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Muscular Dystrophy

Leading the Duchenne muscular dystrophy community

Vyroc¢na spojena konferencia Parent Project Muscular
Dystrophy, Filadelfia, 12. az 14. jul 2007

Spolo¢na praca s ciel'om skoncovat’ s Duchennovou svalovou dystrofiou.

Viac ako 400 T'udi priSlo do Filadelfie, aby sa zucastnilo vyro€nej konferencie Americkej
organizacie Parent Project Muscular Dystrophy (PPMD). Pocas troch dni bolo na programe
okolo 60 prezenticii na témy ako vyskum liecby, lekarsky a socidlny manaZzment
a legislativne zélezitosti. Ja, Glinter Scheuerbrandt, biochemik z Nemecka, som bol poziadany
prezidentkou PPMD Patriciou Furlongovou, aby som napisal spravu z tohto stretnutia pre vas,
chlapcov a mladych muzov s Duchennovou muskularnou dystrofiou (DMD) apre vase
rodiny, pre vSetkych, ktori si zelate vediet, ako pokracuje praca vyskumnikov a ostatnych
expertov pri hl'adani u¢innej lie€by DMD.

Tato sprava je mojou tret'ou zo stretnuti PPMD. Dve predchédzajuce boli zo stretnutia PPMD
v Cincinnati v juli 2006 a zo stretnutia PPUK' v Londyne v oktobri 2006. Tieto spravy si
mozete prezriet’ na mojej internetovej stranke www.duchenne-research.com a stiahnut’ si ich
odtial’ vo formate PDF.

Tato sprava obsahuje len stihrn vedecko-vyskumnych prednéasok, pretoze ja nie som lekar
alebo expert na socialnu oblast’. Nie je to vedecka publikacia a pokusil som sa ju napisat’ tak,
aby ste pochopili, €o sa v laboratériadch deje.

PouZival som iba mena prezentujucich bez ich titulov. Véac¢sina z nich st profesori alebo maji
titul PhD alebo MD?, alebo oboje. A vi&sina z nich su vedici laboratorii, tzn., Ze spolu s
kolegami a postgradualnymi a beznymi S$tudentmi pracuju ako jeden tim na projektoch,
0 ktorych pojednava aj tato sprava. Nie je vSak mozné spominat’ tu vSetky ich mena. Vsetci
vedci, ktorych prezentacie tvoria sucast’ tejto spravy, mali prilezitost’ vidiet' jej navrh
a Vv pripade potreby mali moznost’ ho korigovat’. Vicsina z nich tak aj urobila.
Uvod

Na zaciatok stretnutia Richard Finkel z Detskej nemocnice vo Filadelfii, Dominic Wells
z Imperial College v Londyne a Steve Winton z University of Western Australia v Perthe,
hovorili podrobnejsie o vSeobecnych faktoch o DMD a 0 réznych vyskumnych stratégiach.
Ked’ze moja posledna sprava zo Cincinnati zacinala podobnym uvodom, skratil som tieto

moje predchddzajiuce odstavce, doplnil som ich novymi informéciami a Vv tejto sprave som
ich zopakoval. Mojim ciel'om bolo pomdct’ Vam v chapani toho, ako gény tvoria proteiny,

! PPUK - Parent Project United Kingdom
2MD - angl. skratka z ,,Doctor of Medicine*
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preco je dystrofin taky dolezity, ktoré vedecké a vyskumné pristupy sa aktivne sleduju a ako
funguje preskok exonu.

Ako gény tvoria proteiny? Gény su funkéné jednotky genetického materidlu,
deoxyribonukleovej kyseliny, DNA. Jej Struktira vyzera ako poprepletany rebrik, dvojita
Spirdla. Kazdy stupienok tohto rebrika obsahuje dve zo Styroch r6znych malych molekul, tzv.
baz: adenin, guanin, tymin a cytozin (A, G, T, C). Z priestorovych dovodov mozu stupienky
obsahovat iba dve bazové kombinacie, tzv. bazové pary A-T aG-C. Ak napr.
-GGCTTAATCGT- je postupnost’ tychto bdz na jednom vlakne, postupnost’ na protilahlom
vlakne musi byt -CCGAATTAGCA-, takze obe postupnosti st navzdjom komplementarne.

-GGCTTAATCGT-
ARRRRRRRRE

-CCGAATTAGCA-
Tato postupnost’ baz, genetickych znakov, tvori geneticki informaciu potrebnu na vyvoj
a udrzovanie zivych organizmov a je odovzdavana z jednej generacie na druhu.

Vicésina génov nosi inStrukcie pre biosyntézu proteinov. V bunkovych jadrach je vyjadrena
genetickd inStrukcia aktivnych génov, je kopirovana - transkribovana (prepisand) - do d’alSej
genetickej latky, premediatorovej ribonukleovej kyseliny, alebo inak pre-mRNA, taktiez
nazyvanej transkript. Va¢sina génov pozostiva z exénov a z intronov. Exony st aktivne
alebo kodovacie oblasti, ktoré obsahuju informdcie potrebné pre proteiny. Introny su casto
ovela dlhSie a neobsahuju len ,,geneticky odpad®, ako by sa mohlo zdat, ale aj ddlezité
informdacie na kontrolu aktivit génov. Po prepisani (transkripcii) si introny z premediatorove;j
RNA odstranené, exony su navzajom spletené do formy mediatorovej RNA, mMRNA. Tato sa
potom presunie do ribozomov, ¢o su protein syntetizujice Struktiry v cytoplazme mimo
bunkovych jadier. Ribonukleové kyseliny, RNA, pouzivaju bazu U, uracil, namiesto
podobnej bazy T v DNA. Spajacie strany su Specifické ¢asti vo vnltri exéonov a na hranici
medzi exonmi aintronmi, ktoré su zdkladom pre sprdvne odstranenie nekddovacich
intrénovych 3postupnosti z pre-mRNA. Samotné spéjanie je dokonCované pomocou
spliceosomov” (inak nazyvané aj ,.komplexy zostrihu*), ¢o st komplexy mnohych proteinov
a malych RNA.

V mediatorovej RNA $pecifikuja tri po sebe iduce bazy, nazyvané aj ako kodén (alebo inak
triplet ¢i geneticka sprava), jednu z dvadsiatich réznych aminokyselin presne podla
genetického kédu (aZ na tri vynimky). Medzi kodéonmi nie je Ziadne miesto. V ribozémoch
su genetické kodovacie spravy citané a prekladané do jazyka proteinov, pricom proteiny st
zloZené z mnohych, Casto az z tisicok aminokyselin, ktoré s stavebnymi blokmi ribozémov.
Tie tri spominané vynimky su triplety UAA, UAG a UGA. Tieto su tzv. stop kododny,
ktorymi sa zostava proteinov konci.

Dystrofinovy gén a dystrofinovy protein. Duchennove a Beckerove muskularne dystrofie
(DMD a BMD) su spésobené mutaciou alebo poSkodenim dystrofinového génu, ktory nesie
informéciu pre rézne formy proteinu dystrofin. S postupnostou 2 220 223 baz je to ¢o do
dizky najdlhsi znamy Pudsky gén. Iba 11 058 baz, t.j. 0,5%, v 79 exénoch génu dystrofinu
Specifikuje postupnost’ 3 685 aminokyselin normalneho dystrofinu vo svalovych bunkéch.
Gén ma sedem alebo mozno aj osem rdéznych prom(')torov4, bazovych postupnosti, ku ktorym
sa regulacné proteiny viazu atak aktivuju gén iniciovanim transkripcie jeho informécii,
s cielom dokoncit’ produkciu jeho proteinu. Kvoli mnohym promoédtorom av dosledku
alternativnych vézieb pri spajani baz, existuje mnoho rozlicnych pridavnych foriem

¥ 7 angl. ,,spliceosome* - si dlhé komplexy proteinov RNA, ktoré pozostavaju z piatich malych &astic s nizvom
ribonukleoprotein, nachadzajucich sa v bunkovom jadre

* Z angl. ,,promoter* - charakteristickd sekvencia DNA, na ktoru sa viaZe prostrednictvom svojej s-podjednotky
RNA-polymeraza; je to miesto, kde sa zahajuje proces transkripcie

2142



dystrofinu. Vsetky znich su kratS§ie ako normdalny dystrofin vo svaloch. Nachadzaju sa
v roznych organoch, jeden z nich dokonca aj v mozgu. Jeho dizka je len 32% v porovnani
S beznym dystrofinom atiez moze byt postihnuty muticiami. Toto modze byt dovodom
psychickych problémov niektorych chlapcov s DMD.

Velkost’ dystrofinového génu a proteinu. Dvojitd Spiradla dystrofinového génu je dlha
0,75mm. Spolu s ostatnymi 20 488 l'udskymi génmi zabera v bunkovom jadre priemer okolo
0,01 mm, ato len preto, ze geneticky materidl je zbaleny extrémne natenko. Jedna molekula
proteinu dystrofin natiahnutd do maximaélnej dizky je ovela mensia ako je to pri géne
dystrofin. Je to 125 nanometrov (t.j. 0,000125mm). 80 000 tychto proteinov na diZku meria
iba jeden centimeter. A v jednom grame svalu je 114 miliard molekul dystrofinu. To mdze
napomoct’ pri hodnoteni prace vedcov: zastavit' ochorenie, t.j. nechat’ svaly opdt’ pracovat’
znamena, Ze sa musi objavit’ minimalne 30% bezného mnozstva dystrofinu, ked’ ho svaly
prestanu samy tvorit. Novy dystrofin nemusi mat’ presne tu istli formu, moze byt kratsi, ale
musi byt schopny poriadne a spravne pracovat. Znamena to, Ze si potrebné miliardy
a miliardy novych molekul dystrofinu do kazdého gramu svalu, priCom dieta ma svalov
niekol’ko kilogramov.

Uloha dystrofinu. Dystrofin je potrebny pre mechanickii stabilitu svalovych buniek.
Nachadza sa vo vnutri membran svalovych buniek. Jeden z jeho koncov, C-terminal, je
viazany na skupinu d’alSich proteinov v membrane (dystrofin-glykoproteinovy komplex).
Druhy koniec, N-terminal, sa pripaja na zmr§tujuce Struktiry vo vnutri svalovych buniek.
Centralna ¢ast’ dystrofinu, tzv. rod domain, pozostava z ¢lankov $piralovitej aminokyseliny,
ktorda sa niekolkokrat skladd sama na seba. Ak stahovaci moment svalovych buniek niti
dystrofin zmenit jeho diZku, jeho ,,skladana“ (§piralovitd) §truktira mu umozni pdsobit’ ako
pruzina, ako akysi antiSokovy absorbér. Dystrofin teda prenaSa mechanicki energiu
produkovani pomocou aktinovo-myozinového stahovacieho mechanizmu do membran
svalovych buniek a do $truktiir mimo nich (do spojovacich tkaniv a do §liach) pomocou dobre
vybalansovaného mechanizmu, ktory bunky nepretazi.

Dystrofin mé viacero uloh. Organizuje komplikovanu Struktaru dystrofin-glykoproteinového
komplexu a umiestnenie mnohych inych proteinov. TaktieZ reguluje komplex procesov ako je
udrziavanie spravneho mnozstva vapnika v bunkach a tymto kontroluje rast svalov. Stale je
vSak nezndmych mnoho detailov tychto spletitych interakcii medzi mnoZstvom zloZiek Zivej

bunky.

Chlapci s DMD nemajti vo svalovych vlaknach ziaden dystrofin, alebo ho maju len velmi
kratky. Ked chyba jeho organizujlci a ochranny mechanizmus, kontrakcie svalov sposobuji
pretrhnutie svalovych membran a to vedie k znaénému toku vapnika do svalovych vlakien.
Nadbytok kalcia aktivuje enzymy ako kalpain® a ostatné protedzy®, ktoré porusia svalové
proteiny a iniciuji samo deStrukény mechanizmus buniek, apoptozu. Ddsledkom je retaz
udalosti ako zapal a aktivacia fibroblastov, ktoré vedu K fibréze. Ide o zjazvenie tkaniva,
ktoré spomal’uje regeneraciu svalov avedie K typickym symptomom u starSich pacientov
s DMD.

Chlapci s pomalsou BMD maju vacsinou nizsie mnozstvo dystrofinu ako je bezné a tento je
navyse tiez krat$i. Stale ale dokaZe plnit’ svoju funkciu, nie vSak tak efektivne ako je bezné.
Nielen kostrové svaly vSak trpia nepritomnost'ou dystrofinu, ale aj hladké’ a srdcové svaly.

Porucha srdcovych svalov spdsobuje kardiomyopatiu; slabnutie hladkych svalov ma mnoho
nasledkov. Medzi inym redukuje schopnost’ ciev uvolnit’ sa, ked’ narasta objem pretekajice;j

® Kalpain - prote4za zavisla na vapniku, nachadza sa vo vietkych cicavcoch a v mnohych inych organizmoch
® Protesza - enzym produkovany bunkami, ktory Stiepi proteiny.
750 to napr. svaly traviaceho traktu, ale nachadzaju sa aj v dithovke oka
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krvi, o ma za nasledok respira¢né a iné problémy. Taktiez je zasiahnuty traviaci trakt, ked’ je
redukovana pohyblivost Criev. Teda zmena len jedného génu dokaze ovplyvnit' Cinnost’
celého tela.

Mutacie génu dystrofinu. Existuji tri bezne zname typy mutécii, ktoré ovplyviuji funkciu
génu dystrofin. Delécia, t.j. ak jeden alebo viacero celych exénov v géne chyba; duplikacia,
ak sa Cast’ génu opakuje a bodova mutacia, ak su samostatné bazové pary vymeneng,
eliminované alebo pridané (st akoby navyse). Medzi ostatné mutécie patria inverzie a zmeny
V intrénoch, ktoré pozmenuju bezny spajaci vzorec.

Ked'Zze kodony mediatorovej RNA st v ribozémoch bez prerusenia ¢itané jeden za druhym,
nie je tento ¢itaci ramec preruseny, pokial mutacia rezultuje do odstranenia alebo pridania
celych kodénov v kazdej z troch baz. V tomto pripade zostdva Citaci ramec CitateIny (,,in-
frame*), priCom dystrofin moze byt stale tvoreny, avSak bude dlhsi alebo krat$i oproti
normalu. Ak zmeny ovplyviiuju len neddlezité Casti dystrofinu, tento moze stale Ciastocne
plnit’ svoju funkciu a tak umoznit’ vznik menej zavaznej BMD.

Ak vSak mutdcia posunie Citaci rdmec o jeden alebo dva béazové pary, tento sa stane
necitatelny (,out-of-frame*). Okrem toho je do proteinu Startujiceho z miesta mutacie
za¢lenenych mnoho nespravnych aminokyselin az kym sa nedosiahne pred¢asny stop kodon.
Neuplny dystrofin nedokaze plnit’ svoju funkciu, zaniké a rozvija sa DMD.

Klinicky priebeh DMD. Prvé klinické priznaky sa objavuji vo veku dvoch az troch rokov
zivota a spdsobuju problémy pri chodzi, Specidlne pri zdoldvani schodov. Bez vcasného
rozpoznania je dokonca aj dnes toto ochorenie diagnostikované az vo veku okolo troch az
piatich rokov. Kedze pri tomto ochoreni narastd aj pocet kontraktir chodidla, kolien
a bedrovych kibov, pacienti stracajii vo veku 12 az 15 rokov schopnost’ chodit’. Postupujice
deformécie chrbtice, skolidozy a pohybové obmedzenia privedu pacientov postupne do Stadia
zéavislosti na nepretrzitej starostlivosti. Zasiahnutie respiracnych a srdcovych funkcii vedie
k smrti v dosledku dychovej a srdcovej nedostato¢nosti uz v pomerne skorom mladeznickom
veku. Liecba kortikosteroidmi, cvi€enie, ortopedické zakroky s ciel'om zabranit’ kontraktiram
a deformaciam chrbtice, ako aj pomoc pri dychani ¢i iné spésoby meneZovania pacientov,
mozu zlepsit’ kvalitu ich Zivota a vyrazne ho predizit.

Na tomto ana predchadzajucich stretnutiach Parent Project boli prednesené aj niektoré
prednaSky k problematike socidlnej a lekarskej starostlivosti. Verim, Ze nejakému timu
Specialistov sa naskytne moznost napisat’ spravu podobnu tejto vedeckej, pretoze pre
chlapcov s DMD bude potrebna pre uvedomenie si a vyuzitie vSetkého, ¢o bolo v poslednych
rokoch dosiahnuté na zmiernenie ich utrap, prediZenie ich Zivota a pre zvysenie jeho
zmysluplnosti.

Rozne stratégie liecCby DMD.

Vyskum sa snazi vyvinut liecbu DMD pomocou dvoch genetickych a jedného
farmakologického pristupu.

Prvy geneticky pristup, preskok exénu, nezasahuje poruSeny gén. Zasahuje iba do procesu
spracovania genetickej informacie na jej ceste z génu do proteinu. Touto technikou je
Specificky nahrddzané splietanie exonov pre-mRNA na mMRNA tak, Ze je preruSena
necitatelna geneticka informacia (out-of-frame) znova Ccitatelna (in-frame). Vysledok je
rovnaky ako pri technike transplantacie génov: DMD je spomalena na BMD. Absolutne novy
typ genetickych liekov dokdze vykonat zmenu genetickej informacie. Boli na to Specidlne
vyvinuté a volaju sa antisense oligoribonukleotidy, AONy.

Druhym genetickym pristupom je pokus zaviest nové gény dystrofinu do jadra svalovych
buniek, ktoré by potom mohli dystrofin priamo produkovat. Mnohé pokusy na mySiach
ukazali, Ze to mdze byt dosiahnuté modifikovanym ,,skrotenym* virusom, tzv. adeno-
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asociovanym virusom, AAV®. Tento virus sa pouZije ako prenasac, alebo nosi¢ aktivnych
Casti, kombinovanych exénov (CDNA) génu dystrofinu do svalovych buniek. Ale tento nosié¢
AAV nie je dostato¢ne dlhy na to, aby preniesol kompletny retazec cDNA so vSetkymi 79
exénmi. Do AAV zapadnt iba tie cDNA, ktoré maju tretinovli dizku oproti normélu. To
znamen4, e aj novy dystrofin bude mat iba tretinovii dizku oproti svojej normélnej dizke. Ak
tento skrateny dystrofin ma jednu zo Struktir, ktora sposobuje miernu BMD, efekt liecby ako
takej nie je kompletné vylieCenie, ale iba spomalenie rychlej DMD na ovela menej
progresivnu formu BMD s pomerne normalnymi vyhliadkami na d’alsi zivot. Ked’ze tento
novovlozeny geneticky materidl nedokdze preniknit’ do chromozémov buniek, zmutovany
gén dystrofin nie je zmeneny. Zostava tak ako bol v skratenom ramene chromozomu X.

Ked’Ze oba tieto genetické pristupy st nové, vyskum musi napredovat’ velI'mi opatrne. Hoci je
lakavé pretlacit’ nové spdsoby liecby ¢o najrychlejsie do praxe, je dblezité neurobit’ chybu
spochybiiujicu ich bezpecnost’, pretoze by to mohlo zasiahnut’ celé pole genetickej liecby.
Preto st povolovacie procedury vel'mi prisne a zabert znacny cas.

Treti liecebny pristup sa pokusa bojovat’ s negenetickymi nasledkami absencie dystrofinu, ako
napriklad deStrukcia svalov pomocou enzymov deStruujicich proteiny, netesnymi
(bunkovymi) membranami, fibrézami a zapalmi. Existuje mnozstvo liekov (niektoré z nich st
uz dokonca na trhu) na liecbu inych ochoreni, u ktorych sa predpoklada pozitivny uc€inok aj
pri liecbe DMD. V sekcii farmakologické pristupy st zosumarizované len nedavne vyskumné
vysledky, o ktorych sa na stretnuti diskutovalo.

Preco potrebujeme klinické testy?

Ako dostat’ liek k pacientovi. Vo svojej prezentacii s nazvom Uvod do klinickych testov,
vysvetlila Kate Bushbyova z Univerzity v Newcastli, ako sa stava skuto¢nostou myslienka
vedcov, hypotéza, a ako vedie k vyvoju efektivnych lie¢iv na DMD. V tomto sthrne som
zopakoval niektoré najdodlezitejSie vSeobecné informacie, ktoré poskytla Dr. Bushbyova na
stretnuti PPUK v roku 2006 v Londyne spolu s niektorymi detailmi, ktoré odzneli na tomto
stretnuti vo Filadelfii.

Klinické skusky st najdolezitejSou sucast'ou vyvoja lieCebnych procesov, ktoré zaber mnoho
rokov. Chlapci s DMD vsak nemaju tol’ko ¢asu, aby ¢akali na to, kym sa pre nich stanu lieky
dostupné. Oni a ich rodiny by vSak mali pochopit’, ze vedci chapu ich situdciu a pracuju tak
rychlo ako len dokazu spolu s mnohymi spolupracovnikmi a spolu s regulatormi na tom, aby
si boli isti, Ze lieky, po ktorych patraji, su efektivne a bezpe¢né. No od zaciatku, uz
v predklinickej Grovni, musia pracovat velmi opatrne, krok za krokom, aby mohli zacat’
klinické skusky. A tieto laboratorne experimenty moZzu zabrat’ niekol'ko rokov. Napriklad, od
prvych myslienok o preskoku exénu ako o moznej metdde boja s dedicnym ochorenim v roku
1993, trvalo 13 rokov, kym bola tato technika pouzitd v prvych klinickych sktSkach na
chlapcoch s DMD.

Prvou tlohou vedcov, ktori za¢inaju s vyvojom liekov, je zozbierat experimentalne udaje
testovanim ich novej mysSlienky na modeli ochorenia, ktoré je podobné DMD, tj. na
izolovanej svalovej bunke in vitro® v laboratornej miske a in vivo'® na dystrofickych mdx™*

& Adeno-asociovany virus (AAV) - je maly virus, ktory infikuje Pudi a niektoré iné druhy primatov; napada
delitel'né aj nedelitelné bunky, pricom moéze upravit’ svoj gendm podla hostovskej bunky - preto je vel'mi
atraktivny pre vedcov a vyskumnikov ako génovy nosi¢ pri genetickej liecbe; nie je zndme, ze by spdsoboval
ochorenia alebo t'azké imunologické

® in vitro - oznacenie experimentalnych metod, pri ktorych biochemické resp. biologické deje prebiehaju mimo
organizmus alebo bunku v skiimavke, banke a pod.

%in vivo - ozna&enie dejov, ktoré prebiehaju v organizmoch, organoch alebo bunkach
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mysiach a GRMD' psoch. Na stanovenie, & ich metéda zmeni proces ochorenia, jeho
patologiu, vedci presne stanovuju biochemické a biologické nasledky nimi navrhovanej
lietby, ako je napr. aktivita enzymu kreatin kindza®®, §truktura svalov, tj ich histologia,
pritomnost’ a vlastnosti dystrofinu a jeho mMRNA. S experimentmi na zvieratich moze byt
stanovend uroven zlepSenia svalovych funkcii a odskusana toxicita, aby sa ukézalo, ¢i ma
nova substancia pozitivny ucinok a ¢i nie je jedovata.

Ale ani vysoka kvalita a spol'ahlivost’ vysledkov predklinickych skuSok nedokazuje, ze nova
zluCenina, Cize potencidlny novy liek, ma vykazovat rovnaké vysledky aj pri testoch na
det'och. Hoci mdx mysi nemaju vo svaloch dystrofin, tieto malé zvieratka nie st v skutocnosti
postihnuté. Ich ochorenie je ovela miernejSie ako u l'udi. Dystrofia u ovela véac¢sich zlatych
retrieverov, tzv. GRMD psov, sa viac podoba na l'udské ochorenie. Tieto psy su skutocne
postihnuté aich komplikacie narastaji. AvSak vzdy treba pamitat’ na to, ze vysledky
experimentov, ktoré boli ziskané na pokusoch so zvieratami, sa nedaji oc¢akavat’ aj u l'udi.
Dieta nie je velka mys ¢i dvojnohy pes! Ztohto dovodu su nevyhnutné klinické skusky
S detmi s DMD.

Skusky vacSinou prechadzaji troma fazami aje dolezité spomenut, Ze vo fazach Iall
ucastnici skusok nemdzu ocakéavat' nejaké lieCebné benefity, ked’ze tieto typy skusok su
navrhované hlavne na ziskanie odpovedi na otazky ohl'adom bezpec€nosti a uc¢innosti.

1)) Fazal je urcena na testovanie toxicity
2.) Fazall: je urcena na testovanie ddvkovania, bezpec¢nosti a niektorych ucinkov
liecby

3.) Fazalll:  pokracuje v hl'adani odpovedi na otazky, ale je navrhnuta na potvrdenie
klinicky relevantnych pozitivnych u¢inkov a dokazuje G¢innost’ liecby, t.j.
na definitivne ukazanie, Ze nové liecba urobi redlny rozdiel, funk¢né
zlepSenie v kvalite Zivota.

Klinické skusky sluziace na néjdenie liecby DMD predstavuji mnozstvo Specidlnych
problémov:

1.) Toto ochorenie je vzacne, preto sa on farmakologicky priemysel nie vzdy zaujima.
Tento zaujem je vSak pre vyvoj liekov nevyhnutny. Tento druh priemyslu tieZ
potrebuje motivaciu vo forme profitu, aby sa na takyto vyskum dalo naldkat’ G¢inné
mnozstvo kapitalu, takze su dolezité regulaéné dokumenty, ako je napr. orphan-
disease status popisany na strane 18 tejto spravy.

2.) Ked’ze DMD je pomerne vzacne ochorenie, pacienti so $pecifickymi formami mutacie
dystrofinového génu sa vyskytuji v pomerne nedostatocnom mnoZstve. Tento
problém sa bude zhorSovat, pretoze mnoho pacientov doposiall nepodstupilo
kompletnt molekularnu diagnostiku, vratane testov na bodovi mutéaciu v tych
pripadoch, v ktorych sa nepotvrdila muticia odstrdnenia. Rodi¢ia by teda mali
naliehat, aby bola ¢o najskoér, ako je to len mozné, identifikovand presnd forma
mutacie génu pre dystrofin ich syna.

3.) Vsucasnosti vznikaji narodné a medzinarodné registre, ktoré budu obsahovat
kompletné diagnostické udaje o ¢o najvacSom pocte pacientov z celého sveta. Viac
detailov 0 tomto programe modzete najst na www.treat-nmd.eu. Rodiny by mali byt

11 » ~ PV ’ s A ’ o , y v
mdx myS$ - mys s dedicnym ochorenim svalov, ktoré je spésobené muticiou na chromozoéme X; sluzia ako
model pri vyskume DMD

2 GRMD pes - je zlaty retriever s DMD, ktoré je spdsobena muticiou jeho génu dystrofinu

3 Kreatin kin4za - katalyzuje premenu kreatinu na fosfokreatin, pri¢om sa spotrebiva adenozintrifosfat (ATP)
a vzniké adenozindifosfat (ADP)
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nabadané patrat’ po tychto registroch a mali by im poskytniit’ potrebné udaje o svojich
det'och.
DMD je komplexna porucha a efektivna lie¢ba u¢inna pocas celého pacientovho Zivota bude
musiet’ pravdepodobne podsobit’ na zaklade genetickych postupov, ktoré tvoria dystrofin v
zdravych svaloch. Takyto geneticky liek bude pravdepodobne Uplne novym typom lieku,
ktory bude schopny pracovat’ dlhodobo, lie¢it’ vSetky svaly vratane svalov pluc a srdca. Preto
su vel'mi prisne naroky na bezpecnost’ a ucinnost’ lickov na DMD.

Dohl'ad a usmernenia od r6znych uradov a prislusnych odbornikov st tu na ochranu pacientov
pred nehodami a poskodeniami atiez chrania lekarov pred pravnymi nasledkami pri
potencialne nebezpecnej lieCbe. Musia sa uistit’, ze skuska bude primerana hl'adanej odpovedi
na kladent otazku. Usmernenia, alebo regulacie, by mali tiez zaistit’ konzistenciu a presnost’
udajov, potrebnych pre konecny suhlas od regulatora. Rozsiahle papierovanie, vel'ké
omeskania a rozsiahle naklady klinickych skusok (clinical trial'®) nas uist'uji o tom, Ze vietko
sa odohrava korektne a v zaujme chlapcov s DMD a ich rodin.

Existuje viac negativnych klinickych skasok ako tych pozitivnych, teda ziaden z pacientov by
teraz nemal prestavat’ alebo prerusovat’ momentalne dostupnu lie¢bu. Iba korektne navrhnuté
a vykonané skusky prinest uc¢inn liecbu v primeranom c€ase. Za kazdl cenu sa musi zabranit’
vzniku chyb. Chyby by totiz mohli posunit celé vyskumné snazenie spit’ a mohli by predizit
Cas, pocas ktorého musia chlapci cakat' na rozhodujicu a pozitivnhu zmenu ich buduceho
zivota.

Vysledky klinickych skusok musia byt’ presné a zmysluplné. Richard Finkel vo svojej
druhej prezentacii vysvetlil, Zze aby boli tieto skasky s chlapcami zodpovedne vyhodnotené
atiez aj pre porovnanie vysledkov s inymi skuskami podobnych alebo rovnakych liekov,
musia sa vedci zhodnut’ v tzv. vystupnych meraniach. Prikladmi meranych medicinskych,
genetickych a biologickych vlastnosti st aktivita kreatin kindzy, pritomnost a Struktira
dystrofinu, funkcie svalov ako sila, vydrz, respiracia, vykonnost’ srdca a tiez niektoré aspekty
kvality Zivota u chlapcov. Merania by mali umoZnit’ rozhodnut’, ¢i st vysledky Statisticky
vyznamné s p-hodnotou™® minimalne 0,05. Tento udaj znamend, e pravdepodobnost, Ze
vysledok sa objavi nahodne, je menej ako 5%.

Metody by mali byt Standardizované a schopné rozhodnut, ¢i potencidlny vySetrovany liek
spdsobuje zmeny v symptomoch ochorenia, ktoré st medicinsky vyznamné a zaroven pre toto
ochorenie - DMD alebo BMD - S$pecifické. Mali by byt tiez bezpecné a jednoducho
fungujuce, dostatocne citlivé na identifikovanie aj malych zmien a mali by byt pre pacientov,
ich rodi€ov aregulacné organy prijatel'né. Teda, ato predovSetkym, musia jednoznacne
preukazat’, ¢i by bola navrhovand liecba v zdujme dietat’a, t.j. pokial’ aj neposkytuje uplné
vylieCenie, potom by minimdalne mala spomalit’ progresiu ochorenia.

Biotechnologické spolocnosti potrebuju kapital. Jeremy Gelber z Morgan Stanley
Investment Banking hovoril o financnej stranke vyvoja liekov pre vzacne ochorenia ako
DMD. Priemerné peniazné vydavky pre vyvoj lieku aZ po jeho schvalenie su okolo 300
miliénov dolarov, alebo investicné naklady st viac ako 800 milidonov dolarov. Tieto peniaze
musia priniest’ investori, ktori budu akceptovat’ riziko pochybenia, ale zaroven ocakavaju
profit, ak bude liek u¢inne pontknuty na trhu. Investicné spolo€nosti su schopné zabezpecit’
miliony doldrov, poznaji cCasto novozaloZzené biotechnologické spolo¢nosti, poznaju

 do slovenginy sa toto spojenie preklada aj ako klinicky trial

> p-hodnota - z angl. p-value, nazyva sa aj hladina vyznamnosti ziskaného vysledku zo vzorky; je to
pravdepodobnost’, ze zistena zavislost’, resp. rozdiel medzi premennymi vo vzorke respondentov je Cisto
nahodna, a Ze v celej populécii, z ktorej bola vzorka vybrana, tito zavislost, resp. rozdiel neexistuje; ¢im je
vysSia hladina vyznamnosti, tym menej sa teda da zistend zavislost' ziskand na vyskumnej vzorke
respondentov oCakavat’ na celej populécii.
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farmaceutické trhy aradia investorom, svojim zékaznikom, ohladom rizika a moznych
benefitov. Tito Specialisti st si vedomi, aké su doélezit¢ pozitivne vysledky skuasok. Preto
musia byt skusky navrhované a vykonavané vel'mi opatrne, pretoze chybna skuska ma velky
vplyv na kurzy akcii a trhovli hodnotu spolo¢nosti. Negativna skaska moze dokonca zni€it
spoloCnost’” ateda spdsobit’ oneskorenie vyvoja lieku, na ktory Cakaju rodiny pacientov
s DMD.

»Prosim, nechajte nasho syna podielat’ sa na prvych klinickych skiaskach, sme pripraveni
urobit’ hocico a ist’ hocikam, pretoze potom by mal zrejme Sancu na podstipenie lieCby*.
Chodi mi mnoho e-mailov s touto zufalou prosbou, nicktoré dokonca zo vzdialenych krajin.
Nasledujuce odstavce s odpoved’ou na tato otazku.

Iba vel'mi malo deti, menej ako 10, sa v Spojenych statoch, Holandsku a Vel'kej Britanii
podiel’a na prvych troch klinickych skuskach vo faze I, prebiehajicich na chlapcoch s DMD.
Pochéadzaju zo susedstva klinickych centier, pretoze deti musia byt’ pravidelne kontrolované
a musi byt u nich presne zndma mutacia génu dystrofinu.

V tychto prvych skuskach je lokalne lieCeny iba jeden samostatny sval. Dokonca aj ked su
vysledky pozitivne, t.j. ked’ sa objavi novy dystrofin bez akychkol'vek vaznych vedlajSich
ucinkov a ak tento sval potom pracuje lepsie, potom aj napriek tejto pozitivnej zmene, deti
nemaju z tychto skusok ziaden liecebny profit. Ich svalova dystrofia nie je ani lieCena ani
spomal'ovana! Tymito prvymi skiskami sa len skiiSa, ¢i dve nové metoddy (preskok exonu
amini génovy transfer) skutoéne pracuju aj v ludskych svaloch. Hladd sa iba dokaz
0 fungovani principu.

Vo vSeobecnosti, iba ak sa toto vyskusa, moze byt’ skaSany d’alsi krok, ktorym je systémova
aplikacia lieku. Potencialne lieky - antisense oligoribonukleotidy, AONy alebo adeno-
asociované virusy S mini génmi - budu injektované do krvného obehu tak, Ze zasiahnu vSetky
svaly. Prva systémova skuska sa za¢ne pravdepodobne zaciatkom roka 2008 v Holandsku
a zucastni sa jej aj nickol’ko deti s DMD zo susedstva dotknutych klinickych centier.

Z tychto dovodov nema pre rodi¢ov zmysel cestovat’ s detmi do skuSobnych centier z velkej
dialky, alebo dokonca z inych kontinentov, a Zit’ v ich blizkosti niekol’ko mesiacov. To by
bolo velmi drahé a deti by to nevyliecilo. To najlepSie, ¢o moZu rodiny urobit’ pre pristup
k liecbe, akonahle bude tato pripravena a schvalena, je to, ze sa stani ¢lenom jednej
z aktivnych organizacii, zdruzujicich pacientov so svalovymi ochoreniami. Dalej by mali mat
pre svoje dieta hotovli génovu analyzu a mat’ zaregistrovanu jeho presnii mutaciu a vSetky
ostatné lekarske informacie v niektorej databanke o pacientoch s DMD, ktoré teraz vznikaju.
Potom budi moct’ vedci kontaktovat' rodiny tych deti, ktoré maji ,,potrebnu“ mutaciu,
pretoze v nasledujticich rokoch bude realizovanych stdle viac a viac klinickych skusSok aj
S chlapcami so vzacnymi ochoreniami anezvy€ajnymi muticiami dystrofinového génu.
Rodiny by tieZ mali Studovat’ najaktudlnejSie vyskumné spravy, aby vedeli ,,Co sa deje*
a kedy a kde bude dostupny skuto¢ne efektivny liek.

Preskok exonu a génova terapia.

Preskok exénu nie je vyliecenie. Technika preskoku exonu sa poktsa spomalit’ rychlu DMD
na ovela miernejSiu BMD. Nenahradi samotny gén s mutdaciou, ale ovplyvni, ako bude
poskodeny gén precitany a spracovany. Preskok exonu nebude vyliecenim DMD, mal by iba
znizovat’ zavaznost' symptomov. Je iba terapiou.

Ak mutécia - odstranenie, duplikdcia alebo bodovd mutacia - narusi Citaci rimec mRNA
a sposobi DMD, ¢itaci ramec mdze byt opat’ obnoveny pomocou odstranenia jedného alebo
viacerych exonov z MRNA s pouzitim AONov. Su to kratke kiisky RNA, ktorych postupnosti
st navrhnuté takym sposobom, Ze sa viazu presne na komplementarne postupnosti pre-mRNA
vo vnutri odstranenych exénov alebo v ich okrajovych oblastiach a nikde inde. Tieto AONy
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teda narsaju spdjaci mechanizmus a cielovy exon alebo exony tak nie st viac sucast'ou
mRNA. St preskocené.

Ked’ze tato preskocend mRNA je kratSia ako normadlna, protein dystrofin je tiez kratsi.
Obsahuje menej aminokyselin. Ak st chybajice aminokyseliny sucast'ou nedolezitych oblasti,
ako je napr. rod domain, kratky protein modze casto plnit’ svoju stabilizujucu wUlohu
vV membrane svalovych buniek. Vysledkom by mohla byt zmena vaznych symptomov DMD
na ovel'a miernejSie symptomy BMD.

Na prvé skusky preskoku exonu st pouzivané dva druhy chemicky chranenych AONov.
Chrénené musia byt’ preto, aby bola spomalend alebo zastavena ich destrukcia vo svalovych
bunkach, ktort spdsobuji enzymy ni¢iace aminokyseliny. Dva spominané typy AONov su
2’0O-methyl-phosphorothioates (hazyvané tiez 2°O-methyls) amorpholinos. Kvéli ich
nezvycajnej Struktire nie si morpholinos skuto¢né nukleotidylG, teda pouzitie skratky AON
nie je celkom korektné. Ale z praktickych dovodov pouzivam v tejto sprave oznacenie AON
pre oba typy, rovnako ako sa to robi aj v inych vedeckych publikaciach.

Skuska preskoku exénu v Holandsku. Judith van Deutekomova, momentalne vedica
vyskumu biotechnologickej spolo¢nosti Prosensa B. V. z Leidenu v Holandsku, sa nemohla
tohto stretnutia vo Pfiladelphii z(c€astnit’, a preto pritomnych o prvych skuskach techniky
preskoku exonu na ludoch oboznamila Elizabeth Vroomova, prezidentka medzindrodnej
organizacie United Parent Project Muscular Dystrophy (UPPMD). Tieto skusky skoncili na
konci roka 2006.

Ciel'om skusky bolo zistit,, ¢i je tato technika ucinna aj priamo u pacientov s DMD. Bola to
lokdlna studia na malom priestore jediného svalu, a to svalu tibialis anterior na holennej
kosti. Tento sval bol lieceny AONom 2°O-methyl pésobiacim proti exonu 51. Skuska bola
navrhnuta tak, aby len poskytla dokaz o fungovani principu. Nebola teda vykonavana
s ciel'om dosiahnutia akéhokol'vek lieCebného benefitu pre lieCenych chlapcov.

Holandski vyskumnici vybrali taka verziu 2°O-methylu, ktord posobi ,,proti“ exoéonu 51,
pretoze stymto typom chemicky stabilizovaného AONu maji rozsiahle sktsenosti. A to
nielen pri tspesnom lie¢eni svalovych vlakien vo svalovych kultarach ale aj pri lokalnom
a systematickom podavani injekcii do jednotlivych svalov a krvného obehu Zivych zvierat.
Ex6n 51 bol zasa ako prvy ciel’ preskoku vybrany preto, lebo jeho uspesné preskocenie by
umoznilo obnovu proteinového Ccitaciecho ramca az pre 25% vSetkych chlapcov s DMD
S deléciou.

Ked’ze preskok exdénu je nova lie€ebnd procedura, boli pred Startom tejto skusky na kazdom
chlapcovi vykonané rozsiahle klinické a molekularne testy. Vzhl'adom k tomu, ze Holandsky
regula¢ny urad nevydal sthlas na vykonanie svalovej biopsie pre zaciatkom skusky, urobila sa
iba povrchova (podkozna) biopsia, z ktorej bola vypreparovana bunkova kultira. V tychto
laboratornych procedtrach bola na irovni mRNA potvrdena konkrétna delécia (predtym bola
stanovena na Urovni DNA). TaktieZ bola stanovend bazova postupnost’ okrajovych oblasti
pred aza odstranenym exénom. NavySe bol kvoli uisteniu, ¢i neobsahuje akékol'vek
nepravidelnosti, prevereny cely dystrofinovy gén. Hoci uz predtym bolo zname, Ze technika
preskoku exoénu funguje dobre na Zzivych zvieratdch a bunkovych kultarach, odobratych
z chlapcov s DMD, cela procedura preskoku exénu bola u kazdého pacienta zopakovana na
svalovych bunkovych kultarach, ziskanych z povrchovej (podkoznej) biopsie. Robilo sa to
s cielom vylucit’ vSetky rizikd, aby tieto potom nemohli nastat’ aj na Zivom svale pri realizécii
samotnej skusky. Z d’alSich bezpecnostnych dévodov boli chlapci lieCeni postupne, jeden po

18 Nukleotid - (alebo aj nukleozidfosfat) je zakladna stavebna jednotka nukleovych kyselin a niektorych
koenzymov a niektoré plnia aj Glohu energetickych prenasacov.

9/42



druhom. Tzn., ze iba po ziskani kladnych vysledkov skusky bez akychkol'vek vedlajSich
ucinkov na prvom chlapcovi, bol lieCeny druhy chlapec, a pod.

Vysledky skusky, hoci su vel'mi povzbudivé, nemozu byt na tomto mieste zosumarizované,
pretoze v ¢ase pisania tejto spravy (koniec novembra 2007) eSte neboli uverejnené. Az po ich
publikovani buda sucast'ou mojej d’alSej spravy o vyskume, dostupnej v prvej Stvrtine roku
2008.

Holandski vedci momentalne pripravuju d’al$iu skasku, pocas ktorej si dali za ciel’ systémove
podavanie 2'O-methyl AONu (tzn. do celého tela) proti exénu 51 tak, aby zasiahol vsetky
svaly tela vratane pltc a srdca. Tieto Stidie budu kratkodobé (mesa¢né) a dlhodobé (Sest’
mesiacov). Budu pri nich pouzité r6zne mnozstvd AONov kvdli stanoveniu najefektivnejsej
davky, ktora by snad’ mohla vyznamne spomalit’ symptomy u chlapcov s DMD. Ako vel'mi sa
zlepsi funkcia svalov bude tiez zavisiet na aktualnej vyslednej funkCnosti proteinov
podobnych Beckerovmu proteinu, ktoré sa ziskaju po preskoku prislusnych exénov.

Tiez budi prebichat systematickejSie Stadie na mySiach, ktoré by mali preskimat’
farmakodynamické spravanie AONov, aby sa zistilo, ¢o presne sa s nimi stane vo vnutri
svalovych vlakien. V niektorych z tychto $tudii na zvieratach boli AONy vstreknuté pod kozu,
pretoze toto bude v budtcnosti zrejme jeden z najpraktickejSich spdsobov podavania injekeit,
pokial’ bude potrebné ich opakované podavanie. V podobnych Studiach sa ukazalo, ze
systémové podédvanie pracuje dobre, ze dokonca mézu byt liecené aj srdcové svaly, a ze
neexistuju ziadne vazne vedl'ajsie u¢inky na pecenové enzymy alebo iné krvné hodnoty.
Uplny vyvoj preskoku exénu &. 51 je prave zadiatkom vyskumného programu spoloénosti
Prosensa, ktorého cielom je ndjdenie efektivnej liecby DMD. Vyvoj inych AONov na iné
druhy delécii bude nasledovat’ zakratko potom. Okrem AONu 2°O-methyl na preskok exénu
51, spolo¢nost’ prave navrhuje a vyraba v dostatocne velkych mnoZstvach iné AONy pre
preskok exonov 43, 44, 45, 46, 50, 52 a 53. Tieto AONy by mali spolu umoznit’ lie¢bu viac
ako 65% vsetkych pacientov s DMD s deléciou.

V budtcnosti by taktiezZ malo byt moZné pouzit tiito techniku na obnovu ¢itacieho rdmca pre
niektoré duplikacie. Alebo ked” bude potrebné preskocit’ viac ako jeden exon. Napr.
viacnasobny preskok 11 exonov 45 az 55 by dokéazal vyprodukovat’ Beckerov dystrofin az
u 63% pacientov s DMD s deléciami (ako napisal/a C. Beroud a kol. v Human Mutation 28:
196-202 (2007)). Sticasny stav lie€by duplikécie bol popisany autorom/autorkou A. Aartsma-
Rus akol. vBMC Medical Genetics 8:43-47 (2007). Prehlad o preskoku exonu bol
publikovany autormi A. Aartsma-Rus a G.-J. B. van Ommen v RNA 13:1-16 (2007).

Klinicka skuska preskoku exénu v Spojenom Kralovstve (United Kingdom - UK). Na
stretnuti vo Filadelfii sa nediskutovalo o klinickej skuske preskoku exonu, ktora je v UK vo
faze I (aj napriek oneskoreniam) a jej Start sa ocakava okolo zaciatku roka 2008. Ale ked’Ze
tato skuska je taka dolezita, zopakujem tu niektoré moje zavereéné zhrnutia zo stretnutia
PPUK z Londyna v roku 2006 s tym, ze ich doplnim o niektoré¢ sucasné informacie:

Konzorcium MDEX vzniklo v januari 2005 v UK s cielom vyvinat techniku preskoku exonu
a vykonat klinické Stadie. Clenmi konzorcia sa Francesco Muntoni, Kate Bushbyovd, Volker
Straub, Dominic Wells, Jenny Morganova, George Dickson, lan Graham, Matthew Wood,
Steve Wilton aJenny Versnelova. Taktiez st zapojené UK Department of Health'’, Medical

7 UK Department of Health - je trad vlady Spojeného Kralovstva, ale so zodpovednostou za vladnu politiku
Vv oblasti zdravia, socidlnej starostlivosti a National Health Service (NHS - systém zdravotnej starostlivosti
financovany z verejnych penazi) iba pre Anglicko samotné
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Research Council'®, PPUK (dnes Action Duchenne) a British Muscular Dystrophy
Association spolu s Muscular Dystrophy Campaign.

Francesco Muntoni z Imperial College, ako predseda konzorcia MDEX, na stretnuti
v Londyne v roku 2006 povedal, ze v tejto skuske je cielom pokusit’ sa preskocit’ exon 51,
pretoze 20% chlapcov s DMD s mutaciou delécie exoénov 45-50, 47-50, 48-50, 49-50, 50, 51,
52-63 mdze byt lieGenych preskodenim tohto jediného exonu. Sest’ roznych oligov?®, AONov,
bolo testovanych na beznych l'udskych svalovych kultirach, vo svalovych kultarach od
pacientov s DMD, v celych svalovych preparatoch (Steve Wilton) av ,poludstenych*
dystrofickych mysSiach, ktoré maji implantované svaly z pacientov s DMD (Judith van
Deutekomovd). Najlepsie vysledky boli dosiahnuté s morpholinom (AONom) H51A
vyvinutym v laboratériu Stevea Wiltona. Dominic Wells mohol na experimentoch s madx
mySami ukazat,, ze tento AON (morpholino) bol dostato¢ne stabilny aj pre potreby dlhodobe;j
liecby pacientov S DMD. Tento vysledok bol ziskany v spolupréci Styroch laboratérii, dvoch
britskych, jedného holandského a jedného australskeho a bol publikovany v septembri 2007
v Human Gene Therapy, 18:798-810. Ako bolo spomenuté predtym, morpholinos maju
Struktiru chemicky odlisnt ale maju podobny tvar ako 2"O-methyls. Teda nie st skutocnymi
nukleotidmi, ale aby som veci prili§ nekomplikoval, budem ich aj nad’alej nazyvat’ AONmi.
AON morpholino, pouzity v Britanii, ma dizku 30 jednotiek a zahfiia celd postupnost’ 2°O-
methylov, ktoré pouzili Holand’ania, a ktoré maji len 20 jednotiek. Oba antisense®
komponenty sa sami viaZzu na komplementarne postupnosti ,,zlepSovaca spajania exoénov*
(exonic splicing enhancer®!, ESE) vo vmiitri exénu 51 v dystrofinovej pre-mRNA a nikde inde.
Tato blokada ESE spomal’uje spajanie SR proteinovzz, ktoré su zakladnymi komponentmi
spojovacieho komplexu proteinov RNA. Désledkom je vylucenie cielového exénu z mRNA,
tzn., Ze exon je preskoceny. ESE postupnosti v réznych génoch majli niektoré podobnosti, ale
zarovenl su dostatocne odlisné. A to je dovodom Specifik techniky preskoku exonu:
preskoceny je iba cielovy exon v cielovom géne a ziadne iné exony v tom istom alebo vo
viac ako 20 000 Tudskych génov, pretoze je Statisticky nepravdepodobné, Ze by v celom
ludskom genéme existovala ind kompletne komplementarna postupnost’ s dizkou dvoch
antisense struktur. Preto je nepravdepodobné, ze by tato geneticka technika spdsobovala
nejaké vedl'ajSie genetické ucinky.

Britskej sksky sa zacastnili tri skupiny chlapcov s DMD. Kazda pozostavala z dvoch
chlapcov vo veku 12 az 18 rokov. Pre kazda skupinu boli pouzité tri rozne davky AONu
morpholina - 0,09mg, 0,297mg a 0,9mg v 0,9ml roztoku, ktoré boli davkované do svalového
tkaniva v objeme 1cm?® deviatimi injekciami priamo do jedného z dvoch svalov extensor
digitorum brevis na vonkaj$ej strane chodidla, pouzivanych iba na ohybanie prstov. Teda v
pripade, Ze by sa mali vyskytnit’ neakceptovatel'né vedl'ajSie €inky, mozu byt bez vaznych
nasledkov odstranené. Pred podanim injekcii a 30 dni po tom sa vykonali rozsiahle klinické
kontroly vratane biopsii, s cielom zhodnotit’ vysledky liecby.

8 Medical Research Council - organizicia zalozena za ugelom podpory vyvazeného rozvoja medicinskeho
a suvisiaceho biologického vyskumu v UK

9 Oligonukleotid (oligo) - kratky segment DNA alebo RNA, typicky pozostavajici z dvadsiatich baz (alebo

menej); v suasnosti uz mozu dosahovat’ dizku az do 200 bazovych parov vd’aka ich syntetizovaniu

% antisense - zangl., znamena to, e tento koniec molekuly aminokyseliny reaguje s komplementarnou

molekulou a modifikuje tak tvorbu génu

21 Exonic Splicing Enhancer - postupnost DNA pozostavajica zo 6 baz vo vnitri exénu ktory riadi, alebo
zlepSuje presnost’ spajania hnRNA (hetero-nuclear RNA, ¢o je nelplny jednoduchy retazec mRNA,
syntetizovany pomocou transkripcie v bunkovom jadre z DNA) alebo pre-mRNA na mediatorova RNA

2 SR proteiny - su proteiny bohaté na Serin a Arginin (aminokyseliny), ktoré sa zucastiiuji na regulacii a
vybere spéjacich stran v mRNA.
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Takisto ako v pripade Holandskej skusky, tak aj Britska skuska bude iba poskytovat’ dokaz
0 fungovani principu, Ze lokdlne podavanie AONu morpholino do samostatného I'udského
svalu je bezpecné, a ze je efektivne pri obnove aspon nejakého mnozstva dystrofinu. Dufa sa,
7e minimalne v niektorej z roznych vzoriek sa objavi dystrofin vo viac ako 10% svalovych
vlakien. Zucastneni chlapci nebudu nijako profitovat’ z pohl'adu zlepSenia svojho zdravotného
stavu. Ale vSetky vysledky tychto sktiSok budi neskor potrebné pre systematické podavanie
potencidlnych novych lieckov na DMD do krvného obehu tak, aby boli zasiahnuté vsSetky
svaly.

Po meskani niekol'’ko mesiacov bolo v oktobri 2007 udelené posledné nevyhnutné povolenie
od UK regula¢ného tradu (vid’ pozndmku 17), takze prvi chlapci dostanu svoju prva davku
injekcii AONov na zaciatku roka 2008 po skonceni vSetkych predklinickych priprav.

Janet Rose Christensenova je Vv spolo¢nosti AVI BioPharma Inc. v Portlande v Oregone
(USA) viceprezidentkou pre ziskavanie potrebnych tradnych povoleni apre kvalitu.
Vysvetlila tlohu jej spolo¢nosti v skiskach techniky preskoku exénu na pacientoch s DMD v
UK. Pred mnohymi rokmi vyvinula tato farmaceutickd spolo¢nost’” AONy morpholino ako
genetické lieCivo pre mnohé kardiovaskularne, virusové a peceniové ochorenia. Bolo uz
vykonanych 11 klinickych skusok so zluceninami tohto typu, na ktorych sa podielalo vyse
300 Gcastnikov. Spolo¢nost’ ma teda s tymito ,,antisense* lickmi rozsiahle odborné skusenosti
z chemického aj zlekarskeho hladiska. V spolupraci so Steveom Wiltonom z Perthu
Z Austrélie boli identifikované postupnosti, ktorych cielom je vyvolanie preskoku exonu v
géne dystrofine. Steve Wilton bude spolu s konzorciom MDEX aktivne zapojeny do fazy
| klinickej skusky, ktora je v UK tesne pred Startom.

Morpholino pouzity v tejto skuske na preskocenie exénu 51, spolo¢nost'ou nazyvany AVI-
4658, je retazec pozostavajuci z 30 subjednotiek. Vyskumné Studie ukazali, ze efektivne
vyvolava preskok exonu 51. ViaZze sa vel'mi Specificky na vyselektovani komplementarnu
cielovl postupnost’ v strede exonu 51 pouzitim tvorby Watson-Crickovych bazovych parov
(Watson-Crick base pairing®®). Tento morpholino pozostava z 1 144 atdmov uhlika, vodika,
dusika, kyslika a fosforu. Je syntetizovany v AVI, a to Vv klinickom vyrobnom priestore a
vytrénovanymi l'ud'mi podla zasad ,.dobrych vyrobnych postupov (Good Manufacturing
Practise, GMP?*) na produkciu liegiv.

Skor, ako bude moct’ byt AVI-4658 pouzity v skuske v UK, musi byt schvaleny vladnou
agentirou MHRA?. Janet Christensenovd potom popisala komplikovany schval’ovaci proces
v USA. Pretoze DMD je povazovana za ,,vyznamne oslabujicu a Zivot ohrozujicu chorobu®,
ocakava sa, Ze bude aplikovana tzv. ,,FDA regulations 21 CFR 312 Part E26“, ktora ¢iastocne
hovori ,, ... je vhodné uplatnit’ SirSiu flexibilitu pri aplikacii zdkonnych Standardov, pokial
budi dodrzané primerané zaruky v otdzkach bezpecnosti a efektivnosti. Tieto procediry
reflektuji poznanie, Ze lekari a pacienti sii vo vSeobecnosti ochotni akceptovat’ vacsie riziko
alebo vedlajSie ucinky produktov, ktoré liecia Zzivot ohrozujice a vyrazne oslabujlice
ochorenia, nez by akceptovali pri produkte, ktory lieci aj menej vazne choroby.

% Watson-Crick base pairing - je zakladné parovanie baz v DNA (adenin sa viaZe s tymidinom a guanin s
cytozinom) a RNA (to isté, len tymidin je nahradeny uracilom).

* GMP - je to pojem, ktory vo svete vieobecne pomentva kontrolu a riadenie vyroby a kvality testovania
potravin a farmaceutickych produktov

% MHRA - Medicines and Healthcare products Regulatory Agency - je to vladna agentura v UK, ktora je
zodpovedna za zaistenie bezpecnosti a ucinnosti lieciv a lekarskych zariadeni

% Je to jedna zo smernic U.S. Food and Drug Administration (FDA); o je vladna agentura pre zdravie a
sluzby 'udom v Spojenych Statoch a je zodpovedna za bezpe&né riadenie vi¢siny druhov jedla, dietnych
doplnkov, liekov, vakcin, biologickych medicinskych produktov, krvnych produktov, lekarskych zariadeni,
zariadeni emitujtcich radidciu, veterinarnych produktov a kozmetiky
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Janet Christensenova ukoncila svoju prezentaciu slovami ,, Tieto pravidla opraviiuji FDA (vid’
poznamku 26) pozerat’ trocha inak na ziadosti pre lieccbu DMD, ako by pozerali napr. na lieky
na bolesti hlavy. Teraz je dolezité podstupit prvé klinické skisky s tymto morpholinom
a uspesne ich ukoncit’. Verime, ze to otvori cestu k rychlejSiemu schval'ovaciemu procesu pre
mnoho dalSich morpholinov potrebnych na liecbu vSetkych chlapcov, ktorych ochorenie
moze byt lieCené touto technikou preskoku exonu.

Prvé kroky smerom k ,,multipreskoku* exéonu. Terence Partridge z Children’s National
Medical Center vo Washingtone hovoril o niektorych otvorenych otazkach pri preskoku
exonu a d’alej o novej vyskumnej praci jeho ajeho kolegov, ktora pojednava o preskoku
dvoch exénov v dystrofickych psoch, aktora by mohla otvorit' cestu multiexénovému
preskoku. Zaroven by mohla preniest’ tito nova techniku aj na chlapcov s DMD, pretoze
niektori potrebujii preskoCit viac ako jeden exdén na obnovu posunutého dystrofinového
¢itacieho ramca.

Technika preskoku exénu pracuje v mdx mySiach dobre. Pouzivaju sa AONy 2°O-methyl
a morpholino proti ex6nu 23. Vstrekuju sa opakovane do krvného obehu mysi, kde produkuji
novy dystrofin v niektorych svaloch az do 50% jeho beZznej Urovne. Morpholinos vSak
nezasahuju srdcové svaly a dovod, preco je tomu tak, nie je znamy. Dominic Wells z Imperial
College v Londyne na stretnuti PPUK v roku 2006 informoval o prvych experimentoch, ktoré
ukazali, ze morpholinos dokazu preniknut’ aj do srdcovych svalov pri lie¢be ultrazvukom. Dr.
Partridge a jeho kolegovia taktieZ pracujii na tomto probléme.

Hoci mdx mysi nemaja vo svojich svaloch ziaden dystrofin, ich symptomy svalovej dystrofie
st veI'mi mierne a preto nie st idedlnym zvieracim modelom l'udskej DMD. A pretoze sa
dozivaji iba nieCo okolo dvoch rokov, dlhodobé experimenty, trvajuce niekolko rokov,
nemoézu byt na nich vykonavané. Psy vSak ziju ovela dlhSie ako mysi a dystrofické GRMD
zlaté retrievery su fyzicky postihnuté, teda experimenty s tymito psami by mohli poskytnut’
vysledky, ktoré by boli skér podobné tym, ¢o bude neskor viditeI'né v klinickych Studiach
pacientov s DMD.

Experimenty na GRMD psoch maju aj ini vyhodu. Dve klinické sktsky techniky preskoku
exonu 51 na chlapcoch s DMD, v Holandsku a v UK, ukazali a eSte aj ukazu, ze tato technika
na pacientoch skuto¢ne pracuje. V tychto skuskach bol preskoCeny iba jeden exén. Ale okolo
50% vsetkych Duchenovych dystrofii, sposobenych mutaciami odstranenie, duplikacia
abodova mutacia, ktoré su uvedené v Leidenskej databaze pacientov s DMD, bude
potrebovat’ preskocit’ dva alebo tri exdny na obnovenie Citacieho ramca. A multipreskok
exonu by mohol byt vhodnou lie¢bou pre vcelku rozsiahlu skupinu pacientov. Napr., preskok
11 ex6nov 45 az 55 by dokazal vyprodukovat’ BMD s vel'mi miernymi symptémami az u 63%
chlapcov s DMD s mutaciou delécia. A pretoze dystrofické psy potrebuju preskocit’ dva
exony, experimenty s nimi by mohli otvorit’ cestu pre liecbu chlapcov s DMD so zlozitejSimi
formami mutécii.

Dystrofické psy majii mutdciu na spéjacej strane exénu 7 v dystrofinovom géne, ktord
sposobuje odstranenie tohto exénu v MRNA arychlo potom postva ¢itaci ramec aj
s pred¢asnym stop kodonom. Preskocenie prilahlych dvoch exdénov 6 a 8 by ¢itaci ramec
obnovilo.

Roézne davky kokteilu troch AONov morpholino, dve proti exénu 6 a jedna proti exonu 8, boli
mladym GRMD psom injektované lokalne do svalu tibialis-anterior. Dva tyzdne po podani
injekcie bola vykonana svalova biopsia, ktora ukazala, ze vo vSetkych svaloch okolo
injektovaného miesta sa objavil novy dystrofin a svalova Struktira vyzerala vicSinou
normalne.

Dr. Partridge ajeho spolupracovnici nedavno spolupracovali s Shin’ichi Takeda z General
Animal Research Facility v Tokiu, kde boli schopni vykonat’ systematické podavanie injekcii
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do krvného obehu psov s vel'mi sl'ubnymi vysledkami. Ked’ze detaily o tychto experimentoch
eSte neboli nikde publikované, nemo6zu byt’ na tomto mieste zosumarizované.

Vykonanie preskoku exénu s morpholinos ma niekol'’ko vyhod.

1.) Zasahuju svaly celého tela, stale vSak s vynimkou srdca

2.) St vysoko efektivne

3.) Nezdaju sa byt’ toxické

4.) Nie su v tele metabolizovangé, t.j. degradované, ale st vylu¢ované v moci

5.) Maju len kratkodoby uéinok, teda bude nevyhnutné opakované lieCenie. To ale
znamena, ze by tato liecba mohla byt v pripade, ze by sa stala dostupna ina liecba,
bezpecne ukoncena.

6.) Nevytvaraju imunologické problémy, pretoze neobsahuji cudzie proteiny a novy
protein dystrofin je produkovany iba vo vnutri svalov.

AONy morpholinos pracuji dobre u velkych cicavcov so Struktirou tela pomerne podobnou
tej l'udskej. To vsak nie je zarukou toho, Ze tieto potencialne lieky budi pracovat’ takto dobre
a u¢inne pocas dlhsieho ¢asu aj u chlapcov s DMD. Végsina prace v minulych rokoch bola
vykonavana s AONmi morpholino a2’O-methyl. Buduca akonetna lietba by mohla
potrebovat mix oboch typov AONov na optimalizovanie ucinku preskocenia a na
minimalizovanie toxicity. A stale by sa mohli vyskytnit’ nezname problémy, ktoré by mozno
musel riesit’ iny kokteil AONov alebo dokonca iny typ AONov.

Ale kedy budu existovat’ lieky na preskok exénu pre chlapcov s DMD? Opytal som sa
tito otazku Gertjan van Ommen v Leidene pocas interview V januari 2004. Jeho pomerne
dlha odpoved’, tu skratend do siedmych slov, bola: ,,budu dostupné pocas 10 rokov*. Celé toto
interview je uvedené v mojej sprave 2004-1 Monaco na www.duchenne-research.com. Tych
desat’ rokov nebolo myslené ako vedecky presny casovy interval. Bol to iba odhad
vynikajiceho vedca pracujuceho na tejto novej technike, ktory poznal pomerne dobre, ktoré
pomalé vyskumné kroky boli eSte potrebné, a Ze existuje mnoho veci, ktoré sa mézu pokazit’.
Teraz, na konci roka 2007, by ste mohli povedat, ze zostdva nieCo menej ako 6 rokov
Z povodnych 10, ak vezmete tychto desat’ rokov ako nominalnu hodnotu. Ale nie je pripustné,
aby ste to urobili! Pocet zostavajticich rokov mdze byt 8, 9 a dokonca znova 10. Alebo ak
vSetko pdjde dobre, tak moZno menej ako 4 ¢i 3 roky.

A bolo mi povedané, Ze by sa nemali robit’ akékol'vek ¢asové odhady, pretoze vy, rodicia, by
ste mohli tito informdciu vziat" doslovne a zacali by ste odpocitavat’ zostavajuce mesiace
adni. Na druhej strane viem, ze ti, ktori maju predstavu, ako pracuje svet zivota a vedy
predovSetkym, porozumiete tejto situacii a ocenite nasledujtice vyhladsenie, ktoré som obdrzal
od Francesca Muntoniho, ktory ho napisal po konzultacii s kolegom van Ommenom:

,Uplne sthlasim, Ze je dolezité poskytovat realistické informacie, a e je realistické
predpokladat’, ze pocas nasledujucich Siestich rokov vedeckd komunita, potom, ako sa jej
podarilo preskocit’ exdn 51, skompletizuje systematickejSie skasky s AONmi, ktoré preskocia
niekol’ko d’alSich exonov. Je dolezité si uvedomit’, ze cestiCka experimentov smerom k liecbe
nikdy nekonci. Napr. existuju stale nové antibiotika, ktoré sa neustale vyvijaji. Nemyslim si,
7e budeme musiet’ Cakat’ Sest’ rokov na to, aby sme videli prvé potencialne benefity. Ale
rovnako som si dost’ isty, ze typ AONov a spdsob ich podavania, ktory pouzivame dnes, bude
do tej doby povazovany za zastaraly. Je preto pravdepodobné, ze pocCas nasledujucich Siestich
rokov budeme svedkami vyvoja efektivnej a spolahlivej metody pre opakované podavanie
niekol’kych AONov a snad’ to povedie k vyznamnej a pozitivnej klinickej odpovedi. St¢asne
je tiez vel'mi pravdepodobné, ze vedeckd komunita bude Studovat’ eSte lepSie chemické
Struktary a metody podavania a neboli by sme prekvapeni, ak pocas d’alich Siestich rokov
budi uvedené d’alSie klinické Studie na otestovanie novych a vylepSenych AONov.
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Co chcem ale povedat’ je to, Ze ide o §iroku cestu, teda nie je to jednoduchy ciel, ale uvedené
okolnosti sa hybu dopredu. A bude to vel'mi ru$na cesta spravnym smerom. Niekedy sa veci
deju rychlejSie, ako ocakavame. Tieto vybuchy geniality niektorych vedcov, ktoré to
spOsobuju, st vzdy vel'mi vitané, ale absolutne nepredvidate'né. Ocakavame, ze sa budeme
este vela ucit’ zo skorSich skusok s AONmI ato, ¢o sa nauc¢ime, bude pozitivne vplyvat na
podavanie, rozsirenie a ufinnost’ a vyznamne to znizi ¢as ¢akania pre vSetkych tych, ktori nas
sleduju a dafaji.

Transfer génu dystrofinu, prvé klinické skuasky s virosovym nosi¢om. Nasledujuci popis
je zalozeny na sumaroch informacii z prezentacii Scotta McPheeho zo splo¢nosti Asklepios
Biopharmaceuticals a Xiao Xiao z University of North Carolina (obe sa nachadzaji v Chapel
Hill NC) uverejnenych v mojich predoslych spravach zo stretnuti v Cincinnati a Londyne.
Skorsie informacie su aktualizované novymi udajmi, ktoré odzneli na stretnuti vo Filadelfii od
Christophera Shillinga z Center for Muscle Gene Therapy pri Children’s Research Institute
v Columbuse v state Ohio, kde sa skisky konali.

Prenos modifikovaného génu dystrofinu pomocou virusového nosica, génového transportéra,
do svalovych buniek, je jednou zo stratégii pri lie€be DMD. PouzZitie AAV ako nosi¢ov, ma
niekol’ko dolezitych vyhod. Vo svaloch a v srdci st vysoko efektivne a pravdepodobne mozu
byt pouzité pri liecbe vSetkych pacientov s DMD bez ohl'adu na ich mutaciu. Predklinické
Stidie, zamerané na overenie fungovania Studovaného principu na dystrofickych mySiach
a psoch, maju pomoct’ pri vyvoji minidystrofinového génového nosi¢a pre prvi klinickd
skusku tejto novej génovej lieCebnej metddy. Pouzity nosic je AAV sérotypu 2.5, tzv.
Biostrophin™ (biodystrofin), biologicka nanocastica vyvinuta spolo¢nost'ou Asklepius. Tieto
virusy sa nemdzu v bunkéch, ktoré infikuju, rozmnozovat, pretoze vicsina z ich génov bola
odstranend. Tato modifikacia vytvorila priestor pre transfer kodovacich postupnosti liecivych
génov.

Avsak AAV nosice su v podstate malé, dokdzu akceptovat’ len cudzi geneticky material, ktory
nie je dlh§i ako 5 000 bazovych parov. Z tohto dévodu, musela byt ¢cDNA normalneho
dystrofinu (kombinécia 79 exdénov bez intrénov, ktora je dlhé okolo 14 000 bazovych parov)
podstatne skratena, aby zapadla do tohto malého nosi¢a. Prenos takéhoto minigénu cDNA by
teda nelie¢il DMD ale mohol by ju namiesto toho transformovat’ na ovel'a menej progresivnu
formu BMD.

Preto vektory pouzité pri prvej skuske nest konStrukciu génu minidystrofinu delta-3990
S odstranenymi Castami exonu 17 a odstranenymi vSetkymi exonmi od 18 do 59 a od 70 do
79. To znamend, ze ocakdvany Beckerov dystrofin bude oproti normalnemu dystrofinu dlhy
asi okolo jednej tretiny. V roku 1990 bol diagnostikovany 61 ro¢ny pacient s BMD, ktory bol
eSte schopny chodze, a ktory mal vo svojich svaloch prave tento typ skrateného dystrofinu.

Této faza la klinickej skuSky génovej liecby je momentalne vykondvana pod dohl'adom Dr.
Jerryho Mendella na Children’s Hospital Of the School of Medicine v Ohio State University
in Columbus. Skuska bola povolena FDA na zidklade bezpecnostnych a toxikologickych
testov AAV nosiCov na laboratornych zvieratach. Zacala sa 28 marca 2006, kedy prvy chlapec
dostal prvli davku biodystrofinu injekciami do troch miest bicepsového svalu jednej ruky,
vzdialenych od seba 0,5 cm, zatial ¢o do bicepsu druhej ruky mu bol vstreknuty iba
fyziologicky roztok. Skuska je vykonédvana ,,dvojnasobne naslepo®, t.j., ani pacient ani lekari
¢1 vedci netusia aZ do konca celej skusky, do ktorého bicepsu boli vstreknuté AAV nosice.

Pre chlapcov sa neocakava Ziaden benefit z lieCenia pocas tejto prvej skusky, ktorej hlavnym
cielom je poskytnit' iba dokaz o fungovani principu tohto typu génovej lieCby nielen
v kostrovych svaloch mysi a psov, ale rovnako aj v udskych svaloch. Dalsimi cielmi bolo
zozbierat’” bezpecnostné udaje, stanovit pozadované davky na docielenie produkcie
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minidystrofinu vo svaloch. Dalej sa malo ukézat, ¢i existuju nejaké imunologické reakcie na
minidystrofin alebo na nosice.

Skasky sa zucastnilo Sest’ chlapcov s DMD, ktori mali minimalne pat rokov, a ktorych
mutacia génu dystrofinu bola dokonale znama. Vsetci Siesti dostali svoje injekcie. Boli
pouzit¢ dve rézne davky pre kazdd skupinu troch pacientov. Vzorky svalového tkaniva
Z miesta vpichu boli ziskané svalovou biopsiou od Styroch chlapcov po Styroch tyzdnioch a od
dvoch chlapcov po dvandstich tyzdioch od podania injekcie.

Neboli pozorované vedlajsie ucinky suvisiace s touto génovou lie¢bou, ¢o naznacuje, ze tato
procedura je telom tolerovana. Kvoli povahe tohto typu skisok ,,dvakrat naslepo®, boli vzorky
svalov zo svalovej biopsie az do konca celej skusky zmrazené. Po skonceni skusky boli
preskuSané na pritomnost nového skrateného dystrofinu. Vysledky tychto analyz budu
dostupné na konci roka 2007.

Momentalne sa pripravuje na psoch a opiciach nasledujuca faza skusky, tzv. premost'ovacia,
alebo faza Ib. Uz by mal byt dosiahnuty povzbudivy prenos génu a ziskanie vysledkov.
,,Premost'ovacia“ studia s chlapcami s DMD bude, dafajme, vykonana v rokoch 2008 a 2009.
V tejto skuske dostane celd koncatina infiziu nosi¢ov prostrednictvom docasne blokovaného
krvného obehu. Toto ,,regiondlne* dorucovanie moze potencidlne poniknut’ nejaké vylepsenia
v kvalite zivota ucastnikov. Napokon, fazy skusky II a III so systematickym podavanim do
celého tela je planované na prelom rokov 2009/2010 uz s va¢$im poctom pacientov.

Prenos génov pericytmi’’, dospelymi svalovymi kmefiovymi bunkami. Giulio Cossu
zo Stem Cell Institute pri Hospital San Raffaele v Milane, popisal vel'mi sl'ubnti pracu jeho
pracovného timu, smerujucu k lie€cbe DMD pomocou kmeiiovych buniek.

Pre efektivnu lieccbu DMD pomocou kmenovych buniek je potrebny bezpetny a eticky
akceptovatelny zdroj velkého mnozstva dospelych svalovych kmenovych buniek, ktory by
umoznil vznik predovSetkym svalovych buniek a nie neZelanych buniek, akymi st napriklad
nadory. A malo by byt mozné aplikovat’ tieto bunky systematicky ich vstrekovanim do
krvného obehu, ktory by ich distribuoval do celého tela. Potom musia prejst’ cez steny ciev
a svalovych buniek a zotrvat’ vo vnutri vldkien bez tvorbg/ akychkol'vek lokalnych problémov.
Zd4 sa, 7e tieto podmienky spihaju mesoangioblasty?® (z angl. , mesoangioblast®), o su
dospelé kmenové bunky, nachadzajice sa na vonkajSej strane vel’kych krvnych ciev vo vnutri
svalového tkaniva. Z tohto miesta moZu byt’ aj t€inne izolované.

Talianski vedci pouzili na svoje prvé testy na zvieratich mysi s pletencovou svalovou
dystrofiou (z angl. ,limbgirdle muscular dystrophy*), ktorym chybal jeden z proteinov
dystrofin-proteinového komplexu. Po injekcii mesoangioblastu z normalnych zdravych mysi,
boli tieto ,,zdravé“ kmenové bunky schopné spdsobit’ vo vSetkych kostrovych svaloch
dystrofickych mysi opdtovny vznik viac ako 80% bezného poctu chybajiceho proteinu, alfa-
sarkoglykan®.

%7 Pericyt - je bunka podobna mezenchymalnej kmefiovej bunke, spojena so stenami malych krvnych ciev. Ako
relativne nerozliSena bunka slizi na podporu tychto ciev, ale mézu byt odlisné vo fibroblaste, hladkych
svalovych bunkach alebo aj v makrofagoch, ak je to pozadované.

% Mesoangioblast - mezenchymové bunka, svisiaca so stenami velkych ciev. Vykazuje mnoho podobnosti s
pericytmi, ktoré sa nachddzaju v stenadch malych ciev. Su to relativne nediferencované bunky, ktoré maji
potencial spomalit’ endotelidlne a mezodermalne dedenie.

? Alfa-sarkoglykan - z angl ,,alpha-sarcoglycan®; rodina piatich transmembranovych proteinov (o, B, v, & alebo
€) zapojenych v proteinovom komplexe, ktoré si zodpovedné za pripojenie cytoskeletonu svalového vlakna na
mimobunkovi matricu, ¢im sa zabrafuje poSkodeniu sarcolemmy svalového vlakna réznymi silami,
namahajucimi toto vlakno strihom. Mutédcie v génoch a, B, y alebo & (nie ¢€), ktoré koduju tieto proteiny, mézu
viest’ ku vzniku pletencovej muskularnej dystrofie
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Pre moznu liecbu touto novou technikou musi byt pomocou laboratérneho procesu
s virusovym nosi¢om preneseny do mesoangioblastov pacienta neporuseny gén pre tvorbu
dystrofinu zo svalového tkaniva zdravého darcu. Potom by sa mohli namnozit" niektoré
prenesené bunky, ktoré obsahuji normalny gén dystrofin a nakoniec by sa mohli reinjektovat’
do krvného obehu pacienta. Takéto autologne® lietenie by malo zabranit’ imunologickym
problémom. Alternativne mozu byt pouzit¢ mesoangioblasty od zdravych pribuznych
pacienta s normalnym génom dystrofinom. Ale tento typ heterolognej® lieby by si vyzadoval
eSte dlhodobejsie potlacenie imunity pacienta.

Mesoangioblasty pouzité v tychto experimentoch, boli izolované z krvnych ciev mysi a psov.
Ale na vykonanie nasledujuceho kroku smerom k vyvoju lieCebnej metdédy pre pacientov
s DMD, musia byt takéto kmenové bunky ziskané zludského zdroja a pouzité¢ na
experimentoch so zvieratami. Dr. Cossu ajeho kolegovia tak skuto¢ne pocas poslednych
mesiacov urobili a publikovali svoje nové vysledky vo februari 2007 v Nature Biology
2007:9, 255-267.

Vedci preto hl'adaju podobné kmenové bunky v stenach drobnych krvnych ciev v 'udskom
svalovom tkanive, ktoré¢ bolo na diagnostické ucely ziskané biopsiami. Takéto kmenové
bunky tam aj nasli, avSak ich vlastnosti sa trocha odliSovali od mesoangioblastov. Preto boli
tieto bunky nazvané ,,pericyte-derived* bunky (z angl.) alebo skratene pericyty. Ich vlastnosti
boli presne také, aké by mali mat’ kmenové bunky pouzité pre liecCbu DMD, konkrétne:

1.) Daju sa l'ahko izolovat’ z 'udského biologického materialu ako je svalové tkanivo

2.) Mo6zu byt v laboratoriu rozmnozené do mnozstva nevyhnutného pre systematicka
liecbu deti

3.) Je mozné preniest’ do nich ,,zdravé“ sekvencie génu dystrofinu pomocou virovych
nosi¢ov

4.) St schopné migrovat’ z krvného obehu do svalov

5.) Vyvijaju sa na funk¢éné svalové bunky vo vnutri zivého svalového tkaniva.

Najrozhodujucejsie vysledky boli dosiahnuté na pokusoch s mdx mySami, ktoré okrem toho,
ze nemali dystrofin, mali genetickou manipulaciou potlaceny svoj imunitny systém. Jeden
mesiac po troch systematickych injekcidch normalneho, t.j. nedystrofického pericytu do
artérie v nohe piatich z tychto mysi, sa v kazdom vysetrovanom priereze objavilo od 200 do
450 novych svalovych vldkien obsahujtucich dystrofin. Ked’ bol I'udsky pericyt od pacientov
s DMD so zmutovanym génom dystrofinom prvykrat lieCeny pomocou virovych nosi¢ov
obsahujucich gény minidystrofinu (nosi¢e boli vstreknuté¢ podobnym spoésobom ako pri
mysSiach), tak vo vySetrovanych svaloch sa naslo od 190 do 320 novych svalovych vlakien
s minidystrofinom. Zistilo sa, ze funk¢nost’ svalov lieCenych mysi sa vyrazne zlepsila.

Preto ako d’alsi krok K aplikacii tohto postupu na TPud’och, izoloval tim Dr. Cossua
mesoangioblaty z normalnych a z dystrofickych psov, rozmnozil ich v bunkovej kultire
a vstrekol ich do artérie zadnych néh dystrofickych psov. Tieto psie kmenové bunky neboli
dostatocne detailne charakterizované, preto nebolo zname, ¢i ich vlastnosti skutocne
korespondujt s 'udskym pericytom. Z tohto dévodu boli opit’ nazvané mesoangioblasty.

Styri psy boli liegené pocas piatich mesiacov systematickym podavanim injekcii autolognych
buniek, izolovanych zkazdého lie¢eného psa, do ktorych bol v laboratoriu preneseny
pomocou virového nosi¢a gén cDNA, ludsky mikrodystrofin. V tomto pripade nebolo
nevyhnutné potlacenie imunity. Ale oproti ofakdvaniam nebola lie¢ba uspesna. Dovodom
zlyhania méZe byt to, 7e mala dizka dystrofinu, produkovaného po prenose mikrodystrofinu,
bola nedostatocné na zachovanie funk¢énosti svalov u tak velkého zvierat'a, akym je pes.

%0 Autolégny - prirodzene sa vyskytujuci v uréitom tkanive alebo organe v tele
%! Heterolégny - odlisny, cudzorody
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Pri heteroldgnej lieCbe dostalo Sest’ inych psov podobné injekcie s darcovskymi kmenovymi
bunkami od zdravych psov, aviak pri potlaceni ich imunity pomocou cyklosporinu®. V tomto
pripade sa ziskalo rozsiahle mnozstvo dystrofinu a zlepSenie funk¢nosti svalov. Pri jednom
zvierati boli bunky uvol'nené z katétra priamo do aorty. To umoznilo vié$ie rozsirenie buniek.
Vysledky dodania kmenovych buniek boli dramatické. Posledné zmietiované zviera vykazalo
zlepsenie svojej dystrofie a pat’ mesiacov po poslednej injekcii bolo schopné chddze. Ostatné
zvierata ziskali spat’ svoje schopnosti na niz$ej Grovni.

Vyskumnici plénuju zopakovat’ experimenty s autolognymi bunkami s tym, Ze namiesto
kratSich mikrogénov sa prenesie minidystrofin. Mozno bude pouzitd aj metdda genetického
preskoku exonu, ktort vyvinul Luis Garcia vo Franctuzsku.

Dr. Cossu ukoncil svoju prezentaciu konsStatovanim: ,,Momentalne zamysl'ame robit’ klinické
skusky s chlapcami s DMD. Ale najprv musime vykonat' dlhodobé $tadie so psami, musime
urobit’ toxikologické testy a pripravit’ I'udské bunky v kvalitnych lekarskych podmienkach.
Tato praca uz zacala a bude trvat’ d’alsi rok. V sktske dostant traja pacienti injekcie lokalne
do jedného svalu, aby sa ukazalo, ¢i l'udské kmenové bunky skuto¢ne tvoria 'udsky dystrofin
vV l'udskych svaloch. Podla toho dostant traja dal$i pacienti systematicky injekcie
darcovskych buniek spolu s lickmi na zabranenie odmietnutia cudzich buniek ich imunitnym
systémom.

Prvym a najdodlezitejSim vystupnym kritériom bude bezpecnost’ z dlhodobého hl'adiska. My
uz vieme, ze mySiam ani psom sa ni¢ nestalo, ale nevieme, ¢o sa stane chlapcom, ked’ ich
budeme v tychto klinickych sktskach skuto¢ne lie¢it. Druhou vystupnou podmienkou bude
to, ze sa ukaze, Ci sa zachovala sila svalov, resp. ¢i vzrastla. Vyvinuli sme novli metédu na
meranie sily jedného jediného svalového vldkna. A, samozrejme, budeme sa drzat’ vSetkych
odporuc¢ani TREAT-NMD.

Tato liecba kmenovymi bunkami je eSte len vo svojich skorych zaciatkoch. Nevieme, ako
bude efektivna a aké bude mat rizika. Koniec koncov, do tela chlapcov budeme injikovat’
velké mnozstva buniek atam by mohli vzniknit' vazne problémy. Cely proces je
komplikovany, bude trvat niekol’ko rokov abude stdt mnoho penazi. Ale ma velky,
vzruSujuci potencial. Budeme ho skuSat’ na det'och, pretoze to mdze viest ku skutocnej
liecbe.*

Farmakologické pristupy.

ZvySenie reguliacie utrofinu® pre nahradenie dystrofinu. Existuju Styri vel'ké vyzvy, ktoré
musi splnit’ kazdy, kto sa pokusa n4jst’ ucinnti liecbu na DMD.
1.) Musi byt obnovena funkcia vel’kého mnozstva proteinu dystrofinu, ktory chlapcom
s DMD chyba
2.) Lepsie povedané, musi sa znova objavit minimalne 20% bezného mnozstva
dystrofinu, alebo ak to nebude tento protein, potom to musi byt nejaky iny protein
podobny utrofinu, ktory dokaze protein dystrofin nahradit’
3.) Musi sa to stat’ vo vSetkych kostrovych a pl'icnych svaloch, rovnako ako aj v srdci
4.) Musi sa zabranit’ akejkol'vek imunitnej reakcii vo¢i tymto novym proteinom.

Ked’ Kay Daviesova, momentalne z University of Oxford, skusala pred viac ako 20 rokmi
najst gén dystrofin, naSla miesto toho protein utrofin ajeho gén. Utrofin je protein so
Strukttirou a funkciou vel'mi podobnou dystrofinu. Cudia ho maji umiestneny na chromozome
6, ma 75 exonov aje dlhy okolo jedného miliéna badzovych parov. Podobne ako dystrofin,

%2 Cyklosporin - imunosupresivum
% Utrofin (UTRN) - je Fudsky gén, protein zakodovany tymto génom je sucastou cytoskeletu

18/42



obsahuje F-aktinovia® (z angl. ,F-actin) $truktiru buniek s proteinovym komplexom v
membranach, ktory je podobny dystrofin-proteinovému komplexu. Utrofin je pritomny
v mnohych tkanivach v l'udskom tele, teda aj v l'udskych svaloch, ale tu je koncentrovany
Vv regionoch, kde sa motorické nervy spajaji so svalovymi membranami, v nervovosvalovych
spojeniach.

Pri pacientoch s DMD sa utrofin zaina $irit z nervovosvalovych spojeni do svalovych
membran. Cim viac ma pacient utrofinu, o to neskor je odkazany na invalidny vozik. To
znamend, 7e vacSie mnoZstvo utrofinu pomocou zvysenia reguldcie jeho génu® by dokazalo
zmiernitt DMD. V dvanastich tyzdnoch pocas vyvoja plodu obsahuji svaly aj utrofin aj
dystrofin. Potom sa utrofin zo svalovych membréan postupne vytraca a po narodeni obsahuju
membrany uz iba samotny dystrofin. Teda utrofin je fetdlna forma dystrofinu. To znamena, ze
reaktivéacia vyvojového programu utrofinu by mohla viest k liecbe DMD.

Mdx mysi, ktorych gén utrofin bol experimentalne vyradeny, a ktoré nemali vo svaloch ani
utrofin ani dystrofin, mali symptéomy podobné¢ DMD a zomierali skor v porovnani
S ,,normalnymi“ mdx mysami, ktorych svaly vykazovali ovel'a miernejsie poruchy aj napriek
chybajucemu dystrofinu.

V inych experimentoch s transgénnymi, t.j. geneticky upravenymi (z angl. ,,transgenic*) mdx
mySami, ktoré mali vo svojej zarodoc¢nej linii utrofinové minigény (zavedené pomocou
techniky, ktord nemoze byt realizovana na I'ud’och), sa ukézalo, Ze pokial’ je utrofin pritomny
vo véacsich mnozstvach, dokaze nahradit’ dystrofin. Narastom utrofinu ¢initelom od troch do
Styroch, mohlo byt utychto mysi zabranené¢ vzniku uz vcelku lahkych dystrofickych
symptomov.

Pre ziskanie moznej liecby DMD by teda bolo mozné vyskusat' zvysit mnozstvo utrofinu
zvySenim reguldcie aktivity jeho génu. Gén ma dve rézne Startovacie miesta, Startovacie
(zakladatel'ské) postupnosti, ku ktorym sa viazu signalne zluceniny s cielom zacat’ syntézu
proteinu. Jeden promotor vyvolava tvorbu silnejsej z dvoch foriem utrofinu (A-utrofin), ktoré
je potom vynimocne umiestnena vo vlastne malom mnoZstve nervovosvalovych spojeni
vSetkych svalovych buniek. Vedci potom zacali s ovplyviiovanim tohto signaliza¢ného
procesu tak, Ze sa vyrobi viac A-utrofinu a doruci sa do membran svalovych buniek, kde by
U pacientov. s DMD mohol potencidlne obsadit’ uvolnené miesto po dystrofine. Vel'mi
zavCasu sa vSak zistilo, Ze najdenie substancie, ktord by mohla zvySit' regulaciu utrofinu
anasledne aj jej vyvoj ako potencidlneho lieku na efektivnu liecbu DMD, by bol
komplikovanou a drahou ulohou, ktora by nemohla byt realizovana v univerzitnom
laboratériu. Takze sa Dr. Daviesova stala spoluzakladatelkou spolo¢nosti Summit plc
(povodne VASTox plc) so sidlom v Abingdone blizko Oxfordu.

V tejto spolo¢nosti bude ku koncu roka 2007 skimanych cez 30 000 chemickych zlucenin
kvoli ich schopnosti zvysit reguldciu génu utrofinu v kultirach tkaniv z mdx mysi. Enzym
luciferaza zo svétojanskych musiek, ktory je zodpovedny za tvorbu ich svetielka, sa pouziva
V novo vyvinutom reagentnom systéme na testovanie pritomnosti utrofinu. Ku koncu jula
2007 sa podarilo ngjst’ 31 slubnych substancii, ktoré by mohli niekolkokrat zvysit obsah
luciferdzy. Teraz st optimalizované a testované na zivych mdx mysiach s cielom zvysit' ich
d’al$iu Uc€innost’ a zaistit, Ze vo vSetkych svaloch zvierata je dostatocne vysoka regulacia
utrofinu. Prebiehaju dodatocné testy s dystrofickymi akvariovymi rybkami (Danio pruhované,
Danio rerio alebo ,zebricka®), ktoré pravdepodobne pomozu identifikovat’ iné
farmakologické prostriedky na lie€bu DMD.

% Aktin je polypeptid tvoreny 375 aminokyselinami, s celkovou molekulovou hmotnostou asi 43 kDa.

% Je to skratena forma definicie ,.zvy3enie regulacie génu utrofinu, ktory zapridini zvysenie mnoZstva proteinu
utrofinu®
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Dve zo skorSich aktivnych zlic¢enin, VOX A a VOX B boli uz systematicky testované na
mysiach pomocou intraperitonealnych injekcii (injekcie do brusnej dutiny). Po dvanastich
tyzdnoch systematického podavania injekcii bola v testovanych kostrovych svaloch zvysena
regulacia utrofinu s dokdzanym pozitivnym uc¢inkom pre svaly. Po d’alSom optimalizovani
zltCenin ukézal vyvoj klinického kandidata SMT C1100 zmensSenie svalovej degradacie,
fibrozy, ukladania tuku a chronickych zéapalov, teda zvieratdm sa vyznamne obnovila
funkcénost’ ich svalov. Po dennom podavani injekcii pocas 28 dni nevznikli ziadne vedl'ajSie
ucinky, takze zlucenina sa javi byt bezpecnd. Pokial’ prebiehajtice predklinické toxikologické
skusky a vyroba budu Gspesné, prvé testy na 'ud’och - zdravych dobrovol'nikoch - by sa mohli
konat’ v polovici roka 2008 atesty na pacientoch s DMD pravdepodobne zaciatkom roka
2009.

Lietba Biglykdnom™ zvyfuje regulaciu utrofinu. Na stretnuti v Cincinnati v roku 2006
popisal Justin Fallon z Brown University Vv Providence, Rhode Island, pracu svojho
laboratdria na proteine s ndzvom biglykan ateraz vo Filadelfii prezentoval nové vysledky,
ktoré ukazuju, Ze biglykdn moze dramaticky zvysit’ regulaciu utrofinu.

Pocas vyvinu je protein biglykan pritomny na vonkajsej strane kostrovych a srdcovych svalov
asvojimi dvoma zakonCeniami viaze proteiny alfa- a gama-sarkoglykédn, ¢o su dva
komponenty dystrofin-proteinového komplexu v membranach svalovych buniek. Biglykan je
dolezity kvoli regulacii mnohych signalizacnych a konstrukénych proteinov v membranach.
Experimenty s nedystrofickymi mySami, ktoré mali deaktivovany svoj gén pre tvorbu
biglykdnu ukazali, ze pri absencii biglykanu zmizlo mnoho proteinov dystrofinového
komplexu. Liecba tychto mysi lokdlnym systematickym podavanim injekcii rekombinovanou,
umelo vyrobenou, formou l'udského biglykanu, viedla k opdtovnému objaveniu proteinu beta-
syntrophin-u’, ktory bol indikaciou toho, Ze sa obnovil dystrofinovy komplex.

Ludsky biglykan bol podavany takisto pomocou lokalnych systematickych injekénych davok
do tela mdx mysi, kde zlepsil vel'a symptémov tychto mierne dystrofickych zvierat, ktoré vo
svojich svaloch nemaji dystrofin. Najprekvapivejs$i ndlez vSak bol, Ze po systematickom
podavani jednotlivych injekcii sa 2,5x zvysila regulacia ich nizkej hladiny utrofinu, a to dva
az tri tyzdne po ukonceni liecby.

Dalsim krokom bolo pozriet’ sa, &i lie¢ba biglykanom zlepsuje funkénost’ svalov mdx mysi.
Po troch mesiacoch opakovaného systematického podédvania injekcii s l'udskym biglykanom,
boli svaly tychto mysi bez dystrofinu ovela odolnejSie voci porucham spdsobenym
vynutenym predlzovanim a kontrakciami.

Biglykéan je pritomny pocas vyvinu cloveka, teda pri jeho pouZiti ako lieku by sa nemalo
oCakéavat’ spdsobenie akychkol'vek odmietavych reakcii imunitného systému. Pretoze pdsobi
mimo svalovych buniek, tak pri jeho pouziti ako lieCebnej latky nemusi prechadzat’ krizom
cez svalové membrany. Alfa- a gama-sarkoglykany, dva proteiny, ku ktorym sa biglykan
viaZe, sa nachadzaju len v kostrovych a srdcovom svale. To znamend, ze biglykan by mohol
byt’ aktivny predovsetkym v tychto dvoch typoch svalov a mohol by mat’ minimalne vedlajsie
ucinky.

Experimenty na zvieratdich budu pokracovat kvoli dalSiemu optimalizovaniu liecebnych
podmienok. Zaberie okolo 12 az 18 mesiacov, kym sa za¢ne vyroba ucinného l'udského
biglykanu v dostatocnej lekarskej kvalite, takZe faza 1 klinickej skusky tohto potencialneho
lieku na DMD by potom mohla zacat’ v priebehu dvoch rokov.

% Biglykan - je maly proteoglykdn bohaty na opakujuce sa oblasti leucinu; nachidza sa v réznych
mimobunkovych matriciach tkaniv, vratane kosti, chrupaviek a §liach

% Syntrophins - angl., st rodina piatich proteinov s vahou asi 60 kDA, ktoré stvisia s dystrofinom. Tychto pat’
»syntrophins® je kédovanych pomocou samostatnych génov; pozname a, 1, B2, y1 a y2 ,,syntrophins*
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Preskocenie predcasnych stop kodonov pomocou pripravku PTC124 pri citani
genetickej informacie. Langdon Miller z PTC Therapeutics v South Plainfield, New Jersey,
upravil zosumarizované vysledky z mojich poslednych sprav z konferencii zo Cincinnati a z
Londyna a aktualizoval ich o najnovs$ie informacie o faze-II klinickej skusky s pripravkom
PTC124.

Okolo 13 aZ 15% pacientov s DMD ma mutciu terminatora® alebo stop mutaciu génu
dystrofinu, ktora meni jednoduchy kodon aminokyseliny na jeden z troch predcasnych stop
kodénov - TGA, TAG a TAA. V mRNA sa tieto kodony menia na UGA, UAG a UAA
a sposobuju, ze syntéza proteinov sa konci predCasne este pred tym, ako je Gplne zhotoveny
novy dystrofin. V tomto pripade je vyprodukovany skrateny dystrofin, ktory je navySe prili§
kratky na to, aby mohol plnit’ svoju funkciu. PTC124 je maly molekularny liek navrhnuty tak,
aby umoznil po&as procesu tvorby proteinu ,.preskocir® predtasny stop kodoén a vyrobit’ tak
protein v jeho uplnej povodnej dizke. Aby z tohto lieku mohli chlapci profitovat, musi byt
pomocou procesu prerozdelenia oblasti v okoli zmutovanej strany dokazané, ¢i ide skutoc¢ne
0 nonsense mutaciu ako pri¢inu vzniku DMD. Iba ak toto je splnené, je mozné, Ze PTC124 by
mohlo fungovat. PTC124 teda mdze pomodct bunkovému mechanizmu prekonat jednu
z genetickych pri¢in DMD. Takato lie¢ba je odliSna od genetickej lieCby alebo od preskoku
exonu.

PTC124 je novinka, prvy liek vo svojej triede. Bol objaveny v ramci vysoko priepustného
automatizovaného skenovacieho (screening) programu pre lieky, ktory testoval okolo 800 000
zlucenin nizkej molekuldrnej hmotnosti na schopnost’ prekonat” ucinky nonsense mutécii.
Tieto =zlticeniny potom boli pocas niekolkych rokov laboratérnej prace chemicky
optimalizované. Hoci ako prvy vyvolalo ,,precitanie” stop kodéonov antibiotikum gentamicin,
PTC124 nie je pribuzny gentamicinu a nie je to ani antibiotikum. Detaily o PTC124, vratane
jeho molekularnej Struktiary a intenzivnych predklinickych testov, boli publikované v Nature,
447, 87-91 dna 3. maja 2007.

PTC124 dnes eSte nie je komer¢ne dostupny, stale prebieha vyvoj v rdmci $tadii na zvieratach
a l'ud’och. Je to liecivo, ktoré sa podava ustami, biely krystalicky prasok s mierne vanilkovou
chutou, dodavany v malych foliovych balickoch. Liek sa pred pouzitim zmiesa s vodu,
mliekom alebo s dzusom.

Kedze PTC124 modze vyvolat ,precitanie“ nonsense mutacii v kazdej mRNA, je tak
potencidlnym liekom aj na iné genetické ochorenia spdsobené nonsense nutaciami, ako je
napr. cystickd fibroza. PTC Terapeutics uz v skuto¢nosti vykonala niekolko $tadii fazy-II
a dufa, Ze zacne aj z dlhodobej$imi studiami s pacientmi s cystickou fibrozou ako aj s DMD.

Kvoli stanoveniu, ¢i by mohol byt PTC124 uzZitoénym liekom na DMD, boli vykonané
experimenty na bunkovych kultirach. Lie¢ba svalovych buniek s mdx ochorenim pomocou
PTC124 ukazala, ze sa vytvoril dystrofin v kompletnej dizke, a Ze sa presunul na svoje
spravne miesto naspodku svalovej] membrany. V zijucich mdx mySiach sa po Ustnom
podavani pocas dsmich tyzdiiov objavil novy dystrofin v kostrovych a srdcovych svaloch a v
branici, o redukovalo ich krehkost’ a koncentraciu kreatinkinazy v krvi. Toxikologické Stidie
na mysiach, potkanoch a psoch, ktorym boli davané vysoké davky lieku, nepreukazali vo
vSeobecnosti Ziadne vazne ¢i akutne vedlajSie ucinky. Pri mySiach bol pozorovany zéapal
obli¢iek a U psov bol pozorovany zapal nadoblic¢iek. U potkanov sa Vv jednej studii vyskytli

% »Nonsense mutation® - mutacia terminatora (v d’alSom texte ,,nonsense mutacia“); je to bodova mutacia
v sekvencii DNA, ktora ma za nasledok vznik pred¢asného stop kodénu - ,,nonsense kodon* - v transkribovanej
MRNA a pravdepodobne aj skrateného a Casto nefunkéného proteinového produktu

% preskodit’ vo vyzname, e v ramci procesu vyroby proteinu sa genetickd informacia precita celd aj napriek
tomu, Ze obsahuje pred¢asnt informaciu o ukonceni tohto procesu
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tumory hnedého tuku®, ale to sa pri opakovani §tidie nepotvrdilo. Jasny dokaz akychkol'vek
podobnych problémov s oblickami ¢i nadoblickami nebol pri 'udoch pozorovany. Ludia
nemaju tol’ko hnedého tuku, teda je nepravdepodobné, ze tento problém bude u nich
vyznamny. V klinickych Studiach sa bude klast’ doraz na testovanie problémov s oblickami
a nadoblickami.

Pri prvych klinickych testoch s PTC124 bola na 61 zdravych mladych dobrovolnikoch vo
veku od 18 do 31 rokov vykonana otvorena skuska vo faze I. Uvedeny vekovy rozsah bol
zvoleny preto, ze ide o rovnaky vek ako pri pacientoch s DMD. Pocas dvoch tyzdnov
dostavali dobrovol'nici denne tri davky lieku. Taktiez bola testovana schopnost’ absorbovania
lieku s jedlom abez neho. Liek bol vtele dobre absorbovany abolo mozné udrzat
koncentraciu krvnej plazmy na Grovni od 2 do 10ug/ml, ktora bola znama uz zo skisok s madx
mySami. PTC124 vykazoval pri vel'mi vysokych davkach (viac ako 150mg/kg) niekol'ko
vedl'ajSich ucinkov ako su nevolnost, hnacky ¢i bolesti hlavy. Obcas bola pozorovana aj
zvySena aktivita peceniovych enzymov. Davky do 100mg/kg/den boli tymito dobrovolnikmi
znasané dobre, pri¢om i8lo o davky, ktoré si vacsie ako tie, ktoré sa planuji davat’ chlapcom
s DMD.

Tieto vysledky podporili zaciatok klinickej $tidie vo faze II. V uvodnej Casti tejto otvorenej
klinickej skusky bolo zapisanych a testovanych 26 chlapcov s DMD vo veku od 5 do 13
rokov. Sest’ chlapcov dostavalo davky 16mg/kg/deii a 20 chlapcov davky 40mg/kg/deti, obe
skupiny ich mali rozdelené do troch dédvok za denl. Chlapci mali rozdielne stop mutacie: 15
malo UGA, 6 UAG a 5 UAA stop kodony rozdelené naprie¢ medzi exony od 6 do 70. Pacienti
boli 21 dni pred skuskou klinicky sledovani, potom pocas 28 dni dostavali denne davky lieku
a napokon pocas d’alSich 28 dni podsttpili dodato¢né sledovanie a skiimanie. Pred a po liecbe
bola vykonand svalova biopsia zo svalu extensor digitorum brevis z nohy, ato kvoli
zistovaniu obnovy produkcie kompletného dystrofinu v jeho tplnej dizke. Taktiez boli
vykonané iné chemické a funkéné testy na meranie lieebnych ucéinkov a sledovanie
bezpecnosti.

Predtym, ako chlapci z prvych dvoch skupin dostali svoje davky lieku, bolo v laboratoriu
liecené pomocou PTC124 svalové tkanivo zo svalovej biopsie, vykonanej pred zaciatkom
skusky. U 100% chlapcov bol tymto laboratornym experimentom zisteny ofakavany narast
poctov uplného dystrofinu, zavisly na podavanej davke. U 50% z 26 chlapcov v oboch
skupinach - u troch zo Siestich v skupine s niz§imi davkami a u 11 z 20 v skupine s vyssimi
davkami - mohol byt’ v materiali zo svalovej biopsie, vykonanej po 28 diioch podavania lieku,
zisteny mierne viditelny narast dystrofinu. Jednym z doévodov, preco nebol u vSetkych
chlapcov najdeny dystrofin méze byt aj to, ze koncentracia PTC124 v krvi bola pod
zamyslanym rozsahom koncentracie plazmy od 2 do 10pg/ml, o mohlo byt pravdepodobne
sposobené rychlejSou degradaciou lieku u deti pri porovnani s dospelymi. Ale vSetci tito
chlapci vykazali pocas liecby redukciu aktivity kreatinkinazy, ktord sa potom znova zvysila
pocas obdobia sledovania, ktoré nasledovalo po peridde podavania lieku po skonceni liecby.
Toto sa dalo pri kontinudlne podavanych farmakologickych prvkoch ocakavat. Boli
pozorované nejaké vedlajSie ucinky, ktoré vSak boli nepravidelné a I'ahko utiSitelné, ako
napr. hnacky, nevol'nost’ ¢1 bolest’ hlavy, pricom neexistovali Ziadne relevantné laboratorne
abnormality.

Niekol’ki rodicia a ucitelia odpozorovali, Ze po liecbe niektori z chlapcov vykazovali vacsiu
aktivitu, nérast vydrze a pokles malatnosti oproti predchadzajucemu stavu. To su iba

“ Hnedy tuk - z angl. ,,brown adipose tissue (BAT)* alebo ,,brown fat“ je jeden z dvoch druhov tukového
tkaniva (druhy je ,,white fat, biely tuk). Jeho hlavnou tlohou je produkovanie telesného tepla.
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neformalne spravy od rodicov, teda je potrebné, aby tieto typy informacii boli detailnejSie
vyhodnocované.

Na zaklade tychto vysledkov sa predpokladalo, ze vyssia davka PTC124 by mohla viest
k vyskytu nového dystrofinu v Gcinnych mnozstvach, stym, ze by to malo aj
zodpovedajuci lieCebny ucinok. Preto bolo do tohto testu zapisanych d’alSich 12 chlapcov
s DMD. Tito pocas 28 dni dostavali davku PTC124 vo vyske 80mg/kg/den, rozdelenu do
troch samostatnych davok. Tato davka by mala byt u¢inna na dosiahnutie koncentracie
minimalne od 2 do 10pg/ml v krvnej plazme. Toto rozsirenie skusky uz skoncilo, udaje su
teraz analyzované a kone¢né vysledky budu dostupné uz oskoro.

Na konci prezentacie spomenul Dr. Miller tri otazky, ktoré musia byt zodpovedané este pred
tym, ako sa stane PTC124 lieckom na DMD:

1.) Zmeni sa kratkodoba pozitivna aktivita PTC124 do zelanych dlhodobych lekarskych
benefitov, ako je narast funkcénosti svalov, sily a vydrze, ako aj do lepSej kvality
zivota?

2.) Aka davka PTC124 najbezpecnejsie poskytne tie najlepsie lekarske vysledky?

3.) Kol'ko mesiacov zaberie prechod kratkodobej farmakologickej aktivity na dlhodobé
lekarske pozitivne vysledky?

Iba dlhodoba riadené klinicka skuska dokaze zodpovedat’ tieto otazky. Daldimi krokmi, ktoré
podnikne PTC Therapeutics teda bude ukoncenie analyz tidajov z kompletnej §tadie vo faze-11
anasledne priprava vSetkych poziadaviek, potrebnych pre postdenie dlhodobej klinickej
skusky Americkym FDA a Eur6pskym EMEA* este pred koncom roka 2007. Zagiatok tejto
dlhej skusky sa ocakava v priebehu nasledujicich mesiacov. PTC tiez otvori dlhodobejsiu
roz$irenu §tadiu pre chlapcov v ramci skusky vo faze-lla.

Projektovy Katalyzator: Najdenie a vyvoj Styroch novych liekov na liecbu DMD.
Spolo¢nost’ PTC Therapeutics zo South Plainfield, New Jersey, sa zameriava na objavovanie
a vyvoj malomolekularnych liekov, ktoré modifikuji proces post-transkripcnej kontroly
(post-transcribed control, PTC) pri biosyntéze proteinov po tom, ako je geneticka informacia
skopirovana (transkribovana) z génu do RNA. Ellen Welch, veduca jednej skupiny v tejto
spolo€nosti, predstavila Projektovy Katalyzator, program pre hladanie a vyvoj drobnych
chemickych zlucenin, ktoré by sa mohli stat’ liekmi na DMD.

Projektovy Katalyzator sa zacal v maji v roku 2004 s cielom identifikovat' automatickymi
triediacimi metodami spomedzi stovky tisic zlicenin tie, ktoré by mohli upravit’ produkciu
(ich prejavovanie) styroch biologickych ,.cielov vo svalovych bunkach. Boli vybrané
nasledovné (d’alej uvedené) Styri ciele, pretoze vedci uz dokazali, Ze zvySenie alebo zniZenie
regulacie ich prejavov by mohlo udrzat’ a zlepsit' svalova Struktiru a funkénost’ u pacientov
s DMD. Pokles, resp. znizenie regulécie myostatimf"2 a zvySenie regulacie specidlneho
svalového rastového faktora podobného inzulinu - faktor IGF-1*, nie viak jeho Specifickej
pecenove] izoformy, by mohlo podporit’ prirastok svalov aich regeneraciu. A ndrast, resp.
zvyenie regulacie utrofinu a alpha7-integrinu® by mohol stabilizovat’ svalovii membranu
a teda zlepsit’ funkénost’ svalov.

“! EMEA - skratka z angl. European Medicines Agency; Eurdpska regulaéna agentira pre hodnotenie lekarskych
produktov

*2 Myostatin - je rastovy faktor, ktory limituje vzrast svalového tkaniva, tj. vyssie koncentracie myostatinu v
y ] y ry 1] J. Vy y
tele mozu sposobit’ individudlne mensi vyvoj svalov.
“ IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) - je to hormén s molekulérnou 3truktirou podobnou inzulinu, velmi
dolezity pre vyvoj dietata, v dospelosti s anabolickymi u¢inkami
44 Tntegrin - vel'kd skupina receptorov na bunkovom povrchu. Zabezpeéuju adhéziu mimobunkovej matrice a
susednych buniek
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Automatické vytriedovacie techniky pre najdenie tychto potencidlnych lieckov na DMD
pouzivaju nové testovacie postupy na meranie ich aktivity pomocou systému ,protein
spravodajca“ (je to protein, ktory sa da l'ahko detekovat v skimanom systéme, avSak za
normalnych okolnosti sa v iom nenachddza, je v iom umelo vlozeny): mRNA kazdého zo
Styroch cielov bola kombinovana s génom enzymu luciferdzy zo svitojanskych musiek.
V pritomnosti aktivnej zliCeniny potom intenzita svetla produkovaného pomocou luciferazy
bud’ narastala alebo klesala. Automatické a presné meranie intenzity svetla je ovela
jednoduchsie ako analyzovanie biologickych u¢inkov spominanych biologickych ,,cielov*.
Momentalne je prostrednictvom zmien chemickej Struktary a charakterizovanim
biologickych, farmakologickych a liecebnych vlastnosti optimalizovany pomerne maly pocet
zlucenin s aspon nejakymi zelanymi vlastnostami. Pokracuju zmeny ich chemickej Struktiry,
ktoré ovplyviiuju napr. aktivitu, silu, rozpustnost, permeabilitu, metabolizmus, toxicitu,
vedl'ajsSie ucinky, schopnost’ lieku zasiahnut’ cielové oblasti v tele pri Gstnom podani a d’alSie
ich vlastnosti. Tento optimalizacny proces zamestnd na mnoho rokov mnoho chemikov.
Nakoniec musi byt’ pre najsl'ubnejsie zluceniny G€inne zvyseny proces laboratornej syntézy a
jej pocet, a to kvoli produkcii dostatocného mnozstva materialu pre predklinické skasky na
izolovanom svalovom tkanive a na zivych zvieratach, ako st mdx mysi. Mnozstvo zlucenin so
schopnostou modifikovat’ prejavy vybranych ,.cielov* sa momentalne nachddza v r6znych
stadiach tohto optimalizaéného procesu.

PTC Therapeutics ma momentélne k dispozicii niekol'’ko potencialnych liekov schopnych az
dvojnédsobne znizit’ regulaciu myostatinu na vel'mi nizku koncentraciu, zvysit' regulaciu
svalovej izoformy IGF-1 (nie jej Specifickych peéenovych izoforiem), zvysit regulaciu
utrofinu a alpha7-integrinu. Pocas nasledujucich rokov budu tieto vel'mi sl'ubné potencialne
liecky d’alej optimalizované, s cielom zacat s chlapcami s DMD okolo roku 2009 fazu-I
klinickych §tudii zameranych na toxicitu.

Informacie zo samotného génu dystrofinu, vratane jeho mutacii, nebudi tymito liekmi
ovplyvnené. Preto budii musiet’ byt tieto lieky uzivané pravdepodobne pocas celého Zivota
pacientov. Neskdér by mohli byt pouzité navzajom v kombindcii alebo s inymi
farmakologickymi liekmi, ¢i s genetickou technikou preskoku exénu, s cielom dosiahnutia
optimalnej a vysoko efektivnej lieCby DMD.

Spomalenie NFkappaB* (NFkB) zlep§uje funkénost’ a $truktiiru svalov. George Carlson
a jeho tim zo Still University v Kirksville v Misouri, skti$ali porozumiet’ tomu, preco vedie
ubytok dystrofinu u mdx mysi ku vzniku muskularnej dystrofie, pretoZe ich prianim bolo
navrhnut’ cieleny vyskumny pristup pre dosiahnutie liecby. Myslelo sa, Ze vstup, alebo privod
zvySeného poctu i6nov vapnika (t.j., nabitych atémov vapnika) do svalovych buniek bol
zodpovedny za vznik dystrofickych symptomov. Ale merania pritoku véapnika do zopar
izolovanych dystrofickych vlakien z dychacieho svalu triangularis sterni (TS) mdx mysi
ukazali, Ze tento pritok nebol v tychto namdhanych vldknach v skuto¢nosti vySsi oproti
pritoku do normalnych svalovych vlékien, a to za tych istych podmienok. To naznacovalo, Ze
pri muskularnej dystrofii nie je narast pritoku vapnika zodpovedny za degeneraciu svalov.
Avsak sval TS je pasivne namdhany vzdy, ked’ sa zviera nadychne, ¢o naznacuje, Ze pasivne
namahanie dystrofickych vldkien aktivuje mechanizmus, ktory degeneraciu svalov podporuje.
Iné vySetrenia ukézali, Zze pasivne namahanie aktivuje vo svaloch signalnu cestu NFxB. Dr.
Carlson a jeho kolegovia zakratko zacali testovanie hypotézy, ze aktivovanie tejto cesty je
zodpovedné za poruchy namahaného dystrofického svalu TS.

** NFkappaB (NFkB) - je proteinovy komplex, ktory je vlastne proteinom, viazucim sa na $pecifické casti DNA
a je stcast'ou systému, ktory kontroluje transkribciu genetickej informéacie z DNA do RNA.
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Tento protein NFkB bol objaveny v roku 1986, v rovnakom roku ako dystrofinovy gén.
Nachddza sa v cytoplazme vSetkych buniek, ale vac¢sinu Casu je kvoli inému proteinu
neaktivny. Tento iny protein je tlmiaci kB, alebo IkB (inhibitory kB). Ak je prostrednictvom
komplexu regulacnych procesov iniciovany zapalovy proces na boj s virusovou alebo
bakterialnou infekciou, prida IkB kinazovy komplex* (IKK) ku NFxB dve skupiny fosfatov
auvolni ho tak od jeho inhibitorov. Takto aktivovany NFkB migruje z cytoplazmy do
bunkového jadra a ked’ze sa tam viaze s promotérom a s nukleotidmi, ktoré zvySuju uroven
genetickej transkripcie zvySovanim ¢innosti prave promotorov na tej istej molekule DNA,
¢im zvysuje regulaciu tychto génov. Je zndmych niekolko stoviek génov, ktoré tvoria Cast’
roznych retazcov spatnych krokov, tzv. kaskdd, ktoré zavisia na aktivnom NFxB v bunkovom
jadre. Ked uz zéapal nie je viac potrebny, aktivacia NFkB je pomocou antizapalovych faktorov
zastavend. Ak genetické mutécie, in¢ patogénne alebo stresové situdcie neumoznia tymto
faktorom deaktivovat’ NFxB, vyvini sa niektoré chronické ochorenia ako arterioskleroza,
fibroza pl'uc, astma, reumaticka artritida a mozno aj DMD.

Dr. Carlson zacal testovanie liekov, ktoré spomal’'ujii aktivaciu NFkB a Studoval G¢inky tychto
liekov na chronicky namahany sval TS. Existuje mnozstvo liekov, ktoré¢ to dokézu urobit’.
Jeden znich je pyrrolidine dithiocarbamate, ktory sa ukazal byt tym, ktory zabranuje
Stiepeniu neaktivnej viazby komplexu NFkB-IkB tak, ze sa NFkB nemoéze presunut’ do
bunkového jadra. Bolo zistené, Ze tento liek je efektivny v zlepSovani Struktury a funkcénosti
dystrofického svalu. Niektoré z tychto liekov spomal’ujicich NFkB su uz schvalené na trhu aj
pre liecbu inych stavov. Jeden z nich je sulfasalazin, ktory je pouzivany na lieCbu reumatickej
artritidy u mladistvych.

Dr. Carlson a jeho spolupracovnici uz testovali tieto lieky na izolovanych svalovych vlaknach
TS zmdx mysi azistili, Ze sa vyrazne zvysil ich priemer a funk¢nost. V sucasnosti Dr.
Carlson triedi niekolko liekov, ktoré spomal'uji NFkB a zaujima sa hlavne o testovanie
zlU€enin, ktoré su momentalne pouZivané na liecbu inych stavov. Nakoniec Dr. Carlson
povedal: ,,MoZno by sme mali zacat’ zvazovat’ klinické skusky niektorych z tychto liekov
spomal’ujiicich NFkB, ktoré st momentalne pouzivané na lie¢bu inych I'udskych chordb.*

Beta-agonisti*’, potencidlne lieky na DMD. Gordon Lynch z University of Melbourne
V Australii odprezentoval vyskumnu pracu svojho laboratoria na pouzitie velmi dobre
znamych liekov nazyvanych beta-agonisti na udrziavanie a zvi¢Sovanie svalov pacientov
s DMD. Beta-agonisti st horménom podobné zluceniny, ktoré sa viaZzu k Specifickym
receptorovym proteinom v bunkovych membranach. Ovplyviiujii aktivitu tychto membran
naStartovanim ,,signalnych ciest vo vnutri bunky, pomocou ktorych - prostrednictvom
retazca vzajomne sa ovplyvilujucich $pecializovanych proteinov - posielaji chemické signaly
k biologickym cielom v bunke, ktora musi byt aktivovana - spomalena. Alebo musi byt
predmetna bunka modifikovana na zaistenie jej spravneho fungovania v ramci meniacich sa
podmienok. Cesta, reakcnd kaskdda, ovplyvnena a modifikovana pomocou beta-agonistov je
tzv. beta-adrenergickd® signdina cesta, ktora je, o. i., dolezita pre kontrolu proteinovej
syntézy a degradécie proteinov.

Niektori beta-agonisti st lieky, ktoré sa Siroko pouzivaji astmatickymi pacientmi, ato
vdychovanim scielom ukludnit hladké svalstvo dychacich ciest. Su to tzv.
bronchodilatancia. Iné maju silné anabolické U¢inky na kostrové svaly, Specialne ked su

*® z angl. IkB kinase complex - enzymovy komplex, ktory je sucastou kaskady procesu, ktory meni jeden typ
signalu v bunkach na iny, konkrétne pri ¢innosti NFkB

*7 7 angl. ,,beta agonists* - agonista je latka, ktor4 pripomina svojim posobenim prirodzent latku (napr. hormén)
tym, Ze sa viaze na Specificky bunkovy receptor a aktivuje jeho biologickul akciu. V SirSom zmysle sa niekedy
pojem agonista pouziva aj pre prirodzenu latku ako taku.

*® adrenergicky - suvisiaci s adrenalinom

25/42



vpichnuté vo velkych davkach do krvného obehu. Niekedy su ilegalne vyuzivané atlétmi na
zlepsenie svalového objemu a redukciu telového tuku.

Beta-agonisti mézu byt uzitoéné aj na zvratenie ubytku svalov u starSich T'udi. Dr. Lynch
a jeho kolegovia testovali ich anabolicky potencial v experimentoch na 28 mesiacov starych
potkanoch, ktoré sa blizili ku koncu beznej dizky svojho Zivota, ktora je §tandardne okolo 30
az 32 mesiacov. V roku 2004 vedci ukézali, ze denna liecba tychto starych potkanov pocas
Styroch tyzdnov s davkami 1,4mg/kg fenoterolu intraperitenodlnymi injekciami do zaludka,
zvratila Ubytok svalov suvisiaci S vekom. V porovnani so 16 mesacnymi mladymi potkanmi,
ktoré uz maji ukonceny rast svojich svalov, bola svalova hmota starych potkanov omnoho
vécsia, svalové vlakna mali vacsi priemer, narastla sila svalov a mnoho pomalych svalovych
vlakien sa stalo rychlymi, ¢o viedlo k silnejs$im a rychlej§im kontrakcidm. Vysledky naznacili,
7¢ beta-agonisti by mohli byt snad’ pouZité aj na lieSbu sarkopénie®, €o je ochorenie
sposobujtce ubytok svalov a ich pridruzené slabnutie a je Siroko rozsirené v populacii star§ich
l'udi. Fenoterol je jednym zo starSej generacie beta-agonistov a v naslednych experimentoch
vyskusal Dr. Lynch ajeho kolegovia ucinnost’ silnejSich beta-agonistov novej generacie -
formoterolu a salmeterolu - pricom oba st schvalené lieky na astmu.

Ak by mohlo byt pomocou beta-agonistov lieCeny ubytok svalov star§ich l'udi, potom je
zrejmé, ze by mohli byt tieZ uZitocné pre pacientov s ochorenim postihujucim svaly ako je
DMD.

V skutocnosti uz bola vykonana prva klinicka skuska s pacientmi s DMD a BMD. Ked’ze by
nemohol byt pouzity fenoterol, Gcastnici boli 28 tyzdnov lieCeni albuterolom v davkach
8mg/kg. Albuterol je iny druh beta-agonistu a je tiez schvalenym liekom. Tato nizka davka
bola zvolenda po inej rocnej skaske s dospelymi pacientmi sFSH dystrofiou
(Fascioscapulohumeralna muskularna sdystrofia), pricom ukazala, ze pri davkach 16
a 32mg/denn viedol albuterol ku vzniku zopar neakceptovatelnych srdcovych problémov.
Redukovana davka v skuske s DMD pacientmi nesposobila Ziadne vedlajSie Ucinky, ale
albuterol vyvolal len mierny narast sily svalov. Tento nérast bol vSak neti¢inny a nemal Ziaden
lieCebny ucinok.

Preto sa Dr. Lynch ajeho kolegovia pytali, ¢i by nemohol byt silnejsi beta-agonista
formoterol v dystrofickych mySiach ovela u¢innej$i. Velmi nizke davky formoterolu -
25ug/kg - zvySilo velkost svalového vldkna a zlepSilo funkénost’” dvoch testovanych
kostrovych svalov tychto dystrofickych mysi. Délezité je, ze zlepSenie sily svalu nebolo
spojené so Ziadnymi negativnymi zmenami v ich Uinave.

Plany do dalSieho vyskumu vedicemu k liecbe DMD budt zahfnat d’alSie predklinické
experimenty, Specialne zamerané na oddelenie pozitivnych ucinkov beta-agonistov na
kostrové svaly od ich potencialne negativnych vplyvov na srdce. Pretoze tito beta-agonisti
posobia na tie isté receptory, ktoré boli najdené v kostrovych svaloch a v srdci, je oddelenie
ich uc¢inkov dolezitou vedeckou tlohou. Napokon, pacienti s DMD nepotrebuju zvacsenie
srdca (kardiatickych svalov). Taktiez by malo byt zabranené inym vedlaj$im G¢inkom, napr.
znizeniu regulacie beta receptorov v membranach svalovej bunky, aby sa umoznil vyvoj beta-
agonistov s dlhodobejsimi u¢inkami. Po vyrieSeni tychto problémov na psoch a mysiach bude
mozné vykonat’ nové klinické skusky s chlapcami s DMD.

Blokovanie zapalovych ¢initel’'ov. Degradéacia a smrt’ svalovych buniek pri DMD sposobuje
zéapalové procesy, ktoré upratuji odumreté zvysky buniek. Steroidy st schopné potlacit’ zapal
ato je mozno jeden z dovodov, preco liek prednizon, jeho aktivna forma prednizolon
a pribuzny deflazakort, moézu zvysit' svalovia hmotu a silu aredukuju reakciu imunitného
systému, avsak Casto s neprijemnymi vedl'aj$§imi u€inkami. St Siroko pouzivané pri chlapcoch

* Sarkopénia - z angl. ,,sarcopenia®, postupny degenerativny ubytok svalovej hmoty a sily
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SDMD na udrzanie funk¢nosti svalov minimalne na niekol’ko rokov. Ale presny
mechanizmus ich pdsobenia nie je eSte dobre znamy.

Melisa Spencerova z University of California v Los Angeles podala spravu o experimentoch,
ktoré ovplyviiuju zépaly a imunitné reakcie ateda hladaju cesty, ako teoreticky nahradit
steroidy liekmi, ktoré sa zameriavaju na $pecifické poruchy sposobené imunitou. Cast
nasledujuceho textu je zalozend na prezentacii Sylvie Lopezovej, ktord je postgradualnou
Studentkou v laboratdriu Dr. Spencerovej, z posledného stretnutia PPMD v Cincinnati.

Stadie ukazali, Ze zvy$ené hladiny CD4 a CD8 T buniek aco je ete dolezitejsie -
myeloidnych® buniek imunitného systému, urychluji progresiu ochorenia. Tieto bunky
vyluduju cytokiny™, molekuly, ktoré podporuji zapal a tvorbu fibrozy v mdx svaloch a vo
svaloch s DMD. U zdravych l'udi je to normalny proces hojenia ran, ktory stabilizuje slabé
tkanivo a podporuje hojenie. U chlapcov s DMD sa tento proces vymyka kontrole a stava sa
chronickym, teda akoby sa rany stéle liecili. Preto spomalenie alebo odstranenie imunitnych
buniek atiez utlmenie aktivnych cytokinov, by mozno spomalilo degradaciu a fibrozu
dystrofickych svalov. Existuje uz mnozstvo schvalenych antizapalovych liekov. Ak by sa tieto
ukazali ako pozitivne ,,ovplyviiovace DMD, trvalo by ziskanie povolenia od FDA pre
dodato¢nu liecbu DMD ovela menej Casu, ako by tomu bolo pri schvalovani kompletne
nového lieku.

Tri z tychto liekov su testované v laboratoriu Dr. Spencerovej na mdx mySiach. Tieto lieky uz
boli testované v klinickych sktiskach na pacientoch s inymi ochoreniami: CTLA-41g proti
reumatickej artritide, Galectin-1 tiez proti artritide a ukazal sa tiez ako liek zlepSujtci
regeneraciu  svalov, anapokon Anti-asialo GM1, protilatka pouzivana pri liebe
Parkinsonovej choroby. Bude nasledovat’ testovanie dvoch d’alSich liekov na mdx mysiach.
Remicade® a Enbrel®, oba lieky su schvélené ako lieky na reumatickl artritidu a iné
ochorenia. Inym ddlezitym cielom pre antizapalovy liek je protein NF«kB, o ktorom hovoril na
tomto stretnuti Dr. Carlson.

Na konci svojej prezentacie spomenula doktorka Spencerova dolezité vysledky. 05te0p0ntz’n52
je protein, ktory prenikd do krvného obehu, a ktory méd mnoho funkeii v bioldgii kosti, pri
kontrole imunity, pri preziti buniek a pri zapalovych a rakovinovych metastazach. Ukazalo sa,
ze jeho koncentracia v Krvi a v svaloch mdx mysi je zvySena. Mdx mysi bez osteopontinu
preukézali silnejSie svaly, nizSie hodnoty CK a zredukovanu fibrozu. Teda, ak by sa naSiel
liek, ktory by dokazal spomalovat’ 0steopontin u chlapcov s DMD, pravdepodobne by zlepsil
obnovu svalov a ich funkénost’ a znizil by fibrozu.

Na rozhodnutie, €1 by sa tieto liecky mohli pouzit’ ako liecba pre pacientov s DMD, a teda ¢i
by mohli byt pouzité na zlepSenie zivotnych vyhliadok a kvality zivota chlapcov s DMD
namiesto steroidov a mozno aj v kombindcii s genetickymi metdédami, ako je napr. preskok
exonu, budu potrebné dlhodobé studie.

Klinicka skiaSka MYO-029 na spomalenie myostatinu. Myostatin je produkovany vo
svalovych bunkach ako neaktivny protein pozostavajuci z 375 aminokyselin. Po niekol’kych
krokoch molekuldrneho preusporiadania sa stane biologicky aktivnym a potom iniciuje sériu
chemickych reakcii vo vnutri bunky, ktoré limituju rast svalov. Preto by mohlo byt mozné
deaktivovanim myostatinu stimulovat’ regeneraciu svalovych vlakien chlapcov s DMD, takze
by neboli tak rychlo znicené alebo by dokonca mohli narast’.

*® Myeloidny - tykajici sa kostnej drene, zvlast myelocytov (druh bielych krviniek).

5! Cytokin - je latka produkovand bunkami imunitného systému, ktoré stimulujii rast a aktivitu uréitych typov
buniek.

*2 Osteopontin - Pudsky gén, mimobunkovy §trukturalny protein a teda organicka sucast’ kosti

27/42



Mysi bez svalovej dystrofie, ktorych gén myostatin bol genetickymi metédami deaktivovany,
mali az trikrat vacsSie kostrové svaly s vyrazne vacsim poctom vlakien s vi¢Sim priemerom,
ako je to bezné. Existuje druh dobytka, z angl. Belgian Blue Breed, ktory je vel'mi svalnaty,
pretoze jeho gén myostatin bol pred mnohymi storofiami deaktivovany. Nedavno bolo
objavené, ze tzv. bully whippets (z angl.), plemeno anglickych dostihovych psov, ma
extrémne zvicSené svaly tiez v dosledku absencie myostatinu. A v Berline sa nasSiel dnes uz
osemro¢ny, fyzicky velmi silny chlapec, ktorého kostrové svaly st asi dvakrat vicsie ako
U normalnych deti. Toto je silnou indiciou toho, Ze zniZenie regulacie alebo spomalenie
myostatinu by viedlo aj k narastu svalov chlapcov s DMD. Avsak liecba myostatinom by
nebola schopna ovplyvnit’ genetické pri¢iny ochorenia. V kombindcii s genetickou liecbou,
ako je napr. prenos génu dystrofinu ¢i preskok exonu, by pravdepodobne pristup
s myostatinom mohol zlepsit’ ich lie¢ebné ucinky.

Kathryn Wagnerova z Wellstone Muscular Dystrophy Center pri Johns Hopkins University
v Baltimore oznamila uz na stretnuti v Cincinnati, ze jej vyskumny tim vychoval mdx mysi,
ktoré okrem toho, Ze nemali dystrofin, nemohli tvorit’ ani myostatin. Tieto dospelé mysi bez
myostatinu mali viac zdravych svalov, menej fibréz, zjazvenych tkaniv a dokazali
regenerovat’ svoje svaly rychlejSie ako zdravé mdx mysi.

Odpoved’ na otazku, ¢i by absencia myostatinu mala podobné Uc¢inky aj na srdce, ukazali
nasledné vysetrenia na dospelych mdx mysiach - blokada myostatinu srdce neovplyviiuje. To
znamena, ze aktivita myostatinu sa zd4 byt obmedzenad iba na kostrové svaly.

V spolupraci so spolo¢nostou Wyeth Pharmaceuticals v Collegeville blizko Filadelfie, sa
Vv stcasnosti realizuje klinickd skuska s Myo-029. Je to Specidlna protilatka, ktord sa viaze
k myostatinu a blokuje jeho aktivitu. Tento protein nesposobuje imunitné reakcie, pretoze
jeho Struktura je 'udska, je ,,pol'udsteny*. Mdze byt vstreknuty do krvného obehu alebo pod
kozu.

Tri skupiny dospelych pacientov so svalovou dystrofiou, kazda po 36 ¢lenov, z ktorych jeden
ma BMD, st liecené intravendzne s davkami Myo0-029 velkosti 1, 3 a 10mg/kg. Davky su
podavané pocas 24 tyzdiov kazdé dva tyzdne, nasledované 12 tyzdiiovym testovacim
a lekarskym dohl'adom.

Cielom tejto fazy-I/Il klinickej skuSky je zhodnotit’ bezpe¢nost’ a vyskusat’ wcinnost.
Predbezné vysledky ukézali, Ze Myo-029 je dobre zndSany s vybornou kratkodobou
bezpecnost'ou. Akonahle bude skuSka vyhodnotena a vysledky tplne skompletizované, bude
publikovana.

KedZe bude dolezit¢é poznat dlhodobé ucinky tohto lieku, je pldnovanid Stidia na
dystrofickych psoch. Spolo¢nost” Wyeth nie je jedinou spolo¢nostou aktivnou na tomto poli.
Ostatné spolocnosti vyvijaji d’alSie metdody na blokovanie aktivity myostatinu nielen na
lieCbu svalovej dystrofie, ale aj pre iné zdravotné problémy, ako je poSkodzovanie svalov
u starSich l'udi, ktoré postihuje SirSiu populéciu.

Dr. Wagnerova ukoncila svoju prezentaciu v Cincinnati varovanim, ktoré tu zopakujem.
»Rodi¢ia by nemali kupovat’ akékol'vek tzv. myostatinové spomalovace, pontkané na
Internete. Tieto zluceniny nepresli klinickymi skiaskami, a preto st neti€inné alebo dokonca
nebezpecné.

BBIC spomaluje proteazy, ale Myodur (C101) nie. Lee Sweeney z University of
Pennsylvania vo Filadelfii hovoril o novom vyskume na spomal’ovanie proteaz. Degradacia
svalovych proteinov pri DMD je sposobend niekol’kymi réznymi protedzami, enzymami,
ktoré nicia proteiny. Medzi nimi je enzym kalpain, ktory je aktivovany vapnikom a dlhy
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proteinovy komplex, nazyvany proteazém®. Ked kvoli nedostatku dystrofinu membrany
svalovych buniek slabnt, ako je tomu napr. pri DMD, 16ny kalcia (nabité atomy) z vonkajSej
strany buniek aktivuji kalpain a nepriamo tiez aj proteazom. Tento nérast aktivity enzymov
vedie K rozsireniu destrukcie dolezitych bunkovych proteinov, ktoré st potrebné pre funkciu
buniek a pre ich prezitie. Vyskumnici skusaju spomalit’ aktivitu kalpainu a d’alSich protedz
a teda odd’al’'uju degradaciu svalovej bunky.

Jeden ztakychto spomalovacov je Bowman-Birk inhibitor concentrate, BBIC, prirodny
protein, pozostavajuci zo 71 aminokyselin, ktory mdze byt izolovany zo sdjovych zin. Je to
vo vode rozpustnd substancia, ktord moze byt poddvana ustne. Ked'Ze to je prili§ vela na
vstup do svalovych buniek, blokuje tato substancia zopar protedz podobnych zazivacim
enzymom ako st trypsin® a chymotrypsin®, ktoré sa nachadzaji mimo buniek a narusuje tak
signalne cesty, ktoré mézu pri DMD spdsobovat’ zapalové procesy. BBIC blokuje proces
svalovej dystrofie v mdx mySiach pomocou spomalenia svalovej degradacie. Celé je to
porovnatel'né s prednizonom. Dlhodoba liecba s BBIC zvicsuje svalovi hmotu a silu mdx
my$i. Aktivity kreatinkindzy su znacne redukované, rovnako ako fibréza. Na zaklade inych
aplikacii BBIC u pacientov s rakovinou je zname, ze je to vel'mi bezpec¢ny liek.

Prave je pripravovana faza I klinickych skasok spolo¢ne s doktorom Kennethom Fishbeckom
z National Insitutes of Health®® (NIH) v meste Bethesda blizko Washingtonu. Zapocata bude
akonahle sa ziska povolenie od Gradu FDA. Ak klinické skusky ukazu, ze u chlapcov s DMD
moézu byt dosiahnuté podobné vysledky ako pri pokusoch na mdx mySiach, moze tento
V podstate slaby liek, spomalit’ degradéaciu svalov pri ochoreni DMD, hoci nedokéze vyriesit’
zékladni geneticktl pri¢inu ochorenia. Sojové zrnd obsahuji aj iné protedzy, takze BBIC
Z nich musi byt’ izolovana a vycistend. Samotné jedenie soje nema ziaden ucinok.

Tripeptid Leupeptin®” bol prvym identifikovanym spomalovacom, ktory by pravdepodobne
mohol redukovat’ aktivitu enzymu kalpain v mdx mySiach. Leupeptin pozostava z troch
aminokyselin s chemicky reakénou aldehydovou skupinou, ktord je pre spomalovanie
kl'aicova. Myodur, zlacenina C101 sliziaca vyskumu a vyvinutd spolocnostou CepTor
v Baltimore, je kombinaciou Leupeptinu s karnitinom®. O karnitine sa predpokladalo, Ze
bude schopny efektivnejsie spomalit’ kalpain nez leupeptin, ako o tom hovorila Dr. Theresa
Micheleova zo spolo¢nosti CepTor na stretnuti PPMD v Cincinnati v roku 2006. V laboratoriu
doktora Sweeneyho boli vykonavané dalSie predklinické $tudie na odsktSanie G¢inku
leupeptinu, ako aj Myoduru eSte pred tym, ako by mohli byt podniknuté klinické skusky.
Vysledky ale boli sklamanim. V experimentoch na mdx mysiach sa ukazalo, Ze Myodur po
lieCbe pocas 8 tyzdiov alebo Leupeptin po liecbe pocas 6 mesiacov nespdsobili ndrast svalov,
nezlepsili ich funkénost' a neredukovali ich poskodenie. V skuto¢nosti nebol kalpain
spomaleny, ale pomocou tychto lieckov sa zvysila jeho regulacia a znizila sa reguldcia

%% Proteazém - su to velké proteinové komlpexy vo vnitri vietkych eukaryot a archaei (dva rézne bunkové
organizmy), ako aj v niektorych baktériach

* Trypsin - serinova proteaza (druh enzymov, ktory ,,striha“ peptidové zvizky na proteiny), ktora sa nachadza
Vv zazivacom trakte, kde sa rozpada na proteiny

55 Chymotrypsin - triviaci enzym vykonavajuci proteolyzu (riadeny rozklad proteinov pomocou bunkovych
enzymov - protedz alebo pomocou vnutrobunkového zazivania)

% National Insitutes of Health - agentira sekcie pre zdravie a sluzby F'ud'om pri vlade USA; je zodpovedna za
biomedicinsky vyskum a vyskum suvisiaci so zdravim

%" Leupeptin - je spomal’ovaé proteaz, ktory sa pouziva aj ako spomalova¢ kalpainu

*® Karnitin - latka, ktord sa vyskytuje v dvoch izoméroch - D-karnitin a L-karnitin (v poslednom &ase je skor
znama forma L-karnitin, ktord sa hojne vyuziva ako potravinovy doplnok pri chudnuti, Sportovani ¢i
prevencii; druha forma nema v 'udskom tele ziadnu funkciu, pri vel’kom mnozstve méze byt toxicka)
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calpastatin-u®®, prirodzeného spomalovada kalpainu. TakZe kalpain sa ukazal byt
neuzitocnym ciel'om ako lieck na DMD. Klinicka skuska, ktorti planovala spolo¢nost’ CepTor,
sa neuskutoc¢ni.

Medzinarodné Kklinické skasky s farmakologickymi latkami. The Cooperative
International Neuromuscular Research Group, CINRG, predstavuje spolupracu 22 nemocnic
v USA, Kanade, Belgicku, Taliansku, Svédsku, Argentine, Australii a Indii. V rdmci nej
prebiehaju klinické skusky s chlapcami s DMD. Diana Escolarova z Children’s National
Medical Center vo Washingtone, DC, ktora organizuje a dohliada na tieto sktsky, hovorila
0 nedavno ukoncenych a eSte stale prebiehajucich skuskach. Pre zdokumentovanie tychto
Stadii boli vyvinuté Standardizované kontrolné metddy na meranie nielen svalovej funkcnosti,
ale aj mnohych inych parametrov, vratane kvality zivota.

Doktorka Escolarova nehovorila o dvoch nedavno skoncenych skuskach, ktoré boli
predneddvnom publikované. S to skasky s kreatinom®™ a glutaminom®:, publikované
v Annals of Neurology 58:151-155 (2005), ktoré ukazali mierne ale nie vyznamné G¢inky na
funkénost’ svalov a skiska s oxatomidom®®, publikovana v European Journal of Pediatric
Neurology, 23. aprila, 2007, ktora neukazala vyznamné zlepsenie funk¢énosti svalov.

Doktorka Escolarova potom prezentovala prvé vysledky otvorenej skusky vo faze-I/11 pilotnej
stadie pentoxifylinu®® na chlapcoch s DMD, ktori minimalne posledny jeden rok pred ich
prihlasenim do skusky nedostavali steroidy. Boli to chlapci vo veku od 4 do 7 rokov. Skuska
zaCala v marci 2002 a skoncila v juli 2006. Na zaciatku bol kazdy chlapec pocas troch
mesiacov pod lekarskym dohladom a potom bol lieteny pocas 12 mesiacov. Uéinok lie¢by
bol merany kvantitativnymi testmi funkcnosti svalov a tiez pomocou mnozstva inych testov.
Osem chlapcov opustilo Stadiu pred¢asne. Niektori z nich kvoli vedl'ajsim G¢inkom ako bola
leukopénia®™.

Najdolezitejsim, avSak negativnym vysledkom bolo, Ze rok liecby pomocou pentoxifylinu bol
neuspesny pokial' vyZzadujeme vyznamné zvySenie svalovej sily a funk¢nosti. Hoci chlapci
nedostavali steroidy, nevyskytlo sa ani Ziadne zhorsenie sily svalov. Mohol by to teda byt
stabilizujuci ucinok liecby. Na odskuSanie toho, ¢i je to skuto¢ne tento pripad, st potrebné
vécsie kontrolné Studie.

V septembri 2005 zacala takato Studia, vykonavana ,,dvakrat naslepo, aj so 64 pacientmi
s DMD star§imi ako 7 rokov, ale eSte stale schopnymi chddze na vzdialenost’” minimalne
desat’ metrov. Ukoncena bude v decembri 2007. Kazdy chlapec bude dostavat denne liek
alebo placebo pocas 12 mesiacov. Pacienti mdézu byt na steroidoch alebo na inych
pomocnych zla€eninach ako kreatin, glutamin, koenzym Q10 a pod., ale pocas §tudie nemaju
dovolené zmenit’ tato liecbu.

% Calpastatin - F'udsky gén, znamy aj ako CAST

80 Kreatin - organicka kyselina, ktor4 prispieva u cicavcov k zasobovaniu svalov energiou

® Glutamin - je neesencialna biogénna aminokyselina, jedna z dvadsiatich aminokyselin, ktoré sa pri syntéze
bielkovin zabudovavaji do novo vzniknutych bielkovin. Okrem svojej tlohy ako sucast’ proteinov ma
dolezita tlohu tiez pri detoxikacii amoniaku a udrzovani dusikovej rovnovahy v organizme.

%2 Oxatomid - piperazinové (piperazin - organicka latka rozpustajuca kyselinu mo&ovi) antihistaminikum (latka
pouzivand pri precitlivelosti organizmu, napr. pri lieCbe alergii)

% Pentoxifylin - latka zo skupiny xantinovych derivatov; zlepSuje prietok krvi cievnym rie¢isfom tym, Ze
zvacSuje pruznost’ Cervenych a bielych krviniek, potlacuje zhlukovanie krvnych dosti¢iek, znizuje viskozitu
krvi a tlmi neziaducu zvySenu prezépalovi aktivitu bielych krviniek. Takto zlepSuje krvny obeh a
vyzivovanie tkaniv v miestach zhorSené¢ho prietoku

% Leukopénia - (nazyvana aj leukocytopénia) je odborny medicinsky termin pre znizeny po&et bielych krviniek
(leukocytov) v krvi pod hodnotu 4x10%I (pod 4000 leukocytov v 1 ml krvi).
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Féaza 1I otvorenej pilotnej Studie s koenzymom Q10 na 7 az 11 ro¢nych chlapcoch s DMD
ambulantne lieCenych steroidmi, zacala v septembri 2001 askonéila v januari 2005.
Pociatocna davka 90mg/den bola zvySena na 400mg/den, ¢o viedlo k cielovej hladine séra
minimalne 2,5ug/ml. Jedinym vedl'aj§im ucinkom bola migréna u jedného chlapca po velkej
davke, ktord by mohla byt po redukcii davky zmiernend. Chlapci boli lieceni denne pocas
Siestich mesiacov a potom mali vol'bu zotrvat na liekoch az do ukoncenia Studie.

Pri tychto pacientoch s DMD lieCenych pomocou steroidov, zvysila liecba koenzymom Q10
funk¢nost’ svalov priemerne o 7,3%. Tato funkcnost’ bola merand celkovymi kvantitativnymi
svalovymi testmi.

V marci 2006 bola na zéklade tychto vysledkov odstartovand nepravidelna klinicka skaska na
kontrolu placebo efektu so 120 nechodiacimi pacientmi vo veku od 10 do 15 rokov, ktorej
koniec sa ocakava v decembri 2008. Pacienti st lieCeni denne pocas 12 mesiacov v Styroch
skupinach, pricom dostavaji bud davku 0,75mg/kg/denn prednizonu alebo davku séra
koenzymu Q10 s objemom 2,5ug/ml, alebo kombinaciu oboch liekov. Vysledky lieCby sa
porovnaju s pacientmi, ktori s pod dohl'adom v ramci lepsich Standardov starostlivosti, ale
pri ktorych nie je pouzité placebo.

Vysledky vSetkych skuSok budi publikované, akonahle budii vyhodnotené. Informacie
0 tychto skuskach, ako aj o inych, st na internete na www.clinicaltrials.gov.

Na zaver svojej prezentacie Dr. Escolarova ukazala zoznam toho, ¢o ona, ako riaditel’ka
neuromuskuldrnej kliniky Children’s National Medical Center odporuca rodi¢om, aby
poskytli svojim chlapcom s DMD:

1) Okamzite po stanoveni diagndézy by mala zafat' liecCba prednizonom v davkach
0,75mg/kg/den alebo deflazacortom v davkach 0,9mg/kg/dei (to iba vtedy, ak pacient
alebo rodina je obézna a po konzultacii s vyzivovym odbornikom);

2.) podavanie vitaminu D a vdapnika;

3.) prisna diéta zalozena na strave s vysokym obsahom proteinov, nizkym obsahom
uhl'ovodikov a tukov, t. j. chudé méso, zelenina a Ovocie;

4.) 54 kreatinu denne;

5.) dvakrat denne 0,3g/kg glutaminu;

6.) 200-400mg koenzymu Q10 denne;

7.) iné akceptované ale nie povzbudzujice suglementy, v zavislosti od rodicov to mézu
byt’ napr. extrakt zo zeleného &aju, arginin® a antioxidanty ako Protandim®.

Pokial’ liecba steroidmi zacala vo veku 2 aZ 4 rokov diet’ata, tak prirastok vahy je menSim
problémom ako keby sa zacalo v neskorSom veku. Znizeny vzrast je inym vedlaj$im uc¢inkom
V ktoromkol'vek veku. Zmeny spravania su mens$im alebo prechodnym problémom, pokial’ sa
s liecbou zacne vcas.

Akym sposobom schvaluje FDA lieky na DMD?

Tan Nguyen z kancelarie FDA pre vjvoj ,,orphan®’ produktov vo Washingtone vysvetlil na

vel'mi zaujimavej a optimistickej prezentacii, Ze organizacia FDA (vid’ pozndmka 26) tu nie je
na spomal’ovanie alebo zastavenie vyvoja najpotrebnejsich liekov, ale Ze vel'mi dobre rozumie
obavam a starostiam rodin deti s nelieCitelnym ochorenim. V minulosti sa uz toho urobilo
vel'a pre urychlenie schvalovacieho procesu liekov pre vzacne a zavazné ochorenia ako DMD
a na znizenie finan¢nej zat'aze stvisiacej s ich vyvojom.

% Arginin - kyselina 2-amino-5-guanidinovalérova aminokyselina; je to esencidlna aminokyselina.

% Pprotandim - patentovany vyZivovy doplnok, ktory zvyiuje prirodzeni odolnost organizmu vo&i
antioxidantom.

%7 $pecialny druh lickov; skratene sa da povedat’, Ze st to vo vieobecnosti lieky na vzacne ochorenia
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Povodny federalny zékon o jedle, liekoch a kozmetike vstipil do platnosti v roku 1938 po
nestasti, ktoré sposobil elixir sulfanilamid®®, po ktorom v USA zomrelo 107 pacientov. Do
roku 1962 vSak FDA mohla iba vyvijat' tlak na vyrobcov, aby preukazovali bezpecnost’
svojich liekov. Potom, ako sa v Nemecku kvéli talidomidu®®, pod obchodnym nazvom
Contergan, narodilo viac ako 10 000 deformovanych deti, sa len tak-tak podarilo zabranit
dokonca vécsej katastrofe aj v USA ato vdaka oneskoreniu jeho schvalovania kvoli
nedostatocnym udajom o jeho bezpecnosti. Proces schvalovania liekov zo strany FDA bol
radikalne zmeneny v oktobri 1962 doplnenim Kefauver-Harrisovych doplnkov. Odvtedy sa od
vyrobcov vyzaduje nielen dokaz o bezpecnosti lieku, ale tiez to, aby dokazali, ze pre FDA je
efektivne schvalit’ konkrétny liek na jeho nasledny predaj.
Vyvoj ,,non-orphan* liekov (opak od ,,orphan‘) musi prejst nasledovnymi Stadiami:
1.) Predklinicka faza zahriiujica laboratorne Studie a skusky na zvieratach, ktoré trvaju
priemerne 6,5 roka s nakladmi na vyhodnotenie ich bezpe¢nosti, biologickej aktivity
a chemickych vzorcov vo vyske asi 1 az 12 milionov dolérov.
2.) Faza I klinického vyskumu na 100 az 200 zdravych dobrovolnikoch (s trvanim
priemerne 1,5 roka) na stanovenie bezpecnostného profilu lieku na I'udi
3.) Faza II klinického vyskumu na 100 az 500 pacientoch (s trvanim priemerne 2 roky) na
ur¢enie optimalnej davky a vyhodnotenie bezpecnosti a G¢innosti lieku
4.) Faza Il klinického vyskumu na 1 000 az 5 000 pacientoch (s trvanim priemerne 3,5
roka) na potvrdenie bezpecnosti lieku a jeho G€innosti pri dlhodobom pouzivani.

Néklady vsetkych troch klinickych vyskumnych faz sa pohybuju okolo 15 az 300 milionov
dolarov. Preto moéze byt celkovy ¢as na vyvoj liecku az do 15 rokov pri priemernych
nakladoch okolo 360 miliénov dolarov. Vo vSeobecnosti sa da povedat, ze z5 000
vyhodnocovanych zlicenin len jedna dostala povolenie a dostala sa na trh. Pri vyvoji
,orphan® liekov pre ochorenia ako DMD s limitovanym poc¢tom pacientov, nemo6zu byt
aplikované vsetky vySetrovacie postupy. Musia byt teda kreativne modifikované v ramci
pevného regulaéného ramca.

Ked' st predklinické Stadie skoncené, predlozi navrhovatel’ lieku na FDA Prihlasku na
vyskum nového lieku za i€elom ziskania povolenia na vykondvanie klinickych skuasok s tymto
liekom. Po skonceni vSetkych faz klinickych skuSok vyplni navrhovatel' Prihlasku nového
lieku za icelom zacatia konecnej fazy schvalovacieho procesu, ktory umozni vypustenie lieku
na trh. Schvalovaci proces zo strany FDA =zahfiia postdenie udajov z predklinickych
a klinickych skusok na podoprenie bezpe€nosti a G€innosti lieku. Trva to vo va¢sine pripadov
jeden rok, alebo menej, s nakladmi viac ako milioén dolarov.

Liek sa nazyva ,,orphan®, ked’ je - okrem inych definicii - ureny na liec¢bu vzacnych ochoreni
postihujicich menej ako 200 000 I'udi (plati to pre USA). Ked’Ze v USA zije asi okolo 10 000
chlapcov s DMD, je DMD povaZovana za vzacne ochorenie a liek vyvijany za uc¢elom liecby
DMD méze byt povazovany za ,,orphan” liek. Sest’ potencialnych lieckov na DMD uz dostalo
oznacenie ,,orphan“ liek: mazindol, oxandrolon, PTC124, 2’-O-methyl AONy na preskok
exo6nu, Leupeptin a Idebenone. Zial, niektoré z nich uz nie su sicastou klinického vyvoja,
ato z r6znych dévodov. Az doposial’ vydal FDA cez 300 povoleni pre ,,orphan® lieky spolu
na 180 réznych vzacnych ochoreni.

% Sulfanilamid - zlozka antibakterialnych lieciv

% Talidomid - od 50. rokov do za&iatku 60. rokov 20. storo&ia bol v 48 §tatoch pouzivany ako upokojujuca
(sedativum) a uspavajuca latka (hypnotikum) pre tehotné zeny. Bol vSak zakdzany, pretoze sa ukazalo, Ze ide
o silny teratogén (fyzikalny alebo chemicky faktor prostredia, ktory vyvolava vznik malformacie, vrodenej
poruchy ¢i naruSenie vyvoja urcitého organu alebo celého organizmu pocas embryonélneho ¢i fetdlneho
vyvoja plodu)
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Ked spolo¢nost’ vyvija ,,orphan® liek, dostane prostrednictvom tohto procesu mnozstvo
finan¢nych stimulov. St to
1.) 50% opravnenych vydavkov na vyvoj lieku si méze odpisat’ pri podavani dani z
prijmu,
2.) odpustenie Standardného poplatku zo strany FDA za podanie prihlasky na uvedenie
produktu na trh, ktorého vyska je okolo milion dolarov
3.) sedemro¢na marketingova exkluzivita v zmysle prideleného povolenia na vstup
produktu na trh.
Spolocnost’ tiez modze vstupit' do sut'aze o in¢ granty pre ,,orphan‘ lieky vo vyske az 400 000
dolarov rocne, a to az pocas Styroch rokov (spolu teda 1,6 miliéna dolarov) na uhradenie
nakladov spojenych s klinickymi skuSkami. Malo by sa zdoraznit’, Ze v niektorych pripadoch
je mozné potencialne skratenie schvalovacieho procesu az na tri roky prostrednictvom
sthlasu v zmysle ,,Subpart E“. To sa d4 dosiahnut hlavne schvalenim lieku na zaklade
adekvatnych udajov z klinickych vyskumov vo faze II. ESte neschvalené lieky v §tadiu
prebiehajucich vyskumov, ktoré sa vSak slubne ukazuju ako bezpecné a efektivne, mozu
ziskat’ povolenie na podavanie pacientom s vaznymi alebo okamzitymi Zivot ohrozujicimi
ochoreniami v ramci akéhosi programu ich milosrdného pouzitia a to iba v tom pripade, ak
neexistuje prijatel'nd alternativa liecby.

Aj ,,orphan* lieky musia byt’ bezpe¢né a ucinné.

Medzi mnohymi odpoved’ami, ktoré musel dat’ Dr. Nguyen na r6zne otazky po skonceni jeho
prezentacie, boli aj nasledujuce dve:

,Dnes sa nedd so zodpovedajucou urcitostou predikovat’, ¢i kazdy zo vSetkych moznych
antisense oligonukleotidov, ktoré maju rozlicné postupnosti, musi podstupit’ cely schvalovaci
proces tak, ako v pripade nového lieku. Bolo by fajn, keby sa to tykalo iba prvého AONu
z kazdého typu a pre ostatné by sa tento proces o nieco skratil. Je opodstatnené si mysliet’, Ze
komunita okolo 'udi s DMD by mala dopredu na tento problém mysliet a na niektorych
verejnych forach mala by poskytovat’ primerané navrhy alebo odportacania.*

»FDA trvd na tom, Ze schvalovanie ,,orphan® liekov je podriadené tym istym vysokym
Standardom bezpecnosti a Uc¢innosti, aké platia pre ,,non-orphan® lieky. FDA je dokonca
citliva na nazory niektorych rodicov, ktori tvrdia, Ze ked’Ze je toto ochorenie také zavazné, tak
by radSej okamzite dali svojim chorym synom sice neschvaleny, ale zato potencialne ucinny
liek a necakali by dlhé roky. Aj keby to vyznamne zvysSilo riziko a mohlo by sa stat’ nieco
negativne.*

Kate Bushbyova v savislosti stym povedala (uvadzam tu jej slova pokial mozno ¢o
najpresnejsie): ,,Vieme, ze musime rychlo do pacientov dostat’ nieco, ¢o funguje. Ale musime
minimalizovat’ vSetky rizikd. Nechcem dat’ Sestro¢nému chlapcovi nie€o, o mozZno ani
nebude uéinkovat’, pretoze DMD nezabije Sestroéného chlapca hned’ zajtra. Clovek sa z fazy
| nenauc¢i dostatok, aby to mohol extrapolovat’” do dlhodobej lie¢by. Kazdé stadium skusky
vam povie nieco iné. V kazdom §tadiu moze liek zlyhat, hoci my si to neZelame, ale moze sa
to stat’. TieZ sa moZu stat’ aj smrtel'né pripady! Pokial’ doktor aplikuje liek po skonceni fazy
| avo faze Il sa ukéze, Ze je nebezpecny, mdze mat’ potom problémy so zakonom. Pokial
chcete, aby sa liek rozsiril do celej spolo¢nosti, musi prejst’ regulaénym procesom. Iba tak sa
moze stat’ dostupnym vsetkym, ktori ho potrebuji, ato aj po stranke jeho ceny. Pokial
hl'adate skratky a dostanete sa na zI cestu, problémy tym iba oddialite. Clovek tomu musi

™ Je to popis oficialneho legislativneho postupu, ktory umoziiuje vydat’ povolenie aj na zéklade nahradného
ciel’a alebo na zéklade iného lekarskeho ciela, nezZ je prezitie alebo odvratenie smrti, alebo méze produkt dostat’
povolenie s obmedzeniami v dosledku zabezpecenia jeho bezpe¢ného pouzitia
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nechat’ ¢as a musi zozbierat' vSetky nevyhnutne potrebné udaje. Bolo by vel'mi zl¢, keby sa
liek, schvaleny po kratkodobych skuskach, ukazal pocas dlhodobej liecby ako nebezpecny.
Potom by musel byt’ stiahnuty. Rodi¢ia nemo6zu akceptovat’ zodpovednost’ a jednoducho len
podpisat’ papier, ktorym na seba preberaji zodpovednost’. To by bolo neetické. A Co sa stane,
ak vas syn zomrie? My méame zodpovednost’ za pacientov a tiez aj za rodi¢ov.*

TREAT-NMD, siet’ excelentnosti Europskej Unie.

Serge Braun, riaditel’ vedeckého vyskumu Francuzskej asocidcie muskularnych dystrofikov
(AFM™), najprv opisal tito velmi aktivnu pacientskd organizaciu. Bola zaloZena v roku
1958. Dnes ma 75 klinickych centier vo Franctzsku a v krajine je zndma kvdli jej ,,T¢éléthon-
u®“. Je to kazdoro¢né 30 hodinové televizne vysielanie pocas prvého decembrového vikendu.
Potom, ako bola tato akcia vroku 1987 odstartovana s pomocou Jerryho Lewisa
a vymodelovand na zaklade amerického ,Telethonu'®, ziska sa len tymto spdsobom
kazdoro¢ne priemerne 140 miliénov dolarov. Cely rozpocet asociacie na rok 2006 bol 170
milionov dolarov, zktorych 88 milidnov bolo pouzitych na financovanie cca. 400
vyskumnych projektov na liecbu nervovosvalovych ochoreni (NSO). Medzi nimi bolo okolo
100 projektov mimo Francuzska, vratane USA.

Dr. Brown potom vysvetlil, ako si AFM ainé Europske pacientské organizacie zacali
uvedomovat, ako minimalne su v jednotlivych krajinach koordinované aktivity na vyskum
lie¢by, diagnostiky a starostlivosti o pacientov s NSO. S ohl'adom na vazne dosledky tychto
vzacnych ochoreni je to neakceptovatelny stav. Clenka AFM Francoise Salama, ktora ma
syna s DMD, spolu s mnohymi kolegami z celej Eur6py, lobovala u Eurdpskej komisie za
poskytnutie financii na integraciu aktivit v tejto oblasti. Boli v tom vel'mi uspesni - v roku
2004 sa objavila vyzva na vznik siete excelentnosti. Cielom takychto sieti je ,,posilnenie
vedeckej atechnologickej kvality v hlavnych vyskumnych oblastiach, ato tak, Ze na
Europskej Grovni sa integruje minimdlne potrebné mnozstvo zdrojov a odbornych znalosti,
ktoré su potrebné na tvorbu progresivnej a stalej integracie vyskumnych kapacit vSetkych
partnerov zapojenych v sieti, ktorymi st vyskumnici zndmi organizdciam zdruZenym
v TREAT-NMD*. Vzhl'adom na dlhotrvajici prihlasovaci proces bol program TREAT-NMD
schvaleny v decembri 2006 s rozpo¢tom 10 milionov Eur (okolo 15 miliénov americkych
dolarov) na 5 rokov. Aktivna ¢innost’ zacala v januari 2007.

TREAT-NMD je v stcasnosti siet’ excelentnosti, ktord bude zdielat vedecké poznatky medzi
zakladnymi a klinickymi akademikmi a priemyselnymi partnermi, aby vyvinula technologické
a metodologické ndstroje s vyhladom na wurychlenie vypracovania novych liecebnych
postupov na liecbu NSO.

TREAT-NMD ma svoje kancelarie na univerzite v Newcastli v Anglicku, je koordinovana
Kate Bushbyovou a Volkerom Straubom a ma Vedecky a technologicky poradny zbor na cele
s Marianne de Visserovou z Amsterdamskej univerzity. Internetova stranka TREAT-NMD je
www.treat-nmd.eu a okrem velkého mnozstva informéacii obsahuje aj pomerne casto
publikovany letak, ktory je zaroven posielany na viac ako 1000 adries, ktoré¢ mé na svojom
Z0zname.

Po tomto uvode Dr. Brauna nasledovala prezentacia Kate Bushbyovej s ndzvom TREAT-NMD
V akcii, prvych Sest mesiacov. Najdolezitejsie ciele TREAT-NMD su:

™ AFM - Association Frangiase contre les Myopaties

"2 Telethon - druh televiznej verejnej zbierky trvajucej niekolko hodin alebo dni s cielom ziskat' peniaze na
charitu ¢i z inych dévodov
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1.) Podporovat’ medzinarodnu spolupracu zamerani na vyvoj lie¢ebnych postupov na
DMD a na vrodené¢ svalov¢ dystrofie, ako aj na spinélne svalové atrofie

2.) Propagovat’ viacnasobné lie¢ebné pristupy navrhovanim a koordinovanim klinickych
skusok

3.) Hladanie pacientov, ktori by sa zucastiovali na skuskach, tvorbou medzinarodnych
databaz

4.) Tvorba Standardov pre klinické skusky a tak umoznenie porovnavania ich vysledkov
S inymi podobnymi skiSkami

5.) Vyvoj medzinarodne akceptovanych standardov starostlivosti a diagnostikovania

6.) Distribucia najnovsich vedomosti o vyskume, diagnostikovani a starostlivosti v§etkym
pacientom, ich rodinam a lie¢ebnym centram, a to Specialne tym, ktoré sa nachadzaju
v ,,menej privilegovanych* Castiach sveta.

TREAT-NMD mé 21 aktivnych partnerov - univerzit, pacientskych organizécii, vladnych
agentur, biotechnologickych spolo¢nosti a jednotlivcov naprie¢ celou Europou. Predovsetkym
vSetci tito s zodpovedni za Sirenie cielov TREAT-NMD. Siet’ spolupracuje so skupinami
zZ celého sveta a novi spolupracovnici v tejto dolezitej oblasti su stale vitani.

Dr. Bushbyova potom spomenula $tyri priklady si¢asnych a buducich aktivit:

1.) Vytvorenie medzinarodného registra pacientov v spolupraci s existujicimi registrami
tak, Ze bude existovat’ Standardizovana minimdlna sada klinickych a diagnostickych
informdcii o pacientoch, ktora bude pouzita na vyvoj a budice riadenie nadnarodne;j
databanky. To by umoznilo identifikovat” vhodnych pacientov na ucely klinickych
skusok, d’alej zber, monitoring a porovnanie udajov pacientov, ktori podstupuju réznu
dlhodobt lie¢bu a informacie jednotlivych rodin o vyhodach vyskumu a starostlivosti.

2.) Stanovenie najpokrocilejsich Standardov starostlivosti v spolupraci s Center of Disease
Control and Prevention (CDC") v Atlante v USA. Préca na tomto projekte uz zadala.
Bude pokryvat’ vsetky aspekty riadenia pacientov z hl'adiska lekarskeho a socialneho.
Bude sa musiet’ hl'adat’ cesta na uistenie, Ze vSetkymi lieebnymi centrami, pricom
kl'a¢ovou bude spolupréca a partnerstva s pacientskymi organizaciami, ktord by mala
byt cestou, ako preberanie odporucani zaistit’.

3.) Standardizovat klinické vystupné merania pre skusky, t.j. sposob, akym budi merané
klinické zmeny. V mé4ji a v jini 2007 sa uZ na tuto tému konali dva workshopy.

4.) Pri univerzite vo Freiburgu v Nemecku vzniklo Clinical Trials Coordination Center
(CTCC), ktoré vyvinie odportic¢ania pre navrh klinickych skusok pre vzacne ochorenia
V spolupraci s farmaceutickymi spolo¢nost’ami a regulatormi.

Na zaver svojej prezentacie Dr. Bushbyova povedala, Ze TREAT-NMD je obrovska
prilezitost’ pre celu komunitu okolo DMD na posun vpred, a ze TREAT-NMD je uz aktivna.
Kontaktovat’ kancelariu v Newcastli mozete e-amilom na info@treat-nmd.cu, vzdy sa poteSia
vasim otazkam a napadom.

Preco potrebujeme vediet’ presnu mutaciu?

Robert Weiss z University of Utah v Salt Lake City odpovedal na tato otazku, ako to urobil
vroku 2006 na stretnuti v Cincinnati Kevin Flanigan. Nasledujuci text vyuziva sumar
Z prezentacie Dr. Flanigana ako zaklad s niektorymi doplnenymi informéciami.

U chlapcov, u ktorych je podozrenie na DMD, by mala byt presne ur¢end mutacia, aby sa
potvrdilo, ze ide skutocne o DMD anie 0nejaké iné svalové ochorenie, napr. jednu
z mnohych pletencovych dystrofii, ktoré by mohli vykazovat podobné symptomy. Ak

73 . . , . . .
CDC - the Center for Disease Control and Prevention; agentiira v USA, sluziaca na ochranu verejného zdravia
a bezpecnost’ poskytovanim informacii na zlepSenie rozhodnuti v zdravotnictve a podporuje zdravie
obyvatel'stva cez partnerstva so Statnymi oddeleniami pre zdravie a S inymi organizaciami
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mutacia preukaze, ze Ccitaci ramec dystrofinu mRNA je posunuty, potom je vel'mi
pravdepodobné, Ze ide o DMD, zatial' co mutacie, ktoré¢ nechdvaju ¢itaci ramec neporuseny,
naznacuju vo vicSine pripadoch BMD. Poznanie presnej mutdcie umoznuje zlepsit
konzultacie o genetickych problémoch s rodinami chlapcov asich pribuznymi z matkinej
strany, medzi ktorymi moéze byt identifikovany prenasa¢ DMD. Napokon, niektoré
potencialne nové lieCebné postupy, ako napr. preskok exédnu Ci precitanie stop kodonu
pomocou PTC 124, vyzaduji detailné poznatky o mutacii pacientovho génu dystrofinu,
pretoze su tzv. mutation specific (t.j. pouziteI'né na konkrétnu mutaciu).

Na odhalenie mutacie odstranenia alebo duplikacie, sa pouziva v sti¢asnosti Siroko rozsirena
analyticki metoda MLPA™ (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), ktora
vyvinul Dr. Jan Shouten zo spolo¢nosti MRC-Holland v Amsterdame. Pre tento geneticky
test, ako aj pre iné testy, je nevyhnutnych iba 5 az 10ml uplnej EDTA™ krvnej vzorky
pacienta, z ktorych je izolovany geneticky material, a to z buniek bielych krviniek. Pacient
nemusi chodit’ do laboratoéria, krvna vzorka moze byt poslana aj postou.

Nasleduje vel'mi stru¢ny popis celej procedury: pouzije sa 158 oligonukleotidov so Specialne
navrhnutymi sekvenciami, ur€enymi na pripojenie k dvom miestam kazdého zo 79 exoénov
dystrofinu. Ak je exdén pritomny, dva oligonukleotidy, navrhnuté na jeho konkrétnu
postupnost’, sa naviazu na dve miesta a potom su s enzymom navzajom chemicky spojené.
Takto pospajané oligonukleotidy slizia ako Sablona na multiplikaciu, resp. akési namnozenie
exonu pomocou polymerdzovej retazovej reakcie - PCR®, ¢o je velmi vykonna
rozmnozovacia metdda. Zvacseny produkt sa potom po elektroforetickej separacii da vidiet’
ako vrchol grafu. Ak prislusny exon nie je pritomny, pretoze je zmazany, dva oligonukleotidy
uréené pre tento exon sa nemozu naviazat' na exénovu postupnost’ a teda sa nemozu navzajom
spojit’ a zodpovedajici vrchol na grafe potom chyba.

Této technika dokaZe detekovat’ pritomnost’ mutacie odstranenia a va¢s$inu mutacii duplikécii
vSetkych 79 exénov génu dystrofinu u pacientov s DMD. Nedokaze vSak rozoznat' bodové
mutacie. KedZe je to kvantitativna metdoda, mutacie odstranenia a duplikdcie moézu byt
identifikované iba v jednom z dvoch génov dystrofinov u zien, ktoré st nosi¢émi DMD, a to
dokonca aj vtedy, ak mutacia odstranenia a duplikacie u pacientov v pribuzenstve nie je
znama. To je jednou z najddlezitejSich vyhod tejto metddy.

AvSak v ojedinelych pripadoch polymorfie (mnohotvarnosti) alebo mutacie na strane, kde sa
sonda MLPA pripdja na génovl postupnost’, sa moézu vyskytnit' pozitivne vysledky, ktoré
naznacuju mutéaciu odstranenia jedného exonu, aj ked’ tam Ziadna nie je. Polymorfia je zmena,
ktord nespdsobuje ochorenie bazy v DNA. Preto ked’ sa metédou MLPA identifikuje mutacia
odstranenia jedného exonu, pozaduje sa potvrdenie tohto nadlezu pomocou inej metody.

Ak sa pomocou metody MLPA nenaSla ind mutécia, pacient moze mat eSte stale bodovi
mutaciu. Pomocou sekvenénej techniky zosilnenia pri jednoduchych podmienkach/zosilnenia
vnutorného primera (Single Condition Amplification/Internal Primer) SCAIP, ktora bola
vyvinutd v laboratoriu Dr. Flanigana, je mozné ndjst’ a detailne popisat’ bodové mutécie,
vratane predcasného stop kodonu, malych mutacii odstranenia alebo vlozenia, ako aj mutacie
na spajacich miestach. Touto dvojstupfiovou metddou je mozné stanovit’ kompletni bazovu
postupnost’ vSetkych exonov génu dystrofinu, ako aj vSetkych oblasti na hranici medzi

™ MLPA - je to zmena reakcie polymerdzového retazca, ktora umoziuje viacerym ciefom byt zosilnena
pouzitim iba jediného paru primerov (je retazec nukleovej kyseliny dlhy niekolko baz, ktory sluzi ako
pociatocné miesto replikacie DNA, bez ktorého by DNA polymeraza nemohla zacat’ syntézu nového ret'azca)

" EDTA - je to skratka od ethylenediaminetetraacetickd kyselina, ktord sa v medicine pouZiva o.i.
akoantikolaguant (latka proti zraZzaniu krvi)

"® Polymerazova ret'azova reakcia - je metoda rychleho a jednoduchého namnozenia rovnakého useku DNA.
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intronmi/exénmi so spajacimi signdlmi a taktiez aj vSetkych promotdérov. Vsetky tieto
separované génové oblasti st najprv znasobené pomocou jedinej PCR a potom priamo
sekvenované pouzitim Standardnej metddy na sekvenovanie génov na stanovenie bodovej
a inych mutécii.

Najnovsia metoda vysoko efektivnych a presnych genetickych analyz génu dystrofinu je
dostupnd pouzitim novych platforiem na baze mikropoli, nazyvanid ako technoldgia
genetickych ¢ipov (z angl. ,,gene-chip technology*). Takyto test s pouzitim genetickych ¢ipov
v pripadoch rozsiahlych mutacii odstranenia a duplikdcie a malych bodovych mutécii, je
momentalne dostupny v Emory University v Atlante (popisané je to v d’alSej kapitole
0 programe CETT). Planuje sa, ze metddy na zdklade genetickych Cipov budi ponukané
V ramci medzinarodne;j siete klinickych laboratorii.

S tymito testovacimi metodami - MLPA, SCAIP a metdéda genetickych Cipov - modze byt
najdenych az 95-98% vsetkych mutacii. AvSak zvySnych 2-5% moze chybat’. Pokial’ pacient
vykazuje definitivne priznaky DMD alebo BMD, ale z krvnej vzorky sa nedala urcit’ mutacia,
pride Cas pre vykonanie svalovej biopsie. Tak sa pomocou Specidlnych detekénych metod
preukaze pritomnost’ alebo absencia proteinu dystrofinu vo svalovych vldknach. Technika
western blot’” ma vyhodu v tom, Ze indikuje mnoZstvo a velkost’ proteinu dystrofinu, avsak
véacsinou sa pouziva imunoflourescencnd metdda, pretoze ked’ je dystrofin pritomny, da sa
dosiahnut’, aby bol jasne viditeI'ny pod mikroskopom. Bunkové membrany svalovych vlakien
vo vzorke svalu z biopsie od pacienta s DMD zostavaju tmavé. Vzorky od zdravych pacientov
vykazuju neprerusené ostré Ciary fluorescentného svetla a pri vzorkach pacientov s BMD su
tieto ostré svetelné Ciary vidite'né len miestami.

Dr. Johan den Dunnen z Leidenského univerzitného medicinskeho centra poslal spravu, ktora
hovori, ze udaje o DNA nie st dostato¢né na zhodnotenie, ¢o sa na arovni MRNA deje a teda
nie je mozné sa rozhodnut’, ktory AON pouZit pri lieCbe preskokom exonu. Zverejnené udaje
ukazuju, ze u5 az 10% pacientov s DMD s mutaciou odstranenie alebo duplikacia neboli
vysledky také, ako sa ocakavalo. Teda skor ako je takato liecba zacatd, zo svalovej alebo
koznej biopsie by mala byt izolovand mRNA a sekvenovana okolo miest preruseni pri
mutécii odstranenie alebo duplikacia na potvrdenie toho, ¢o sa predpokladalo pri testoch
DNA. Tato skuska bola vykondvana pre vSetkych chlapcov s DMD, ktori sa podiel’ali na prvej
klinickej skuske preskoku exénu v Holandsku. Dalej boli pouzité vypestované bunky na
odskuSanie, ¢i lieCba preskoku exonu mala ucinky, aké sa poZadovali. T.j., Ze posledny
nukleotid pred odstranenym exonom alebo exénmi bol spojeny s prvym nukleotidom za
odstrdnenymi exonmi bez posunutia Citaciecho rdmca. mRNA moZe byt tieZ pouZzitd na
najdenie vzacnych mutacii, ktoré spdsobujii zaclenenie intronovych fragmentov medzi exony
V posplietanej dystrofinove] mRNA.

Zacala sa nova éra genetickych testov na DMD.

CETT (Collaboration, Education and Test Translation Program). Tento program
odprezentovala Madhuri Hegdeova z Emory University School of Medicine v Atlante, v
Georgii. Projekt je spoloénym vyvojovym projektom a je podporovany Centres for Disease
Control and Prevention v Atlante (vid poznamka 73), Office of Rare Disorders of the
National Institutes of Health”® v Bethesde pri Emory University v Atlante, American Society

" Western blot - je technika na baze elektroforézy a enzymatickej reakcie, hojne vyuZivana v imunologii,
molekularnej biologii a medicine k detekcii Specifickych protilatok. Touto metdodou sa v praxi diagnostikuje
rad infekénych ochoreni ¢loveka a zvierat.

"® Kancelaria pre vzacne ochorenia pri narodnom institate zdravia (vid’ poznamka 56)
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of Human Genetics’®, American College of Medical Genetics®, Society for Inherited
Metabolic Disorders®’ a Genetic Alliance®. Tato spolupréca sa zacala v roku 2006 s cielom
zmenit’ neuspokojivy prenos genetickych testov z vyskumu do klinickych laboratérii pre
vzacne ochorenia:
1.) podporou Klinickej a vyskumnej spoluprace na vyvoj vysokokvalitnych genetickych
testov
2.) podporou zberu genetickych a klinickych udajov do verejnych databaz na
presadzovanie vyskumu na dosiahnutie liecby
3.) vyvojom smernic pre laboratdrne testovanie
4.) podporovanim a distribuovanim najnovSich informac¢nych materialov pre pacientov,
ich rodiny a pre zdravotnicky a opatrovatel'sky personal, ktory sa o nich stara.

Detaily o0 programe CETT moZete najst’ na Internete na www.cettprogram.org.

DMD bola jednou z prvych skupin ochoreni, na ktoré bol pouzity model programu CETT na
vyvoj spoluprdce medzi zainteresovanymi stranami - zastupcami lekarov, vyskumnikov a
pacientov. Vdaka snahe mnohych [ludi, ako bol v minulosti Jerry Lewis z MDA
a Vv sucasnosti je to Patricia Furlongova z PPMD, st problémy a potreby okolo 10 000
chlapcov s DMD v USA zname nielen Sirokej verejnosti, ale aj politikom vo Washingtone a
v hlavnych mestach ostatnych statov. Spolupraca medzi CETT a PPMD vlastne dosiahla svoj
prvy dolezity ciel. Tym je legalizdcia a implementacia testovacej metddy na zéklade
mikropoli, pouzitim genetickych cipov pre diagnostiku DMD na Emory University, sluziacej
na rozpoznanie mutacie v géne dystrofine. Testovanie na baze mikropoli je extrémne citlivé
a velmi rychle. Legalizicia v tomto kontexte znamenda, ze vysledky ziskané na zaklade
metddy genetickych ¢ipov z mnohych vzoriek od pacientov s DMD a od nosicov s réznymi
mutaciami, boli porovndvané s vysledkami ziskanymi pomocou inych uznanych skusobnych
metdd na tych istych vzorkach. Vo vSetkych pripadoch sa dospelo k rovnakym vysledkom.

Novy test pomocou metody genetickych ¢ipov. V druhej Casti svojej prezentacie doktorka
Hedgeova popisala tento novy test pozostavajuci z dvoch krokov. Krok jeden pouZziva pole
CGH (Comparative Genome Hybridization®) celej genetickej postupnosti dystrofinu v dizke
2.2 milibna bazovych parov. V tomto kroku sa daji identifikovat muticie odstranenie
a duplikacia v exoénoch. Krok dva sa stdva nevyhnutnym, ak sa v kroku jeden nepodari
identifikovat’ ani jednu z uvedenych mutacii.

Krok 1: Tieto genetické Cipy st tlacené spolocnost'ou Roche-NibleGen Systems Inc. v meste
Madison vo Wisconsine. Na sklicko srozmermi 1x3 palce (25x76mm) je pomocou
autorizovane] techniky, nazyvanej ,,Maskless Array Synthesizer* sysntetizovanych 400 000
DNA oligonukleotidov, oznacovanych ako skiSobné oliga a tieto su spojené do pravidelnych
tvarov, nazyvanych pole. Oliga su dlhé priblizne 45 az 60 baz a pokryvaju (dvojmo) 2,2
miliéna bazovych parov génu dystrofinu. Oligd s syntetizované so Zelanou postupnost'ou

" Americka spolo¢nost’ ludskej genetiky - sluzi vedcom vo vyskume, profesiondlnym lekdrom a verejnosti

a uposkytuje im informacie z oblasti genetiky, organizuje rozne fora, lobuje za podporu vyskumu, poskytuje
vzdelanie budicim genetikom a pod.

8 Americka vysoka Skola lekarskej genetiky - organizicia pozostavajiica z biochemickych, klinickych,

cytogenetickych, lekarskych a molekularnych genetikov, konzultantov ainych profesionalov, ktori sa

zaviazali sluzit’ lekarskej genetike

8 Spolo¢nost’ pre dediéné choroby metabolizmu - zdruzuje odbornikov a napomaha vyskumu v tejto oblasti,

zalozila siet’ centier na liecbu a diagnostikovanie tychto choréb s ciel'om spristupnit’ ich pacientom

8 Geneticka aliancia - zastreSujiica organizicia pre vietky organizicie na obhajobu ziujmov TIudi so

$pecifickymi ochoreniami

% CGH - molekularna cytogenetickd metdda na analyzu kopii mnozstva zmien (zisky/straty) v DNA, ktoré sa

nachadzaju v DNA subjektu a ¢asto aj v tumoroch
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génu dystrofinu priamo na sklicko. Vzorka obsahujica DNA pacienta je najprv nastrihana na
mensie kusky priblizne rovnakej dizky ako st sktisobné oliga a st oznacené fluorescentnou
farbou. Ked’ je tato vzorka rozlozena ponad celé pole, pacientova DNA sa moze Specificky
viazat, hybridizovat' (krizit sa), pomocou Watson-Crickovych bazovych pérov (vid
poznamka 23) s komplementdrnymi skuSobnymi oligami v poli na sklicku. Tie skuSobné
oliga, ktoré sa skombinovali s partnermi z pacientovej vzorky potom moézu byt viditené
a zaznamenané pomocou flourescentného svetla produkovaného farbou na pacientovej vzorke
po jej osvetleni ultrafialovym svetlom. Pokial’ pacientov gén obsahoval mutaciu odstranenie,
zodpovedajuce skusobné oligd zostanii samotné - nehybridizované - ateda neprodukuju
ziadne svetlo. Ked su postupnost a pozicia nehybridizovanych sktSobnych olig zndme,
hranice mutacie odstranenia (body zlomu) mézu byt v géne stanovené s velmi velkou
presnostou. Ked’ st nejaké exdny duplikované, sparovanych je dvakrat tol’ko skuSobnych olig
SO sVOjimi partnermi, takze intenzita nimi produkovaného fluorescentného svetla je dvakrat
silnejsia.

Vysledky tejto metddy st kvantitativne, preto mézu byt mutdcie odstranenie a duplikécia
rozpoznané nielen v jednom géne dystrofine chlapcov s DMD, ale aj v kazdom z dvoch génov
dystrofinov Zien. Teda testovanie pomocou genetického ¢ipu mdze pomdcet’ ur€it, ¢i Zena je
alebo nie je nosickou DMD, ¢o je vel'mi dolezité pre presné genetické poradenstvo. Ked'ze
tdito metdda detekuje mutdcie na Urovni samotného génu, ma vyhodu Vv tom, ze hlada
priblizné body prerusenia mutacii odstranenia a duplikacie, t. j. zaciatky a konce tychto
mutécii, ktoré su vo vicsine pripadov vo vnutri intrénov. To mdZze byt délezitym objavom pri
dalsom skumani dovodov vzniku roznych klinickych symptémov pacientov s rovnakou
mutéaciou. Je Coraz jasnejsie, ze intrény nie si geneticky odpad, ale ze obsahuju regulacné
postupnosti, ktoré by, o. 1., mohli ovplyvnit’ vyvoj niektorych klinickych priznakov. Ak su
porusené mutaciou odstranenie, je mozné, ze by to mohlo viest' k rozdielom v klinickych
symptomoch.

Krok 2: Ak sa v Kroku 1 nepodari identifikovat’ ani mutaciu odstranenie ani duplikaciu, na
rad prichddza Krok 2, ktory dokéaze identifikovat bodové mutacie, ako napriklad malé
mutacie odstranenie alebo vlozenie. Pre tuto druht Cast’ analyzy je pouzité tzv. Resequencing
Array (opéatovne sekvenované pole), ktoré pozostava zo 47 000 bazovych parov. Umoziuje
hl'adanie bodovych mutacii

1.) vo vSetkych 14 000 bazovych paroch vSetkych exonov v dystrofine

2.) v 8 promotoroch génu dystrofinu

3.) vintronovych sekvencidch dizky 100 bazovych parov v hrani¢nych oblastiach
vSetkych 79 exénov

4.) v sekvenc¢nej oblasti okolo piatich znamych vzacnych mutacii vo vnutri intronov.

Tento krok - resequencing® (opitovné sekvenovanie) - overuje pri kazdom nukleotide
Vv cielovych oblastiach génu dystrofinu, ¢i je pritomnd beznd baza, alebo ¢i bola nahradena
jednou z troch inych mozZnych baz, alebo ¢i bola baza odstranena ¢i vloZzena nejaka ina extra
baza.
Bodové mutacie, drobné odstranenia a vlozenia, moZu spdsobit’
1.) posun ¢itaciecho ramca v mRNA, ¢o vedie k DMD (posunové mutacie, alebo ,,frame
shift mutations®)

2.) vymenu jednej aminokyseliny v proteine dystrofine za inu, ktorda méze, alebo nemusi
sposobit’ DMD alebo BMD (tzv. ,,missense mutations*)

8 Proces, kedy sa RNA alebo DNA rozdeli na jednotlivé sekvencie, pomocou niektorej z vhodnych metod sa
jednotlivé sekvencie zvicsia a opét’ sa porovnaju s pdvodnymi sekvenciami RNA resp. DNA.
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3.) vyskyt predcasného stop kodonu tam, kde je prerusena syntéza dystrofinu (tzv.
,honsense mutation‘)

4.) vzajomné ovplyviovanie so spajacim mechanizmom, ktoré méze viest' k odstraneniu
exonu v mRNA (mutacie spajacej strany alebo ,,splice site mutations®)

5.) poruchu promotoéra, ktora méze viest' k celkovému zastaveniu syntézy dystrofinu
a k vzniku DMD

Vzacne vynimky. Ako pri vSetkych genetickych testoch, aj tu sa moze v niektorych
vynimocnych pripadoch stat, ze metdda genetickych Cipov neidentifikuje u chlapca, ktory
vykazuje priznaky DMD Ziadnu mutaciu, pretoze sa moéze nachadzat mimo testovanej oblasti.
Preto sa uvazuje s metddou genetickych cipov, vyuzivajucou 2,1 milidona skuSobnych olig
v extrémne hustom poli. Taktiez sa vyvijaji metoédy genetickych Cipov na testovanie
ostatnych nervovosvalovych ochoreni, pre pouzivanie vzoriek slin alebo suchych krvnych
Skvfn z novovznikajucich rastrovacich programov. Proces legalizacie tychto metdd stéle
napreduje.

Vyhody. Okrem spominanych vyhod, akou je napr. vysoka citlivost’ pri hl'adani vac¢Sinou
vSetkych mutacii v géne dystrofine pacientov s DMD a taktiez aj u nosicov DMD, je hlavnou
vyhodou rychlost’ celého procesu skusky, vysoka citlivost’ a presnost. Krok 1 trva asi iba
sedem dni, pricom mutédcia odstrdnenie je detekovand v 60% a mutacia duplikacia v 5%
pripadov. Dalsich strndst dni trva najdenie bodovej mutécie v zostavajucich 35% pripadov.
Novy geneticky test je uz dostupny. Ak si zelate, aby Vas syn alebo pribuzni z matkinej
strany boli tymto testom odskusani, kontaktujte prosim Emory Genetics Laboratory v Atlante
prostrednictvom ich stranky www.geneticslab.emory.edu, alebo na tel. Cisle 404 778-8500,
kde Vam povedia o nakladoch na testy a 0 poisteni. V pripadoch, v ktorych sa nezisti ziadna
mutécia, je k dispozicii sekevnovanie cDNA pouzitim mRNA ako Startovacieho materialu.
Tento test vyZaduje vzorku svalu zo svalovej biopsie. Akceptované su aj krvné a svalové
vzorky z tizemia mimo USA.

Budicnost’ CETT. Strany zainteresované v programe CETT veria, Ze pocas nasledujucich
niekol’ko rokov vznikne siet’ klinickych laboratdrii, najprv v USA a neskor mozno aj v inych
krajinach, kde by bol tento rychly a spol'ahlivy test dostupny pre vSetkych pacientov s DMD
aich pribuznych zmatkinej strany. Organizacia PPMD sjej novou iniciativou
DuchenneConnect bude poskytovat’ pristup k tomuto programu a ku vSetkym informa¢nym
materidlom pripravovanym pre celil komunitu okolo DMD.

Iniciativa DuchenneConnect bude podporovat’ spolupracu a genetické analyzy
DMD.

DuchenneConnect je akymsi zakladnym a zlomovym informa¢nym smerovacom, ktory celi
komunitu okolo DMD a BMD, t. j. pacientov aich rodiny, profesionalov z radov lekarov
a vyskumnikov a farmaceuticky priemysel spdja do jedného zdroja na vymenu udajov,
napadov a rad, ako aj najnovsich informacii z vyskumu a aktualnej liecby.

Kyle Brownova zo spolo¢nosti Innolyst Inc. zo San Matea v Kalifornii, ktorej cielom je
,»spojit neziskovll vyskumni komunitu“, popisala novy program PPMD s nizvom
DuchenneConenct, jeho vztah sprogramom CETT apotreby registrovania vsetkych
klinickych a genetickych informacii o takom mnozstve pacientov s DMD a BMD, ako je to
len mozné. Kyle na stretnuti oslovila rodiny tak trocha osobne:

,Chceme poznat’ choré deti a ich rodiny. Chceme, aby ste poskytli informécie programom
DuchenneConnect a CETT. Potrebujeme klinické a genetické tidaje o Vasom dietati a radi by
sme vedeli, kde Zijete. Ked nechame vedcom, farmaceutickym spolo¢nostiam a inym
registrovanym partnerom VasSe lekarske udaje - s Vasim povolenim - budeme drzat' udaje
0 Vasom bydlisku bokom, kvoli ochrane VaSho sukromia. Zoznam otdzok, na ktoré
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potrebujeme odpovede je uz riadne dlhy: Akym sposobom bol Vas chlapec diagnostikovany?
Aké boli vysledky jeho genetickych ainych testov? Ako chodi? Podstupil ortopedicky
chirurgicky zakrok kvoli kontraktGram a skolibzam? Aké technické pomocky pouziva?
Potrebuje pomoc pri dychani? Akym sposobom? M4 problémy so srdcom? Su vo Vasej
rodine aj ini ¢lenovia s rovnakou diagnézou?

Tento zoznam nie je Uplny, v naSich dotaznikoch je viac otdzok a Vv blizkej budicnosti sa
dokonca rozsiri. Tento proces prenosu informacii bude kontinudlny mechanizmus ,,otazka
a odpoved™, pretoze musime byt' s Vami v kontakte pocas dlhého ¢asu.

Pomocou DuchenneConnect budete moct’ vidiet, ako sa vyvija ochorenie Vasho chlapca
V porovnani s ostatnymi. My Vam ukézeme, kde vo Vasom okoli su najlepsi poradcovia
v oblasti genetiky. A aby nasa praca mala pre Vas stale vac¢si vyznam, potrebujeme Vase
navrhy a napady, ktoré nam kedykol'vek mozete adresovat’.

Vase tdaje budu v anonymnej forme pontknuté vedcom v oblasti DMD vsade tam, kde to
budt potrebovat’ pre ucely svojho vyskumu. Teda takym spdsobom, aby nebolo zname Vase
meno, adresa ¢i akykol'vek iny sposob, ako Vas identifikovat. My budeme spolupracovat
S inymi podobnymi registrami vo svete, za predpokladu, ze sa drzia rovnakych Standardov ako
my. Taktiez farmaceutické spolo¢nosti budi mat’ pristup k tymto idajom, napriklad v pripade,
ze budu potrebovat’ pre svoje klinické skusky pacientov s konkrétnou formou mutacie. Ale ak
Vs budu potrebovat’ kontaktovat’, buda sa nds musiet’ opytat’, ¢i ste dali stihlas s poskytnutim
tychto udajov. Teda vzdy bude kontrola toho, ¢o sa stane s Vasimi pomerne osobnymi
informaciami.

Vysledkom toho vSetkého bude rozsiahla spolupraca nielen na narodnej ale dokonca aj na
medzinarodnej arovni, Vv ktorej bude Vas chlapec acela jeho rodina hrat' najddlezitejSiu
ulohu.*

Zapiste sa prosim do nového informacného centra PPMD, aby ste sa stali sti¢ast'ou jej silnej
siete: www.duchenneconnect.org. Momentalne je jedinym pouZzivanym jazykom na tejto
stranke anglictina, avSak v blizkej budiicnosti budu dostupné aj preklady do inych jazykov.

Co znamena slovo ,,spojena“ v nazve tohto stretnutia vo Filadelfii?

Zaverecné slovo Patricie Furlongovej. Znamena, ze kazdy chlapec a mlady muz s DMD mad
vyznam Spolu s jeho rodinou, lekarmi a opatrovatel'mi, ktori sa uist'uju, Ze chlapec moze viest
zmysluplny Zivot ako aj spolu s vyskumnikmi, ktori robia vSetko pre to, aby pre nich nasli
liecbu. Spojeny tieZ znamena, ze vSetci, cela DMD komunita, musia drzat pokope a pracovat’
pokope tak, aby DMD uZ viac neskracovala priemerna dizku Zivota ¢loveka zo 70 rokov
(alebo 25 000 dni) na hodnotu 20 rokov (alebo 7 300 dni) odo diia stanovenia diagnozy.
Stcasnd medzera chybajucich 50 rokov sa musi zmenSovat' a zmenSovat, az kym uplne
nezanikne, ked'Zze vnie prili§ vzdialenej budicnosti bude existovat mozno nie uplné
vyliecenie DMD, ale aspon efektivne lieCenie. Moji dvaja synovia zomreli, ked’ mali 15 a 17
rokov, nedostali ani tych 7 300 dni. To vSak bolo pred desiatkami rokov. V poslednych 10
rokoch pribudlo okolo 1 500 dni, ¢o je asi Stvrtina zivota pacienta s DMD a chlapci tak majt 8
800 dni, t. j. 25 rokov viac alebo menej odo dia stanovenia diagndzy. Teda existuje progres
atento sa bude zrychlovat’ so vSetkymi lieCebnymi postupmi, ktoré¢ st aktivne sledované
v mnohych svetovych laboratdriach a nemocniciach.

Zoznam vyskumnych stratégii je dlhy. Mnoho z nich na stretnuti odznelo a Vy si moZete
uvedomit, Ze sakumulovanim pozitivnych poznatkov aso stidle rasticim poctom
prebichajicich skusok napredujeme. Ze existuje dokonca realna nadej, Ze minimalne jedna
alebo viac z novych technik - preskok exénu a potlacenie predcasnych stop kodonov - ma
realnu Sancu vyvinat’ sa do zmysluplnej liecby v najblizsich par rokoch.
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Casto sa obavame, Ze nale Cakanie bude nani¢, ale toto stretnutie ukazalo, Ze existuje
zmysluplny progres, Zze nielen vyskum pokroéil, ale aj lekarska starostlivost o chlapcov
a mladych muZzov sa zlepSuje a - €o je pomerne dolezité - verejnost’, vlady a ich zdravotnicke
agentiry v mnohych krajinach si uvedomuji, Zze DMD je celosvetovy problém, S ktorym
musime skoncovat' spolu. Dostupné je znacné mnozstvo peniazi a naSe vlastné snahy, ktoré
mozu byt eSte intenzivnejSie, vyrazne prispievaju k tomuto financovaniu, ktoré umoziuje
tvorbu novych vyskumnych programov a urychl'uje dlhodobejsie a vyspelejsie stratégie.
Niektoré z klinickych skuasok chlapcov s DMD, $pecialne najdolezitejSie z nich - preskok
exonu, precitanie predcasnych stop kodonov, zvysenie regulacie utrofinu a prenos génov, su
vyuzivané novymi neobvyklymi lieCebnymi technikami. Preto musia byt tieto skusky
vykonavané vel'mi opatrne, aby boli maximalne bezpecné a Gcinné. Potrebnych bude viac
skusok, preto potrebuji vedci Vasu stalu spolupracu aj napriek tazkostiam, cestovaniu
a mnohym niekedy zloZitym testovacim procediram, ako napr. opakované biopsie, dokonca
ked’ nie je oakavany ziaden lieCebny prospech. Nevyhnutnou je tcast’ ovela va¢sieho poctu
Vasich chlapcov.

DMD nie je l'ahké ochorenie. Pravdepodobne nebude existovat’ jedina liecba, ktorda by
pomohla uplne vsetkym pacientom. Viac pravdepodobné je, Ze bude existovat kombinacia
roznych technik na ziskanie najefektivnejSej cesty pre ich lieCenie. A Ziaden z nich nezostane
bokom. PTC124 vstupuje do fazy-IIl. Exon 51 je prvy, ktory sa v skaskach podarilo
preskocit’, ale d’alSie budu nasledovat, aj pre zlozité a menej bezné mutacie. Mnohé skusky
sovela viac konvenénymi pristupmi ukdzu pozitivne vysledky, ktoré by mohli viest’
k viacerym druhom lie¢by, nelieciacich sice ochorenie, ale aspofi by ho spomalili a ochranili
by svaly do ¢asu, kym by sa nasla u¢innej$ia a trvalejsia liecba.

Pochopte prosim, ze mnohé zbuducich lieCebnych postupov budu Specializované na
konkrétne mutéacie. Tzn., Ze je dolezité, aby bola zndma presnd mutédcia kazdého chlapca
s DMD, aby sa dalo rozhodnut’, aky typ lieCby by bol pre neho ten spravny. Existuji vel'mi
vykonné metddy, s ktorymi mdézu byt muticie presne analyzované a tiez také, ktoré dokazu
identifikovat DMD prenaSacstvo aj u ich matiek a u zenskych pribuznych. Tymto sa stava
genetické poradenstvo ovela spolahlivejsie.

TakZe toto, je naSa pozicia: VSetky deti amladi muzi s DMD kdekol'vek potrebuju
a zasluhuja si pristup k presnému a v€asnému diagnostikovaniu, genetickym testom,
najmodernejSej starostlivosti, prileZitost zucastiovat sa klinickych skaSok a pristup
k slubnym liecebnym postupom. Aby sme skoncovali s DMD, musime sa navzajom spojit’
a pracovat’ spolo¢ne tak, aby sa 8 800 dni zivota s DMD vV ¢ase stanovenia diagnozy zmenilo
na 25 000 a viac.

Tato sprava, napisana najmi medzi septembrom a novembrom 2007, je taktiez dostupna v Spanieléine
anemcine. Moje predchadzajuce spravy v angliCtine, nemcine a Spaniel¢ine si moZete pozriet' na
Internete na stranke www.duchenne-research.com. Vyrocné stretnutie Britskej organizacie Parent
Project Muscular Dystrophy - PPUK - vroku 2007, tu nazyvané Action Duchenne, sa konalo
v Londyne od 2. do 4. Novembra. Si¢asnu spravu aktualizujem poc¢as nasledujucich mesiacov novymi
vedeckymi poznatkami prezentovanymi v Londyne. Ti, ktori si Zelaji dostavat’ moje d’alSie spravy e-
mailom, akondhle budu dokoncené, by mi prosim mali poslat’ ich e-mailovl adresu.

Giinter Scheuerbrandt, PhD., Im Talgrund 2, D-79874 Breitnau, Nemecko. E-mail: gscheuerbrandt@t-
online.de

Prelozil: Filip Zeman
Odborna kontrola: MUDr. Andrej Vranovsky
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