Duchennova Svalova dystrofie (DMD)

Exon skipping zméni Duchenneovu svalovou dystrofii v daleko mir§Si Beckerovu

Interview s profesorem Stephen D. Wiltonem

Profesor Wilton je Séfem skupiny Experimentalni lekalarni mediciny v Centru pro nervosvalové a nkagické
nemoci na University of Western Australia véstt Nedlands near Perth. 16.7.2006 po wiidkonferenci PPMD
v Cincinnati/Ohio, ktera praiila ve dnech 13 - 16ervence 2006, profesor Wilton odpovidal na otazkg@era Schuerbrandta,
PhD ptazky psany italikguo metod exon skipping, nejpokedlejSi metodu Iéby Duchenneovy svalové dystrofie. .

Exon skipping — klinické pokusy z#&inaji

Exon skipping je technika, ktera vyvolava syntéz
bilkoviny ignorovanim  casti genetického kédu
dystrofinového genu takZze dochazi k produkci dfystro
kratSiho nez je normalnéimz neni rychle postupujici
Duchenneovu svalovou dystrofii v daleko pomalej
postupujici Beckerovu. Timto potencialnim Iékemu jso
antisense oligonukleotidy, zkraegeAONy nebo taky oliga.
Behem dleZitého setkani v Cincinnati byly diskutovany
detaily této techniky, které nebudeme v tomtoninés
opakovat.

Na za‘atek niZete, prosim, vystlit rodindm s chlapci
s DMD co velmi slibné vysledky vyzkumu znamenaijityr
kte'i zoufalecekaji na I¢bu této hrozné choroby.

Nepouzival bych slova #éa, exon skipping nikdy DMD
nevyl&i. V nejlepSim gipact budeme schopni zredukovat
zavaznost choroby, wkterych gipadech vyrazh

Radtji bych byl opatrg optimisticky aiekl Ze pokud
budeme schopni nemoc ovlivnit pomoci metody exo
skipping bude to s¢dre silng.

Hovafim o metod exon skipping s rodi docelacasto.
Také jim to vysitluji a vzdy dodavam, Ze AONy byly
odzkouSeny pouze najatech takZze nikdo dénemizerict
jestli to bude fungovat i u chlafgcPak dodavam, Ze klinické
testy na chlapcich s DMD préved’ probihaj, ty ndm ukazi
jestli metoda exon skipping bude fungovat @gech nebo
ne.

Prav to je divod pra jsem na tomto setkani vZdikal,

Ze na3e laboratobyla schopna vyvolat ipska@eni vSech
exori kromg exonu 1 a 79. VSechny exony od 2 do 78
dokadZeme fskaiit. Mnoho exori dokazeme snadno
odstranit, &které vzdoruji, ale vyvijime metodu zvladajici i
tyto obtizné exony.

NaSe klinické pokusy musi byt prowdy pomalu, krok
za krokem, na nedti pro rodée, ktéi potrebuji I&bu nyni.
Dulezité je, Ze jakmile je jeden krok zvladnut paki@me
ihned dalsim. Nedpokladame velké bezp®stni
problémy v ny#jSich klinickych testech protoze jecEn
pouze jeden sval a poté odebran vzorek pro analW&si
riziko bude az testy pokéd do faze systematické dgy
celého &la pomoci daleko &Sich davek AON, zde nelze
vylou¢it nepredvidatelné vedlejSi efekty.

Nikdo nevi jak dlouho dystrofin vydrzi po dvou nebo
étyiech tydnech prvni y. V navrhu britského pokusu
bude od prvniho ddtvrtého tydne kazdy tyden odebran
vzorek z pisluSného svalu a otestovan molekularnim

metodami na fitomnost dystrofinu. To budeikaz toho, Ze
exon skipping funguje u lidi.

Myslim, Ze t& nikdo nebude experimentovat
s davkovanim nebo dobou podavéani, opravdovyikaziem
bude systematicka dba celéhoda, kterd ukaze jestli exon
skipping opravdu funguje i ve v3ech lidskych svhlea to
bude velmi obtizné protoZze netuSime kolik ADNude
potieba a jakasto je bude pt¢ba podavat.

Francesco Muntoni, ktery povede britské testy, gedn
fekl: ,Pronasleduje mne tini mira: Jak stanovime spravné
davkovani. Za deset let budeme diskutovat stalsatyé
problémy, které se @etreSi u I€by steroidy : podavat obden,
nebo deset dni ano, deset ne, nebo podle toho odkud
momentald fouka!“ A to mame jen dva podobné steroidy, a
dosud ani nevime jak vliastfunguiji.

U metody exon skipping budeme mizné typy AONi
pro mzné pacienty siznymi mutacemi. Bude to velmi
nara:ny vyzkum. Ale mozné jsem zdeilps pesimisticky.

Holandsti ¥dci z Leidenu pré&zkousi vynechani
exoni 51 a 46. ZkouSky budou roasiat na dalSi exony.

Budou muset pokazdé prochéazet zdlouhavou schvalovac
procedurou?

Budou muset mit pokazdé nové schvaleni protoze
technicky kazdy AON je novy lék. Ale doufame v te
AONYy pro prvni pokusy jsou vhodrvybrané vzorky a Ze u
dalSich bude moZno zkratit schvalovaci proceduru,
samozejmé¢ pokud se vSechny budou chovat podolmn
nebudou mit &aké vedlejSi negativnicinky.

My pracujeme na modifikovanych AONech s trochu
jingm chemickym slozenim, které se nazywdorfolino.
Tento typ slodeniny byl jiz testovan na lidech jako
potencialni antibiotikum. Morfolina prokazaly, Zesou
bezp&né, a protoZze nejsou #é¢ odbouravany zdaji se byt
perfektré stabilni. S morfoliny byly provedeny jiz rozsahlé
testy a proto nebudou vyzadovat tak rozsahlé WKéic
testovani jako jiné typy OAN nagiklad Holanfané
pouZivaji oligo stabilizované pomoci 20-methyl-thtis,
které jest na lidech nebylo odzkouSeno.

Morfolino m& Upl# odliSnou, nefirozenou konstrukci
takZze nehrozi, Ze bude zabudovdno do genomu. To co
délame neni ani tak genova terapie jako spiS modifka
genové genového produktu.

Jestlize se ukaze, Ze prvnich par morfolin jsoipbes®e
Iéky na svalovou dystrofii, doufam, Ze lidé, #tenaji na
starosti |ékovou regulaci, vezmou do Uvahyedzhozi
zkuSenosti a trochu zjednoduSi &nice co a jak ma byt
udélano pro o¥teni novych olig. Kdybychom muselildt
rozsahlé testy pro vSechna oliga tak bychom to sovied’
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mohli zastavit, bylo by prakticky nemozné to prdavés
nebyli bychom schopni & mnoho fznych mutaci
zpasobujicich Duchenneovu svalovou dystrofii.

V sowasnosti firma AVI Biopharma z Portlandu
v Oregonu vyviji morfolinova oliga jako latkycinné proti
viram, které by byly uteny pro stovky tisic lidi. A protoze
jde o léky utené pro BZnou populaci musi mit rozsahlé
bezpénostni testy tak, aby bylo jisté, Ze ani 0.1% #nic
nebude mit nawkavané nebo négdvidatelné negativni
reakce. Naproti tomu naSe Duchenneovska oliga rebud
podavana tisiam lidi ale spiS velmi specifickymifpadim
DMD. TakZe pokud se vyskytne problémovytigad,

k éemuz doufame Ze nedojde, mohlo by to postihnout je
jednoho nebo dva chlapce, a protoZe pacienti buddmi
peslivé sledovani Bhem |&by vSechny negativni reakce by
mély byt zjiStny velmi rychle a iy by byt okamzig
ucinény potebné kroky.

Stale se nZou vyskytnout &zné &inky pro rizné
nukleotidové sekvence olig. Musime si byidemi tohoto
rizika. Toto je otézka zvazeni potencialnich vexitdj
negativnich ginki a mozného zisku. Dokonce i kdyby se
vyskytly néjaké vedlejsi dinky u morfolin zandtenych na
nékteré mutace, zisk z obnoveni tvorbyitého mnoZstvi
dystrofinu by mohl pevaZzit toto riziko. Steroidy maji mnoho
vedlejSich dinkt a presto jsou akceptovany jako nejlepsi
[écba.

Na tomto setkani Dominic Wells ukazal, Ze kdyz
injikoval AONy piimo do sval mysi doséhl velmi dobrych
vysledki ve vynechavani pigbnych exofh na RNA Udrovni
jeS€ po 14ti dnech. To znamend, Ze morfolina vyvolavaj
preska@eni exofi jeS€ nejmérk po 14ti dnech. A samotna
bilkovina bude daleko stab#j$i nez RNA. To znamena, Ze
po 14ti dnech byste mohli dostat spoustu dystrofitery by
mohl vydrzet az 26 tydh to je 6 n¥siail Nikdy jsem
nep'edpokladal, Ze by dnky mohly byt tak dlouhodobé.
Funguje to lépe neZz sa&akavalo. A jestlize se vyskytnou
vedlejSi &inky poté co chlapec dostane morfolino doufame
Ze se najdou cesty jak to dostat pod kontroluakovém
piipact bude mit chlapec asi négemny jeden tyden a pak
bude do dalSi by, tj. 6 mésial v pohod. A zase musime
zjistit jestli I&ba dvakrat réné bude postéujici. Mizeme to
prirovnat k chemoterapii nebo radioterapiifi pléché
rakoviny. | ty maji zavazné vedlejSi efekty. Aepto jsou
akceptovéany protoze nic jiného préosieni.

Dva typy antisense oligonukleotid

Holand'ané zkousi svou verzi oliga (20-methyl-
phosphotioathes) praspsk@eni exonu 51, vy a Britové
budete testovat morfolino. Budete spolupracovai@ks je
diivod toho, Ze Holafiané pracuji s jejich odliSnym typem
oligonukleotidu?

Holandfané se =za#ili na tadu fKznych exoA,
Anglicané provedli porovnaniiznych AON1 a zjistili, ze
slowteniny, které jsme vyvinuli, funguji velmi didy
obzvlas¢ morfolino, a proto se rozhodli jej pouZzit v jejich
klinickych testech, které jsou stale ve fazi pléuav Zkusi
také greskdeni exonu 51 a to ziodu mit paralelni studii
k Holandskym tesim. TakZe budou moci porovnat AONy

=

s tiznym chemickym sloZzenim a porovnainnost iznych

typd l1écby. To by nemohlo byt provedeno kdyby zkouseli
vynechani jiného exonu. Takze pokud oba typy AON
budou bezpmé, prace na obou budou poioeat.
Doufejme, Ze oba budou mit podobné vysledky.

Nikdo fakticky nevi co se fite stat fi dlouhodobém
vystaveni organismuiznym AONim. Vychazime z toho, Ze
konkurence je zdrava a Ze nejsou ,v3echna vejesingm
kosi“. Jestlize ob metody jsou nafné musime pokrmvat
v obou.

A opét, pokud se #&o stane poréch letech &y
morfolinem vratime se #p k 20-methylu. Pokud ale
nebudeme mit nic nez jen morfolino tak budeme mit
problém. Proto kroghmorfolina a 20-methylu pracujeme i s
dalSimi typy AON s jinym chemickym sloZzenim.

Prvni experimenty s exon skipping

Ci je metoda exon skipping napad?

Myslim, Ze to bylo vyvinuto sdasré na reékolika
riznych mistech. Pracoval jsem na revertantnich eléhkrs
dystrofinem, ktera se spontanmwyskytuji v dystrofickych
svalech u #kterych chlapgé s DMD, a zkouSel jsem zjistit
jaky mechanismus to #pobuje. A bylo mi jasné, Ze je to
mechanismus umagjici preskait vhodny exon. Bylo to
piiblizné v roce 1994 kdy jsme objevili fudki mMRNA pro
zkraceny dystrofin. Poz{l, vroce 1996 jsem na mitinku
v Lake Tahoe potkaRyszarda Kolez University Severni
Karoliny. Hovdil tam o potl&eni abnormalni sesu v -
globinovém genu jako terapii pro thalassemii. Pokimd byl
prvnim c¢lovékem, ktery modifikoval expresi genu
modifikaci sedfhu. Pozdji jsem Ryszardem dkolikrat
hovail a pii jednom takovém rozhovoru mi to doslo, bylo to
jako blesk zistého nebe. Bylo jasné, Ze to ptétakhle
funguje. Jestlize je mozno pouzit pro p&gai abnormélniho
sestihu praé nezkusit stejny postup pro normalni &ibst
Par tydrii po navratu do Perthu jsem obdrzghbka oliga od
Ryszarda. Mli jsme jen par nefliS dobrych kultur
svalovych vladken festo jsme ihned wthli par pokus a
pomoci jednoho z Ryszardovych olig dosahli prvniho
preska@eni exonu.

TakZe jste byl prvni kdo aplikoval tuto techniku u
svalové dystrofie?

Svym zpisobem ano, finejmensim to byl prvni pokus
odstranit mutaci na dystrofinové mRNA igwbujici
chorobu. Myslim ale, ZzeMasafumi Matsuo z Kobe
v Japonsku byl prvni, kdo aplikoval AONy na trarigkr
dystrofinového genu. Whl to dive, ale tehdy jsem to
newdél. On ale fakticky vyvolaval ,Kobe* mutaci, deleci
exonu 19 na normalnim dystrofinovém transkriptu.l By
pravdipodobré prvnim ¢lovékem, ktery proved! feska@eni
exonu na dystrofinovém genu.

Nedavno léil chlapce s DMD sdeleci exonu 20
nitrozilni injekci specidlniho DNA oliga zaffeného na
exon 19. Podle poslednich informaci u tohoto chéapgo
nalezeno 6% normalniho mnozstvi dystrofinové mRNA a
také rgjaky dystrofin.. Podle dat, kterd jsem &lidto ale
nebylo feswdcivé. Aspai vSak dokazal, Ze systematicky
exon skipping je u chlajfijcs DMD mozny bez nebezgrgych
vedlejSich dinka.

Myslim, Ze hlavni problém zde byl vitb DNA oliga,
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které, pokud tomu spragrrozumim, reaguje s RNA tak, ze
MRNA je znEena enzymem nazyvanym RNAseH. Byl to
zavod mezi exon skipping mechanismem a mMRMA
degradaci pomoci RNAseH. Zopakovali jsme Matsu
pokus na mySich a zjistili, Ze funguje jen prékteré cile
(mySleny dalSi exony, resp jejich okraje, které(gastni
mechanismu “slepovani” exa)) nikoliv pro vSechny. Pak
jsme zkusili obyejné 20-methyl oligo se stejnou sekvenci
pro stejny exon 19, to bylo 30x az 40x efek¥gn Je to
zpasobeno tim, Zze 20-methyl oligo je stabilni oligoeré
pronikne do bu&k a vyvola peska@eni exonu ale nespousti
RNAseH mechanismus.

Kdy bude terapie na principu exon skipping?
Dystrofinovy gen byl nalezenqa dvaceti lety. VSichni

byli nadSeni, ze/iSti rok bychom mohli mit Iék. Caideme
Fict rodicim, ktei vidi jak rychle Bzi ¢as jejich chlapé?

Pred d¥ma mi Gertjan van Ommen z Leidenské university

v interview 7ekl, Ze to bude trvat tak deset let nez exo
skipping bude pouZitelné u chlapdva roky ubhly takze
zbyvéa je§t osm. Ptal jsem se rati jestli opravdu chii
vedét kdy bude metoda exon skipping pouzitelnd, jejich
odpovd’ byla ,Ano, chceme toddet a chdpeme, Ze takovéto
odhady nemohou byt/gné, Ze to neznamend, Zéegw

v lednu 2014 bude¢no co ponizZe jejich synovi. Jaké jede
situace Jak dlouho si myslite, Ze to bude trvat?

Ano, toto je hoda tézké. Toto je Sesty rok, kdy jsem na
mitinku Parent Projektu. Bohuzel, kazdy rok zdekpot
nové lidi a kazdy rok &kteti chybi a uz nikdy nagdou. Ale
my musime pokmgvat pomalu, opat#) krok za krokem
tak, abychom se vyhli chybam, které kigkani jest
prodlouZily.

Jsem optimisticky v jednééei — pokud budou prvni
klinické testy provedeny pgivé a bezp&né potom budou
velmi rychle nésledovat dalSi. Nové testy budourzavat
nové cile, které umoZnitgskaeni dalSich exaha I&eni
dalSich mutaci. Odpadne dlouholetkani na vysledky a
jejich analyza. Jakmile dostaneme pozitivni vysledk
v jednom pokuse ihned &@eme dalsi.

Jedna z cest jak urychlit vyvoj je misto Wisavani
jednotlivych exol zkusit dva nebo dokonce vic naraz,
udélat multi-exon skipping. Proneudtlat koktejl z olig pro
vysatizeni rékolika exori naraz. Uz jsme uthli pokus na
kultuie svalovych bugk se smisi olig pro odstragni exori
50, 51, 52 a 53 naraz a funguje to Bokliny koktejl, ktery
jsme zhotovili, je zarten na exony 6, 7, 8 coZ jsou exony,
které je pateba odstranit u dystrofickych {os TakZze to
miazeme odzkouSet na psecte tim nez to vyzkouSime na
lidech. Tyto koktejly mohou Bt nekolik raznych typ
mutaci. DalSi vyhodou pouZziti kokt&jle, Ze je mozno dat
bezpe&nostni testyif nebo i vice olig naraz. Toto byén
vyrazre urychlit vyzkum.

TakZe jak to t& vypada Gertjaiiv odhad je docela
realisticky, mozna teras bude i kratSi, doé&p, Sesti let
bychom mohli I€it prvni chlapce s dobrymi vysledky.

KdyZz hoveéim srodiéi casto slySim: ,Pré¢ DMD
potkalo zrovna nas? Co jeipinou”. Odpovidam: ,Ffic¢inou
jsou mutace, ty se objevuji ndhédmelze je pedvidat.”
Mutace jsou pouze nastroje evoluce. Kdyby nebyliaceu
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nebyli bychom zde ani my, nebyl by zZivot na zewinéjen
nejaky sliz. Ale evoluceedth i védce jako vy, kié se tyto
chyby evoluce sifa napravit, opravit vadny gen, keSit
problém nalezenim terapie.

To je zajimavy pohled n&we. Je pravda, Ze bez evoluce
bychom nevznikli. Kazdy z nas je jiny, kazdy z ndas
pravEpodobré trochu jiny dystrofinovy gen. Vdkterych
piipadech dochéazi ke 2zms jednotlivych bazi a vzniku jiné
aminokyseliny, ale pokud to neni zrovna velmileZita
aminokyselina nejsou tyto zZmy dilezité. KaZdy
dystrofinovy gen je trochu jiny, geneticka odlish¢s i u
jinych geri a také u gein kontrolujicich tvorbu bilkovin
z jinych gerii. Jsme prost velmi slozitd geneticka #aeni
coZ je i divod pra razni pacienti s DMD maji tizné
symptomy.

Vyroba oligonukleotidi.

Kdo vlast@ vyrabi oligonukleotidy? Pravgodobr se
vyrabi automatizovaf ne?

Prvni 20-metyl oligo jsem si @thl sam za pomoci
zaizeni, které mame v laborédito Zadal jsem AONovou
sekvenci, naplnil jej p#eébnymi chemikaliemi a stravil
mnoho bezesnych noci sledovanim syntézy AORouzité
chemikalie jsou velmi drahé a j& nenavidim zbyée
plytvani takZze jsem syntetizér udrzoval v chodurjaé& byl
jednou naplin chemikdliemi. Dnes uZ existuje spousta
firem, které umi oliga vyrobit ale ja preferuji koolu nad
celym procesem. Také jsem se tim dilauvic o pouzivanych
chemikaliich. Jakmile jsme zoptimalizovali naSe 2@tyl
oliga na bua¢nych kulturach zkontaktovali jsme se s firmou
AVI Biopharma v Oregonu, kterd pro néasdtedéla
morfolina. Uzce s nami spolupracuji, velmi nas paipa
dolre se nam s nimiah. A co je nejdlezitéjSi jsou schopni
vyrobit morfolina v kvali¢ potrebné pro klinické zkousky.

Jak budou oliga drahd aZ budou pouzitelna pro
chlapce?

Budou drah4, ale ne tak jako produkcdiyro genovou
nadhradu. Exon skipping bude mnohonasoblevngsi.
Vyrobni cena olig bude ztia4, a to jestbudeme pdebovat
spoustu dznych sekvenci. Pokud ale budeme schopni
vytvorit oliga velmi (&innd i v malém mnoZstvi, ktera
muzete podavat v malych davkach a ¢edbudou mit
dostatény terapeuticky &inek, tak pak 1€k nemusi byt tak
moc drahy.

V¢asnéa diagndza bude dlezita.

Jestlize exon skipping neb@jaka jina technika bude
fungovat neria by byt pouzita #ive nez svaly zmizi? Stale
mam funkni laborato* pro screening, ale pomalu odumira.
Pial bych si nalézt investora, ktery by mohtiat 5 let nez
bude chtit z¢t své penize, ast8inu jich utratit na podporu
zjisfovani svalové dystrofie u novorozénd/e spojenych
statech pray probiha takovyto pilotni program v Atlaha
v Columbusu ve st&Dhio.

V¢asna diagn6za budeildzitd. A moznd, kdyz
metoda exon skipping bude fungovat a bude h&wpe
potom po ¥asné diagnoze imiete zait 1écbu div nez se
objevi prvni piznaky. To by mohl byt velky rozdil ve
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vysledku I€by. TakZe si myslim, Ze novorozenecka kontrolg
na svalové dystrofie je dobra idea &lanby byt provadna
vsude.

Takze je nadéje?

Na za¢r interview mohl bysterict rodicim reco
povzbudivého po mitiku v Cincinnati?

Nejiive mi dovolte jedno iekvapeni: Pokrok
s morfoliny za posledni rok byl ohromujici, ziskaline lepsi
vysledky nez jsme &kavali. Jsme optimisté aekavame,
Ze budou fungovat daleko, daleko lépe nez jsmes jeS
nedavno pedpokladali. Na zZsgtku naSi prace jsme zjistili,
Ze morfolino nefunguje daéb na budcnych kuturdch. A
kdyZz jsme z&ali pracovat na mysSich sin-vivo injekcemi
délali jsme spoustu Silenych tfik abychom dostali
morfolina do sval. V principu to fungovalo, pak jsme ale
zkusili jisty druh negativni kontroly, morfolino pee
v solném roztoku, jen 0.9%¢bny solny roztok, a ono to
fungovalo bezvadh bez jakéhokoliv noge na zlepSeni
dopravy morfolin do sval Jencisté morfolino v solném
roztoku, ten nejjednodussi igmb jak morfolino podavat
fungoval velmi, velmi efektivh A pak lidé z AVI
Biopharma pipojili kousek réjakého peptidu pro jeStepsi
(cinnost a ono to fungovalo na mysich elpe. Nyni to
musime odzkouSet na lidech. Lidé z AVI, iktedélaji

morfolina, jsou velmi akni a novatorsti. Vyviji nové

chemikalie, nové modifilace a je bé&® s nimi
spolupracovat. Takze morfolina jsou to nejlepSientd
okamzik. | jA& doufam, Ze tito lidé filou v budoucnu
s ns¢im jeSE lepSim.

Ale abychom to ukatili. Chci fict, Ze tento mitink
Parent Projektu byl velmi pozitivni. V tomto okarzije
zkoumanatada fiznych metod pro svalovou dystrofii.
Existuji nadjné pokusy s genovou nahradou, obchazenim
nonsense mutacighi dva pokusy s metodou exon skipping,
pracuje se na myostatinech, steroidy se zkoumdjhive
podrobrg. To ndm davaid/od k nadji.

Ale nikdy to nejde dostate¢ rychle. Ral bych si,
abychom nili 1é¢bu uz era. Kdosi mi kdysiekl: ,Vyle¢
svalovou dystrofii a jdi do itthodu.” Je mi t& 50 let a
myslim, Ze na tomto poli budu pracovat ¢edtouho. Ale
jestli mizeme ®co vyznamného udhat brzo je to exon
skipping. Ziska to¢as nez bude &o jeSt lepSiho nebo
piijde néco trvalého. Exon skipping neni perfektnidéa. Ale
je to to nejlepsi co fizeme udlat nyni.

Velmi Vam dkuji, opravdu jménem lidi z celéhocty,
ktesi budou ¢ist toto interview, jménem chlapcs DMD,
jejich rodicii a pribuznych, 1éka: a vSech, kié se staraji o
déti s DMD, wdeckych pracovnikv této oblasti a vlivnych
lidi, ktefi jsou schopni zemit nekteré ci tak, abyste Vy a
VaSi kolegové dii finance a pileZitost dosahnout co
nejdive cile — |éby Duchenneovy svalové dystrofie.

Vysvétleni nékterych védeckych fakti

Geny jsou funkni jednotky genetického materialu
deoxyribonukleové kyseliny, DNA. Jeji struktura vypada
jako zkrouceny zdfk, dvojita spirala Pricky tohoto zekiku
jsou tvaeny ze étyk typa malych molek, bazi adenin
guanin, thymin a cytosin (zkrace# A, G, T, C). Z
prostorovych dvoda piicky mohou obsahovat jen dva typy
kombinaci bazipazové pary A-T a G-C. Protosekvence
bazi na jednom vlaknu jsokomplementarnindopkikem
druhého vldkna.

VétSina geid nese instrukci pro tvorbbilkovin. V jadie
buiiky dochazi k vyuziti genetické informacesxpresi to
znamend kopirovani agpisu do jiné genetické substance:
pre-mRNA, coZ je kopie nazyvartéanskript . VétSina gei
obsahuje aktivni oblasti nazyvargxony, které obsahuji
informace o bilkovinach, a neaktivni oblastntrony, které
jsou obvykle podstatndelSi a které mohou byfiZité pro
genovou expresi. Po transkripci jsou introny odwing z
pre-mRNA a samotné exony jsou poslepovanyndRiNA, ta
se potom pesune ven z jadra blay k ribozomam, coz jsou
struktury syntetizujici proteiny. Ribonukleové Kkisg,
RNA, pouzivaji misto thyminuracil (U).

V mRNA tfi nasledné baze zvarkdon nebotriplet
specifikuji jednu aminokyselinu podle jejiho genkého
kodu. Ti ze 64 kodoh UAA, UAG a UGA jsou stop
kodony — mista kde se ukaénje syntéza bilkovin. Kodony
navazuji jeden na druhy, neni mezi nimi zadné misto
ribozomech se genetick4 informace z mRNA dekdéduje
vyuziva k tvorls bilkovin, které se skladaji z dvaceiznych
stavebnich blok — aminokyselin. DMD a BMD jsou
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zpisobenymutaci genu prodystrofin. Gen je umish na X

chromozomu, obsahuje 2.220.228kleotida coZ jsou Bco
jako geneticka pismena Gen pro dystrofin je daleko
nejwtsi gen v lidskémete. Fitom jen 11.058 nukleotid tj.
pouze 0,5% , z nich je obsaZzeno v exonech a kGRl6jgs
aminokyselin.

Svalové buiky potrebuji dystrofin pro mechanickou
stabilitu. Je umigh na vniti stra membrany svalové
buiiky a zakotven do ni pomoci mnoha dalSich bilkovin,
které tvdi dystrofin-glykoproteinovy komplex.

Existuji i typu mutaci:delece kde chybi jeden nebo
vice exot, duplikace, kde ¢ast genu je zopakovana, a
bodové mutace kde jedna baze je nahrazena jinou,
vynechana neboifjgana. V ribozomech jsoutipismenné
kodonycéteny jeden za druhym bezeouSeni, jestlize mutace
odstrani nebofijda cely kodortteci rAmecneni gerusen. V
tomto pgipadt ¢teni Aistavav rdmcei a dystrofin je vyrobeny
0 reco delSi nebo kratSi neZ normélnlestlize takovéto
zmeény ovlivni struktury, které nejsou podstatné, dyfitr
maze byt staleiasténé funkéni. Pak vznikd benigni forma
Beckerova svalova dystrofie

Jestlize ale mutace posutteci rAmec o jednu nebo &v
badze dochazi keteni mimo ramec Potom se vytvd
bilkovina, ktera je od mista mutace slozend z mnoha
nespravnych aminokyselin &eni je obvykle zakafeno
now vzniklym pie¢asnym stop kodonem Nekompletni a
poskozeny dystrofin pak ndrbe vykonavat svou normalni
funkci, je burénymi mechanismy odstran a vznika
Duchenneova svalova dystrofi&lepovaci mista (splice
sites) jsou specifické oblasti exoma hranicich s introny a
jsou nutné pro spravné odstéah nekddujicichéasti genu,
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introni, z pre-mRNA. Slepovani samotné je provedeng
spliceozomycoz jsou komplexy malych RNA a bilkovin.

Technikaexon skipping méni DMD na BMD. Jestlize
mutace perusSicteci ramec a tim Zgobi DMD mizZe byt
navracena zft do d¢teciho rdmce ugtlym odstragnim
jednoho nebo vice exénz mRNA ped nebo za deleci,
inzerci nebo bodovou mutaci.

Exon se odstialje z mRNA pomoci antisense
oligonukleotidia, AONui. AONy jsou kratké kousky RNA
obsahujici asi 20 nukleofidkonstruované tak, aby jejich
sekvence byly schopny se samy fichytit na
komplementarnich sekvencich v exonech, které mgi b
odebrany, a nikde jinde AONy tedy interferuji se
spojovacim mechanismem (splicing machinery) tdky a
cilové exonynebyly sodasti mRNA, tedy byly feska@eny
(skipped).

Gen samotny ani jeho mutace nejsou metodou exq
skipping ovlivigni, ale jeho produkt mRNA neobsahuje
informaci odstraéného exonu nebo exdn Protoze tato
MRNA je kratS§i nez normalni, dystrofin samotny @ké&
kratSi, obsahuje ménaminokyselin. Jestlize se chyti
aminokyseliny vyskytuji v oblastech které nejsoi¢dvé pro
funkeénost dystrofinu, jako jef¢ba stedova oblast nazyvana
rod domain vysledna bilkovina iize stale vykonavat svou
stabilizani Glohu ve svalové membrénTo by neélo zmenit
DMD na mnohem mirksi BMD.

Poznamka pro ty, kdo se trochdgiluchemii na Skole:
Oligonukleotidy jsou kratké kousky jednoho ze dvou diuh
nukleovych kyselin: DNA nebo RNA (oligo znamené yal
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Dv¢ vlakna DNA jsou tvéena retzcem stidajicich se
jednotek z fosfatu a deoxyriboz a fidkostru (backbone)
DNA. Deoxyriboza je molekula cukru stp atomy uhliku,
kde u druhého uhliku chybi atom kysliku. Kazda ta
cukru nese jednu z&yt genetickych bazi na prvnim atomu
uhliku. RNA, ribonukleova kyselina, ma normalniazovou
jendotku s atomem kysliku na druhém uhliku. Nuktbot
jsou stavebni bloky obou drammukleovych kyselin. Kazdy
nukleotid je tvéen jednou ribozou, jednou bazi a jednim
fosfatem. TakZe existuji 4izné ribonukleotidy a 4 fizné
deoxyribonukleotidy. Oliga diskutovana v v interview jsou
antisense oligoribonukleotidy, AONs Antisense znamena,
Ze jejich bazova sekvence je di@m ke specifické cilové
sekvenci spojovaci oblasti v pre-mRNA.

Dva druhy olig neboli AON pouZzité pro peskaeni
exonmi jsou chraany oligoribonukleotidy takZze nejsou
niceny enzymy svalovych bgk. Holardané pouzivajRO-
methyl-phosphothioate, zkraces 20-methyl. 20-methyl
obsahuje metylovou skupinu, tj. uhlik $erhi atomy vodiku
na atomu kysliku druhého atomu uhliku v ribozowinjece
a atom siry misto misto jednoho z aforkysliku na
fosfatové jednotce. Morfolino, které pouziva brask
australsky tym, ma jeden z kydlikfosfatu nahrazen
dimethylamidovou skupinou, dusik nesouck daethylové
skupiny a cela ribozova jednotka je nahrazena rtin€im,
Sestélennym prstencem t¥enym ¢tyimi uhliky, jednim
kyslikovym a jednim dusikovym atomem s vodikovymi
atomy na uhlicich.
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