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Tady je Christianovi 5 let. Ma
alovou dystrofii Duchenne — DMD
-Duchenne muscular dystrophy

MD jsem u n¢&j zjistit, kdyZ mu byly
3 tydny z jeho CK skreeningového
testu.

Duchenne je dédi¢né onemocnéni,
které postihuje pouze chlapce.
rvni priznaky se objevuji ve véku 4
az 6 let.




Priblizn€ okolo 12. roku ji1z chlapci

potiebuji ke svému

zivotu 1nvalidni vozik,
ale jinak muzou zit prakticky normalni zivot a vénovat
se svym koniCkuim, jak je vidét na tomto obrazku z

demonstrace za dalsi vyzkum DM!

D ve Washingtonu.



Détr s DMD se narodi bez ptiznaku
onemocneni.

Ale v jednom z jejich nejvétsich genu z
celkoveho poctu 20488 se nachazi chyba. V
jejich téle nedochazi k vyrob& nezbytné
dalezitého proteinu pro fungovani svala. A
protozZe je toto dédicné onemocnéni dosud
nevylécitelne, je tato diagnoza smrtelna. K

srdeCnimu nebo dechovému selhani dochazi
kolem 25. roku.



Priblizn¢ 1 z 5 000 narozenych chlapcu ma
Duchenne.

Dnes zije na celeém svété priblizné€ 300,000 —
400,000 chlapcu a muzu s DMD.




DMD je zpusobena chybami v dystrofinovém
genu.

Geny jsou dlouhé useky dvojsroubovice
genetického materialu.

Jednotlivé pricky Zebficku Sroubovice jsou
Ctyf1 druhy bazi - - pismena genetické
abecedy.

Pismena jsou chemické latky, jejichz jména
jsou ve zkratce A, G, C a T (nebo U).

Gen obsahuje informace pro vyrobu proteinu
dystrofinu, ktery stabilizuje svaly.

Gen pro dystrofin je nejvétsi z naSich 20,488
genll a obsahuje2.220.223 genetickych
pismen



V roce 1953 spravné
popsali dvousroubovicovou
strukturu DNA James
Watson a Francis Crick v
Casopise Nature a sestavili

. jeji model.

' Chemicky nazev dvojité
Sroubovice je
deoxyribonukleova

- kyselina, zkracen¢ DNA.
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Jednou z nejdulezitéjSich vlastnosti
dvojité Sroubovice je
"Watson-Crick" vazba obou retézcu.

Zde je , kratka Cas

t Sroubovice

rozprostiena jako zebrik.
Strany drzi pohromadé pricky, ktere se
vzdy skladaji z

dvou ruznych

A-T nebo
a
G-C nebo

paru bazi:
T-A

C-G



Co znamenaji
4 geneticka pismena?

A = Adenine
T =Thymine
G= Guanine
C= Cytosine

Jsou to chemicke latky, zakladny, které presné
zapadaji mezi1 strany zZebriku



— Rada pismen

(. Z paru bazi,

. obsahuje genetickou informaci
. pro funkci Zive bunky. To je take
| dédi¢né.

(+—

Tyto strany lze oddélit,
takze informace
lze Cist nebo ménit.
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Pt1 parovani bazi se
presune sekvence bazi na
urcite misto DNA a tam
se pripoji podle Watson-
Crickovského parovani..



o Zde jsou dvé sekvence na
i pozadovanych mistech v DNA.

Sekvence jsou komplementarni:
A se vzdy vaze na T,
gl a G na C, (nebo naopak).

Funguje to jako zip se 4 ruznymi zuby.

T—
Claid
Toto hledani a nalézani
G__ . . . I'4 .
| je velmi specificke a hraje
e |G Klicovou roli1 pro metodu CRISPR
o




p1 L Basal membrane proteins
Laminin-2 (merasin)

v Dystroglycans

Sarcospan
Sarcoglycans
© Dystroglycans

© Syntrophins l{

Extracellular

Intracellular
— Rt e m Syntrophins

ANOS| @ @

i D:.rslml:rreum

Cytoskeletal actin filaments

Dystrofin, jehoz mutace zpusobuje DMD, je soucasti komplexu
mnoha proteinl v membranach svalovych bunék.

Stabilizuje svalové membrany béhem kontrakce svall a funguje
jako tlumic narazu.



Chcete-11 ziskat predstavu o skuteCnych rozmeérech :

Dystrofinovy gen se svymi 2,2 miliony genetickych
pismen je 0,75 mm dlouhy, pokud jej natahnete.
ZatoCeny dohromady se vejde do
bunécneho jadra o pruméru 0,01 mm.
Molekula dystrofinu je velka 0.000125 mm.
8,000 molekul dystrofinu se vejde do 1 mm.
Jeden gram svalové tkan¢
obsahuje 114 miliard dystrofinovych molekul.



Vice nez 20 let hledaji védci mozné terapie 1€Cby:
Exon skipping — tato metoda by mohla zpomalit
degeneraci svalu.
Zde je kratke shrnuti:

Z 2,2 milionu genetickych pismen dystrofinoveho genu, se
pouziva jen 11,000
pro biosyntezu proteinu dystrofin.

Ty jsou seskupeny do 79 aktivnich sekvenci takzvanych
exontl.



Cast zakladni sekvence genu pro dystrofin

Dva exony Mezi exony jsou introny, které nevyrabi proteiny a
jsou casto mnohem delSi nez exony.

Aatagpattaactttactgctcatctcattggtctgccaaattggaaagacattttaggcctcattctecatgtt
ctaatftagtctctggaggacattcatggacaattcactgttcattaatctatcgtcttecctttaactttgatt
tgttcafftatccttttagagtctcaaatatagaaaccaaaaattgatgtgtagtttaatgtgecttacagATGT
TGATACQRCCTATCCAGATAAGAAGTCCATCTTAATGTACATCACATCACTCTTCCAAGTTTTGCCTCAACAA
TGAGCATTGAAGCCATCCAGGAAGTGGAAATGTTGCCAAGGCCACCTAAAGTGACTAAAGAAGAACATTTTC
GTTACATCATCAAATGCACTATTCTCAACAGgtaagtgtgtaaaggacagctactattcaagatgttttctg
tyttatatgcatttttaggtattacgtgcacatatatatataacttatatgtatatacacgtgtatatataca
cctaatgtatgtatatgtacaaaaagagacagactaaaccttttcaattttgcttcattgactacaatat
tcjtttcaaaacatattttaaaaatactattcatatgtaccatatcataggaatatagaacataatatattaa
attfccattgtgtaacacacaatgaaatgaaaggcaaacttacgtacatattaaactctaaaatcttcatcaa
ctadaacaaagagctagagaaagattaaaggcaaatacagtttttaatcattaaaaaatactttatgacaata
tgatytacaaagtcagattttgattattcaggataacaattttgaaaatagaaaagtgttttaaactatttca
aataadpcaataaagaaaaacattgatgaaattcttcgttacataattgtatagaatttagtggggttcttcca
tgacalftggcttgttctttctctcaacagtgggtggtttggatgttttcctatgectttctcaggcacaaacaa
cagtgaRgaaacctttagcaacatttctgctgaatgtgtggagagctcttaggccaaactctctcactttget

caacatgafyattaagtgccttcattctgggagtataccaatttcgaatatcatttatatatgtttagtattaa
acattgaat®§tcaccatttccatttaatgttctgttttctaccatgttggaaagtagtcctttcgggttactt
atggtttttdgeccecctectcectctatccactcecceccccaaaccecttetectgcagATCACGGTCAGTCTAGCACAGGE
ATATGAGAGAACTTCTTCCCCTAAGCCTCGATTCAAGAGCTATGCCTACACACAGGCTGCTTATGTCACCACC
TCTGACCCTACACGGAGCCCATTTCCTTCACAGgtctgtcaacatttactctctgttgtacaaaccagagaac
tgcttccaagataatctaacactgcttttacttgcttgaatttttcagtgeccttttatctcctecgtgaagagce
tggtttgtttttccaagttttattgattccctcatgtgattctgectttgttattgagtcttctectaggtttac



Okraje vSech 79 exonu normalniho
dystrofinového genu presné zapadaji do
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Pokud 4 exony 47, 48, 49 a
50 chybi jedna se o
mutaci.....



Zastaveni v exonu 51
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.. pak exony 46 a 51 do sebe nezapadaji a dfte ma DMD,

objevi se STOP pro cteni kodu v exomu 51.

Chceme-li obnovit Cteni, musime vynechat|exon 51, aby

mohla pokracCovat biosyntéza dystrofinu.
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Leva Cast konce exonu-52 bude pasQvat do
pravého konce exonu 46.
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Pak se neobjevi zadna znacka STOP a dojde k vyrobé
dystrofinu, ktery bude kratsi nez je obvyklé.
To zpusobi prevraceni DMD na mirnéjsi formu onemocnéni
Beckerovu dystrofii.
Z tohoto dlvodu exon skipping neni lék, ale |[éCba, ktera by
méla pouze zpomalit pribéh onemocnéni.



Lek, ktery muze preskocCit exon 51 je antisense-oligoribo-
nukleotid (AON)se sekvenci 20 genetickych znaki. Ta se
pi1poji na komplementarni sekvenci v exonu 51 s pouzitim
Watson-Crick (WC) parovani a zablokuje cely exon. Ten je
pak vynechan a neni vyuzivan pro syntézu dystrofinu.

Zde jsou dvé sekvence (misto T se pouziva U).
UCUUUACGGUAGAAGGAACU
AGAAAUGCCAUCUUCCUUGA

Modra sekvence je Iek Kyndrisa (Drisapersen). Ten se sklada
z 700 atomii. Cervena sekvence je komplementarni sekvence v
exonu S1.

A je vzdy naproti U, a G naprot1 C.



PreskoCeni exonu 51 by pomohlo 13%
vSech pacientii s D
80% vSech pacientu s DM D by potiebovalo
preskoCeni jinych exont

K prokazani ucinnosti exon skippingu 51
bylo od roku 2004 provedeno mnoho
klinickych studii.

Konecné v letech 2013/14

velka farmaceuticka spolecnost Glaxo-
Smith-Kline provedla rozhodujici III.
dvojité zaslepenou fazi

s 186 pacienty ve 42 zemich, ktera trvala 1
rok.



Bohuzel vysledky 1é€ené skupiny v porovnani
se skupinou s placebem nebyly dostatecné
vyznamne.

Proto FDA

Oznamila dne 14. ledna 2016, ze:

,, ...vyzkum neni pfipraven ke schvaleni
v jeho soucasné podobé. "

To znamena, Ze mnoho chlapct s DMD, se
teto 1eCby nedocka.



A nyni k druhé¢ Casti prezentace:

Védecky Casopis Science vyhlasil
védeckym prilomem roku techniku
CRISPR / Cas9 . Tato technika, by mohla
vylécit

DMD v blizké budoucnosti.

Nejvyznamnéjsi védci zabyvajici se touto
technikou
jsou dvé damy a jeden muz.



Emmanuelle Charpentier z
Max-Planck-Institutu v
Berliné a Jennifer Doudna z
University of California v
Berkeley. Kazda z nich dostala
Cenu od skupiny miliardaru v
hodnoté 3 mil. dolart v
listopadu 20135.
A 14. biezna 2016 dostanou
cenu Paul-Ehrlicha ve
Frankfurtu nad Mohanem v

hodnote€ 100.000 Euro.



Dr. Feng Zhang z Harvard
Broad Institute a MIT v
Cambridge, pracoval na
rozdil od predchozich dam
s celymi bunkami.

Z tohoto duvodu Dr. Zhang
dostal patent na CRISPR /
Cas9.

Ohledné€ prvenstvi jsou tam
nyni velké diskuze.



CRISPR je zkratka pro Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats -
enzymaticky komplex, ktery se dokaze
navazat na vybrané misto v DNA, vystiihne
kus sekvence a nahradi j1 jinou.

Nikdo to neumi nazpamét’!

CRISPR-DNA-sekvence s enzymem
Cas9 byl objeven bakteriich,
které je vyuzivaji k obrané proti virim.

D¢laji to ,,pfestiizenim® obou prament
virove DNA na kousky.



V roce 2012 se Jennifer a pozdéjr 1 Emmanuelle a Feng
rozhodli pouzit tento dimyslny zpusob a pouzili ho na
Sroubovicit DNA k jejimu rozstfizeni ve zcela presné
definovanych mistech.

Pak pripojili sekvenci nukleove kyseliny

na CRISPR protein, ktery presn¢ zapada

do genove sekvence, ktera ma byt vyfiznuta.

CRISPR potom vyhleda tuto sekvenci a provede stiih
uprostifed 3 miliard genetickych pismen vSech
chromozomu a vloZi tam Cas9 s kusy DNA.

Dalsi snimek ukazuje zjednodusené

jak se to d¢la.



Protein Crispru  Vodici RNA, ktera hleda misto v genu pro
stfih
Pridéla tam WC vazbu a prestiithne obé
DNA genu vlakna\DNA..

Guiae-t gVay

v‘r'




Cilem CRISPR techniky (genovych nuzek)

je opravit DNA s mutacemi, s chybami, které zptisobuji
dédi¢na onemocnéni.

DMD bylo jedno z prvnich onemocnéni, na které byla
tato technika vyzkouSena a popsana 22. ledna 2016

v Casopise Science.

Praci tymu Charlese Gersbacha jsem popisoval na
Duke Unmiversity v Durhamu v Severni Karoling.



Zpocatku se tato technika zkouSela na
modelu mdx mysi, ktera ma také DMD.
U tohoto mal¢ho zvifete musi byt
odstranén exon 23, aby dosSlo k obnové
vyroby dystrofinu. Pomoci adenovirt byl
pirensen do svalu mySi systém CRISPR /
Cas9 a odstiihnul DNA napravo a nalevo
od exonu 23 a opraveny systém opét
spojoval dva konce DNA.
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Na téchto obrazcich vidite ,
7€ exon 23
byl opravdu vystiithnut:

Oba pouzite¢ CRISPRYy se
svymi vodicimi sekvencemi

Rada exonu se stifthem
exonu 23

a dukaz

Z€ u mysi

exon 24 navazuje
Pfimo na exon 22

Sham  Casdl
GRNA




Tady je jedna z mdx mysi, ktera byla
oSetfena pomoci systemu CRISPR.

Gustav béhal velmi pomalu pred
zahajenim 1&Cby.

A po oSetfeni muze béhat mnohem rychleji a jeho
jeho problémy se srdcem takeé zmizely.



Takto bylo prokazano, Ze nova technika
dokaze skutecné vylécit dédicné onemocnéni.

Ale v soucasné dobé¢ lez pouzit pouze na malé
zvire.
Dité je mnohem vétsi.

Pfenos CRISPR systému s
jeho Cas9 proteiny do svalu ditéte
vyzaduje vyvoj nove techniku.

Vyvoj pro Clovéka je teprve na zacatku.



Proto bude jesté nékolik let trvat vyzkum

této techniky nez bude pouzitelna pro
1éCbu D

Proto je tfeba, aby vyvoj exon skipping
1€kt 1 vSech dalSich terapii pokracoval .



Na zaveéer néco dulezitého:

Exon skipping nezméni gen sam o sobé&, pouze ¢ast jeho
informaci. Takze ucCinek této leCby neovlivni dédi¢nou
informaci.

Ale CRISPR technika dokaze gen zménit aproto 1 uCinky této
1¢cby budou dédicne.

Diskuse o té¢to nadén¢ technice jsou intenzivni.

Pouziti by mélo byt prisn¢ kontrolovano.



Co muze CRISPR ovlivnit?

Mnohé¢ ze vzacnych dédi¢nych chorob budou 1¢citelne,
pokud budeme znat jejich podrobné geneticke priciny.

Muzou byt zniCeny cel¢ populace Skodlivého hmyzu,
které prenasi nakzlivé nemoci.

Napriklad: Komai1 rodu Anopheles a s nimi 1 malarie.



To bylo 20 let vyzkumu zaméteného na
DMD zkracenych na 45 minut!

D¢kujr Vam
Z.a Vasi
POZOornost
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