Navrh spolo¢ného Holandsko-nemeckého vyskumného projektu.

Liec¢ba Duchenneovej svalovej dystrofie preskokom exénu.

Duchenneova svalova dystrofia (DMD) postihuje iba
chlapcov - asi kazdého 3 500tého - pretoze, podobne ako
pri hemofilii, zeny, ktoré su jej genetické prenasacky, ju
prenasaju priemerne na polovicu svojich synov. Niekedy
sa vyskytne svojvolne aj v novych rodinach. Toto eSte
stale neliecitelné dedicné ochorenie spésobujii mutacie
najdlhsicho z nasich 20 488 génov. Je to dystrofinovy gén
na chromozéme X, ktory pozostava z 2 220 223
genetickych znakov (tzv. baz), z ktorych 11 058 je
spojenych v 79 aktivnych sekciach, tzv. exénoch. Exony
obsahuju genetickt informaciu pre biosyntézu
dystrofinového proteinu, ktory je zlozeny z 3 685
aminokyselin. Je potrebny pre mechanicku stabilitu
svalovych buniek, pretoze pdsobi ako Sokovy absorbér.
Chlapci s DMD nemaju dystrofin a preto ich svaly
degeneruji. 5-ro¢ny chlapec s DMD ma k dispozicii iba
polovicu svalstva oproti zdravému. V dvanastich rokoch
potrebuje vozik, vo veku 15 az 18 rokov dychaci pristroj
ako pomoc pri dychani. Stava sa tiplne zavisly na pomoci
inych a napokon zomiera na udusenie vo veku medzi 20 a
30 rokmi. Chlapci mézu navstevovat’ beznt skolu (s
pomocou) a niektori dokonca ziskavaju aj univerzitné
vzdelanie.

Uloha vyskumu. Zdravy 5-roény chlapec véaziaci 30kg ma
12kg hmotnosti vo svaloch, ktoré obsahuju 1,5x10%
molekul dystrofinu. 5-ro¢ny chlapec s DMD ma k
dispozicii iba 6kg svalov, ktoré prakticky neobsahuji
ziaden dystrofin, ked’ze kvoli poSkodenému génu nemo6zu
byt’ pocas biosyntézy proteinu potrebné informacie
spravne ¢itané. Aby sa jeho svaly stali aspon do urcitej
miery opét’ funkéné, musi sa opédtovne vytvorit’ minimalne
30% bezného mnozstva dystrofinu a toto mnozstvo musi
byt pritomné pocas celého zivota chlapca. To by
znamenalo po&et 200x10* molekul dystrofinu v jeho 6kg
svalov.

Prva cesta ku genetickej liecbe. Pocas diskusie v polovici
90-tych rokov minulého storo¢ia mi profesor Gertjan van
Ommen z Leidenskej univerzity v Holandsku vysvetlil, ako
by mohla vyzerat’ geneticka liecba, ktord by spolahlivo
dlhodobo spiala takuto ulohu (t.j. znovuobnovenie aspoii
30% bezného mnozstva dystrofinu) bez vaznych
vedl'ajsich uginkov. Dnes sa tito metoda nazyva preskok
exonu a bola vyvinuta pocas poslednych 15 rokov nim a
ostatnymi vyskumnymi skupinami, predovsetkym v
Spojenom Kralovstve a Australii, a to v takom rozsahu, ze
sa tento postup netestuje len na mysiach a psoch, ale uz aj
na pacientoch s DMD. Holandski vedci, pracujtci na
univerzite a v spolo¢nosti Prosensa a $pecializujici sa
prave na preskok exonu, su s touto technikou najd’alej.
Okrem profesora Van Ommena by tu mali byt tiez
spomenuté timy okolo doktorky Judith van Deutekomovej
a doktorky Annemieke Aartsma-Rusovej.

Preskok exonu znamena “preskocenie exonov”. V
dystrofinovom géne chlapcov s DMD chyba jeden alebo
viac exonov, aktivnych Casti génu, alebo st tieto exony
duplikované ¢i maji chyby v postupnosti ich genetickych
znakov, v ich bazovych sekvenciach. To narusuje Citaci

proces genetickej informacie pre biosyntézu proteinu
takym spdsobom, Zze nemdze byt vyrobeny ziaden
dystrofin. Toto preruSenie moze byt’ aj zvratené, tzn., ze
syntéza proteinu moéze byt znova obnovend, ak sa blokuje
jeden alebo viacero susednych ex6nov takym sposobom,
ze Citaci mechanizmus ich preskoci a teda ich uz viac
nepouzije. Pre tuto blokadu su potrebné tzv. antisense
oligoribonukleotidy (AONy). Su to kratke kusky
genetického materialu, dlhé okolo 20 znakov v takej
$pecialnej postupnosti, Ze sa dokazu naviazat’ na
komplementarne, presne pasujuce sekvencie
preskakovaného exénu. AONy sa momentalne vyrabaju
pre vsetkych 79 ex6nov, kazdy ma inu Strukturu a blokuje
len jeden ciel'ovy exon. Nie vSak ziaden iny v tisickach
dalSich l'udskych génoch.

DMD je konvertovana na Beckerovu svalovu dystrofiu.
Kvéli chybajucim exénom - tym, ktoré su odstranené
alebo tym, ktoré s preskoéené - budi v novom dystrofine
chybat’ aj aminokyselinové stavebné bloky, ktoré st nimi
vymedzené. Novy dystrofin bude teda kratsi oproti
normalnemu ale este vzdy bude schopny plnit’ si v ur¢itom
rozsahu svoju ochrannt funkciu v membranach svalovych
buniek. Preto budu priznaky ochorenia miernejsie,
degeneracia svalstva bude postupovat’ pomalsie a vyrazne
by sa mala zvysit’ predpokladana dizka Zivota. DMD
potom bude zmenena na BMD.

Liecba, nie vSak eSte vyliecenie. Ked’Ze pacienti zostant
aj po liecbe stale zdravotne postihnuti, aj ked’ vyrazne
menej ako predtym, preskok exonu sa neda povazovat’ za
uplné vylieCenie DMD, ale iba za jeho efektivne lieCenie.
Pouzitim tejto génovej metddy nebude samotny poskodeny
gén ani nahradeny ani opraveny, len jeho ¢itaci
mechanizmus, presnejsie povedané jeho posunuty ¢itaci
ramec, bude normalizovany.

Osobna lie¢ba. Hoci vSetci pacienti s DMD maju viac
menej rovnaké klinické priznaky, existuje mnoho
rozdielnych pri¢in tohto ochorenia, a to kvoli mutaciam
vel'mi dlhého dystrofinového génu, ktoré mézu vzniknat
na mnohych réznych strandch. Preto je preskok exonu
Specificky pre kazdi mutdciu. Stane sa osobnou lie¢bou.
Kazdy pacient bude potrebovat’ Specidlny AON, ale kazdy
AON bude moct’ byt na druhej strane pouzity u viacerych
pacientov. Napr. 13% vSetkych pacientov bude potrebovat
preskocit’ exon 51, teda potencidlnym lie¢ivom pre
najvacsiu skupinu pacientov, ktorym moze preskok exonu
pomoct’, je AON anti-51. Preto sa v prvych klinickych
skuskach zameriava snaha vyskumnikov prave na preskok
tohto konkrétneho exonu.

Testy na zvieratach. Preskok exonu bol Gspesne
testovany na dystrofickych mysiach a psoch. Bolo to
lokalne podavanie injekcii AONov do jediného svalu alebo
systematické podavanie do krvného obehu tak, Ze boli
zasiahnuté vSetky svaly v tele (vratane srdca a pl'tic). Vo
vacsine tychto systematickych experimentov by mohla byt
vyznamne zlepS$ena ¢innost’ svalov.



Prvé Kklinické skiasky na chlapcoch s DMD. Vébec prva
klinicka $tudia s pacientmi bola uskuto¢nena v juli v roku
2007 v Leidene. Styria pacienti vo veku od 10 do 13 rokov
dostévali lokdlne injekciou AON na preskok exénu 51do
holennych svalov. Po §tyroch tyzdiioch bolo v mieste
vpichu mozné identifikovat’ novy dystrofin (Van
Deutekomova JC et al. N Engl J Med 2007; 357; 2677).
Neocakavalo sa zlepSenie funk¢nosti svalov, pretoze
lieCeny bol iba maly objem svalového tkaniva a preto deti
nemali nijaky profit z tejto lie€by. Po prvykrat vsak bolo
ukazané, ze preskok exonu téinkuje aj na 'ud’och.

Prva systematicka klinicka skaska. V roku 2008 sa
zacala v Leidene, Louvene a Gdteborgu systematicka
Stidia na dvanastich pacientoch. Bol im podavany AON
proti exénu 51, podkoznymi injekciami, teda do krvného
obehu. Kazdy z chlapcov dostal kazdy tyzden v priebehu 5
tyzdiov jednu injekciu. Je to $tadia na urCenie spravnej
davky, pouzivaju sa tu teda rozne velkosti davok AONov.
Vysledky, ktoré snad’ ukazu lieCebny ucinok, budi
publikované aZ po ich skompletizovani a celkovom
vyhodnoteni $tadie asi v roku 2009. Tak ako pri lokalnej
studii, ani pri tejto sa zatial’ neukazali ziadne vyznamné
vedl'ajsie u€inky. Ak budu vysledky stadie podla
ocakavani, bude spustena vicsia §tadia na 100 pacientoch
s DMD, ktora bude trvat’ minimalne 6 mesiacov a pacienti
budu dostavat’ davku anti-51 AONov v zmysle predoslej
stadie.

Dalsie preskakované exény. Preskok exonu 51 bude
predstavovat’ liecbu len pre 13% vsetkych pacientov. Aby
toto Cislo vzrastlo, planujt Holandski vedci vyvinat’ sedem
inych AONov na preskok exonov 43, 44, 45, 46, 50,52 a
53, ¢o bude v kone¢nom dbsledku znamenat’ lieCbu
d’alsich 38,2% pacientov. Tiez existuju pacienti, ktori
vyzaduju preskok dvoch exénov sucasne. Ak by bolo
mozné pouzit zmes dvoch spominanych exénov, mohla by
byt’ liecena skupina d’alsich 4,3% pacientov, ¢o by zmenilo
celkovy pocet na 55,5%. Vsetky tieto ¢isla vypocitala
doktorka Annemieke Aartsma-Rusova a este neboli nikde
publikované.

Priprava AONov. Chemicky komplikované AONy su
syntetizované v laboratériach spolo¢nosti Prosensa, pri¢om
sa zacina od prekurzorov, ktoré sa daju ziskat’ beznym
komerénym spdsobom. Syntéza sa vykondva v zmysle
prisnych pravidiel na pripravu lie¢iv pre 'udi. AON na
preskok exonu 51 (PRO051) pozostava napr. zo 699
atomov, ktoré tvoria retazec 20genetickych znakov. Tieto
su rovnakeé ako tie, ktoré su v ribonukleovej kyseline, ktora
transportuje genetickt informaciu v bunkach z génov do
“tovarne na proteiny”, do ribozémov. Prosensa vyvinula
dostato¢né mnozstvo AONov na preskok spominanych
O0smych exénov.

Navrh na spolupracu. PredovSetkym z financnych
dovodov moze Prosensa az do ziskania klinického suhlasu
vyvinat iba AONy na preskok exonov 51 a 44. Potrva to 4
az 5 rokov a umozni to lieenie iba 19,2% vsetkych
pacientov (ex6n 51 - 13%, exdn 44 - 6,2%). Aby tento
pomer vzrastol, a aby sa urychlil vyvoj, navrhujem
spolupracu Holandskych vedcov s timom profesora

Rudolfa Korinthenberga z detskej nemocnice Univerzity
vo Freiburgu v Nemecku.

Klinicka Stadia s cyklosporinom. V MD-NET
koordina¢nom centre pre klinické $tudie vo Freiburgu bola
od roku 2004 do roku 2008 pod vedenim profesora
Korinthenberga vykonana klinicka §tadia na 150
pacientoch s DMD v 15 nemeckych detskych
nemocniciach. Ciel'om bolo otestovat’, ¢i samotné
imunosupresivum cyklosporin (alebo v kombinacii so
steroidom Prednisonom) je schopny pozitivne ovplyvnit
ochorenie. Zial, ukazalo sa, Ze to tak nie je. Aviak
spolupraca medzi mnohymi nemocnicami, ktora bola
vyvolana touto $tidiou, by mohla byt’ vyuzita na
spolahlivé a bezpecné presetrenie inych liecebnych
postupov na vzacne ochorenia akym je aj DMD. Malo by
tu byt spomenuté, ze centrum vo Freiburgu sa momentalne
so siedmimi pacientmi zic¢astiiuje na medzinarodnej Studii
licku PTC124, ktory sposobuje, Ze pri ¢itani genetickej
informacie je predcasny STOP kodoén ignorovany a proces
Citania tak pokraéuje az do konca.

Spolupraca medzi Leidenom a Frieburgom. Navrhujem,
aby sa organizacia zaloZena profesorom Korinthenbergom
aktivne zacastiovala so svojimi nemeckymi pacientmi na
dlhodobych studidch na preskok exénov 51 a 44 a tiez na
doplnkovych klinickych skuskach na preskok inych
spominanych exonov. Vzdy by islo o spolupracu
holandskych vedcov na univerzite v Leidene a spolo¢nosti
Prosensa. Tieto vySetrovania by mali byt koordinované
Eurdpskou organizaciou TREAT-NMD so sidlom v meste
Newcastle upon Tyne, Vel'ka Britania.

Naklady na klinické stiidie DMD v Nemecku. Na
zaklade znamych nakladov na §tadiu s cyklosporinom,
ktoré boli okolo 3 000 000,- € na 150 deti a 20,- € na kazdé
dieta v stadii na PTC124, naklady na skasku preskoku
jedného exdénu s 12 pacientmi sa daji odhadntit’ na
priblizne 250 000,- €.

Odvolanie na regionalnu vladu Badenska-
Wouerttembergska. Tento m6j navrh som uz
prediskutoval aj s doktorkou Judith van Deutekomovou a s
profesorom Korinthenbergom. Obaja v zasade suhlasili a
teraz sa spoja a dohodnu sa medzi sebou. Avsak
podmienkou na jeho realizaciu bude to, aby boli dostupné
dostatocné finan¢né zdroje. Tento navrh som vypracoval
potom, ako sa ukazalo, Ze problémy asi 2 000 pacientov z
Nemecka a ich rodin vzbudili po udeleni ceny za zasluhy
za moje spravy o DMD pozornost’ verejnosti. Nasi chlapci
s DMD potrebuju ucinnu liecbu este skor, ako bude pre
nich neskoro.
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