Duchennova svalova dystrofia

Preskok exonu - prva klinicka skuska na chlapcoch s DMD

Technika preskoku exonu sa poktsa spomalit’
rychlu Duchennovu dystrofiu (DMD) na ovela
miernejSiu  Beckerovu  dystrofiu  (BMD).
Nenahrdadza samotny gén s jeho mutdciou, ale
ovplyviiuje, ako je tento posSkodeny gén Citany
a spracovany. Preskok exonu nebude liecbou
DMD, ma iba zmiernit’ jej symptomy.

Pokial’ mutacia typu ,,odstranenie®, ,,duplikacia“
alebo ,,bodova mutacia“ porusi citaci ramec
mRNA (mediatorova rybonukleova kyselina)
ateda spdsobi DMD, citaci rdmec mobze byt
obnoveny pomocou jedného alebo viacerych
umelo odstranenych exénov z mRNA pomocou
antisense oligoribonukleotidov (d’alej AONov).
Tieto st kratkymi kiskami RNA, ktorych
sekvencie si skon$truované takym sposobom, Ze
sa pripajaju iba na komplementarne sekvencie
pre-mRNA vo vnutri odstraneného exoénu alebo
na krajné oblasti pre-mRNA. Tieto AONy teda
zasahuji do spdjacicho mechanizmu, takze
cielovy exon Ci exony nie su viac obsiahnuté
vV mRNA, st preskocené.

Vzhladom na to, Ze tato preskoCend mRNA je
kratSia ako obycajne, protein dystrofin je tiez
kratSi, obsahuje menej aminokyselin. Ak tieto
chybajlce aminokyseliny st cast’'ou
nepodstatnych oblasti, ako napr. ty¢inkovita
oblast’, krat$i protein moze eSte Castokrat plnit’
SVoju stabilizujucu tlohu membrany svalovych
buniek. Vysledkom ma byt zmena zivaznych
symptomov. DMD na ovela miernejSie
symptomy BMD.

Pre preskok exonu su vicSinou pouzZivané dva
druhy chemicky chranenych AONov. Musia byt’
chranené tak, Ze nie su voObec, alebo su len
pomaly nicené v svalovych bunkéich nic¢ivymi
enzymami nukleovych kyselin. Tieto dva AONy
st 2°0-metyl-fosforotioaty (z angl. 2'O-methyl-
phosphorothioates), tiez nazyvané 2’O-metyly,
a morfoliny (z angl. morpholinos).

KedZze Judith van Deutekom, v suéasnosti
veduca vyskumu v spolo¢nosti PROSENA B.V.,
ktora sa zaobera biotechnologiou a sidli
v Leidene v Holandsku, sa nemohla zucastnit’ na
stretnuti vo Filadelfii, informovala Elizabeth
Vroom, prezidentka medzinarodnej organizéacie

United Parent Project Muscular Dystrophy
(UPPMD), o0prvej skuske techniky preskoku
exonu na cloveku, ktora skoncila na konci roku
2006. V dalSom texte nasleduje sumar toho, o
povedali doktorky van Deutekom a Vroom na
stretnuti v Londyne a vo Filadelfii.

Ciel'om tejto skusky bolo vyskusat, ¢i je preskok
exonu prijatelny pre pacientov s DMD.
Realizovala sa lokéalna stidia na malej oblasti
jediného svalu - sval tibialis anterior holennej
kosti, ktory bol lie¢eny pomocou AONu 2’0O-
metylu proti exénu 51. SkuSka bola navrhnuta na
poskytnutie dokazu o principe teorie preskoku
exonu ahoci sa pri nej ziskal dystrofin
pozadovanej Struktary, udiala sa na takej
lokalnej turovni, ze lieCeni chlapci ztoho
neziskali ziadny liecebny efekt.

Holandski  vyskumnici vyselektovali 2’0O-
metylova verziu anti-51 AONu, pretoze maju
rozsiahle skusenosti stymto typom chemicky
stabilizovanych AONov, nielen z GispeSnej lieCby
svalovych vlakien vo svalovych kultirach, ale
taktiez aj  zlokdlneho  a systematického
podavania injekcii do jednotlivych svalov a do
krvného obehu Zivych zvierat.

Exon 51 bol vybrany ako prvy ciel’ preskoku,
pretoze uspesny preskok tohto jediného exonu by
mohol viest’ k obnove ¢itacieho ramca proteinu
az u25% vsetkych chlapcov s DMD s typom
mutécie ,,odstranenie*. Na zaciatku bolo pre tato
skasku vybratych 6 chlapcov, ale kedze
vysledky liecby prvych Styroch chlapcov boli
také vyznamné a pozitivne, nebolo potrebné
pokracovat’ v lie€be zvysnych dvoch chlapcov.
Styria liegeni chlapci boli vo veku 10 az 13
rokov s mutaciou typu ,,odstranenie* exonov 50,
52, 48 az 50 a 49 az 50. Skaska bola otvorena,
tzn. Ze kazdy zucastneny vedel, Ze vSetci Styria
chlapci dostavali AON.

KedZe preskok exonu je nova lieCebna
procedura, boli pred zaciatkom skuSok tejto
procedury vykonané na kazdom chlapcovi
rozsiahle klinické a molekularne genetické testy.
Vzhl'adom ktomu, Ze Holandsky regulator
nepovolil pred skaskami svalova biopsiu,
vykonala sa len povrchova biopsia, z ktorej boli
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pripravené  bunkové  kultury. V tychto
laboratornych  procedurach bola v mMRNA
potvrdend presna mutacia typu ,,odstranenie®,
ktora bola predtym zistenad na urovni DNA a tiez
boli zistené bazové sekvencie okrajovych oblasti
pred apo odstraneni exoénov. NavySe bol
skenovany cely gén dystrofin, aby sa potvrdilo,
ze vnom nie su akékolvek neocakavané
nezrovnalosti. Hoci bolo zndme, ze preskok
ex6nu 51 funguje velmi dobre v zivych
zvieratach a v bunkovych kultirach z chlapcov
s DMD, cela procedura preskoku exénu sa
opakovala na bunkovej kultare z povrchovej
biopsie kazdého chlapca, aby sa vylucilo
akékol'vek riziko, Ze to nebude fungovat
vzivych svaloch pocas skigky. Dalsim
bezpecnostnym opatrenim bola lie¢ba chlapcov
jedného po druhom, tzn. Ze iba po ziskani
pozitivnych vysledkov liecby prvého chlapca,
ktoré nepreukézali ziadne vedlajSie Ucinky, bol
lieCeny druhy chlapec, atd’.

Kazdy zo Styroch chlapcov dostaval jednu
injekciu v lokalnej anestézii do malej oblasti
svalu tibialis anterior v roztoku obsahujucom
0,8mg anti-51 2°O-metylu. Styri tyzdne po
podani injekcie bola vykonana svalova biopsia
v mieste vpichu asvalové tkanivo bolo
zistované na pritomnost’ skratenej (preskocenej)
MRNA aztoho vyplyvajicu pritomnost
proteinu dystrofinu.

Na konci roka 2006 bola skusSka zastavena,
vysledky  analyzované a pripravované na
zverejnenie. Analyzy mRNA a dystrofinu vo
svalovom tkanive ziskanom biopsiou ukazali, Ze
novy skrateny dystrofin bol vo vyznamnom
mnozstve pritomny vo vicsine svalovych vlakien
u vsetkych Styroch chlapcov. To by tiez mohlo
ukazovat’ na to, Ze ,na dystrofin pozitivne*
svalové vlakna neboli ,,spdtné* (vratné) vlakna,
ktor¢é by mohli byt tvorené spontdnnym
preskokom ex6nu bez pomoci AONu.
Auvsetkych  Styroch  pacientov  neboli
zaznamenan¢  ziadne  vedlajSie  ucinky.
Kompletné vysledky budu publikované v New
England Journal of Medicine.

Holandski vedci v sucasnosti pripravuju d’alsiu
klinicka  skasku, pocas ktorej bude cielom
podavanie 2°0O-metyl AONu na ex6on 51 do
celého tela tak, aby potencialny liek zasiahol
vSetky svaly vratane pluc a srdca. Tieto Stadie
budu kratkodobé (mesacné) a dlhodobé (trvajuce

6 mesiacov) abudid realizované pomocou
roznych davok  AONov  na  urcenie
najefektivnejSej davky, ktord uz by dokézala
vyznamne spomalit’ symptomy DMD
u chlapcov. Do akej miery sa zlepsi funkcia
svalov bude tiez zavisiet na vyplyvajicej
funk¢nosti ,,Beckerovych® proteinov ziskanych
po preskoku exonu.

Taktiez sa budu vykondvat systematickejSie
Studie s mySami na vySetrenie farmakodynamiky
AONov na presné zistenie toho, ¢o sa s nimi
presne stane vo vnutri svalovych vlakien.
V niektorych tychto S§tadiach budu AONy
vstreknuté pod kozu, pretoze to bude neskor
najpraktickejsi sposob podavania, pokial’ sa budi
vyzadovat  opakované  injekéné  davky.
V podobnych $tadiach sa uz systematické
podavanie ukéazalo ako dobré, dokonca tak, ze
moze byt lieCeny aj srdcovy sval, a ze neexistuju
vazne vedlajSie UCinky na pecenové enzymy
alebo iné krvné hodnoty.

Kompletny rozvoj preskoku exoéonu 51 je len
zaCiatkom vyskumného programu PROSENY na
najdenie efektivnej liecby DMD. Coskoro na to
bude nasledovat’ vyvoj inych AONov pre iné
mutécie typu ,,odstrdnenie”. Okrem AONu 2°0O-
metylu na preskok exénu 51 vyvinula spolo¢nost’
V dostatoénych mnoZstvach aj iné AONy na
preskok exonov 43, 44, 45, 46, 50, 52 a 53. Tieto
AONYy spolu umoznia lie¢bu vyse 60% vSetkych
pacientov s mutaciou typu ,,odstranenie®.

V budicnosti bude tiez mozné pouzit thto
techniku na obnovu c¢itaciecho ramca nejakého
druhu duplikécii alebo ked’ bude musiet byt
preskoceny viac ako jeden exon. Napriklad,
multiexdnové preskocenie jedenastich exonov od
45 po 55 by vyrobilo Beckerov dystrofin u viac
ako 63% chlapcov s DMD s mutaciou typu
,,odstranenie®, ako to je popisané v C. Beroud et
al. vHuman Mutation (LCudska mutacia)
28:196-202 (2007) azhodnotenie celej oblasti
preskoku exonu bolo publikované autormi
A. Aartsma-Rus a G.-J.B. van Ommen v RNA
13:1-16 (2007). Téato prva auspesna skuSka
avelmi aktivny vyskum na univerzitich av
biotechnologickych spolo¢nostiach ukézal, Zze
vV nie tak vzdialenej buducnosti bude viest’ tato
jednoduché technika k efektivnej lie€be vacsiny
chlapcov s DMD.



