.

Dr Tremblay a kolegové nyni zkouSi blokovat myastat
pri transplantaci myogennich htlna vyviji techniku, kterou
by umoznili vyhnout se dlouhodobému pouziti
imunosupresivnich &k

Kmenové buiky

Svalova regenerace s pomoci embryonalnich

krevniho oBhu do sval; (6) nmely by byt schopné

kmenovych burgk. Jiz vrannych fazich vyvoje embrya se vyprodukovat funkni svalové biiky s dystrofinem a vytwit

kolem nervové trubice z@aji tvait bunky, které jsou
piedchidci kosterniho svalstva. Pod vlivem transknfch
faktori (proteiri, které kontroluji aktivitu geih — zvIaSt
Pax3) se dale diferencuji (ttffose z nich specializovajsi
buiiky) az z nich nakonec vzniknouilky kosterniho svalstva.
Kdyby bylo mozno ziskat nediferencovanéiky schopné
diferencovat se ve svalovéitky mohly by byt namnozeny a
potom pouzity k regeneraci dystrofickych svalotoze by jim
mohly inést neposkozeny dystrofinovy gen.
ProfesorkaRita Perlingeiro a jeji tym z University of

funkeni satelitni baky uvnitt dystrofickych sval; (7) nengly

rakovinu. Byly identifikovany dva typy bek, které, jak se
zatim zda, maji tyto vlastnosti a jsou to “d&ép nikoliv
embyonalni kmenové lilty: mesoangioblastg pericyty. Tyto
kmenové biiky se nachazi na ¥si strag vlase&nic ve
svalech, odtud mohou byt ziskany.
Po UspSném experimentu s mesoangioblasty na mysich,

kterym chykl protein alfa-sarkoglykan profesor Giulio
Cossua jeho kolegové ze Stem Cell Institute z Hospiah

Texas Southwestern Medical Center v Dallasu zkouSeRaffaele v Milag izolovali podobné hiky nazvanéperocyty

izolovat tento ranny typ bwk z mySich embryonickych
burék v burg¢né kultde. Zjistili, Ze pokud cki z burgcné
kultury ziskat myogenni Hkiky (svaly vytvéejici buiky)
diferencujici se embryonalni iky potebuji transkripni

z kapilar zdravych i dystrofickych lidskych suah injikovali
do mdx mysi s inaktivovanym imunitnim systémem. Kl
dystrofické pericyty injikovany podstoupily déu virovymi
vektory nesoucimi minidystrofinovy gen. V obotigadech

faktor Pax3. Gen pro Pax3 vlozili do X chromosomuvelké mnozstvi svalovych vlaken mySi obsahovalo ynov
kmenovych buék a cytometrickymi metodami (metody pro dystrofin a funknost jejich sval se vyraza zlepsila.

tfidéni burgk) byli schopni ziskat myogenni iky, které pak
diferencovali gt dni. Buiky, které ngly PDGF-alpha receptor
ale nemdly FIk-1 receptor generovaly h&nou populaci,
kterd produkovala pouze svalova vldkna bez rizikaiku
rakovinnych utvat.

DalSim krokem sgrem k I&b¢ ¢loveéka byla pokusna
systematicka kba ¢&tyf dystrofickych p8 pomoci jejich
vlastnich budk do kterych byl penesen lidsky
mikrodystrofinovy gen a Sesti ppomoci busk od zdravych
psi, které obsahovaly normalni psi dystrofin ale vyRedy

Buriky s touto vlastnosti byly namnozeny a injikovany pouziti imunosupresivniho Iéku cyklosporin. DalelepSich
mdx mySim lokala do svalu tibialis anterior nebo do krevniho vysledki bylo dosazeno &ou pomoci zdravych psich hitkn

obéhu. Dystrofin
svalovych vldken coz bylo doprovazeno vyraznymastam
svalové vykonnosti. Vzhledem k tomu, Ze ne vSecbuky
musi obsahovat dystrofin, aby doSlo k vyraznémpSdai
zdravotniho stavu, tento typ higmé I&by by mohl vést
k Gginné terapii DMD.

z&éalo produkovat 11% - 16% vSech nez pomoci vlastnich bgk Jeden pes, ktery dostal kmenové

buiiky ptimo do aorty chodil 5 &siai po ukogeni gtitydenni
lé¢by. Ostatni psi regenerovali podstapomaleji.

Lécba pomoci vlastnich bgk se nyni opakuje s vyuzitim
vétSiho minidystrofinu. Blaji se také kontrolni pokusy, které
maji ukit jak velky vliv na zlepSeni zdravotniho stavu ma

Darabi R, Gehlbach K, Bachoo RM, et al., Perlingeir cyklosporin, a zjiguje se jestli satelitni kiky na svalovych

RCR. Functional skeletal muscle
differentiating embryonic stem cells.
2008;14;134-143

regeneration
Narture Méagg

Regenerace sval pomoci svalovych kmenovych
bunék. Aby kmenové bitky mohly byt pouzity pro k&bu
DMD musi mit tyto vlastnosti: (1) By by byt snadno
izolovatelné z lidského biologického materidlu jake

fromvlaknech jsou funéni. Po dalSich dlouhodobych testech na

psech a po ifjprav burgk v kvalité nutné pro klinické testy
bude spugnha |. faze tesét na pacientech s DMD v niz bude
ovéiovana bezpmost a produkce alespoéjakého dystrofinu
ve svalech.

Svalova regenerace pomoci geneticky modifikovanych
kmenovych burék. Profesor Luis Garcia a jeho tym

nagiklad svalova tk&; (2) mely by se dat snadno namnozit z Genéthon Institute in Evry u #2e a profesorYvan

v laboratornich podminkach na mnozstvi
systematickou kbu; (3) nélo by byt mozné do nich dostat
“zdravy” dystrofinovy gen pomoci virovych vektgr(4) megly
by byt vhodné pro systematickoucldl, tj. kolovat &em

pomoci krevniho ahu; (5) ngly by byt schopné dostat se z

nezbytné prdorrentez Stem Cell Laboratory z University of Milan prgicu

spole&né na nové terapii pro DMD. Izolovali kmenovéitby
ze sval pacient s DMD, opravili jejich dystrofinovy gen
pomoci modifikované metody exon skipping a injikib\ie



mdx mySim. Tato kba regenerovala mySi svalova vldkna atfech injekcich, 6 dalSich dostalo 500.0@8hto burk do

vyrazre zredukovala dystrofické symptomy.

Nasledujici text je zjednoduSené a zkracené shwelrii
slozité strategie. Pacigmh s DMD s deleci exdn49 a 50
byly odebrany kmenové liky, hlavrg satelitni biiky. Pro
swvij experiment francouzsko-italsky tym pouzil jen dsio
burgk, které obsahovaly markerovy protein CD133 vechvy
membranéch. Usthto burk bylo pred tim zjiSéno, Ze jsou
schopny opravit dystrofické svalové iy a vytvdit nova
svalova vlakna v poskozenych svalech. CD133#kigubyly
laboratorg namnozeny a potom iglé&eny lentivirovym
vektorem, ktery obsahoval geneticky material prortu
AONI pro exon skipping exdn51 giimo v buikach.

Pro experiment byly pouZzity scid/mdx mysi, to znane
mySi bez dystrofinu a s poruchou imunitniho systérad

hodin ged experimentem byly mySi donuceny plavat, aby se

zvysil proces degenerace-regenerace Vv jejich dvalst mysi
dostalo od 20.000 do 40.000 lidskych dystrofickgemeticky
upravenych kmenovych bék lokalné do tibialis anterior ve

stehenni tepny jedné nohy. 21 a 45 dni po injek@ovych
burék byla vykonanarada test pro vyhodnoceni dinnosti
této I&by.

Vysledky pokusu ukazaly, ze doSlo k svalové regacier
ve svalovych vlaknech vzniklo velké mnozstvi dufsing
kterému podle &ekavani chy8ly aminokysleliny kdédované
exony 49, 50, 51 a svalova morfologie (struktumklepsila a
vyrazre se zlepSila svalova vykonnost.

Tato technika otvira nové moznostiiy DMD. AvSak

pied tim nez bude mozno&hs klinickymi testy bude nutno
Uplné porozungt mechanismu exon-skippingu za pomoci
lentivirového vektoru protozZze tyto viry se stavapuasti
genetického materidlu b&élk a mohou poskodit jiné geny
nebo dokonce vyvolat rakovinu.
Benchaouir R, Merigalli M, Farini A, et al. a Gaaci,
Torrente Y. Restoration of human dystrophin follogi
transplantation of exon-skipping-engineered DMD iqydt
stem cells into dystrophic mice. Stem Cell 2007646-657

Farmakologické metody

Lé¢ba steroidy. Na vyraini konferenci organizace
ActionDuchenne (byvaly PPUK) v listopadu 2007 psaofe
Adnan Manzur z
piednesl| pispivek o aktualnim stavu ¢6y DMD pomoci
steroidi, které jsou v satasnosti jedinou odzkouSenouté®u
schopnou zpomalit progesi DMD. &lga steroridy je v
souasnosti povazovana za jisty “zlaty standart” syktejsou
vSechny ostatni vyvijenédBy porovnavany.

Do dneSka bylo provedeno 47 klinickych studii v imao
zemich, ale jen 6 z nich bylo ¢decky ginosnych
“oboustrang slepych” (ani pacient ani Iékaevi jestli pacient
dostal 1€k nebo placebo) s Uplnymifee publikovanymi

King z USA revidoval v roce 2007 klinickou historii 34
chlapd, 75 z nich bylo derthléCeno steroidy - fevazr

londynského Hammersmith Hospital deflazacortem po dobuimérné 8 let, zbyvajicich 68 chlapc

steroidy nedostavalo. kéni chlapci byli schopni chodit
vpraiméru o 3,3 roku déle a byla u nich vyrgzmizsi
pravéEpodobnost skoliozy. Naopak u nich bylagtsi
pravéEpodobnost vzniku zlomenin dolnich Katin nebo
obratli kvili osteopor6ze nez u néknych chlapg.

Dr Manzur shrnul svou ipdnasku takto: Dlouhodobé
uzivani steroidu prednisone (prednisolone dal velodobné
vysledky) a deflazacortu zlepSuje svalovou fimdst a
prodluzuje dobu schopnosti ide o rkolik let, zlepSuje

vysledky. Ve ¥tSiné studii bylo zkouSeno denni podavani funkénost srdce a plic, snizuje praymbdobnost vzniku

steroidi, v rekterych byly zkouseny i jiné rezimy, nidklad
10 dni na steroidech, 10 dni bez nebo 10 pé gducich dni
v mésici apod. Nkteré dilezité vysledky uvadime:

skoliozy a zlepSuje kvalitu zivota. Pozitivni efeléby je
vétSi kdyz se s kbou z&ne brzy, tj. asi vétyiech letech a je-
li 1€k podavan denh VedlejSim efektem, hla¥ru prednisone,

Prvni oboustranh slepou studii provedl v roce 1991 je typicky kulaty tvar oblieje, zvySena chuk jidlu a nadst

Fenichelz USA. V této studii 99 chlajficdostavalo po dva
roky prednisone v davce 0,75mg/kg/den. Tento pgamvé
spolehliw potvrdil,
svalovou vykonnost chlafcs DMD téngf na 3 roky. Ale na
73% chlapé n¥la tato I€ba réjaké vedlejSi negativnicinky,
vétSinou to byl velky nérst vahy.

vahy pokud od zstku l&by chlapci nejsou nafisné diet
bohaté na bilkoviny a chudé na tuky a uhlohydrétya Iéky

Zze steroidy zlepSily a stabilizovaly zpisobuji menSi viist a vySSi pravgpodobnost zlomeniny a

zmeny v chovani. Deflazacort #ipobuje benigni katarakt
(zakal), ktery nemusi bytdén.
ProtoZze dalSi vyzkum je nutn§Worth Star Clinical

DalSi oboustranh slepou studii provedl v roce 2000 Network(sdruzeni patnacti spolupracujicich klinickychteen

Reitter z Nemecka. ZkouSeli dva
deflazacort na 100 chlapcich. Nér vahy byl vyrazé vyssi u

Iéky: prednisone av UK) spolu s britskymi rodiovskymi organizacemi Muscular

Dystrophy  Campaign a  ActionDuchenne  planuje

chlapd Iééenych pomoci prednisone, ale deflazacort ved! loptimalizovat a standartizovat ¢ldu steroidy vytvéenim
daleko zavaz¥Simu zakalu. Ne vSechny vysledky této studienarodni klinické databdze a nabidnout vSem pagienvd

byly publikovany.

V roce 2006 publikovalBiggar z Kanady vysledky
dlouhodobé studie provedené na 74 chlapcich dkei od
deseti do osmnacti let. 40 z nich dostavalo deteflazacort v
davce 0,9mg/kg/den po dobu dperné 5,5 roku. 34
nel&enych chlapt prestalo chodit ve &ku 9,8 roku. 81%
z l&enych chlapt chodilo jest ve dvanacti letech, 76% v
patnacti letech a 30% v osmnacti letech. Funkceesed plic
byla u I&enych chlapt vyrazré lepsi, skolioza (deformace

patge) se vyvynula mé&ncasto nez u kontrolni skupiny.

véku ¢tyt let nebo i dive steroidy v dennim nebdgruSova-
ném rezimu s lékdkym a ¥deckym dohledem a prohlidkami
pred a Bhem I€by.

TREAT-NMD, evropska organizace publikovala 8
stranek doporteni jako pedkzny standart p#& o pacienty
s DMD. Tento text lIze stahnout zhttp://www.treat-
nmd.eu/soc/eng/dmd/ (Ceska verze je na strankach:
http://www.parentproject.cy




Flenichel GM, Florence JM, Pestronk A, Mendell &R, ném ve spolupraci s firmoSummit pl¢ kterou vede Ddon
al. Long-term benefit from prednisone therapy incBenne Tinsley. Koncem roku 2007 #i otestovano vic nez 30.000
muscular dystrophy. Neurology 1991; 12; 1874-1877 chemickych latek na schopnost upregulovat aktiggnu pro

Biggar WD, Harris VA, Eliasoph L, Alman B. Long-tar  utrofin na tkd&ovych kulturach mdx mysi. Bylo identifikévano
benefits of deflazacort treatment for boys with Bewne nekolik aktivnich latek a v sdiasnosti probiha jejich
muscular dystrophy in their second decade. Neuronias optimalizace a testovani na zivych mdx mySich ®ncil

Disorders 2006; 16; 249-255. dostaténé zvySit koncentraci A-utrofinu ve vSech svalech
King WM, Ruttencutter R, Nagaraja HN, et al. Ortho- zvitat.

pedic outcome of long-term daily corticoid treatrnén DalSi hledani a atovani latek, které by mohly ovlivnit

Duchenne muscular dystrophy. Neurology 2007; 68716 DMD probiha na dystrofickych rybach zetkach (Danio

1613 rerio). Zelicky maji velmi mala pisvitna embrya (2-3mm)

kterd jsou pl& vyvinuta za 24 hodin. Strukturu jejich sirge

Klinické testy prednisone s cyklosporinem.Klinické mozno shadno pozorovat a analyzovat pod mikroskopiém
testy prednisone s cyklosporinem probihaji &mécku, polarizovaném  sitle.  Svalova patologie  (struktura
provadi je profesorRudolf Korinthenberg z Children’s nemocnych sva) embryi neschopnych produkovat dystrofin
Hospital of the University of Freiburg s cilem dukovat je velmi podobné lidskym dystrofickym svat.
vedlejSi @inky samotného prednisone. Cyklosporin je lék, Takto nalezena latka oztwvana jako SMT1100 vedla k
ktery snizuje reakce imunitniho systému. obnoveni svalové furkosti u mdx mysSi. Degenerace,

Tento pokus probiha v 15 klinickych centrech odurok infiltrace tukovych a fibrotickych buk a chronicky zagt se
2004. Polovina paciefitdostavad 3,5 - 4mg/kg/den cyklo- v takto I&enych svalech vyrazreredukovali. Po denni injekci
sporinu a 0,75 mg/kg/den prednisone, druhd skugpasiava po dobu 28 dni se neprojevily zadné vedleiSnky. Jestlize
stejnou davku prednisone ale misto cyklosporinupjacebo. probihajici pedklinické testy toxicity a dinnosti budou
Kazdy pacient je ien 15 ndsial. Pro tento pokus je patba UspmgSné ovieni na zdravych lidskych dobrovolnicich by
150 pacient. Uz se phlasil dostatény patet pacient a  mohlo z&it v roce 2008, klinické testy na pacientech s DMD

vétSina z nich uz dokaiila patnactinisicni I&cebny cyklus. by pak mohly z&it v roce 2009.
Protoze je to “oboustrasrslepy” pokus #iv nez dokoui
posledni pacient a data nebudou analyzovana netmodeo Upregulace utrofinu pomoci biglykanu. Protein

jej vyhodnotit. Ale jiz te&' je moznofict, Zze pokus praihl biglykan je gitomen v srdci a kosternim svalstvéhem fstu
dobre a neobjevily se Zadné vazné vedlei8nky. Vysledky a vaze se svymi konci na dva proteiny dystrofinavéh
budou publikovany pravghodobré koncem roku 2008. komplexu: alfa-sarkoglykan a gamma-sarkoglykan.yBian
je dulezity pro regulacifady signalovych a strukturalnich

Upregulace utrofinu jako nahrada dystrofinu. Utrofin proteini ve svalové membré&n ProfesorJustin Fallon se
je protein svou strukturou i funkci velmi podobnystfofinu.  svym tymem z Brown University v Providence na Rhode
U ¢lovéka je lokalizovan na chromozomu 6, ma 75 déxan Island provedl experimenty na nedystrofickych mig§&gichz
délka je asi milion bazi. Utrofin se nachazba& tkani wetrg gen pro biglykan byl deaktivovan. Pokusy ukézaly,pbkud
svali, v &ch je ale koncentrovan jen kolem nervosvalovychchybi biglykanfada bilkovin dystrofinového komplexu ve
desttek, kde se nervy dotykaji svalové membrany. ¥kuv scvalové membranchybi. L&ba mySi pomoci vyrobeného
12 tydni svalova membrana embrya obsahuje oba proteinyidského biglykanu vedla k obnoveni vyskytu betateyfinu
jak utrofin tak dystrofin, pozgi ale utrofin z membrany zmizi a alfa-dystrobrevinu, coz jsou indikatory obnovewmbrby
a v dolg narozeni tamstava jen dystrofin. Takze utrofin je dystrofinového  komplexu ve  svalové  membtan
vlastre embryonalni forma dystrofinu. NejprekvapiwjSim objevem byla upregulace utrofinu na 2,5

Byly vytvoreny mdx mysi s knokautovanym utrofinovym nasobek normalni hodnoty. Po 3ésitich I€by pomoci
genem ( poSkozenym tak, aby se utrofin neprodukokieré  injekci biglykanu byly svaly dystrofickych mysSi e#b
maji symptomy velmi podobné lidem - narozdil ododolngSi proti poSkozeni. ProtoZze oba proteiny na kiseé
»obyéejnych* mdx mysi, u michZ jsou svaly daleko mén biglykan vaZze se vyskytuji jen v skaiém svalu a kosternim
poskozeny festoze v nich neni zadny dystrofin. Podbbglo  svalstvu da se fpdvidat, Ze bude mit minimalni vedlejsi
pomoci technik, které nelze na lidech pouzit, 3dazvySeno G¢inky na ostatni tk& Imunitni reakce také nejsou
mnozstvi utrofinu v mdx mySich a dosazeno #fich  pravdpodobné protoze biglykan se & vyskytuje Bhem
dystrofickych symptorin U DMD paciend se dystrofin §i od  rastu. A protoZe fisobi vie svalovych busk nemusi projit
nervosvalovych destk dal podél membrany &m vic  svalovou membranou, aby byidny.

utrofinu pacient ma tim po#f bude potebovat vozik. To Experimenty na zvate budou pokiovat s cilem
znamena, ze upregulace (zvySeni mnozstvi) utrdfinmohlo  optimalizovat tuto l&ebnou metodu. A jakmile bude
vést k [&€b¢ DMD. k dispozici dostatek lidského biglykanu v fekiné kvali,

Utrofin existuje ve dvou formach, ale jekutrofin je  prvni faze klinickych test mize z&it. Predpoklada se, ze
lokalizovan v malém mnozstvi kolem nervosvalovyelstdek  klinické testy by mohly z#t do dvou let.
vSech svalovych bwh. Védci z&ali hledat latku, kterd by Transfer utrofinového genu. ProfesorGeorge Karpatia
mohla upregulovat gen A-utrofinu a pak poslat heznikly  jeho kolegové z McGill University v Montrealu rgnesli
protein do svalové membrany, kde by mohl zaujmoistarpo  injekéné cely gen utrofinu v adenovirovém vektoru do svalu
chybsjicim utrofinu. Vyzkum v tomto s#mu zahajila tibialis anteriornovorozenym a dogfym mdx mySim. Po této
profesorkaKay Daviesz University of Oxford a pokeaje v jedinné injekci obsahovalo 58% vlaken injikovanyshali



novorozenych mysi a 35% vlaken u dédgph mysi utrofin v
mistech pod membranou kde se normanzdravych mysi
nachazi dystrofin. Cely dystrofinovy komplex v meadang byl
obnoven n&adu ngsiai az rok.

Novy utrofin ve svalové membrérochréanil svaly fed
typickymi dystrofickymi znénami u novorozenych mysi a
zastavil patologické zémy u dosplych mysSi. Fyziologické
testy ukazaly, Ze furkost celého keného svalu byla
zlepSena. Protoze utrofin se ¢Zb¢ vyskytuje na
nervosvalovych destkdch neobjevily se Zadné imunitni
reakce na navprodukovany dystrofin.

ZvySené mnozstvi utrofinu klesa u deélsgh mysi, ne
v8ak u no¥ narozenych. To naztiaje, Ze takova geneticka
Iécba pokud by fungovala by musela byt pouZzita coitiegd

Deal JR, Danialou G, Larochelle N, et al., and Iéir(s.
Uspsdné nahrazeni nedostatku dystrofinu
pribuznym adenovirem vyjddjicim utrofin piné délky.

Molecular Therapy 2007; 15; 1767-74.

Eliminace pired¢asného stop kodonu pomoci PTC124.
Asi u 13 az 15% vSectDMD pacienti je onemoc#ni
zpiisobené bodovou zmou v dystrofinovém genu. Tento typ
mutace je zfisoben zrsnou v jednom nukleotidu a vede na
piedtasny stop kodon v dystrofinové mRNA ieetasny
termina&ni kodon zfisobuje, Ze syntéza bilkoviny zkon
piedtasrg, diive nez je novy dystrofin zcela vytwan.
Nelplny dystrofin je §liS kratky, aby mohl plnit své
piirozené funkce, je poskozen, a propukne DMD.

PTC Therapeutics, Inc, spotest v South Plainfieldovi,
New Jersey, pod vedenim Drangdona Millera vyvinula
ek, PTC124  ktery umoduje systému, ktery vytva
bilkoviny v buice, gejit takovy gedtasny zastavovaci kodon
v mRNA bez zastaveni a pokmvat v syntéze dystrofinu.
Takto mize byt vytvdena bilkovina plné délky. Takové&kni
je odliSné od genové terapie nebo metody exon sigp@by
bylo mozZno rozhodnout jestli chlapci BMD miZe tato
metoda pomoci, musi byt prokazandtgmnost pediasného

se pkr&ovalo ve vyvoji Iéku.

Klinicky pokus faze Is PTC124 byl proveden u 61
zdravych dosglych dobrovolnicich ve &ku 18 - 30 let, kt#
dostali Iék 3 krat derinpo dobu 2 tyddh. Takovouto lébou
byla udrzovana u pokusnych osob koncentrace lékiz 20
pg/ml, coz byla Gginnd davka umysi s mdx. Davky az do 100
mg/kg za den byly zdravymi dodgmi jedinci dolie
tolerovany a byly bez vaznych vedlejSiatinki. Tato davka
byla wtSi nez kterou planuji dat chlapn s DMD.

Tyto vysledky dovolily zait 1l fazi klinickych testi na
chlapcich s DMD. Pokusy byly provedeny v prosing02 az
kvétnu 2007. Zicastnilo se 38 chlajicve wku 5 az 17 let.
Byla to reprezentativni skupina, 33 mohlo §eshodit, 29
dostavalo steroidy, 26 #lo stop kodonUGA, 6 UAG, a 6
UAA, a to mezi exony 6 az 70. Pokus byl navrzen taky

pomocnymminimalizoval riziko pro pacienty, ti z éh naopak nerdi

zadny zdravotni iinos. Sest chlagicdostalo 16 mg/kg/den
Iéku, 20 chlapt 40 mg/kg/den, a 12 chlapB0 mg/kg/den,

denni davky byly roztleny do 3 davek dern Pacienti byl

klinicky vyhodnocovéani 21 dnpied I&enim, pak dostavali
l[ék po dobu 28 dni, a nakonec byli kontolaySetovani

znovu po dobu 28 dn

U 12 chlapé byla provedena biopsie svalided a po
Ié¢eni svalu nohyextensor digitorum brevi$EDB), aby se
dala zkontrolovat produkce dystrofinu celé délkyekAavany
dystrofin plné délky se objevil v tkanich vSechagt a byl
zavisly na davce.

Jest pred pokusem bylo na svalovou tk& prvnich
biopsii aplikovano PTC124.&kavana tvorba dystrofinu plné
délky zavisla na davce byla objevena v tkanich v&dapé.
Analyza svalové tk&nz biopsii po Iébé ukazala, ze u 19 z
38 chlapéd dochéazi jen kvelmi malému zvySeni tvorby
Uplného dystrofinu. Hlavnitdiody pra novy dystrofin nebyl
nalezen u vSech chlapee WtSim mnozstvich by mohl byt
ten, Ze doba t&ni byla pilis kratkh a ze EDBsval
pravéEpodobré nebyl nejlepsi pro analyzu, protoze ma nizky
poner degenerace a regenerace. Avsak u vSech chigito

termina&niho kodonu genetickou analyzou. Detaily o tomtoke snizeni CK &hem I€by. Hladina CK v krvi se znovu

novém Iléku, vetnt jeho molekularni struktury byly
publikovany v Nature v kitnu 2007 i s komentam. PTC124
je bily krystalicky prasSek, ktery ine byt podavan oranpo

zvySila po ukonni I&eni tak jak seigdpoklada u léku, ktery
musi byt bran neustale.
Nekteti rodice a Witelé pozorovali, Ze 2 az 4 tydny po

smichani s vodou, nebo miékem. PTC124 byl objevién pdocela kratkém keni, chlapci vykazovali &Si aktivitu,

pouziti automatizovaného programu, v kterém bykiceano
asi 800.000 chemickych latek nizké molekularni vdstli
jsou schopny fedtasny stop kodon dakym zpisobem
eliminovat.

NejefektivrejSi mezi aktivnimi sloeninami nazvany
PTC124 byl chemicky optimalizovan a naslédrozsahle
otestovan v laboratd V predklinickych experimentech byl ve
svalovych kulturach svalu vyprodukovan dystrofin.nysi s

zwétSenou vydrz, a mensi Unavu neZd I&€enim. Zatimco
tyto neoficialni vysledky musi byt brany s rezeryéasovy
pribéh pozorovanych z®m naznauje, Ze souvisi s &bou.
Byly pozorovany mirné néfznivé vedlejsi dinky, které ale
nebyly prokazatekh zpisobené PTC124 a nebyly klinicky
vyznamné.

Pro porozuréni dlouhodobého rizika a vyhod PTC124
byl nyni zap@at dlouhodoby klinicky pokus faze Il b. Pro

mdx, které maji fedtasny stop kodon v dystrofinovém genu v tento pokus se zaregistruje 165 padiekterym je alespp 5

exonu 23, bylo vi&, Ze PTC124 navodi produkci dystrofinu
plné délky a ma za nasledek mensi poskozovani s¢akem
stazeni a snizeni koncentrace kreatin kinazy (CKivi Tim
PTC124 nize pomoci svalovym hLikam, aby pekonaly
jeden typ genetickéifginy DMD.

PTC124 neovlitiuje normalni stop kodon, ktery se
vyskytuje v genu v “jiném prodi” nez pediasny stop
kodon. Toxikologické studie na mySich, krysach acpss
vysokymi davkami Iéku prokazaly dost&teu &innost, proto

let a jeSt chodi (jsou schopni ujit 75 méjr Chlap&m, kteri
jsou na kortikosteroidech bude povoleno pokret v této
terapii. (Eastnici budou rozdeni do 3 skupin: vy3si davka
PTC124, niz8i davk®TC124, nebo placebo. ¢&ni bude
pokratovat po dobu 48 tydn Primarnim kritériem bude
méteni vzdalenosti, kterou chlapci zvladnou ujit zduwdd
minut, v porovnani s vysledkyred I&€enim a Bhem I&eni.
Déle se bude #tit 10 dalSich sekundarnich paranietPo
dokorteni pokusu se vSichni pacientiierg téch, ktgi byli



na placebu, zatastni dlouhodobé terapie s vySSi davkou Blokovani myostatinu protilatkami . DosgElé mdx mysSi
PTC124. s vyfazenymmyostatinovym genem, které krénaystrofinu
Pro tento pokus byl ustanoven mezinarodni orgénizaybor, ve svalech nevyt¥é ani myostatin, ly vice normalnich
ktery bude vSe organizovat a dohlizet na spolupfériych  svalovych vlaken, menfibréz (zart vazivovych tkani), a
klinickych center v Evrop Austrdlii, Izraeli, Kanadl a ve jejich svalstva regenerovala rychleji nez u "nomf@t" mdx
Spojenych statech. Za Evropu se organizaestai experti na mysi, coz prokazala profesorkathryn Wagner AWellstone
DMD lékari Kate Bushbya Thomas Voit Pokus uz probiha v Muscular Dystrophy Center na Univetzilohnse Hopkinse v
USA a brzo bude zahajen v dalSich zemich. Pokud texlky ~ Baltimore a jeji vyzkumny tym. Tyto a vySe uvedegitpady
pokus faze Il b prokaze dobré&débné dinky, bude snaha o signalizuji , Zedownregulacenebo Uplné zastaveni tvorby
schvaleni prodeje u regdlsich agentur FDA ve Spojenych myostatinu by mohlo stimulovat regeneraci svaltwvytéaken

Statech a EMEA v Evrap chlap@ s DMD tak, aby nedegenerovaly tak rychle nebo
Welchiv EM, Barton ER, Zhuo J. PTC124 targets genticsdokonce aby se mohly &&ovat.

disorders caused by nonsense mutations, Nature 243787 Spol&nost Wyeth Pharmaceuticalé Collegeville blizko

91. Filadelfie ve spolupraci s Dr. Wagnerem nedavnodlipobala
Schmitz A, Famulok M. Ignore the nonsense. Naturevysledky klinického pokusu Myo 029 specifickoulidskou

2007;447;42 3. protilatkou proti myostatinu ktera se aplikuje injeké. Pokus

byl proveden na 116 dodgch jedincichsvalovou dystrofii,

Projekt Catalyst je program firmy PTC Therapeutics, véetns pacient s BMD, kterym byl aplikovdn MYO-029
ktery slouzi k hledani novych malych chemickychu&min  nitrozilné ve ¢tyfech davkach mezi 1 az 30 mg/kg kazdé dva
slouzicich jako léky pro DMD. tydny po dobu 24 tydh poté nasledovalo 12 tydrklinického

Projekt Catalystfizeny Dr.Ellen Welch byl zahgjen v  sledovani. Cilem totoho klinického pokusu bylo zhoiit
kvétnu 2004 a ma pomoci automatického screenirigolika  bezpeé€nost a prokazatdnnost. Vysledky ukazaly, ze MYO-
set tisic slotenin identifikovat ty, které by mohly zvySit nebo 029 je bezpiny ve studovanych davkach a préwddobri
shizit produkci vybranych protdinve svalovych bikach a  dosahl svého zamysSleného cile, zvySeni masy svdidi s
tak udrzet pipadré zlepsSit strukturu a funkci svalu pacienti BMD. AvSak zlepSeni funinosti svah se v tomto
s DMD. Snizeni (downregulace) produkce myostatinu &estingsicnim testu neukazalo. DalSi klinické pokusy s jinymi
zvySeni (upregulace) svalového specifickéhaistového inhibitory myostatinu jsou planované &kolika
faktoru IGF_1 podobného insulinu by podporovalstrsval  farmaceutickymi spotsostmi v U.S.

a regeneraci. Upregulacetrofinu a alpha7 integrinu by Wagner KR, Fleckenstein JL, Amato AA, et al. A

stabilizovala svalovou membranu a tim by zlepSilakEi  Mendell JR. A phase I/l MYO-029 in adult subjeactsth

svall. muscular dystrophy. Ann. Neurologie 2008; March 11
Automatické vyhledavaci metody pro nalezeni tohoto

potencialniho Iéku na DMD pouzivaji novyvinuty zkusebni Blokovani myostatinu jeho propeptidem Profesor

postup, kdy se #fi swtelnd intenzita enzymu luciferaza Keith Fosterz School of Biological Sciences z University of
pochazejiciho ze stluSek. Maly pdet slodenin s alespp London a jeho kolegové pouzili stabilizovangropeptid
nékterou z pozadovanych vlastnosti je pak optimabzow  k navazani namyostatin ¢imz jej vyadili. Prenesli gen
laboratdi. Kromé toho byly zahajeny prace na nalezeni dalSpropeptidu pomoci plazmid (Cista DNA) do svalu
latky, ktera by mdla regulovat produkci SERCA2a, ta ma nedystrofickych mysi, a poté i systematicky poma&v8
slouzit k udrzeni spravné futakosti srdce. Tyto velmi slibné vektoru do krevniho aihu. V obou pipadech se po deseti
potencidlni Iéky budou dale optimalizovany tak, abghla tydnech zwtSila vlakna svalu a svalova funkcéepdzi v
z&it faze | klinické studie na DMD chlapcich v blizké pomalych svalstvech se zlepSila asi 0 20 — 30%.
budoucnosti. AvSak stejné l&ba mdx mysSi nevedla ke &geni svalstva
a kjeho lepsi funkci. Dokonce ani s@dhy virovy penos

Inhibitor myostatinu: Myostatin je neaktivni bilkovina propeptidu a mikrodystrofinu neukéazal mdx mysi ®jaké
sestavajici z 375 aminokyselin, které setitue svalovych zlepSeni. Resto by tato kombinace mohla byt v budoucnu
buiikach a potom cirkuluji v krevnirfecisti. KdyZz se od&pi  pouzitelnou léebnou strategiii pro tvorbu novych vidken a
cast této struktury tzvpropeptid myostatin se aktivuje a zarove jejich zwtSeni. Mdx mysSi prawipodobré potebuji
navaze na receptactivin 1l v burécné membrah svalu. Na  vy3Si davky, protoze produkuji vieaeyostatinu nez mysSi bez
receptor navazany myostatin uvadi do pohybu kaskaddystrofie. Toto se nyni stale #jige.
chemickych reakci, které zasahuje az do jadra gediaiky a

blokuje geny nutné praist svalovych vldken. Tirmyostatin ZvétSovani objemu a sily sval blokovanim myostatinu

zamezujeistu svalstva. folistatinem. Follistatin-344 je bilkovina podobna hormonu
Existuje druh dobytka, belgicky chov Blue Breeghsa sestavajici ziettzce 344 aminokyselin, kterje aktivovan

rasa bully whippets, ktejsou velmi svalnati protoze jejich prevedenim na folistatin-315 odpenim 29 aminokyseliz

myostatinovy gen se stal mutaci neaktivni. A v B&r roce  jeho karboxylového konce. Follistatin-315 sgokese déma

1999 byl nalezen jeden fyzicky velmi silny chlapbez dalSimi podobnymi bilkovinami, FLRG a GASP-1, jsou

myostatinu, jehoz kosterni svaly jsou asi dvalaktetsi zapojeny do regulace aktivitjmyostatinu pimo blokovanim

nez svaly normalniho dte. jeho receptoru aktivinu a ndmo jinymi, jeS¢ neznamymi
signalovymi cestami.



ProfesorBrian Kasparz Nationwide Children’s Hospital a po sedmi rsicich I€eni se ukazalo, Ze se sniZila Unbve
a z Ohio Statue University v Columbu a jeho kolego TGF$ a obnovila se té#i normalni srdéni funkce, ale
pienesli ti geny procloveka follistatin-344,FLRG a GASP-1 fibr6za u takto staré mdx mysSi nebyla snizena. Exéni
pomoci vektori AAV-type-1 lokalrt do svah normalnich  vétSi &innost l1éku u mladSich mySi bude prozkouména
mySi a mdx mySi. Pro srovnéani, zelena fluoreseebilkovina v budoucich experimentech.
byla prenesena za stejnych podminek. Van Erp C, Irwin NG, Hoey AJ. Long-erm administoati
Injekce, kter4 obsahovala 100 miliard AAV1 vekior of pirfenidone improves cardiac function in mdx mic
byla aplikovana 4 tydny starym normdalnim mySim. 5  Muscle Nerve 2006, 34; 727 734.
dnech (térsf 2 roky) bylo stale patrné #geni &la diky
viditelné zvétSenému svalsvu nejercéastech, kde byla injekce Losartan a TGF B. Dr. Ronald Cohna jeho spolupra-
aplikovana, ale také v dalSich svalech, coz znamémdoto covnici z Johns Hopkins University School of maticv
lokalni l&eni bylo schopno ovlivnit také dalSi svaly. CelkovaBaltimore zkouSi modifikovat onemoami blokovanim TGH3
sila svalstva zvat byla z¥tSend, coz se dalo ziit funkéni  a signalnich cest, které vedou k fibor6zamialiasvou praci se
zkouSkou pevnosti uchopeni. starSimi mdx mySmi s pok&ibejSi svalovou dystrofii. Injekce
Aby se tento fistup dal smyslupkvyuzit k testovani a hadiho kardiotoxického jedu do skalsvaly poSkozuje;
pozdjSimu I&eni chlapd s DMD, byly provedeny podobné regeneruji pakdhem dvou aziech tydr. Ve svalstvech mdx
experimenty s mdx mySmifigkterych se pouzily davky kiis ~ mysi je tato regenerace vyznahsnizena. L&ni mdx mysi
10 nebo 100 miliardamiasticemi viru. Tyto mdx mysSi byly protilatkou protiTGF} zlepSujetas regenerace.
bud’ ti tydny staré, kdyz jim byla aplikovana injekce @qm Jelikoz tato protilatka neni koni® dostupna, &dci
ohodnoceny po §i mésicich, nebo, a toto je velmillézité  zatali testovat zdalosartan jako I|ék schvaleny proti
pro pozdjsi aplikaci této techniky starSim paciémt s DMD,  vysokému krevnimu tlaku, by mohl mit stejn§inek, protoze
jim byla aplikovana injekce jednorazokdyz byli 210 di blokuje angiotensin-Il receptor, ktery hraje roli signalni
staré (sedm #sial), kdy jiz meEli vyznamné symptomy cest odstartované TGB: Bylo vidét, ze |&ba ti mésice
onemocgni, a potom nasleédndokud je& nebyly 560 dii  starych mySi Losartanem po dobu delSi nez jedermdknila
staré (asi 1 atp roku). 60 dri po injekci ngély zvétSenou silu mnoho dystrofickych symptaimjako fibrézu svalu a rozvoj

svali, ktera getrvavala do konce pzkumu. Unavy v testech svalovych funkci. Mysi nebyly wday timto
Ve v8ech d&chto experimentech, se neobjevily zadnélékem, jen byly méhnemocné.
viditelné problémy s virovymi materialy nebo gdénymi Lécba Losartanem, pokud vysledky na chlapcich s DMD

bilkovinami, follistatinem a dalSimi dtma. Vysledkem bylo budou podobné ¢m na mysSich, by mohla byt vhodna
robustni svalstvo se ##enou masou svalovych vldken, farmakologicka léebna strategie, kterd4 redukuje symptomy
zredukovany zé&t svali a menSi fibr6za ve srovnani bez ovliiiovani genetickéiéiny onemocani.
s kontrolni skupinou mdmysi. Dr. Cohn a jeho tym nyni ppravuji klinicky pokus s
Tym Profesora Kaspara skiihsvou publikaci se slovy: Losartanem. Pokusu se bud&stnit asi 10@hlapdi s DMD,
"pozoruhodna schopnost follistatindosahnout velkého a ktefi jsou stéi 5 az 15 let a mohou j&Stchodit. Jedna
dlouhodobého funiniho zlepSeni dystrofického svalstva u polovina chlapt bude Iéena po dobu 1 rokdosartanem.
starSich zvuat zarduje, Ze se bude nadale uvazovat oDalSi polovina bude dostavat placebo po dobu $esticl a
klinickém rozvoji této metody s cilemdi¢é muskuloskeletarni potom po dobu dalSich Sestiésici bude také I&ena
nemoci, ¥etrg starSich paciefits Duchennem”. Losartanem VSichni chlapci v obou skupinach musi nadéle
Haidet AM, Rizo L, Handy C, et al. a Mendell JR,dgar  brat steroidy pokud je pravidenbrali i pred pokusem.
BK. Long-term enhancement of skeletal muscle mas$ a Primarni kritéria testu, coz je hlavni test efeléeni, jecas,
strength by single gene administration of myostatimbition.  ktery potebuji k ujiti 30 stop (asi 10 méjr Zmeny jejich

Proc. Natl. Acad. Sciences 2008; 105; 4318- 4322. kvality zivota a jejich dychaci funkce budou meznaha
dalSimi sekundarnimi kritérii.
Inhibice TGF-B. Transformani ristovy faktor beta Vyzkumnici doufaji, Ze pokus &ae réekdy v roce 2008.

(TGFB) je bilkovina, ktera zab#fje satelitnim bikdm  Vysledky pak budou k dispozici o dva roky pe&gdPokud
(kmenové biiky svalu) v regeneraci svalové tkamMdx mysi  vysledky ukadzou vyznamny débny ®&inek, dopordeni pro
a také chlapci BMD maji zwtSené mnozstvi TGB-a to vede podavani Iéku bude vydano bez prodleni. AvSakijezié
k fibréze (zjizveni tka#), ktera je zpsobena nad#mnou  zdiraznit, Zedo té doby by rode nendli davat Losartan
produkci pojivové tk& a k jejimu usazovani mezi vldkny jejich nemocnym chlagm, ale ngli by pokratovat v sodasné

svalu kde nahrazuje odieta viakna. pé&i veetre 1&Cby steroidy a ve veSkerych dalSich aspektech
Za normalnich okolnosti, pojivova tkadrzi vldkna svalu tak, aby udrZeli chlapce v co nejlepSim fyzickéavat
pohromad, ale z¢tSené mnozstvi vede k tuhosti svaljejich Cohn RD, van Erp C, Habashi JP, et al. Angioterisin

zkracovani. Pojivova tké se sestava hlagnz bilkoviny type 1 receptor blockade attenuates TGF-beta-irttlfeéure
kolagenu, coz je dost nepruznid molekula, kterowdydoji  of muscle regeneration in multiple myopathic satdature
fibroblasty. Takze inhibice aktivitf GF§ pomoci |ék mize  Medicine 2007; 13; 204 210.

redukovat fibrozu.

Profesor Andrew Hoey z University of Southern Latky blokujici zanét. Degradace a smrt svalovych
Queensland Toowoomba v Austrdlii a jeho spolupracovnici burgk u svalové dystrofie Zfsobuje, Ze hiky imunitniho
testovalipirfenidone,coz jsou schvéalené léky kagéni fiborézy  systému vstoupi do svalové tkanaby viistily bungené
v plicich. Osm nisial staré mdx my3byly Iéceny €mito Iéky  pozistatky. Steroidy jsou schopny pdita zargt, to je



pravéEpodobré jednim z dvodi pro¢ prednisone jeho
aktivni forma prednisolonea podobnydeflazacort mizou
zvySit velikost a silu sval tim, Ze redukuji odpad
organismu na antigen, avSé&sto s nefljiemnymi vedlejSimi
Gginky.

ProfesorkaVielissa Spencer University of California, v
Los Angeles a jeji tym provadi experimenty, aby linas
zpasoby, jak nahradit steroidy jinymi Iéky, které b§spbily
proti zarétu bez nefiznivych vedlejSich &inka steroid.

Studie ukazaly, Ze ékteré buiky imunitniho systému
urychluji pribéh onemoc#ni. Produkujicytokiny molekuly,
které podporuji zat a vyvoj fibrozy ve svalech jak u mdx
mysSi tak u pacieidt s DMD. U zdravych jedinc to je
normalni proces hojeni zrami, které stabilizuje slabé tk&m
podporuje hojeni. U chlapics DMD se tento hojivy proces
nikdy nezastavi, sval je ve stavu retpzitého hojeni zrami.
Proto se pedpoklada, Zze inhibice imunitnich hikn a
aktivnich cytokii by mohla zpomalit degradaci a fibrozu
dystrofického svalstva. &ktéré protizagtlivé Iéky schvélené
FDA jiz existuji a mohly by mozna také bytidné proti
ttmto imunnim bikdm u DMD. Testovanim Iék jiz
schvalenych FDA bude zkrac€as nutny k zaptti testt na
klinikach v porovnani s n@wyvijenymi Iéky.

Ctyfi z tdchto léka uZivanych proti dalsim nemocem jsou
testovany v laboratoDr. Spencera na mdx mysSicBalectin-
1, Remicad®, a Enbrel® - vSechny proti revmatickému
zarttu a Anti asialo GM1 protilatka pouzivana ip
Parkinsonow chorolz.

Osteopontinje bilkovina, ktera ma mnoho funkci v
biologii kosti, imunitni regulaci, hiecném peziti, zagtu a
rakovinovych metastaz. Jeji koncentrace je zvy3eh#&vi a
svalstvech mdx mysSi. Dr. Spencer zkouSel osteopgako
potencialni léebny cil pro Duchennovu dystrofii. Mdx mysi
bez osteopontinu maji lepsi silu svalu, snizenoth@#notu, a
snizenou fibrézu. Déle se pracuje na tom, aby Selrék,
ktery by potl&oval osteopontin u chlafjs DMD a tak se stal
se kandidatem nadBu DMD.

Idebenone  Nepritomnost dystrofinu oslabuje nejen
burténou membranu, ale také negativnovliviiuje
mitochondrie ve svalovych Bkéch. V tchto burénych
"elektrarnach" se generuje oxida fosforylaci univerzalni
biologicky energeticky fepravce adenosintrifosfat (ATP).
Uméle vyrobend molekulddebenone vyvinuta spolénosti
Santhera Pharmaceuticalz Liestal blizko Basileje pod
vedenim Dr. Thomase Meiera hlavniho ¥deckého
vedouciho, je odvozena ztippdniho koenzymu Q10.

Idebenone je nejen silny antioxidant, ale co j&jd8lezitjsi,

usnaduje vyrobu buséné energie. Idebenone byl chemicky

optimalizovan, aby snadno pronikal do Bknvéetrg burgk
svalovych.
Uc¢innost Idebenone byla fedtim demonstrovana u

u pacient s DMD. Nejprve po dobu 10 #siar lécili mdx
mySi pomoci Idebenone a to a@@rst¥ narozenych az po
dosplé jedince. V tomto pokusu se stdé dysfunkce
dystrofickych mysi vyznamn zlepSila, hlava poklesla
amrtnost v experiment&nindukovaném srd@im stresu z
58% na 19%. Dale, u 15 mdx mysi poch& pomoci
Idebenone se vyznamina dlouhodob zlepSil vykon
spontanniho &u v kole (celkovy funéni test sval). Detailni
védeckd zprava o tomto novéatorském pokusu bude brzy
zverejréna.

Tyto vysledky povzbudily &dce k tomu, aby provedli
klinicky pokus faze-IlI kontrolovany placebem na@flapcich
s DMD ve wku 8 az 16 let. Pokus byl provedenébma
univerzi€ v Leuvenu na pokyn profesora Gunnara Buyseho.
Tfinact chlapé bylo l&eno po dobu 12 #&sici s denni
davkou 450mg Idebenone, podavano ve 150mg tabletach
zatimco osm pacieintdostalo placebo. Priméarni cil této studie
bylo urit efekt Idebenon@a srdéni svalovou funkci.

Pacienti nadebenone se zti&e zlepSili v testu srdi
funkce ve srovnani s pacienty na placebu. Sekuhdétéria
vysledku této studie zahrnovali testy dychaci tkBshem
52 tydni trvani testu se pacigmh I&enym Idebenone zlepSily
dychaci funkce, zatimco u pacigéma placebu se se nadale
zhorSovaly.

Tyto Udaje jasé dokayuji zlepSeni srdei a dychaci
funkce za pomoci Idebenone jsou zwgstvzbuzujici, jelikoz
pra® tyto problémy gsobi velmi vazné komplikace u
pacienti s Duchennovou dystropii. Vysledky této studie hudo
poprvé prezentovany na vymim sjezdu American Academy
of Neurology.

V souhrnu, toto je prvni tkaz Kklinické @&innosti
Idebenone na srdei a dychaci funkce u Duchennovych
pacient. Vysledky poskytuji zaklady pro planovani dalSich
klinickych tesfi s Idebenone. P&dhto kladnych vysledcich se
Santhera rozhodla pokmvat ve vyvoji Idebenone.

Protandim zabranuje oxidaénimu stresu: Prepravce
biologické energie, kterého pebuje kazda hika Wetné
svalové, se jmenuje adenosintrifosfat (ATP). ATP
produkovan ve velkém mnoZstvi v mito-chondriich itivn
buiiky. Mitochondrie jsou asi tak malé jako bakterie a
k vyrob¢ energeticky bohatého ATP pouzivaji kyslik. Asi 1-
2% spotebovaného kysliku jefpvedeno na velmi reaktivni
volny radikal peroxiduNormalni buika se sama brani proti
tomuto toxickému produktu dwma enzymy: superoxid
dismutazou(SOD), ktera jej fenenuje na peroxidu vodiku, a
katalazou (CAT)ktera penenuje peroxid vodiku na vodu a
kyslik.

Svalové biiky bez dystrofinu produkuji &Si mnoZstvi
peroxidovych radikdl nez normalni bitky, proto jsou
vystaveny ¥tSimu oxidacnimu stresy ktery pispiva
k degeneraci vlaken svalJe to proto, ze enzymy SOD a CAT

je

pacient s Friedreichovou ataxii. U této nervosvalové neémocnejsou schopny z#it nadbytek radikdl driv nez zgisobi

Idebenone vykazoval zlepSeni neurologické funkcavi®N
Idebenone také zlepSoval hypertrofickou kardiomyiopa
(zvétSeni srdce), coz je v tomto
onemocini komplikace ohroZzujici Zivot.
V nedavné dob védci z University of Leuverv Belgii
pod vedenim profesora&unnar Buyse ve spolupraci se
Santherou zali zjiStovat, jestli byldebenone byl proggny i

chronicky zant, fibrozu, peroxidaci lipid, zpomaleni svalové
regenerace, coz jsou typické symptomy chiapdMD po

neuromuskularnimtretim roku.

Pro terapii DMD by bylo dlezité gerusit tyto procesy v
tomto wku nebo jiz dive. OSateni antioxid&nimi vitaminy E
a C nema bohuzel zadny efekt. DalSi moznost je izvys
mnozstvi dvou enzyfih superoxiddismutazy a katalazy.



Laboratorni experimenty ukazaly, z&danim tchto enzyni
do izolovanych srdci mdx mysi blokuje oxid&ni stres
nicenim nadbytku volnych radikél

ProfesorJoe McCordz University of Colorado spalaé
se spolénosti Life Vantage Corp. v Denveru vyvinul
potravinovy doplgk Protandin®, ktery redukuje oxideni
stres upregulaci dvou antioxitdich enzyni. Protandim
obsahuje vytazky zgd rostlinnych druli: Bacopa monnieri
(Bakopa drobnolista), Silibum marianum (Ostropestec
mariansky), Withania somnifera(ashwagandha)Kurkuma
longa (Kurkuma dlouhd) a Camelia sinensis(¢ajovnik
¢insky). Ri Kklinickém pokusu v roce 2006 bylocéno 29
zdravych 20-78 let starych lidi dehpo dobu 120 din Dva

nejdilezitéjSi vysledky testu po skoéani pokusu byly, ze se

spolupracovnici testovali tento €k v izolovanyeldknech TS
svalu u mdx mysi a zjistili, ze jejich jmér se z¢¥tSil a
vyznang se zlepsila jejich funkce. Existuji dalSi Iékyeté
potlauji NFkB signélovou cestu, které jiz byly schvéleny k
[é¢eni jinych nemoci nez je DMD. Jeden z nich je
sulfasalazine Tento Iék a dalSi jsou etovany v
predklinickych testech, které maji dat vysledky nuim®
provadni dalSich klinickych pokus

Blokovani TNFe. Bunééné membranysvali chlapdé s
DMD, které nejsou  stabilizovany  dystrofinovym
bilkovinovym komplexem se daji snadno poskodit
mechanickym nafiim svalové kontrakce. Tumor necrosis
factor-alpha (TNE) je bilkovina, ktera zvySuje poSkozeni

prameérné zvétSila aktivita superoxid dismutazy o 30% a dystrofického svalipodporou zagtu, ktery vede k odureni

katalazy o 54%, a peroxidace lipilyla vyznams potlatena.

svalovych vldken dokonce j€St nepoSkozené svalové tkani.

Nedéavno bylo zjigno, ze Protandim vyvolava produkci ARE Takze blokace TNF-o. by snizovala proces degenerace

(antioxidant  response element), coZz je
mechanismus, ktery ovlada nejen produkci
dismutazy a katalazy, ale také asi dva tucty daldi¢ezitych
antioxid&nich enzyml. Mimoto extrakty z pti rostlin
obsazenych Protandimuigobi tak, Ze jejich kombinovany
efekt je mnohokrat&tSi nez sotet jejich jednotlivych efeki

Nelson SK, Bose SK, et al. a McCord JM. The indarcti
of human superoxide dismutase and catalase: A faaed&al
new approach to antioxidant therapy. Free Radidal. B
Med.. 2006; 40; 341 347.

genetickypisobeny absenci dystrofinu.
superoxid

Profesorka Miranda Grounds a jeji spolupracovnici
z University of Wetern Australia v Perthu uZivalioplatku
cV1q k blokovani TNE pii dlouhodobych pokusech s mdx
mySmi. StarS§i mdx mySi maji jen asi 5% nekrotickych
svalovych vlaken a toto procento neSlo snizitefém
protilatkou proti TNk. Védci proto nechali mysi dhat v
cvicebnich kolech, tim se zdvojnasobilo mnozstvi otiifich
svalovych vlaken. Dlouhodobymdeénim pomoci cV1q, které
trvalo az ti mésice, picemz mysi mohly Bzet tolik kolik

Velmurugan K, Alam J, McCord JM, a Pugazhenthi S.chily, se gedeSlo dodatmému poskozeni, které igobovalo

Synergistic induction of heme oxygenase-1 by thepanents
of the dietary supplement Protandim. Free radicall. B&
Med. 2007; 43, Suppl. 1; S97.

Potla¢eni NF«B. Na University in Kirksville, Missouri,
profesor George Carlsona jeho kolegové vyvinuli metodu,
kterd testuje fisun vapniku do izolovanych dystrofickych
vlaken z dychaciho svalmiangularis sterni (TS) mdx mysi,
aby tak mohli wit, zda Fedpokladané ziSeni mnoZzstvi

vapniku je odposdné za dystrofické symptomy. AvSak jejich

vysledky ukazaly, Zeffsun vapniku se &thto stresovanych
vldknech nezitSil v porovnani s fisunem do normalnich
svalovych vldken za stejnych podminek. Protozeidsidci
prokézali, Ze pasivni nap svall aktivuje N/B (vyslovuje se
NFkapaB) signalni cesta, tym Dr. Carlsona se pokaiisiit,

toto cvieni. Ztoho plyne, Ze blokdda TWNFredukuje

poskozeni svalu a zvySeni hladiny CK, které se abwm

vyskytuji u cviicich mdx mysi. Také mySidéné cV1q, které
dobrovolrg cvicily, béhaly podstaté vice nez neléené mdx

mysi, a bylo tejmé, Ze se citi déb a Ze jejich svalstvo
zlepSilo funkci. Mly by byt zvaZzovany klinické pokusy s
touto protilatkou nebo s ostatnimi znamymi lékerktblokuji

TNFa.

Upregulace IGF-1. Riastovy faktor podobny inzulinu
(IGF-1) je bilkovina s asi 70 aminokyselinami vjedn
fetzci s femi stabilizujicimi mosty a s podobnym tvarem jako
inzulin. Existuje ve vicenasobnych formach s irn
rozdilnymi strukturami. Jeden z nicigoforma IGF-1A, je
svalu velmi prosgsny jelikoz podporujetist a sileni svalstva,

zda je tato aktivace odpédna za poskozeni dystrofického TS proto je zajimavy pro potencialnicbné vyuziti u &i s

svalu.
Bilkovina NFB je pritomna v cytoplazi vSech buik,
ale je tam ¥tSinou vyazena dalSi bilkovinou, inhibitorerB

DMD.
Vyzkumny tym profesorkylisabeth Bartonz University
of Pennsylvania ve Filadelfii pracuje s mdx mySkteré byly

(IxB). Zaretlivé procesy, které bojuji proti infekcim a také geneticky zkonstruované tak, apsodukovaly velké mnozstvi

degeneraci hiky aktivuji signalnicestu N&B a to vede
prostednictvim signalové kaskadyez reakci) k upregulaci
mnoha gefi, jejichZ proteiny obsahuji protizéivy faktor.
Tyto faktory zastavi za, kdyz to uz neni pétba.

AvSak pokud je upregulacé&chto faktoii zablokovana
genetickou zrnou nebo stresovou situaci, #apokrauje a
mohou se rozvinout chronick4d oneméeh jako kornatni
cév, plicni fibr6za, astma, kloubni revmatismus,
pravéEpodobré také Duchennova svalova dystrofie.

Je dostupnarada Iék, které mohou iedejit aktivaci
NFkB na za&atku této signalové kaskady. Jederéchto 1éka
je pyrrolidine dithiocarbamate. Dr. Carlson a jeho

IGF-1 ve svych svalstvech po celyig¥ivot.
Tyto mdx-IGF-plusmysi vykazovaly z¥tSeny svalovy ist s
docela zdra¥ vypadajicimi svaly a mnohem m€éfibrotické
nez "normalni'mysi s madx.

Ale protoZze se tentoustovy faktor stetdva s mnoha
jinymi procesy v jinych nez svalovych ttkéich, nemohou byt
vyloudeny potencialés vazné vedlejSi dinky pokud bude

auzivano vysSi davkovani pro optimalntinek na svalstvo.

Proto byl IGF-1 spojen s jednou z jeho vazebnich bilkovin
(IGFBP3) ¢imz vznikl IPLEX™, jiz schvaleny lék, ktery
stabilizuje IGF-1 v krvi, a uvdlje ho jen kdyzZ je to ¢kde
potieba. Prvni klinicky pokus s |ékelRLEX byl proveden na



Rochestero¥ Univerzi€ na patnacti dosfych pacientech
smyotonickou dystrofii. Tato strategie by mohla bgimi
Gcinna pro dopravu IGF-1 do svabez vedlejSichdinka v
dalSich tkanich.

Dalsi vedlejsi tinek downregulace recepftopro beta
agonisty v bu&nych membranach swval ktery redukuje
jejich &inek na kosterni svalstvo, musi byt také vyl nez
se z&ne s klinickymi pokusy pro dlouhodob&dhi chlapé s

DalSi zpisob jak dosahnout vysSich hodnot IGF-1 veDMD.

svalové tkani by bylo f@nést jeho gen do svalstva
pomoci AAV vektofi, kde by podnitily bilky k vétSi tvorke
IGF- 1. Prace s touto technikou v laborafor. Bartora méla
1A 30x az 40x po jediné injekci do svalu. N@yntetizovany
IGF-1 Zistaval ve svalové tkani, podporoval hypertrofii
(zvétSeni vlaken svalu) a zabranilo se vedlejSidnkKom
zpisobenym aktivaci nesvalovych tkani. Bohuzel, busatt
neékolik let nez takovato virova genova terapie budecinbyt
zkouSena u chlafics DMD.

Beta-agonisté.

Beta agonisté jsou latky podobné

hormorim, které se vazou k receptorvym bilkovinAm nakomplex,

vngjSi stral burgénych membran a tim odstartujétzec
chemickych reakci,beta-adrenergni signalni cestmebo
kaskadu, abydorwili signal k biologickym ciim uvnit

Lynch GS,Ryall JG. Role off-adrenergic signaling in
skeletal muscle structure and function: implicagidor muscle
wasting and diseaze. Physiological Reviews 2008; 723
767.

Harcourt LJ, Schertzer JD, Ryall JG, Lynch GS. Low
dose formoterol administration improves muscle fiamcin
dystrophic mdx mice without increasing fatigue.
Neuromuscular Disorders 2007; 17; 47 55.

BBIC potladuje proteazy. Degradace svalovych bilkovin
u DMD je zpisobena #&kolika riznymi protedzami (bilkoviny
ni¢ici enzymy), pat k nim enzym klpain a velky bilkovinny
nazyvany proteazomy U DMD se buiéné
membrany sval stanou propustné tak, Ze ionty véapniku
(nabité atomy) mohou vstoupit do ke aktivovatcalpain a
také proteazomy. &lci zkouSeji potl&t aktivaci kalpainu a

buiky, které jsou dlezité pro kontrolu syntézy a degradacedalSich proteaz a tak pozdrZet degradaci svaloiikybu

bilkovin.

Neékteri beta-agonisté jsou schvalené Iéky, jakorfidgd
bronchodilators, kteréuvoliuji dychaci svalstva pacidgnts
astmatem,taky jsou uZzivané jakocanabolika ke zlepSeni
velikosti a sily kosternich svdl nekdy jsou pouzivané
nezakona atlety ("doping").

V laboratdi profesoraGordona Lynche dJniversity of
Melbourne byl testovan beta-agonistarmoterol a to s
vynikajicimi vysledky pro jeho schopnost odvratituonirani
svali u starSich krys, coz je poznatek s klinickym poi&iem
k 1éceni starsich lidi. Tyto kladné vysledky nazmealy, Ze by
takové "anti starnouci Iéky" mohly
potencialni terapii DMD.

Ve skuténosti jeden maly klinicky pokus s pacienty
s DMD a BMD byl iz proveden. Ehstnici byli I&eni po dobu

28 tydmi albuterolem(8mg/den), coz je dalSi beta-agonista,

ktery je schvélen pro astma. Tato nizka davka bylarana
poté co jiny 1 rok trvajici pokus s d@sgmi pacienty s FSH
dystropii ukazal, ze albuterol v davkach 16mg m@aa den
vedl k rekolika negijatelnym srdénim problénim jako

palpitace (buSeni srdce). Snizena davka u pokusacient

sDMD a BMD nezfisobila zZadné vedlejsi ciinky, ale
vyprodukovala jen mirné zvySeni sily svalu, kterglob
nedostaténé pro @innou terapii proti posSkozovani svah

slabosti.

Pro gipravu dalSiho klinického pokusu se &jim beta-
agonistou, profesor Lynch a jeho kolegové zkousgeit mdx
mySi  velmi nizkymi  (klinicky vyznamnymi) davkami
formoterolu (25ug/kg). Tato nizka davka zvysila velikost a
silu rychlého a pomalého svalstwalx mySi a, co je dlezité,
nezpisobovala snadfii unaveni svalstva. dihky na velikost
srdce byly také snizené podavanim nizké davky.

Jelikoz pacienti s DMD nepaébuji zw¥tSit srdce, musi
byt vylowen efekt &chto I1€ki na srdeéni svaly, ale zarove
zachovat pozitivni &inky na kosterni svaly. Odtbvani
téchto dvou efekt je jeSt dulezitym wdeckym Ukolem a
vyzkum profesora Lynche se zé&mje pra¥ na tyto latky.

Profesor Lee Sweeney a jeho spolupracovnici
z University of Pennsylvania ve Filadelfii experimbgji s
jednim z protedzovych inhibitby BBIC (Bowman-Birk
inhibitor concentratg pfirodni bilkovina sloZzena ze 71
aminokyselin, které se daji extrahovat ze sojoMyahi. To je
substance rozpustnd ve vodkterou lze podéavat orain
JelikoZz je tato molekula ¥piS velkd, aby prostoupila do
svalovych busk, blokuje rtkolik protedz jako najbklad
travici enzymy tripsin a chymotrypsin &bursk a grerusuje
signalni cesty, které mohou podporovat &gré procesy u
DMD. Dlouhodobé léeni pomociBBIC zvySuje svalovou

byt uzivany prohmotu a silu u mdx mySi. Hladina CK a fibréza jemané

snizené. Z léby pacient s nadory je znamo, &BIC je velmi
bezpény lék. Nyni se ppravuje klinicky pokus faze-l|
spole&né s Dr. Kenneth Fishbeckv Narodnim institutu zdravi
(NIH) v Bethesd blizko Washingtonu. Pokud pokus prokaze
podobné tinky u chlapéd s DMD jakych bylo dosazeno u
mdx mysSi, nize tento 1ék zpomalit degradaci svalu.

So6jové boby obsahuji také dalSi proteazy, protsi byt
BBIC od nich izolovan a @Stén. Jedeni fazoli ffmo nema
Zadny efekt.

GAMT a AGAT. Ackoli mdx myS nema zadny dystrofin
ve svalech, neprojevuje se u ni DMD tak zavaznymi
klinickymi symptomy jako u lidi. Profesdsrian Tseng dfive
z University of Colorado v Denveru a p#ved pracujici
v Harvard Massachusetts General Hospital v Bostorjeho
tym pokra&uji v hledani zpsob: jak zpomalit svalovou
dystrofii.

Védci pouzili  screeningové techniky, aby nalezli
modifikované geny, které jsou upregulovany u mdySima
downregulovany u chlagics DMD. Identifikovali dva takové
genypro enzymyarginine: AGAT (glycin amidotransferage
a GAMT (guanidinoacetate metyltransferasaDba jsou
dilezité pro syntézu kreatinu, ktery je v kosterninals
zdrojem energie. Narozdil od chldips DMD, mdx mysS nize
upregulovatoba enzymy, takzemuze vytv&et swij vlastni
kreatin ve svalovych hikach. Je znamo, Ze chlapci s DMD



maji jen 20% normalniho mnozstvi kreatinu, ktegynachazi McClure WC, Rabon R, Ogawa H, Tseng BS.
v zdravém svalu. Naproti tomu mdx myS ma 80- 90&@aknu  Upregulation of the creatine sunthetic pathway keletal
ve svalstvech ve srovnani se zdravymi kontrolningSmm.  muscles of mature mdx mice. Neuromusc. Dis. 2007%; 1
Byla vytvorena mdx mys, jejiz GAMT gen byl geneticky 639 650.
vyfazen. Tato myS neide dolie chodit, umird brzy, a jeji
svalstvo se zda byt végnovlivnéno, podoba jako je tomu u L-arginin a nNOS. DalSi nasledek chyficiho dystrofinu
chlapdi s DMD. je snizené mnozstvi jednoho specifického komponentu
Nyni védci v laboratéi Dr. Tsenga pracuji na vytveni  dystrofin-glykoprotein komplexu, enzymueuronal nitric
mdx mySi bez enzymu AGAT, kterdiuxe byt také velmi oxide synthasénNOS). Tento enzym produkuje oxid dusnaty
postizena. Zkoumaji jak n#&pomnost dystrofinu ovliiuje  (NO) z aminokyseliny L-arginin. &oli NO je plyn, chova se
dopravu kreatinu z krevniheecisté do svalovych bukk.  jako hormon &idi, mimo jiné, roztazeni krevnich cest, které je
Tento problém s transportem kreatinu se neda tektiefs dilezité pro normalni zdsobu krve a energie pro stwals
IéCit pouze doplénim stravy o kreatin. Tym Dr. Tsenga také Pokud nNOS chybi, Zae se vyvijet fibréza srdce jak u mdx
zkouma dva geny GAMT a AGAT u lidi, Kienemaji mysSitak i u paciefits DMD.
dystrofin a pesto maji symptomy BMD a skoro normalni Profesor Andrew Hoey a jeho kolegové ze Southern
svalovou vykonnost. Queensland University v Austrdlii aplikovali L—angi dens
Vykonymi screeningovymi metodami by se daly po dobu 6 mssial 6ti mésicnim mdx mySim. To redukovalo
identifikovat slodeniny, schvélené Iéky, nebo potravinové fibrozu v jejich srdcich, zvySil se koronarni kréviok a
dopliky, které by mohly byt schopny upregulovat geny prozlepSila se jejich srdai funkce. V probihajicich
GAMT a AGAT u chlapé s DMD. To by mohlo snizit jejich experimentech se musi zjistit mechanismussopeni L-
velmi vazné symptomy na Uravene tak moc postizengdx  argininu nez se bude moci pokoaat v dalSi praci a nez bude
mysSi a ziskat takas nez bude vyvinuta "skudtg l&ba". jasné zda se L-arginin ike stat lékem pro chlapce s
Duchennem.

Nékteré zavreéné myslenky o tom kde jsme a co by &o byt udélano.

Jak jsemiekl na zaéatku, napsal jsem tuto vyzkumnou dnes, vic nez o 20 let pagid stale je& cekame na kbu, na
zpravu steji jako ty gredeslé zvlastpro vas, chlapce a mladé sebemensi Iék jenz by zpomalikeni svalstva. Ale nejen boj
muze sDuchennovou svalovou dystrofii a vaSe rodiny, adyst proti tomuto onemocgni se ukézal byt mnohem obt&si,
l[épe porozurdi tomu co se vSe & pro zastaveni tohoto nez si kdokoli mohl fedstavit, pokrok pro dalSi genetické
onemockni, aby saukorvilo jednou provzdy. Vybral jsem 33 nemoci jako cysticka fibr6za nebo mnoho forem rakpye
vyzkumnych projekt pro mou zpravu, protoze jsou v nich také velmi pomaly. Ve skutaosti, "nasSe onemoéni",
podle mého migni obsazeny nejdezitéjSi fakta o tom jak Duchennova svalova dystrofie, by se mohla stéat
védci v mnoha zemich zkouSi najit efektivni a b&mge prvnim vzacnym &dicnym onemocénim, které bude mit
zpisoby, jak zastavit nebofipejmensim zpomalit trvalé genetickou terapiijiz v blizké budoucnosti.
zmizeni vasich svalstev. Krok za krokem. VesSkeré vyzkumné ifstupy,

Dobré a Spatné zniny. DMD neni nova choroba jako vyswtlené v této zprdy jsou zaloZzeny na spolehlivych
AIDS protoze byla pozorovana u mysi, krys¢ék, a p§d a  védeckych vysledcich, &Sina povede k metodam, které se
tak pravépodobr existuje u vSech zkdt se svalstvy. TakZze zhmotni v lécich, které se budou dat koupit. Aleéto trvat
to zaalo davno ped tim, nez jsme se odliSili od naSich spoustwasu, protoze jejich vyvoj bude muset postupovak kro
zvitecich gedki. Tudiz to neni nic jiného neZz nehoda, vedlejSiza krokem a kazdy z nich bude muset byt ogapi@novan,
efekt evoluce. Beze zm, na&hodnych zim genetické testovan na zvatech a potom musi byt dokazano klinickymi
informace, bychom tady nebyli a zbytekirpdy také ne. pokusy, Ze se osdcil i u lidi. Ve zkratce, dokonce ikdyz se
Nekteré zngny jsou "dobré", protoze zlepsi zivot, algkteré  nekteré metody zdaji byt teoreticky bez probigpouzitelné,
jsou "Spatné" a nebezg®, protoze zjsobi smrt a nejsou zatim povoleny. NaS€tdbudou muset bréat Iéky na
onemocgni pred narozenim nebo pagd DMD po zbytek jejich, doufejme, dlouhého Zzivota. kié

Zmeény, které zfisobuji DMD, netrestaji vas nebgkoho  nemohou mit vedlejSicinky, které se hromadi a stavaji se
jiného kwili nééemu, oni se jen stavaji. Toto neni misto kéasem nebezpgaé. Musibyt naprosto bezgaé. Védci toto
diskuzi o naboZenskych otazkach, coz snadhgenyijit na  veédi, a &di také, Ze regutmi agentury jako FDA a EMEA,

mysl. Jen mi dovoltefiat jednu mysSlenku: froda se zda, Ze akoli secasto zda, Ze &tuji a zpomaluji praci, jsou tu pro to,

jedna slep bez ohledu na to koho znge, na druhé strénjeji  aby vas chranili. Proces krok za krokem je pomalg,omyly

dobré zminy ndm daly mozky k tomu, aby naSly cestu pros nehodami, které by zranily vas nebo jiné s oBtatn

napravu tohoto hrozného vedlejsiho efektu vyvoje. nemocemi, by jen zpomalily vyvoj naSich a jejickilé
Védecky vyzkum. Pokud jstecetli kompletni zpravu, Exon skipping. Jedna z genetickych technik

uvédomite si, ze mnohogdci a jejich tymy dlaji co mohou  diskutovanych v této zpréye zvlast slibna: Exon skipping.
tak rychle jak je to jen mozné, aby naleztininou I&bu. V. V klinickém pokusu v Nizozemi byla prokazangininost
roce 1986-87, kdy byl nalezen dystrofinovy gen ladvina, jednoho druhu potencialnich klantisense oligonukleotid
kterd se podle & vytvéri, vSichni jsme mysleli, ze Zgob  AONU, v jednom svalu uétyt chlapd& s DMD. Podobny pokus
lécby, ktera by mohla velmi brzy opravit molekul&n s dalSim druheméthto €Ki je nyni provadn v UK. Zde je

genetickou ficinu onemocani, se kon&né odhaluje. Ale opravréna nadje, Ze vysledky budou st&jpozitivni. Jsou uz



naplanovany systematické pokusy aplikaci AONi do Diagnostika prenaSé€ek. Pro matky pacierit s DMD a
krevniho okhu tak, aby mohl zasdhnout vSechna svalstvaejich zZenské fibuzné je dlezitd geneticka analyza jejich
Oswdcilo se to u zwviat, a my vSichni doufame, Ze stejné dystrofinové DNA. Vhodnym genetickym poradenstviem s

vysledky budou i u &i. Chlap@&m, ktei potebuji greskaeni
exonu 51 a kié se @&astni &chto pokus, bude exon 51
odstradn z velké ¢asti poSkozenych nasi genetické
informace - jejich dystrofinové mRNA. Jejich svabtby jiz
na konci pokusu mohla pracovat Iépe. Doufame, ztes®
pristup stanéicinnou l&bou, i kdyz to nepovede k celkovému

totiz d& vyhnout narozeni dalSich chlaps DMD v Sirsi
roding pacienta. Ale pokud rizikova zenaibe byt ujiséna, ze
neni genaSéka, mize ji to povzbudit k tomu, aby #a
zdravé dti beze strachu z opakovani vySe uvedenych rizik.
Testovani novorozend. Novorozence lze testovat na
vysoké hodnoty CK, nabizi to naps Némecku (Freiburg),

vylé¢eni To nebude trvat dalSich 20 let, to bude mnohenWalesu (Cardiff), a Belgii (Antverpy). Da se takag zjistit,

diive. L&eni metodou exon skipping bude muset bytzda chlapci

opakovano po &aké dol&, po tydnech nebo &sicich. Ale ma

maji DMD a pragdnictvim genetického
poradenstvi je mozno se vyhnout narozeni dalsfthsdMD

to vyhodu, Ze rive byt zastaveno pokud nastanou problémy ae stejné rodi&a Dva pilotni CK-screening programy se nyni

nahrazeno &akou dalSi efektivySi nebo stalejSi metodou.
Exon skipping bude ohromnou pomoci pro mnoho clilapc
DMD, avSak jen zpomali postup oneméei bude to &nné
[é¢eni,ale ne vyléeni.

Farmakologické pristupy. Pro mnoho z vas, kie jste
jese mladi a tak mate jeStvelkou ¢ast vasi svalové tkén
exon skipping nefide pozd&. Ale ztracené svalstvo néite
byt nahrazeno metodou exon skipping. Proto ti stargas
budou mit mozna&sSi prosgch z farmakologickych ifistupi
nez z ¥&h genetickych. Bkteré z &chto budoucich &k
mohou byt zneuzity pro doping atietale pro vas, ki¢ mate
svalovou dystrofii, by rly byt schvaleny k l&ni. Seznam
téchto potencialnich I&kje dlouhy, asi 30 jich je zméno v
této zpra¥ a dalSi se objevi v po&dich aktualizacich.
Nekteré z nich jsou jiz klinicky testovany s dobrymyisledky
jakoldebenone.

Farmakologické metody mohou byt vyvinuty rychlegizn
genetické metody. Tyto Iéky Busamotné nebo spdle s
ostatnimi, vkoktejlech mohou udrzovat a posilit svalstva,

piipravuji v US v Columbu v Ohiu a v Atlaht Georgii.

Registrace.VSichni chlapci a mladi muzi s DMD byétn
zaregistrovat sva osobni |§k&a data do datové banky své
zent, kterd by mila byt sodéasti mezinarodni registiai sig,
kterou vytvdi celoevropska organizace TREAT-NMD
(www.treat-nmd.eu/registjy a britska Duchenne Connect
(www.duchenneconnect.grgTo by umoznilo najit vhodné
Gcastniky pro klinické testy Iékpro neobvyklé mutace, to by
zarwilo, ze pacienti a jejich rodiny by é&h piistup k
nejaktual®jSim informacim o vysledcich vyzkumu.

Spojte se.Vy, rodiny schlapci a mladymi muzi s DMD
byste se ri stat sodasti celosttového DMD spoléenstvi a
aktivné tam pracovat. Mi byste se setkavat s dalSimi
rodinami a pacienty ve sdruzenich vasi vlastni&zartaké na
mezinarodni Urovni. EAMDA, evropska Alliance Asadia
svalové dystrofie, je jedentiglad. Spoléné mizete dlat
mnoho ¥ci pro to, abyste urychlili vyvoj 1&k Zde jsou
nekteré podaty:

Rychlejsi schvalovani.FDA a dalSi regukni agentury

podobré jako steroidy ale s menSim mnozstvim vedlejSichpotrebuji nésice k tomu, aby schvalily klinické pokusy

Weinka, tim ziskavate ¢as, zatimco cekate na zakladni
genetické l&eni

Klinické pokusy jsou nezbytd nutné kroky Kk
dikladnému vyvoji I€by. Ale jsou to jen experimenty, které
nemuseji vyjit. Nkteré jiz n€ly negativni vysledky, jako
nagiklad Myodur, ktery nezastavil protedzy a Myo OR&ry
mél pozastavit myostatin, ale nevedl k pozitivnimnitkym
vysledikim. Ani v prvni sérii klinickych pokus fazi-l, se
neaiekdva wrjaky klinicky efekt. \&tSina €chto pokug se
snazi l¢it jen jeden netlezity sval a to nerize zlepSit funkci
v3eho svalstva.

Jsou potencialni nové Iéky bezpé? To je hlavni otazka,
kterou maji tyto pokusy zodp&sst. Ucast je dleZita, ale
nema cenu ifjit s velkym vydanim z daleka do
experimentalnich center.

Diagnostika mutace. Nékteré potencialni terapie jsou
mutané specifické, coz znamena, ze musi byt znaiesma
mutace pacienta k tomu, aby mohl bytdg vhodnym lékem.

novych |&ebnych technik. Nakonec schvdlili pokus s exon-
51-skipping technikou, ale schvaleni Britského maktrvalo
asi rok. To byl dvod, pr& Holandané mohli skotit jejich
pokus dokonceidlve nez Britové mdi dovoleno zait. Ted se
zda, Ze tyto agentury trvaji na schvaleni kazdgpa AONI
pro rizné delece a duplikace zviasVédci se je pokusi
preswdcit, ze pdadi AONi bude fizné, ale vSechno ostatni
véetnd chemickych vlastnosti bude stejné jako pro exon 51
skipping. Meli byste pracovat spate¢ s PPMD a dalSimi
organizacemi a zahajovat fegné diskuse s regwaimi
agenturami. Takové diskuze jiz ¢z s FDA a probihaji
celkem dobe. Pokud budou Uspné léky pro dalSi exony
budou kdispozici ¢hem rgkolika mesici a ne let od
okamziku kdy bude Iék pro exon skipping 51 hotov.
Vzdélavejte vaSe doktory. Vzdélavaci materialy jsou
dostupné v DuchenneConnect, TREAT-NMD, PPMD,
UPPMD, ActionDuchenne a dalSich organizacich. ilezié
vyuzit materidly, které jsou dostupné on-line aijpoavidelr’

Plati to napiklad pro exon skipping a PTC124. Jiné metody,aktualizované, kdyz hoviie s vasimi IékA. Mnoho mistnich
jako napiklad nahrazeni dystrofinového genu virovymi nebo praktickych doktdrvi velmi mélo, pokud &bec rgco, o

vektory nebo upregulace utrophinu, jsou nezavialénntaci.

Metoda MLPA je nyni velmi rozE&na technika pro
rozpoznani deleci a duplikaci u chlapa také u Zen
pienaSéek. (ekdva se ale, Ze nové techniky (hap
microarray) brzy nahradi dosud uzivané metody dgeath
test.

DMD. Je dilezité je vzdlavat, aby vam pomohli se co nejlépe
starat o vaSe dit

Dejte pozor na zazr&né Iéky a I&eni. Po pecteni této
zpravy, z dasti na prezentacich, z diskusi "naSichdol, z
mnohaschizek organizaci zabyvajicich se DMD bglmbyt
rodicam jasné, Ze léky, které jsou beépé a efektivni, mohou
byt vyrobeny pouze po pkvém vyvoji pomoci strikty



védeckych metod. Pokud se setkate se " zagrai" 1éky na
internetu nebo dostanete nabidku z&zého vylé€eni, a
rozhodnete se je koupit a podat vaSemutiditeptejte se,
prosim, dodavatélzazraku kolik chlapc s DMD jiz vyl&ili,
jakych vysledk chlapci doséahli, kolik nového dystrofinu
zjistili ve svalstvech, a jak se zlepSila funkcalsv

Pokud to, co nabizeli opravduélo néjakou @&innost,
zeptejte se sami sebe préam nejdou tisice rodin s jejich

piedstavu o tom, co DMD znamenajibhizit jim vaSe
kazdodenni problémy a ngdna vylé&eni. To by mohlo byt
ucinéno politickou agitaci, pomoci médii, novin, radia a
televize. Oteielo by to & grantovym agenturdm a chaiit
jejichz penize jsou pi#bné pro vyzkum a také by tdimeslo
perezité dary od privatnich zdrbjodpgaitatelné z daového
zakladu.

Dary pro vyzkum, i malé jsou dlezité. Mohli by

nemocnymi dtmi. Dejte pozor, mohli byste ztratit spoustu pfispivat pouhy zlomek skutaych cen vyvoje lék které

pertz a mozna va#nzranit vaseho chlapce.
Podporujte povédomi. Méli byste aktivié pracovat s
vaSimi organizacemi pro svalové dystrofie a DMDweSich

jdou do miliori dolai, liber nebo eur. Tyto penny a centy
jsou @gipominkou ne tak bohatych liddrh skut&né bohatym,
ktefi se o vas zajimaji a ¢t abyste i vy, jako kazdy jiny,

zemich a i byste se setkavat v mezinarodnich organizacictmohli mit dlouhy a @astny zivot.

jako TREAT-NMD v Evrog a PPMD v USA a v &kolika
dalSich zemich. VSichni spdél® budeme schopni zaujmout
pozornost vaSich vlad a Siroké iemostvi, ktéi nemaji

Tato kapitola byla napsana s pani Patricii FurlBiRgD
a profesorkou Kate Bushby TREAT- NMD.

Odkazy na jiné dilezité ¢lanky v diivéjSich zpravéach.

Projectu z roku 2006 a 2008, bylo popisovano mnohémn
témat o vyzkumnychifstupech, které nejsou znifry v této
zpraw. Jsou uvedeny zde s udanim, kde jgete nalézt. Mé

Terence PartridgeThe promise of stem cells (C06-7).

Kate Bushby:Why do we need clinical trials (P07-3,L06-3)?
Diana Escolar:International clinical trials (P07-16).

Kate Bushby:North Star Project, international clinical trial

diivejSi zpravy nizete vidt na mych internetovych strankach with steroids (L06-12).

www.duchenne-information.ew angliéting po kliknuti na
"Reports on the research for a therapy of Duchenuascular
dystrophy". Kratké nazvy zprav "2006 Cincinnati Esly'
(C06), "2006 London English" (L06), and "2007 Pdéiphia
English" (PQ07) jsou dale zestngéné v nasledujicim seznamu
v zavorkach nasledovanyeislem stranek (nafklad P07-20)
pro uvedenylanek.

Nick Catlin: Standing on the shoulders of giants (L06-1).
Louis Kunkel: Twenty-year anniversary of finding the
dystrophin gene and its protein (L06-2).

Robert WeisWhy do we need to know the exact mutation
(P0O7-19)?

Tan Nguyen:How does the FDA approve a Duchenne drug
(P07-18)

Robin Sharp:Duchenne registry (L06-18).

Serge Braun, Kate BushbyTREAT-NMD, a network of
excellence of the European Union (P07-18).

Madhuri Hedge: CETT, collaboration, education and test
translation program (P07-20).

Kyle Brown: DuchenneConnect will

encourage collaboration and genetic testing forienoe
muscular dystrophy (P07-21).

Patricia Furlong: What does "Connect..." mean (P07-22)?
Francesco Muntoni:Do not miss the wood for the trees (LO6-

Stephen AbbsWhy should one test for the in the dystrophin19).

gene (L06-17)?

Steve Wilton:How exon skipping works (L06-4).

Kevin Flanigan: If there is still no cure, why do we need to Steve Wilton: An interview on exon skipping (C06-14).

know the exact mutation (C06-13)?

Jennifer Morgan: Viral vectors and muscle stem cells (LO6-

Gertjan van Ommen, Francesco MuntonWhen will there
be an exon-skipping drug for Duchenne boys (P07-8)?

Dékuji TREAT-NMD, PPMD, a ActionDuchenne za finami podporu. Zde jsou jejich kompletni adresy a &étrti

informace:

TREAT-NMD

Prof. Kate Bushby

Institute of Human Genetics

University of Newcastle upon Tyne, NE1 3BZ, UK

Tel.: *44-191-241-8621, Internettww.treat-nmd.eu
Parent Project Muscular Dystrophy

Patricia Furlong

1012 North University Blvd. Middletown, Ohio 45042SA
Tel.: *1-513-424-0696, Internetvww.parentprojectmd.org
ActionDuchenne

Nick Catlin

Epicentre, 41 West Street

London E11 4LJ, UK

Tel.: *44-208-556-9955, Internattww.actionduchenne.org




Tato zprava bude éfovre aktualizovana, hned po konferenci PPMD ve Filagdl az 2Qervence 2008. Vy bzete nalézt
tuto zpravu (odtervna 2008) a jejifieklady do Bméiny a Spaglstiny na internetové adresevw.duchenneinformation.estejré
jako anglickou, smeckou, a Spaitskou verzi mych zprav o dvou dctkach PPMD v Cincinnatiovi 2006 a Filadelfii 2007 a
setkani ActionDuchenne v Lond§2006. Pokud siigjete dostavat vSechny mé budouci zpravy jakmie feotové, poSlete mi,
prosim, vasi e-mailovou adresu pro zapsani do raélglického, ®meckého, nebo Sp&lského mailového seznamu, které jiz
obsahuji vic nez 1.000 adres.

Guenter Scheuerbrandt, PhD.

Im Talgrund 2

79874 Breitnau, Germany

Tel.: *49-7652-1777, Fax: *49-7652-982730.
E-Mail: gscheuerbrandt@t-online.de
Internet:http://www.duchenne-information.eu/

Molekularni detaily metody exon skipping pro exon 8.

Pri klinickém pokusu v Nizozemi bylo dosazeno vynedhéxonu 51. Zde jsou vysteny detaily tohoto molekularni
preskoku, jehoz cilem bylo obnovetiécino ramce feruseného vynechanim exonu 50 v dystrofinovém genu.

Zobrazeny jsou konec exonu 49gaeek a konec exonu 50, &ek a konec exonu 51 acéatek exonu 5hormalniho
dystrofinového genw exonu 50 neni zobrazeno 29 trifiletv exonu 51 neni 52 triptetPod kazdym tripletem je zkratka jména
aminokyseliny, ktara je konkrétnim tripletem kddo&a (Translaci na aminokyseliny provadi ribozomyniAokyseliny nejsou
pripojené k RNA kodoaim.) Triplety nasleduji jeden za druhym bez mezgojevacicarky signalizuji jertteci systém a kolmice
okraje exoa.

Tii bazeskrytéhostop kodonu UGA jsodervené. Exon 50 k@i po prvni bazi posledniho tripletu, ktery je potdokorten
prvni a druhou bazi exonu 51 a wytiviak triplet UCU (moée).

Konec exonu fBacatek exonu 50 Konec exon pdacatek exonu 51
---CAG-CCA-GUG-AAG | AGG-AAG-UUA-GAA---AUU-GGA-GCCU | CU-CCU-ACU-CAG-ACU
gn pro val sly| arg lys leu glu ilegly ala ser| pro thr ginthr

Exon 51
skryty termimd codon
---GUU-ACU-CUG-GJG-ACA-CAA---AAA-CUA-GAA-AUG-CCA-UCU-UCC-UUG-AUG-UUG-GAG---
val thr leu valthr gin lys leu glu mepro ser ser leu met leu u gl

Konec Exonu §ZZa¢atek Exonu 52
---AUG-AUC-AUC-AAG-CAG-AAG | GCA-ACA-AUG-CAG-GAU-UUG---
melle ile lys gln lys | ala thr met gin asp leu

Pokud se exon 50 v mRNAgskai nasleduje po exonu 4%imo exon 51. Toto Zjsobuje posuriteciho systému do exonu
51 o jeden nukleotid doprava s tim, Ze 8 nesprdvrgminokyselin je &lenéno do dystrofinu do té doby nez je dosazen
prectasny stopkodon UGA. Posunuta sekvence bazi a Spatné amielikygsou znazorny cerverg. Syntéza dystrofinu je
predtasre preruSena, bilkovinaistava nelplna, je baénymi mechanismy ztiena a dochazi Ruchennov svalové dystrofii

Konec exonu 4Facdatek exonu 51
---CAG-CCA-GUG-AAG |CUC-CUA-CUC-AGA-CUG-UUA
gn pro wval lys leu leu leu arg leu leu

Pokra¢ovani exonu 51
aktivni stop kodon antisense oligoribonukleotid
UC-UUU-AEZGUA-GAA-GGA-ACU
-CUC-UGGUGA-CAC AAG---AAC-UAG-AAA-UGC-CAU-CUU-CCU-UGA -UGU-UGG--
leu trpSTOP!

Konec exonu pZacatek exonu 52
---AU GAU - CAU - CAA - GCA - GAA - G|GC - AAC - AAU - GCA - GGA - UUU- - -

Antisense oligonukleotid PROO051 pouzity holandskyuwdci (ozn&en mode) se pipojuje k 20 bazim v exonu 51. To
vyvola preska@eni exonu 51 v mRNAmutovanéhgenu, ktery, v tomtoiikladu neobsahuje sekvenci bazi exonu 50.



Jestlize kroms chyksjiciho exonu 50 je odstran i exon 51, pak exon 52 jeéimo pipojen k exonu 49Cteci ramec neni

narusen, protoze exon 49 kb exon 52 zgna kompletnim kodonentitbazi.

Konec exonu 4Facatek exonu 52
- - - GACCA-GUG-AAG | GCA-ACA-AUG-CAG-GAU-UUG - - -
gn pro wval Ilys | alahrt met gln asp leu

Prediasny stop kodon se v exonu 52 ani ggizteobjevi, ale v bilkovi# dystrofinu chybi 77 aminokyselin jejichz genefick
informace byla fenaSena exony 50 a 51. Chybi v centréfsti zkraceného dystrofinu, ktery vSak bude p¢pedobrt jeSt
cast&ne funkéni a tak vznikne mirna Beckerska dystrofie namisadigni Duchennovy dystrofie.



